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1. INTRODUCCION

El colesterol, esteroide de origen animal, cumple numerosas funciones metabdlicas. Se
estima que por cada dos o tres moléculas de fosfolipidos que constituyen parte de la
matriz lipidica 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 6xidos de colesterol (COPs) (Morrissey y
Kiely, 2006). Hasta el momento se han identificado mas de 60 COPs, algunos presentan
actividad bioldgicas adversa in vivo, entre ellos se encuentra el 7p-hydroxycholesterol,
colesterol  5B,6B-epoxido  (B-epoxido), colesterol Sa,6a-epoxido (o—epoxido),
cholestane-3f,50,6pB-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 vy 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 bioldgica son: a-epoxicolesterol (o colesterol-5a,6a-epdxido) causante de
lesiones ateroscleréticas y con actividad carcindgena (Guardiola et al 1996), 25-
hidroxicolesterol (o 5-colesten-33-25-diol) y el colestanotriol (o colesten-3p-50-6f3-
triol), ambos con actividad citotoxica y angiotoxica (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 arterioscleréticas 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). Ademas, 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), accién enzimadtica o por efecto de irradiacion, siendo las dietas de esta
naturaleza una fuente de COPs; por tanto, es necesario controlar los procesos de
fabricacion de los alimentos con el fin de que sus contenidos se encuentren dentro de los
limites establecidos por las reglamentaciones alimentarias, lo cual requiere de
procedimientos analiticos adecuados que permitan determinar COPs en matrices
alimentarias. Cada vez es mds frecuente, sobre todo en las grandes urbes, el consumo de
comidas preparadas tanto dentro como fuera del hogar. Esta situacion ha dado lugar a
que la industria alimentaria transforme alimentos ya procesados tales como jamoén
cocido, jamoén 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 reduccién de su tamaio por
troceado, loncheado, dosificacién, envasado u otras operaciones conducentes a facilitar
la venta o el trabajo en el hogar incrementando los riesgos de contaminacion. En estas
operaciones, diversos microorganismos patdgenos, 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 irradiaciéon de alimentos es un método fisico de higienizacién que
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elimina organismos patdégenos o permite minimizar esta contaminacidn; consiste en
exponer el alimento a la accién de radiaciones ionizantes (E-Beam) durante un cierto
tiempo; la energia radiante emitida puede producir ionizaciones, rupturas y pérdida de
“estabilidad” de las moléculas del alimento con el que interaccionan, formando
sustancias ajenas a la composicioén inicial del alimento (Comité Mixto de Expertos
FAO/OIEA/OMS); en consecuencia, es un factor de riesgo potencial para la salud
debido a la formacion de COPs. Se debe establecer si la radiacién (E-Beam) es un factor
que desencadena la formaciéon de COPs a partir del colesterol, por medio de los
diferentes mecanismos quimicos que generalmente se inician con la formacién de

radicales libres.

Los contenidos de COPs referidos en la bibliografia para alimentos varian ampliamente
dependiendo de las metodologias y técnicas analiticas usadas, siendo las técnicas
cromatogrificas HPLC y GC las mas empleadas para su analisis. HPLC permite la
determinacion directa de algunos COPs que presentan propiedades de absorcién de
radiacién en la region ultravioleta (UV) del espectro; sin embargo, GC permite la
determinacion de todos los COPs aunque se requiere realizar un proceso de
derivatizacion lo cual hace incrementar el tiempo (t) de andlisis, si bien, esta técnica,
tiene ciertas ventajas; presenta mayor capacidad de picos que HPLC permitiendo
separar un nimero mayor de COPs y se dispone de un nimero mayor de detectores
genéricos que permiten detectar todos estos compuestos con limites de deteccion
relativamente bajos (Guardiola et al., 1995). Sin embargo, la separacién de COPs por
GC requiere condiciones muy especificas, puesto que se trata de separar derivados de

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

retencion (tgr) muy cercanos, formando pares criticos.

Por otra parte, la formacién de artefactos y su monitorizacién son preocupaciones
comunes en el andlisis de COPs; estos artefactos incluyen COPs que no se encuentran
en la muestra antes del andlisis, sino que se generan durante el andlisis de COPs, o bien
estdn inicialmente presentes en la muestra pero sus contenidos se incrementan (o
disminuyen) durante el anélisis (Bush y King, 2009). Se ha dedicado especial atencién a
los artefactos derivados del colesterol, ya que en comparaciéon 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 resefias sobre las actividades bioldgicas, presencia en los alimentos y andlisis
de COPs, sin embargo, métodos para monitorizar la generacion de artefactos no son
universalmente utilizados, lo que resulta en un creciente cimulo de informacién, sin

duda, a veces errénea.

La composicién de los alimentos de origen animal es muy compleja y requiere
numerosas etapas para llevar a cabo el andlisis de COPs. Ademads, los COPs pueden
reaccionar durante las etapas de preparacion de muestra, especialmente en la extraccion
de lipidos y limpieza de COPs (Bush y King, 2009); en consecuencia, los andlisis de
COPs en muestras complejas presentan una serie de dificultades afiadidas, tales como
destreza del operador en el manejo de muestras, alto consumo de tiempo y de reactivos
y, por ende, costes de andlisis elevados. Desde 1956 se han disefiado, desarrollado,
estandarizado y validado una gran cantidad de metodologias analiticas que han

permitido conocer parcialmente el comportamiento de los COPs, siendo comitn a la



Introduccion

mayoria, la extraccién de lipidos mediante lixiviacion y el sistema de limpieza de
muestras mediante extraccién en fase sélida, SPE (Lai et al., 1995; Jonson et al.,1996;
Garcia Regueiro y Marachiello, 1997; Careri et al., 1998; Boselli, et al., 2001; Petron et

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

Existe una amplia variedad de métodos, en general, especificos de la matriz. Las
comparaciones de los contenidos de COPs son a menudo dificiles de interpretar debido
a las diferencias en la metodologia y las complicaciones originadas por la formacién 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 autooxidacién y fotooxidacién contribuyen a la
generacion de artefactos; la exposicion al aire, luz o metales propaga la oxidacién de
colesterol y COPs, y estos factores oxidativos pueden ser limitados durante el andlisis
(Appelqgvist 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. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades sobre el colesterol
El colesterol (5-colesten-3f3-ol) es un esteroide de origen animal que cumple numerosas

funciones metabdlicas:

- Constituye la estructura bésica para la formacién de las hormonas esteroidales.

- A partir de él se forman las sales biliares cuyo papel es importante en la digestion y
absorcion de las grasas en el tracto intestinal.

- Posee importantes funciones regulatorias en el metabolismo intracelular de los acidos
grasos.

- Es junto con los fosfolipidos uno de los componentes mds importantes de las
membranas celulares (citoplasmadtica, nuclear y de orgdnulos). Se estima que por cada
dos o tres moléculas de fosfolipido que forma la matriz lipidica de las membranas,

existe una molécula de colesterol (Figura 1).

cholesterol

Figura 1. Estructura de la matriz lipidica de las membranas
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El colesterol tiene en los organismos animales un doble origen: aportacién alimentaria
(con la ingesta de alimentos de origen animal, sobre todo la yema de huevo, higado y
carnes rojas), pero esencialmente su sintesis a nivel de ciertos érganos como el higado,
intestino y la glandula corticosuprarrenal, a partir de la acetilcoenzima A (Acetil-CoA),
los cuales son la sede del catabolismo y de la eliminacién del colesterol en forma de

acidos biliares y de esteroles neutros.

2.1.1. Estructura
El colesterol estd 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 alifética en la posicion C-17.
3- Un grupo hidroxilo en la posicion C-3
4- Una insaturacion 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 nucleos

condensados y los sustituyentes aliféticos.

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 mds reactivas. Sin embargo, la posicion C-7 es mds

susceptible a reaccionar. Por el contrario, la C-4 es menos reactiva, posiblemente por el

12
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efecto de escudo del grupo hidroxilo en C-3. Las posiciones C-20 y C-25 de la cadena
alifatica lateral son terciarias y por tanto mds susceptibles de ataques oxidativos que

otros carbonos.

CH3

CH-CH2-CH2-CH2-CH-CH3

.00

A | \/

CH2

Hd/"\ . . / COLESTEROL

Figura 2. Estructura molecular del colesterol

2.1.2. Sintesis
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 conclusién se llegé alimentando
animales con escualeno marcado isotdopicamente y se obtuvo colesterol en el
excremento marcado radioactivamente. El camino biosintético propuesto por Blonch se

presenta en la Tabla 1:
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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 formacién de
hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA). En la cetogénesis, las enzimas para su sintesis
se encuentran en la mitocondria, por el contrario, cuando su destino es la sintesis de
colesterol, se encuentran en el citoplasma; sin embargo, el mecanismo catalitico 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).

i
ho H .
Cl) O
21 H,
H HEC\E{C\C/ ~HH
Acetato K, O, B [,
19 G 12 e gy, i
e CH’C‘B c‘iéH
/HZC/?\CW/DH\EIB/Hul -
H,C CH.
CH, e Bea™ COLESTEROL
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Figura 3. Formacién del colesterol a partir de unidades isoprenoides

2.1.3. Reacciones de oxidacion
La oxidacién de lipidos (grasas y aceites), es también conocida como rancidez oxidativa
para diferenciarla de la lipoperoxidacién celular, aunque, conceptualmente ambos
procesos significan lo mismo: destrucciéon por oxidacién de los dcidos grasos mono y
poli-insaturados presentes en los alimentos (rancidez oxidativa) o en las membranas

bioldgicas u otros componentes celulares (lipoperoxidacion).

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

mecanismo(s) de accidn y los productos que genera son relativamente bien conocidos
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(Guardiola et al., 1995; Valenzuela et al., 2000). Sin embargo, la participacién del
colesterol en este proceso ha sido escasamente abordada. El colesterol por su estructura
quimica, derivado del ciclopentano perhidrofenantreno, posee un doble enlace entre los
carbonos 5 y 6 del anillo aromatico, que es también susceptible de sufrir oxidacién. De
esta manera, cuando el colesterol, presente en muestras bioldgicas o en materias primas,
u otros productos oleosos que lo contienen, es sometido a una oxidacion, da origen a
una serie de productos oxidados, de diferente estructura, ain no bien definidos
quimicamente, que se identifican colectivamente con el nombre de oxisteroles (COPs)

(Maerker, 1987).

El colesterol también puede sufrir procesos de oxidacién cuando estd acompafiado de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL). La Tabla 2 muestra el resultado de Addis y
Warner (1991); se puede observar que la oxidacién de LDL In Vitro va acompafiada por
la formacién de una variedad de oxisteroles. Se desconoce el efecto que puede tener la
presencia de estos productos de oxidacion en la funcién metabdlica y en la probable

accion patoldgica de esta lipoproteina (Valenzuela et al. 2002a).

Tabla 2. Formacién de oxisteroles en LDL modificadas
por oxidacién

Esterol® LDL-control” LDL-oxidada"
Colesterol 687 358
70-OH e 56
a-epéoxido - 48
B-epéxido - 21
73-OH e 60
7-ceto e 181

LDL lipoproteina de baja densidad; *ug Esterol/mg proteina LDL;
200 pug de LDL incubados 20 h a 37 °C
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La oxidacién lipidica y de esteroles (colesterol) siguen las mismas rutas:
autooxidacion, fotooxidacion y oxidacion enzimatica, dando lugar a distintos
hidroperdxidos. Se cree que los hidroper6xidos que derivan de la oxidaciéon de los
acidos grasos no saturados tienen un papel importante en la oxidacién del doble enlace

A-5, que es el més sensible a la oxidacion.

La oxidacion del colesterol de la carne da lugar a una amplia gama de compuestos
secundarios potencialmente téxicos para el organismo, estando ésta inversamente
relacionada con la estabilidad oxidativa del resto de lipidos de la matriz carnica. Tanto
la especie animal como el aporte graso de la dieta condicionan el grado de insaturacién
de los lipidos y, en consecuencia, la sintesis de 6xidos del colesterol en carne fresca. La
mayor parte de las técnicas de procesado, especialmente el cocinado y los tratamientos
de irradiacion, incrementan drasticamente la velocidad de formacion de oxisteroles. Por
otra parte, la formaciéon de o6xidos del colesterol puede verse minimizada, tanto
mediante técnicas de envasado en atmdsferas protectoras y/o almacenamiento en
congelacion, como mediante el uso de antioxidantes. En este dltimo sentido, la
suplementacion de la dieta con vitamina E viene siendo considerada como uno de los
métodos mds eficaces para disminuir el grado de acumulacién de este tipo de

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

2.1.3.1. Autooxidacion
Es la causa principal del deterioro oxidativo del colesterol; es una reaccidon
autocatalitica con oxigeno molecular. La autooxidacién del colesterol normalmente

comienza en el carbono C-7 por desprotonacion seguida de la adicién de una molécula
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de oxigeno formando los productos primarios de oxidacién del colesterol que son los
isomeros del 7-hidroperoxicolesterol. Estos compuestos dan lugar al 7d4-
hidroxicolesterol y 7B-hidroxicolesterol los cuales se encuentran normalmente en los
alimentos (Figura 4). Ambos isémeros del 7-hidroperoxicolesterol pueden sufrir
deshidratacion durante el calentamiento dando lugar al 7-cetocolesterol, el cual se puede
formar también por deshidratacién de los isémeros del 7-hidroxicolesterol en presencia
de radicales libres Nielsen et al., 1996). El 7-cetocolesterol esta considerado como el

oxiesterol mayoritario en matrices alimenticias.

Radical libre + O, HO Radical libre + O,

colesterol

OH

o HO " 50H HO' OOH
20a-HC i l
" 25-HC HO "o HO OH

7a -hidroxicolesterol 7B-hidroxicolesterol
Deshidratacion

HO o

7-cetocolesterol

Figura 4. Autooxidacién del colesterol

La oxidacién de la cadena lateral se produce en las posiciones C-20 y C-25 dando lugar
a los respectivos hidroxisteroles. Por otra parte, la formacion de epéxidos isémeros de
colesterol se produce por la interaccion entre colesterol y el radical hidroxilico (Figura
5). Estos epoxidos se pueden hidrolizar en medio 4cido transformédndose en triol que

posee mayor toxicidad (Bosinger et al., 1993).
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COLESTEROL
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HO

HO

HO 5 @.CE

o B-CE
H+/H,0 l

HO
OH CT

Figura 5. Formacién de epdxidos y triol

Desde la década de los ochenta se han realizado numerosos estudios sobre las rutas de
oxidacion del colesterol y sobre la cinética que gobierna estas reacciones,
encontrindose que comienza por reacciones via radical, seguida de la epoxidacion,
deshidratacion, reducciéon y deshidrogenacién. Sin embargo, la informacién sobre la
degradacién del colesterol es compleja y limitada debido a la dificultad que entraia la
identificaciéon de estos productos. En la Figura 6 se muestra un resumen de las

principales rutas de oxidacion del colesterol.
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Epoxidacion
-

Productos de degradacion Colesterol

5,6 epoxidos

Reaccion radicalica

7-O0OH

(hidroperoxicolesterol)

Reduccion Deshidratacion

7-OH 7-Ceto
(hidroxicolesterol) (cetocolesterol)
Deshidrogenacion

Figura 6. Principales rutas de oxidacién del colesterol

2.1.3.2. Fotooxidacién
Algunos pigmentos naturales o colorantes sintéticos son fotosensibles, asi, la clorofila y
la hematoporfirina, pueden absorber energia en forma de radiacién y transferirla para
formar oxigeno singlete el cual reacciona con el doble enlace del anillo B del colesterol
y produce la migracion de los electrones del doble enlace permitiendo la formacién del
hidroperéxido en el carbono C-5. El 5-O0OH puede transformarse en el hidroperéxido

mas estable 7-OOH o 6-O0OH en menor proporcion.

Se evalué la fotooxidacién del colesterol y de lipidos de hamburguesas de pavo crudo
envasados en recipientes retrictiles de pelicula transparente, almacenadas a 4 ° C bajo
condiciones comerciales en dos periodos de almacenamiento diferentes, 3 y 11-dias.
Cuando la carne se almacend en la oscuridad a 4 °C, el indice de per6xidos maximo se
alcanz6 después de 5 dias y la concentracién maxima de COPs se logré sélo después de
7 dias. En la carne de pavo expuesta a luz fluorescente blanca se incrementd el

contenido de COPs y el indice de perdxidos después de 1 dia de almacenamiento (12 h
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de exposicion a la luz efectiva). Una lampara de bajo nivel que produce ondas azules
(tonos cdlidos de la lampara) es ttil para disminuir la peroxidacién y la oxidacién del
colesterol, siendo ésta una solucién adecuada para la exposicién de productos céarnicos
en los supermercados o las industrias de procesamiento de carne; esto indica que los
procesos de fotooxidaciéon 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 irradiacion del 7-ceto en dispersion acuosa da lugar al 7-cetocolestanol, indicando
que la hidrogenacion debe ocurrir a través de la interaccion entre el 7-ceto y los
productos de la radiolisis del agua. Sin embargo, al incrementar la intensidad de la
radiacion, los epdxidos isémeros del colesterol, y 7a-OH y 7B-OH pueden dar lugar a la
formacion del 6-ceto y 7-ceto, respectivamente. Se ha observado una menor proporcion
de los isémeros 70-OH y 7B-OH; lo cual implica que los isémeros 7-OH y 7-ceto son
interconvertibles en funcién de las condiciones de irradiacién. En la Figura 7 se

muestran las rutas de formacion de oxisteroles por irradiacion (Nielsen et al 1996).

CeHiy aHi Gy
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Figura 7. Rutas de formacién de oxisteroles por irradiacién 24
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2.1.3.3. Oxidacién enzimdtica
Existen enzimas presentes en los alimentos que pueden producir la oxidacién del
colesterol. Algunas investigaciones muestran que la conversion de los Sa-
hidroperdxidos (5a-HPC) en 70-HPC, la epimerizacion de 7a-HPC en 7B-HPC, y la
formacion de los epimeros del hidroxicolesterol (7-HC) desde los correspondientes
hidroperdxidos tiene lugar mediante reacciones enzimaticas. Estas reacciones deben ser
estudiadas en mayor extension debido al hecho de que estos productos se pueden formar
también mediante las reacciones no enzimadticas vistas anteriormente (Drodoesky et al.,
1965). Las enzimas que principalmente pueden catalizar la oxidacion del colesterol son
la monooxigenasa, dioxigenasa, dehidroxigenasa y las oxidasas. Las reacciones
enzimaticas y no enzimaticas pueden ocurrir simultineamente o individualmente
durante la produccién de los alimentos, procesado, distribucién 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 oleoquimica para prevenir o retrasar el desarrollo del proceso
oxidativo de las grasas y aceites. Su mecanismo de accién ha sido intensamente
estudiado, utilizdndose aquellos mas adecuados para su aplicacién 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 informacién respecto al efecto de estos antioxidantes en la
prevencion de la formacién de COPs es muy escasa; uno de los pocos estudios
disponibles sobre el efecto de antioxidantes en la formacién de oxisteroles fue realizado
por Huber et al. (1995) utilizando yema de huevo deshidratada; los resultados de este
estudio son de dificil interpretacion debido principalmente, a la complejidad del modelo
utilizado. Li et al (1996) estudiaron el efecto del o -tocoferol en la inhibicién de la
formacién de oxisteroles por efecto de la T y de la adicion de colesterol en aceite de
pescado, aceite de girasol y aceite de palma; observaron que el a -tocoferol sélo inhibe
la formacién de oxisteroles en el aceite de pescado, siendo no efectivo como
antioxidante en los aceites vegetales. Los autores no ofrecen explicaciéon a esta
diferencia en la accién del antioxidante, aunque, postulan un mecanismo diferente para
la formacién de oxisteroles en aceites animales (de pescado en este caso) y aceites
vegetales. M4s recientemente Shozen et al. (1997) realizaron un estudio de proteccion
de polvo de anchoa (anchoveta deshidratada y molida), producto de gran consumo en
los paises asidticos, por efecto del BHA y del o -tocoferol; estudiaron la variacion del
contenido de dcidos grasos poli-insaturados y la formacion de oxisteroles en el producto
envasado en funcién del tiempo (t), observando una correlacion entre la disminucién del
contenido de 4cidos grasos poli-insaturados y el aumento en la formacién de los
oxisteroles, con lo que argumentan la existencia de un mecanismo comun de oxidacion.
Sin embargo, s6lo el o- tocoferol inhibe la formacién de oxisteroles siendo casi
inefectivo el BHA (excepto en el producto envasado al vacio). Estudios més recientes
han demostrado que el BHT y el TBHQ son antioxidantes que pueden inhibir la
oxidacién del colesterol cuando ésta es inducida en conjunto con la oxidacién de un

aceite vegetal poli-insaturado. El mismo efecto se observé para el caso del a- y Y-
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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
formacion de 7 B-OH y 7-ceto.
2.1.5. Problemas de salud asociados con el colesterol

Diferentes circunstancias tales como la edad condiciones genéticas, condiciones
patoldgicas, o hédbitos alimenticios, producen un aumento paulatino del nivel de LDL
sanguineo, facilitando, entre otros factores, el desarrollo de la aterosclerosis, que forma
parte de las enfermedades cardiovasculares, causa importante de muerte en los paises de
occidente. Por tanto las concentraciones altas de LDL a nivel sanguineo, 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 lipidos, triglicéridos y colesterol; estos dos circulan juntamente con particulas
proteicas lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), LDL vy lipoproteinas de alta
densidad (HDL) dando lugar a las lipoproteinas. 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 higado, impidiendo que se deposite y se
acumule en venas Yy arterias; el colesterol acompafiado de particulas HDL es

comunmente llamado colesterol bueno.

higado

colesterol
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Figura 8. Diferencia entre Colesterol bueno y colesterol malo ificar 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, ademads, pueden desarrollarse por una alteracion propia del metabolismo de las

grasas y esto suele ser hereditario.

Un contenido equilibrado de colesterol es, minimo de 40 mg/dl de HDL (6 50 para las
mujeres) y maximo de 130 mg/dl de LDL. Cuando la suma de los dos es demasiado

elevada (> 200 mg/dl), se habla de “colesterol alto”.
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Figura 9. Obstrucciones arteriales por acumulacién de colesterol malo
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Otras biomoléculas asociadas con los problemas del colesterol son los 4cidos grasos
omega 3 y 6 los cuales contribuyen a los problemas de salud asociados con el colesterol;
asi, los paises conocidos por tener una dieta desequilibrada a favor de Omega-6
(relacién 10/20, Omega-6/0Omega-3) se caracterizan por un riesgo de mortalidad por
enfermedad cardiovascular més alto que cuando el colesterol total aumenta; la relacién
Omega-6/0Omega-3 en sangre seria el unico factor independiente que explique la
causalidad de muerte por enfermedad cardiovascular en funcién del colesterol total en

sangre, y no la concentracién de colesterol total por si sola.

Existen otros problemas de salud asociados con el contenido de colesterol en el
organismo; estudios realizados por investigadores franceses han llegado a la conclusion
de que el déficit intelectual de los individuos mayores a 60 afios estd relacionado al bajo
nivel de colesterol “bueno”. Segun 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 evidencié cuando se realizé a distintos individuos una serie de
test en muestras de sangre (en 1999 y posteriormente en 2004), analizando las
imposibilidades que tenian de memorizar 20 palabras (Ferndndez-Hernando, 2008).
También se ha encontrado cantidades apreciables de COPs asociados a la formacién de
cataratas en humanos, siendo los mds frecuentes: 78-OH, 7a-OH, 7-ceto, a-epdxido,
200-OH y 25-OH (Girao et al. 1998), asi 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 azicar, carbohidratos y una dieta muy rica en grasas saturadas, ademads de
una vida sedentaria trae como resultado en la mayoria de los casos, altos niveles de
colesterol. Una alimentacién rica en verduras, frutas y fibras, unida a practicas
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 dia 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 seria 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 lipidos en todos los 6érganos del cuerpo
humano, perturba el metabolismo del paciente; éste se vuelve incapaz de metabolizar
adecuadamente el colesterol y otros lipidos que terminan acumuldndose en Organos
como el higado, el bazo y el cerebro. Las consecuencias son disfunciones hepiticas,
demencia y otras enfermedades neurodegenerativas. Suele manifestarse entre los tres y
15 afios; la mayoria de los nifios diagnosticados con NP-C no llegan a los 20 afios, y
muchos fallecen antes de los diez. En los adultos, en 10% de los casos se manifiesta con
sintomas neuroldgicos y sicoldgicos, muy pocos llegan a los 40 afios. 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 elecciéon para la
hipercolesterolemia, la cual puede ser causada por NP-C familiar congénita (National

Institutes of Health).

2.1.7. Regulacion bioldgica del colesterol

La produccién de colesterol es regulada directamente por la concentracion del colesterol
presente en el reticulo endoplasmico de las células, existiendo una relacion indirecta con
los niveles plasmaticos de colesterol presente en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL por su acronimo inglés). Una alta ingesta de colesterol en los alimentos conduce a
una disminucion neta de la produccién endégena y viceversa. El principal mecanismo
regulador de la homeostasis de colesterol celular reside, aparentemente, en un complejo
sistema molecular centrado en las proteinas que se unen a elementos reguladores de
esteroles (SREBPs) que en presencia de una concentraciéon critica de colesterol en la
membrana del reticulo endopldsmico, forman complejos con otras dos importantes
proteinas reguladoras: SCAP e Insig. Cuando disminuye la concentracion del colesterol
en el reticulo endopldsmico, las proteinas Insigs se disocian del complejo SREBP-
SCAP, permitiendo que éste migre al aparato de Golgi; donde, las proteinas SREBP se
escinden secuencialmente por los lugares de la proteasa 1 (S1P) y proteasa 2 (S2P) y
migran al nucleo celular donde actian como factor de transcripcion uniéndose al
sistema del reticulo endotelial (SRE) de una serie de genes relevantes en la homeostasis
celular y corporal de esteroles, regulando su transcripcion. Entre los genes regulados
por el sistema Insig-SCAP-SREBP destacan los del receptor de lipoproteinas de baja

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

colesterol (Colpo, 2005).
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Figura 10. Mecanismo de regulacién del Colesterol

Brown M S. y Goldstein J. L. fueron galardonados con el Premio Nobel en Fisiologia o
Medicina en 1985 por su estudio sobre los mecanismos celulares de captacion
endocitica de colesterol lipoproteico; estos autores han participado directamente en el
descubrimiento y caracterizacion de la via de los SREBPs de regulacion del colesterol
corporal que ha sido la base para el mejor entendimiento de la fisiopatologia de diversas

enfermedades humanas, fundamentalmente la enfermedad vascular aterosclerdtica,
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principal causa de muerte en el mundo occidental a través del infarto agudo de
miocardio y de los accidentes cerebrovasculares, ademds del fundamento de la

farmacologia de las drogas hipocolesteromiantes mas potentes: las estatinas.

En el ser humano no se puede metabolizar la estructura del colesterol hasta CO, y H,O.
El nicleo intacto de esterol se elimina del cuerpo convirtiéndose en &cidos 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 estd presente en nuestra dieta, son absorbidos por las células
intestinales junto con los 4cidos grasos y monoglicéridos formados por la accién de las
lipasas intestinales. En estas células el colesterol es nuevamente esterificado y
transportado, en primer lugar, a través de la linfa (vasos linfdticos) y posteriormente en
la sangre, hacia el resto de células del organismo, formando parte asi de los
quilomicrones (QM), los cuales son proteinas de muy baja densidad producidas en el
intestino. La utilizacién de los QM por las células periféricas, (no hepéticas) les permite
obtener el colesterol para sus necesidades metabdlicas. Por otra parte, el higado forma
constantemente colesterol y lo exporta hacia las células periféricas como parte de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que al igual que los quilomicrones,
cumplen la funcién de proveer de 4cidos 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 lipidos para el organismo. Sin embargo en los
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periodos de ayuno fisioldgico, el aporte de lipidos, incluido el colesterol, es realizado
por el higado mediante la secrecion de las VLDL; estas lipoproteinas son transformadas
en el sistema cardiovascular que irriga a las células periféricas, en lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) y posteriormente en LDL. Las LDL también son utilizadas
por las células periféricas y por el higado, tejidos que las internalizan y las degradan,
utilizando con fines metabdlicos todos sus componentes (aminodcidos, dcidos grasos y

colesterol).

El colesterol es esencial en los recién nacidos y en los nifios en edad de crecimiento, ya
que ellos requieren formar nuevas células y tejidos. Es importante destacar que la
alimentacion experimental con dietas totalmente carentes de colesterol en ratas, produce
en las crias efectos teratogénicos, como el nacimiento de animales ciclopes 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
QUESOS
Cabrales 100
Gouda 140
Manchego 100
Crema 100
VISCERAS
Panza 150
Corazon 140
Higado de cerdo, cordero, ternera 300-440
Higado de pollo 555
ALTO Mollejas 250
Rifiones 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
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
Jamoén cocido 85
Conejo 85
Jamon serrano 92
Panceta 62
Salami, chorizo 75
Salchichas de cerdo 52
Salchichas tipo Frankfurt 65
Tocino 86
MEDIO 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
Requesén 38
ACEITES Y GRASAS
Oliva, maiz, girasol, cacahuate, Soya. 0
Margarina vegetal 7
AZUCARES
BAJO Miel 0
CEREALES
Arroz, avena, cebada, maiz, trigo 0
Pan blanco 5
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2.2. Generalidades sobre productos de oxidacion del colesterol, COPs
La oxidacion del colesterol da lugar a una amplia gama de compuestos secundarios,
conocidos como productos de oxidacion de colesterol o COPs, potencialmente téxicos
para el organismo. La mayor parte de las técnicas de procesado, especialmente el
cocinado y los tratamientos de irradiacidn, incrementan drasticamente la velocidad de
formacion de dichos compuestos (Geni, 2006). Hasta el momento se han identificado
mds de 60 COPs, algunos de ellos presentan actividades bioldgicas adversas in vivo,
ademads, 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; Boesinger et al., 1993; Paniangvait et al.,
1995; Yin et al.,2000; Poli, et al., 2009). Los COPS con mayor actividad bioldgica son:
a-epoxicolesterol (o colesterol-5a0,6a-epxido) —causante de lesiones aterosclerdticas y
con actividad carcinégena (Guardiola et al., 1996), 25-hidroxicolesterol (o 5-colesten-
3B-25-diol) y el colestanotriol (o colesten-3p-5a-6p-triol) —ambos con actividad
citotoxica y angiotoxica (Park y Addis, 1986; Nourooz-Zadeh y Appelquist, 1987;
Zhang et al., 1991; Paniangvait et al., 1995; ), también se ha encontrado que los COPs

estdn asociados al proceso de produccion de leucocitos en el higado (Haigh et al. 2006).

2.2.1. Estructuras

Las estructuras del colesterol y de sus productos de oxidacién no enzimética mas

comunes, claramente identificados y que se ofrecen comercialmente como estdndares 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 oxidacién

37



Revision Bibliogrdfica

2.2.2. Factores que determinan su formacion
Se han publicado estudios sometiendo diversos alimentos a diferentes condiciones para
determinar los factores que favorecen la oxidacién del colesterol. Los factores mas

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 formacién de estos
oxidos requiere la presencia de abundantes especies reactivas al oxigeno, dcidos grasos
insaturados, colesterol, metales de transicidon y en algunos casos enzimas. Ademads, la
desnaturalizacién 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
cataliticamente activo sobre metaloproteinas (principalmente mioglobina). También se
puede producir la destrucciéon de membranas celulares que pondrian en contacto dcidos
grasos insaturados con especies oxidantes. Por otra parte la descomposicion térmica de
hidroperéxidos produce especies oxidantes como radicales alcoxilo o hidroxilo; todos
estos procesos conllevan un incremento significativo de la oxidacién de colesterol y por
tanto, la formacion de especies oxidadas de los esteroles. Hur et al. (2007) refieren que
la cantidad de 7-ceto incrementa linealmente con el tiempo de exposicion al calor pero

no con cambios en T.

Cuando se realiza tratamiento térmico de productos carnicos procesados tales como
albondigas, hamburguesas y salchichas, no observan la formacion de COPs; solo se

observa una alteracion en hamburguesas de carne cruda y a la parrilla en la composicién
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de dcidos 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 ultimo caso. El porcentaje de
lipidos 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 fendémeno también se presenta
cuando se utiliza microondas. La formacién de COPs en alimentos por accién del calor
depende de T, tipo de ondas que genera el calentamiento, tipo de combustible usado
para generar el calor y tiempo de exposicion del alimento al proceso; en algunos casos
después del calentamiento se han obtenido cantidades de COPs hasta de 80 pg/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. Radiacién

Los estudios realizados con implicacion de radiacion visible y tratamientos de
irradiacion en alimentos en cuanto a procesos oxidativos muestran distintos resultados.
Cuando las moléculas absorben energia ionizante aumenta su reactividad notablemente
y forman iones o radicales libres los cuales reaccionan y forman productos radioliticos
estables (Woods y Pikaev, 1994); por ejemplo, en la carne, el hierro idnico libre
liberado de macromoléculas puede reaccionar con peréxido de hidrégeno y formar

radicales hidroxilicos. La presencia de oxigeno facilita la etapa de propagacién de la
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oxidacién lipidica asi como la formacién de anién superéxido y peréxido de hidrégeno
(Diehl, 1995). La luz ultravioleta puede incluso generar radicales libres debido a la
fotolisis del agua. La irradiacién puede producir gran cantidad de radicales hidroxilicos
en productos cdrnicos debido a que mdas del 75% de las células musculares estdn

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
oxidacidn si este material permite el paso de luz o de oxigeno; por ejemplo, cuando se
almacena pescado, como la merluza por mas de 120 dias, se observa la formacién de
COPs que aumenta cuando los envases son permeables al oxigeno (Saldanha y

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

2.2.2.4. Naturaleza de la matriz

Al comparar el tipo de lipidos (grasas animales y aceites vegetales) usados para freir
hamburguesas de pollo, se observa que los procesos de hidrélisis lipidica (dcidos grasos
libres, acidos grasos totales y diacilgliceroles) y oxidacién (indice de peréxidos y COPs)
en el proceso de coccidn se presentan con mds frecuencia en los alimentos preparados

con grasas animales, aunque estas diferencias disminuyen durante el proceso de coccién
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(Bonoli et al., 2007). La composicién de la matriz es un factor muy importante que
participa en la formacion de COPs; alimentos hidratados favorecen la formacién de
algunos COPs los cuales requieren la presencia de agua y de compuestos dcidos (acidos

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

2.2.3. Caracteristicas quimicas y biologicas

Los COPs, compuestos apolares mas hidrosolubles que el colesterol, son inestables. Su
absorcion a nivel intestinal es similar a la del colesterol siendo esterificados también en
forma similar. Se metabolizan via 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 sintesis 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 nimero de CAS de los COPs estudiados en este trabajo
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Tabla 4. Caracteristicas de los COPs
Nombre Masa o

Nombre completo corto Estructura molecular N° CAS
7B-hidroxicolesterol | 78-OH 402,65 566-27-8
Colesterol  5p,6f3-

. B -epoxido 402,65 4025-59-6
epoxido
Colesterol  50,60-

. a -epoxido 402,65 1250-95-9
epoxido
Colestano-3f3,50,63-

triol 420,36 360-68-9

triol
6-cetocolestanol 6-ceto 402,65 1175-06-0
7-cetocolesterol 7-ceto 400,64 566-28-9
25-hidroxicolesterol | 25-OH 402,65 2140-46-7

HO'
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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 Organizacién 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 mas potentes que el propio colesterol. Los COPs perturban varios
aspectos de la homeostasis del colesterol celular (incluida la biosintesis del colesterol,
esterificacion y el flujo de salida). Estos compuestos ponen en peligro la reactividad
vascular, son citotoxicos 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 lipopolisacarido bacteriano
son capaces de oxidar el colesterol para producir COPs, incluyendo especies
reconocidas como cancerigenas, asi como la aparicion de formas oxidadas de colesterol
(oxisteroles) en los tejidos vivos; estos compuestos han sido asociados con
aterogenicidad durante los dltimos cuarenta afios; el contenido de COPs se correlaciona
negativamente con el contenido de colesterol de los cédlculos biliares. Se ha demostrado
correlaciones entre la presencia de bacterias en los cdlculos biliares y el contenido de
COPs en los calculos biliares humanos. También se ha demostrado que la bilis hepética
en pacientes con infeccion biliar contiene niveles significativamente mayores de COPs,
a diferencia de la bilis de los pacientes que carecen de infeccion del sistema biliar

(Sathishkumar et al., 2009).
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Los COPs que se generan en las LDL ejercen un efecto citotoxico 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
redistribuciéon de la oa-actina, ademds generan pérdidas de vinculina causando,
finalmente, la muerte celular por apoptosis. En las plaquetas aterosclerdticas humanas
se presentan muchos lipidos oxidados, los cuales pueden facilitar futuras oxidaciones
como es el caso de la paraoxonoasa, una LDL que en condiciones normales es una
lipoproteina 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 parametros de pacientes sanos y de pacientes con
hemodidlisis la relaciéon de concentracién del 7-ceto/colesterol de las LDL es
significativamente mads alta en estos dltimos; sin embargo la relacion entre dcidos grasos
poliinsaturados/acidos grasos saturados, en las membranas de los eritrocitos, es
significativamente menor en estos pacientes. No se observa diferencia significativa en la
relacion de la concentracion del 7-ceto de LDL y la composicién de dcidos grasos en las
membranas de eritrocitos entre pre y post-intervencion de hemodidlisis; se concluye que
los pacientes bajo hemodidlisis 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 oxidacion del colesterol.
Esto se ha demostrado en dietas de ratas usando sustancias caracteristicas 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 &cido
aurintricarboxilico, vitamina E y metil-B-ciclodextrina que diminuyen de forma
significativa la formacién de perdxidos y radicales hidroxilos en el plasma sanguineo
(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 macréfagos 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, asi por ejemplo a las 24 horas de tratamiento, el licopeno reduce
significativamente el aumento de la produccién de oxigeno reactivo oxidativo (ROS)
inducido por los oxisteroles, como también la fosforilizaciéon redox (Miyuki et al.,

2002).

2.2.4.2. In-Vitro

Se ha evaluado la capacidad del colesterol y sus 6xidos para inducir apoptosis en células
musculares lisas vasculares en cultivo de tejidos; estudios de aterosclerosis en conejos
mostraron que 7-cetocolesterol inhibe la proliferacion e induce la apoptosis, siendo este
compuesto el inhibidor més potente de la proliferacion; sin embargo, 25-OH resulté ser
el mds potente inductor de la apoptosis. Estos datos sugieren que la inhibicién de la
proliferacion y la induccién de apoptosis por los COPs dentro de las células musculares
lisas siguen diferentes vias. La presencia de colesterol no tuvo ningin 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 estdn presentes en etapas

de la gestacion humana como son las del cordéon umbilical, lo que puede generar un
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efecto adverso para este proceso, llegando a producir dafios o muerte del feto (Phelan y
Mabhler, 1997; Liao et al., 2009). Los COPs también afectan a las células del sistema
nervioso central siendo 25-OH uno de los agentes més citotéxicos. Durante el proceso
de muerte celular, los COPs son capaces de potenciar el lipopolisacarido bacteriano
(LPS) el cual induce la produccién de 6xido nitrico en distintos grados. La citotoxicidad
de 25-OH podria prevenirse mediante metil-B-ciclodextrina, polimero de glucosa el cual
causa eflujo de 6xido de colesterol presente en las células. Mucha atencién ha merecido
la citotoxicidad de COPs en las células inmunes de la sangre tales como, linfocitos y
macréfagos; la literatura refiere que estos agentes son toxicos para las células de la
microglia derivadas del sistema nervioso central (Chang y Liu., 1998; Chang et al.,

1998).

El 3B-hidroxi-5-0x0-6-secocolestan-6-al (Secoaldehido Colesterol) induce la agregacién
de plaquetas y la apoptosis en neuronas del hipotdlamo; es citotéxico en
concentraciones entre 5 y 20 mg/L, mientras que el colesterol a estas concentraciones
no es toxico; 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 plasmadtica, posiblemente como resultado de una mayor produccién de
especies reactivas de oxigeno. En células diferentes a las neuronas también se ha visto
el fendmeno de apoptosis cuando se agrega triol, lo cual se debe a la alteracién de las
funciones que debe cumplir la mitocondria ya que esta organela es la encargada de la
respiracion celular y puede participar en otros procesos de oxidacion (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 mas de 60 COPs, los cuales son frecuentemente detectados en
alimentos, siendo 7-ceto y 7B-OH los que se encuentran en mayor proporcion; su
contenido depende fundamentalmente del tipo de matriz siendo uno de los pardmetros
determinantes el contenido de agua ya que éste puede interferir en el proceso de andlisis
y ademads participa en la formacion 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 area de contacto favoreciendo el proceso de

oxidacion, lo que puede incrementar el contenido de COPs.

En trabajos realizados con carnes frias como mortadela y salami se han encontrado
contenidos de 7B8-OH, a-ep6xido, 7-ceto y 25-OH hasta de 18,69 ug/g, los cuales son
relativamente altos (Sager y Herzallah, 2005); es necesario indicar que esta matriz sufre
cambios de T y cambios en su composicion durante el proceso de fabricacion y

almacenamiento (Angulo, et al. 1997).

Existen alimentos que no sufren cambios significativos en T y composicion de la matriz
dentro del proceso de fabricacién como es el caso del jamén Serrano y del Ibérico; sin
embargo, el proceso de maduracién 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 (Petrén et al., 2003).
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Los alimentos lacteos son sometidos a diversos procesos en las etapas de fabricacion
que pueden conducir a la formacién de COPs; los quesos especialmente se someten a
largos procesos de maduracion, llegando a presentar contenidos de COPs hasta de

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

En matrices acudticas la formacion de COPs es diferente porque su contenido en agua y
acidos grasos son relativamente altos, aspectos que son ambos determinantes en la
formacion de estos compuestos. Se ha referido que en muestras de salmén ahumado
factores como el cocinado y el empaquetado del producto durante su procesamiento
influyen notablemente en la formaciéon de COPs encontrando contenidos que llegan

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

2.3. Irradiacion de alimentos para su conservacion

Son muchos los sectores de poblacién que se muestran contrarios ante el empleo de
radiaciones ionizantes y mas atun cuando el material tratado son alimentos. La solucion
a este problema pasa por una adecuada informacién 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 paises, indican que el consumo de alimentos irradiados carece de efectos
nocivos siempre que este tratamiento se realice dentro de ciertos limites y en
condiciones controladas. Se ha evaluado, por ejemplo, la formacién de 7-ceto, a-
epoxido, B-epoxido 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 EI-Mongy, 1992). El gray (Gy)
es la unidad empleada para cuantificar la energia absorbida por unidad de masa de

alimento (1Gy= Julio/Kg).

2.3.1. Generalidades

La irradiaciéon de alimentos consiste en su exposiciéon a la accién de radiaciones
ionizantes; se denominan asi porque pueden eliminar electrones de enlace, para energias
superiores a 0,5 MeV. El limite superior de 10 MeV, se considera adecuado para evitar

la radioactividad inducida con formacion de is6topos inestables.

La radiolisis produce la aparicion de radicales libres y por tanto aumenta la presencia de

sustancias extrafas ajenas al alimento.

2.3.2. Tipos de radiacion
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 desintegracion radiactiva de isétopos de Co® y Cs'’ y se
genera mediante instrumentos que funcionan con una energia igual o inferior a 5 MeV.
Este tipo de proceso posee las siguientes caracteristicas principales:

- Alto poder de penetracion.

- Homogeneidad de la radiacion.
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- Mayor tiempo de irradiacién y por tanto mayor posibilidad de eliminacién de
organismos vivos.
- Constante en el tiempo.

La Figura 12 muestra el proceso de este tipo de irradiacién
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Figura 12. Radiaciéon gamma

2.3.2.2. Rayos X
Se generan mediante instrumentos que funcionan con una energia igual o inferior a 5
MeV. Los rayos X tienen propiedades similares a los rayos gamma, ya que las bandas

de frecuencias de radiacién coinciden.

2.3.2.3. Electrones acelerados (E-beam)
Se generan mediante instrumentos que funcionan con una energia igual o inferior a 10
MeV (electrones a gran velocidad), Figura 13.

Las caracteristicas fundamentales de la irradiacién son las siguientes:

Fuente eléctrica de produccién de electrones controlable en intensidad y energia.
- Poco penetrante.

- Producto esterilizado disponible en pocos minutos.

- Posibilidad de control unitario en cada unidad.

- Ausencia de impacto ambiental.
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Figura 13. Dispositivo generador de electrones acelerados

2.3.3. Instrumental para la irradiacion

Segin la forma de realizar el proceso, las instalaciones de irradiacion de alimentos
pueden ser de dos tipos: aquellas que permiten un tratamiento discontinuo y las
adaptadas para aplicar la irradiacién continua. En las primeras, se irradia una cantidad
determinada de alimento durante un periodo de tiempo preciso, tras el cual se descarga
la instalacidn para tratar otra partida de alimento. La variable fundamental para regular
la dosis de irradiacion aplicada es el tiempo de permanencia del producto en la cdmara
de tratamiento. En las instalaciones de procesado continuo, los alimentos atraviesan
constantemente la cimara de irradiacion a una velocidad controlada y calculada, ya que
ésta es la variable que garantiza la absorcién de la dosis requerida; las instalaciones
discontinuas son mads sencillas, faciles de manejar y flexibles, mientras que las de

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

2.3.4. Normativa internacional y legislacion espaiiola
No todos los tipos de radiaciones ionizantes pueden utilizarse en el tratamiento de
alimentos. Si los niveles de energia de la fuente radiactiva son elevados podria

presentarse un fendmeno de radiactividad inducida por el cual ciertos componentes del
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alimento se convertirian en radiactivos. Por ello el Comité Mixto FAO/OIEA/OMS de
expertos en irradiacion de alimentos, basdndose en estimaciones tedricas y estudios
experimentales, acordé en 1981 autorizar como fuentes de radiacién, para el tratamiento
de alimentos, aquellas (rayos gamma, rayos X y haces de electrones de baja energia)
cuyos niveles de energia se encuentran muy por debajo de los que pueden producir
radiactividad. De esta forma, se garantiza que los alimentos tratados serdn, en este

aspecto, totalmente seguros.

* Comision 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 cédigos de
higiene, las normas alimentarias y los cédigos de transporte aplicables; no se aplica a

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

efectos de inspeccion (CODEX, 2003).

- Codigo de practicas del CODEX para el tratamiento de los alimentos irradiados.
Indica las précticas que deben aplicarse para que el tratamiento por irradiacion resulte
eficaz y se efectie de manera que permita mantener la calidad y obtener productos

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

. Uniéon Europea

La normativa europea es muy exhaustiva; pretende armonizar la legislacién 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 irradiacion en la UE sigue habiendo muchas

diferencias. A continuacién 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 irradiacion de alimentos, incluye en su anexo una lista
comunitaria inicial de alimentos e ingredientes alimentarios que pueden tratarse con
radiaciones ionizantes, a saber, hierbas aromadticas secas, especias y condimentos
vegetales y fija en 10 kGy la dosis mdxima autorizada. Las directivas europeas no son
normas directamente aplicables, sino que los Estados deben de transponerlas a sus

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

* Existe un simbolo internacional aprobado para identificar en el etiquetado los
alimentos que han sido sometidos a un proceso de irradiacién. Sin embargo, el simbolo

no aparece en el etiquetado europeo (Figura 14)

e A

Y

Figura 14. Etiqueta de alimento irradiado (Radura)

* 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
conservacion); en los mercados minoristas europeos ya se venden més de 40 tipos de

alimentos irradiados. Esto se debe a que algunos Estados dentro de la Unién Europea se
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han abierto mas a la irradiacién que la directiva marco, como Francia, Holanda, Bélgica,
Hungria o Gran Bretafia. En Gran Bretaia, por ejemplo, desde los afios 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 aplicacion de innovaciones tecnolédgicas en la elaboracion de alimentos. La
irradiacién se prohibe expresamente en la produccidon y conservaciéon de alimentos
ecolégicos. En Espaiia la irradiacion oficialmente no se usa. Desde la Agencia Espaiiola
de Seguridad Alimentaria (AESA) se asegura que este sistema de esterilizacién no se
utiliza en nuestro pais por la escasa demanda de los fabricantes. Sin embargo, existe
demanda para la exportaciéon de productos irradiados. A continuacién se detallan

algunos apuntes a cerca de la legislacion espaiiola.

* Real Decreto 348/2001. Regula la elaboracion, comercializacién e importacion de
productos alimenticios e ingredientes alimentarios tratados con radiaciones ionizantes
(Real Decreto 348/2001, Espana). Se aplica a hierbas aromdticas secas, especias y

condimentos vegetales (10 kGy).

* En Espana debe aparecer el texto “Irradiado” o tratado con radiaciones ionizantes,

existen dos empresas autorizadas: en lonmed (Cuenca) donde se irradian alimentos,
entre otros productos, mediante un acelerador de electrones, y en Aragogamma
(Barcelona) donde se realiza la irradiaciéon con radiacién gamma (C060); ambas
empresas estdn autorizadas por el Consejo de seguridad Nuclear (CSN) como
instalaciones radiactivas y se encuentran inscritas en el Registro General Sanitario de

Alimentos (RGSA).
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2.3.5. Efectos de la irradiacion

2.3.5.1. Quimicos

Para evaluar el efecto de las radiaciones ionizantes utilizadas en el procesado de
alimentos es necesario conocer la repercusion que tiene este tipo de radiaciones en
cualquier material; los electrones y radiaciones gamma producen ionizaciones y
excitaciones en los atomos y/o moléculas de la materia con la que interaccionan, lo que
se conoce como efecto primario de la irradiacion. Como consecuencia de la excitacion
molecular aparecen nuevos iones y radicales libres, que dan lugar a recombinaciones y
dimerizaciones de las que resultan sustancias de composicion diferente a la del
compuesto inicial, lo que constituye el efecto secundario de la irradiaciéon (Kwon, et al.
2008). Este tultimo efecto se prolonga en el alimento, con formacién y desaparicion de
compuestos, hasta el establecimiento de productos estables. Al conjunto de estos
fendmenos se le denomina radiolisis y a los nuevos compuestos originados productos

radioliticos como se representa esquematicamente en la Figura 15.

La intensidad de la radiolisis depende de la composicion del alimento tratado, de las
condiciones de procesado y de la dosis de irradiacion absorbida por unidad de masa
(Gy). En un tratamiento de esta naturaleza la dosis absorbida y su distribucién dependen
de la potencia y del tipo de fuente de irradiacién utilizada. El control del tratamiento
aplicado se realiza mediante dosimetros que pueden ser calorimétricos, quimicos o

colorimétricos.
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Radiacibn lonizante

Excitacion molecular
Ionizacion

EFECTO PRIMARIO

Dimerizacion RADIOLISIS

Recombinacion

EFECTO SECUNDARIO

Formacion de nuevos compuestos

PRODUCTOS RADIOLITICOS

Figura 15. Efectos de radiacién ionizante

La extension y generalizacion 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 cardcter oxidante o reductor, que poseen elevada capacidad de

reaccion como se detalla en la Figura 16.

radiacion Elﬂua‘ . radical IiI:_,.-n [.]H'
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‘JSJF de agua [ ion HE
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HO® : ——

[.:| agua oxigenaca
HeO
Figura 16. Formacion 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
mayoria de ellos intervienen de forma decisiva en la radiolisis. Su efecto es ain mayor
en presencia de oxigeno, por formarse peréxidos y superperoxidos de gran actividad. En
conjunto, la presencia de estos radicales va a condicionar las reacciones de oxidacién y
de reduccién, provocando un desequilibrio en los procesos de o6xido-reducciéon

enzimatica y, en consecuencia, la desestabilizacién metabdlica.

Estudios realizados sobre la influencia de la irradiacién en muestras de jamén cocido
empaquetado al vacio, usando como dosis maxima 8 kGy, concluyeron que la
irradiacién no produce racemizacion significativa de L-amino acids (Gil-Diaz et al.,

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

2.3.5.2. Bioldgicos

Tratamientos especificos de irradiacion pueden causar la destruccién de los agentes
vivos presentes en los alimentos (insectos, pardsitos y algunos microorganismos) o
ralentizar los procesos bioldgicos de algunos vegetales (maduracién, crecimiento de
brotes y raices), sin apenas modificacion de las caracteristicas organolépticas y el valor
nutritivo derivado de su composicidn en proteinas, lipidos y carbohidratos (Blank, et
al., 1992; Zhu et al., 2005; Cabeza, M.C. et al., 2007). Al ser los acidos nucleicos los
componentes de mayor complejidad a nivel celular, la posibilidad de que el material
genético sufra dafios directos es muy elevada. De esta forma la dosis letal de irradiacion
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 irradiacion para distintos organismos

Otras macromoléculas mds sencillas experimentan modificaciones, en especial debido
al efecto secundario o indirecto. De esta forma, los polisacaridos (celulosa, pectinas y
almidones) pueden ser parcialmente despolimerizados. Las proteinas son relativamente
poco afectadas, aunque la reducciéon de los enlaces disulfuro es la causa de la
desactivacion y de los cambios de conformacién de algunas enzimas. También se ha
observado hidrélisis de enlaces peptidicos y oxidacién de grupos —SH. Entre las
moléculas de pequefio tamafio, los monosacaridos pueden oxidarse o hidrolizarse y los
aminoécidos pueden ser desaminados, pero son los dcidos grasos poliinsaturados los
mads afectados, dando lugar a hidroper6xidos inestables y a numerosos productos de

degradacion.
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En consecuencia, el efecto letal de las radiaciones ionizantes en organismos vivos se
debe, en primer lugar, a los dafios directos ocasionados en el ADN y ARN. Estas
alteraciones afectan a la expresion de algunos genes y a la biosintesis de diversas
enzimas e interfieren en la division celular; ésto es vadlido tanto para impedir la
proliferacién de microorganismos como para inhibir su proliferaciéon y ralentizar la
maduracion de ciertos vegetales. En segundo término, los resultados de los tratamientos
de irradiacién se asocian con las alteraciones que los radicales libres formados originan
en los equilibrios enzimaticos de 6xido-reduccion. El avance de la radiolisis ocasiona,
ademds, lesiones en las membranas celulares que afectan especialmente a su
permeabilidad. Este hecho se debe principalmente al efecto secundario de la irradiacién

sobre el componente lipidico de éstas, en particular de los dcidos grasos poliinsaturados.

En el caso de los microorganismos, la radiorresistencia es muy diversa dependiendo de
multiples factores entre los que se encuentra la especie, e incluso la cepa considerada.
El estado fisiologico también condiciona la respuesta; asi, la mayor radiosensibilidad se
muestra en la fase exponencial del crecimiento; decrece durante la fase estacionaria y es
minima en fase latente (no hay crecimiento visible de la colonia). Otros factores
determinantes son la composicion del medio en el que se encuentran y las condiciones
de tratamiento (T, presencia o ausencia de oxigeno, etc.). De esta forma, T elevadas
aumentan la radiosensibilidad y algunos microorganismos resultan mds afectados

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

La radiosensibilidad inherente de un microorganismo estd caracterizada por la dosis

necesaria para destruir el 90 % de la poblacién inicial (valor D). En la Tabla S se
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muestra que este pardmetro puede tomar diferentes valores en funcién de las distintas

condiciones ambientales.

Tabla 5. Radiosensibilidad de diferentes bacterias en determinadas

condiciones ambientales

Bacteria Medio T ratamientos "C D, kGy
Aeromonas hydrophila Carne de vacuno 2 0.15
Bacillus cereus Agar nutritivo Ambiente 3.20
Bacillus stearothermophilus Solucién tampén 0 1.00
Clostridium botuilinum A Solucién tampén 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 irradiacion; Tyamiento, temperatura del tratamiento

De forma genérica, se puede decir que las bacterias esporuladas son mucho mas
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 1o son algo menos, siendo los géneros Acinetobacter y Moraxella
los mds 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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ultimo el més 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 mas radiorresistentes. Los virus son los microorganismos con mayor
radiorresistencia. Sin embargo, dada la mayor complejidad de su material genético,
todos los insectos y pardsitos que puedan contener los alimentos son muy
radiosensibles; por ello, en muchos paises se utiliza este tratamiento para la destruccién

de agentes como Trichinella spiralis.

2.3.5.3. Calidad nutricional y caracteristicas organolépticas de los alimentos

El efecto de una determinada dosis de irradiacién 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 migracién de los radicales libres y la
posibilidad de reaccién con otros compuestos. En un medio fluido, y cuanto mayor es el
contenido acuoso, el efecto de la radiaciéon se generaliza con mayor facilidad. La
presencia de oxigeno y elevadas T acenttian el efecto de la irradiacion. La disminucién
de T es un excelente procedimiento para disminuir la formacién de productos
radioliticos. Todos aquellos factores que pueden modificar la velocidad de las
reacciones quimicas del efecto secundario, como el pH o la adicién 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 irradiacion, mientras que la existencia de metales y sales
(sensibilizantes) potencian el grado de alteracién. Por otra parte, la naturaleza del
envase o del contenedor es otro aspecto a considerar, puesto que puede modificar la

dosis de irradiacion aplicada al alimento.

Una buena préctica de irradiacién debe compatibilizar su capacidad de prolongar la vida
util de los alimentos con el minimo 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 nimero de paises. En estos trabajos
se ha estudiado el efecto de dietas irradiadas, a distintas dosis, en animales a lo largo de
varias generaciones. A raiz de los resultados obtenidos en estas experiencias, el Comité
Mixto de Expertos FAO/OIEA/OMS y la Comision del Codex Alimentarius
consideraron que los tratamientos con dosis iguales o inferiores a 10 kGy no
representaban ningin peligro para la salud humana, asegurando la inocuidad de los
alimentos asi tratados. A estas dosis, los efectos de radiolisis en el alimento son
minimos. Se estima que la cantidad de sustancias de nueva formacién que pueden
aparecer en un kg de alimento con una composiciéon modelo (80% humedad, 6.6%
lipidos, 6.6% glucidos y 6.6% proteinas), tratado con una dosis de irradiacién de 10

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

Las modificaciones quimicas 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 radiacién 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 irradiacion causan modificaciones en el
sabor, color y textura que pueden hacer al alimento inaceptable. Estas alteraciones, sin
embargo, pueden minimizarse irradiando el alimento a vacio o en atmoésferas
modificadas, en estado congelado o en presencia de antioxidantes; es decir, siempre que

se reduzca el efecto secundario de la irradiacion.

Una de las alteraciones organolépticas méas caracteristicas es la apariciéon de un olor y/o
sabor tipico a radiacion (Cabeza et al., 2007; Kwon et al., 2008; Brewer, 2009). Este
hecho se debe, fundamentalmente, al efecto de la radiolisis en lipidos y proteinas. En los
primeros, se potencia la formacion de peréxidos e hidroperéxidos con la consiguiente
produccién de aldehidos y cetonas voldtiles que modifican el aroma. En cuanto a las
proteinas, una de las causas del mal olor deriva de la posible liberaciéon de sulfuro de
hidrégeno. Por estos efectos, la irradiacién no es conveniente, incluso a dosis bajas para
el pescado graso y unicamente serian 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 mds influencia que la irradiacion para
inducir a la oxidacién de lipidos; en muestras de carne con empaquetamiento aerdbico 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 mds pronunciado inmediatamente después de la irradiacion 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). Asi, en carnes irradiadas con dosis superiores a 1.5 kGy presentan un cierto
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oscurecimiento. Por otra parte, puede intensificar el pardeamiento enzimatico como
consecuencia de la liberacion de enzimas de orgdnulos celulares debido a la alteracién
de sus membranas, lo que facilita que los sustratos fendlicos se pongan en contacto con

las polifenoloxidasas.

Al igual que otras modificaciones producidas por la irradiacién, 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; asi, diversos trabajos afirman que
el valor nutritivo de las proteinas en los alimentos irradiados es similar al que tienen

cuando reciben un tratamiento térmico equivalente.

La irradiacién con haz de electrones aumenta significativamente la oxidacion de los
acidos docosahexanoico (tipo omega 3), araquiddnico, linolénico, y el colesterol de la
yema de huevo en polvo. El contenido de acido araquidénico se reduce de 4.58% a
3.07%, y el total de COPs aumenta de 11 a 467 ng/g después de la irradiacién a 5.0
kGy. También se produce la oxidacion durante el almacenamiento pero se reduce
significativamente cuando los alimentos se envasan a vacio; el uso de antioxidantes no
tiene efecto sobre los dcidos grasos y la oxidacion del colesterol durante la irradiacion y
almacenamiento. La irradiacién genera cambio de color en el polvo de yema de huevo;
este fendmeno también se presenta durante el almacenamiento; el envasado al vacio 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 irradiacién en micronutrientes son diversos. La
vitamina D, rivoflabina y niacina son bastante radiorresistentes; sin embargo, las
vitaminas A, Bj, E y K son mucho més 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 vacio.

2.3.6. Aplicacion en la Industria Alimentaria

El tratamiento mediante irradiacion, ya sea s6lo o combinado con otros tratamientos,
ofrece ciertas ventajas en comparacién con los métodos clésicos, 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 irradiacién de alimentos incrementa s6lo ligeramente su T, por lo tanto puede
utilizarse para destruir microorganismos en alimentos congelados sin que éstos cambien
de estado. Ademds, la mayoria 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

utilizacion de la Industria Alimentaria.

Inicialmente, los tratamientos con radiaciones ionizantes se clasificaron comparandolos

con los tratamientos térmicos tradicionales, teniendo en cuenta la dosis de irradiacién

aplicada. De esta forma se definieron los siguientes términos (Narvaiz, 2000).
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a) Radapertizacion, cuando las dosis aplicadas son suficientes para reducir el
nimero y/o actividad de los microorganismos hasta conseguir la esterilidad

comercial. Se requieren dosis entre 10 y 50 kGy.

b) Radicidacion, cuando las dosis son suficientes para eliminar los
microorganismos patégenos no esporulados. Se aplican dosis comprendidas

entre 0.1 y 8 kGy.

¢) Radurizacion, consiste en aplicar dosis de radiacion ionizante que no alteran
el producto y reducen sensiblemente la carga microbiana alterante con el fin
de aumentar la vida 1til del alimento. Las dosis necesarias estdn

comprendidas entre 0.4 y 10 kGy.

En la actualidad, se prefiere realizar una clasificacion de acuerdo con la dosis empleada

como se indica en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Clasificacion de tratamientos con radiaciones ionizantes

PROPOSITO

DOSIS, kGy

PRODUCTOS

Inhibir germinacién

Eliminar insectos y pardsitos

Retrasar  procesos
(maduracion)

fisiol6gicos

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

MEDIA, 1-10 kGy

Prolongar el tiempo de 1.0-3.0 Pescado fresco, fresas, etc.
conservacion
Elhmlnar TICTOOrgAMSMOS 1.0-7.0 Marisco fresco y congelado, carne de
alternantes aves y de animales de abasto cruda o
congelada
2.0-7.0 Uvas (aumenta la produccién de zumo),
. . . verduras  deshidratadas  (disminuye
Mejorar propiedades tecnolégicas tiempo de coccién)
del alimento
ELEVADA, 10-50 kGy
Esteril.izacién industrial 30-50 Carne, aves, mariscos, alimentos
(combinada con calor suave) preparados, dietas hospitalarias estériles
Especias, preparaciones enzimdticas,
Descontaminar ciertos aditivos 10-50

alimentarios e ingredientes

goma natural

La radapertizacidn, al igual que la aplicacion de dosis altas son tratamientos no avalados

por las recomendaciones del Comité Mixto de Expertos FAO/OIEA/OMS vy la comision

del Codex Alimentarius.

La irradiacién permite inactivar ciertos organismos pardsitos patdégenos tanto para el

hombre como para los animales. El nematodo Trichinella spiralis se destruye con una
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dosis minima de 0.15 kGy. En la Figura 18 se puede observar la morfologia de este
parasito que puede producir importantes afecciones gastrointestinales y que se

encuentra presente en la carne de cerdo.

Figura 18. Parasito Trichinella spiralis

Otros pardsitos, 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 conservacién de diversas frutas, carne, pescado y
marisco y mejorar su calidad higiénica. La combinacién con otros sistemas de
conservacion (envasado al vacio, tratamientos térmicos) permite conseguir mejores
resultados con dosis inferiores de irradiacion. Tratamientos entre 2 y 7 kGy se han
utilizado para reducir la tasa de bacterias patdégenas no esporuladas (Salmonella,
Campylobacter, Listeria, Yersina) en carnes de mamiferos, 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. Preparacion de muestra para el analisis de COPs mediante técnicas
cromatograficas

Desde el ano 1956 existen referencias sobre el desarrollo de metodologias para llevar a
cabo el andlisis de COPs; sin embargo, en el momento de implementar, validar y
estandarizar metodologias se ha observado que las etapas criticas para el buen
desempefio de los andlisis de COPs tienen lugar durante la preparacion de muestras
(extraccion y limpieza), la técnica de separacién y, en el caso de usar GC, la etapa de

derivatizacion.

2.4.1. Extraccion de la fraccion lipidica

2.4.1.1. Lixiviacién

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 mds importante
a considerar la cantidad de COPs recuperada. Esta etapa preparativa es muy importante
debido a su posible contribucién a la formacién de artefactos, recuperacion de 6xidos de
colesterol, resolucién de picos en su determinacién cromatogréfica, deteccion,

identificacion y cuantificacién (Ulberth et al., 1998; Penzzi, et al., 1995).

La eleccién del disolvente juega un papel importante ya que éste debe ser capaz de

romper las fuerzas de interaccion del colesterol y de los lipidos con la materia no
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lipidica en las matrices bioldgicas. Los sistemas mas empleados para la extraccion de la
fraccién lipidica que contiene los productos de oxidacién del colesterol son los

siguientes:

- Métodos que implican una etapa preliminar de extraccion de materia grasa y posterior
saponificacion.

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-Carreio et al., 2008

d. Meétodo de columna seca; Zubillaga y Maerker, 1991; Hygely et al., 1986

- Métodos de tratamiento directo de la muestra.

e. Saponificacién o transesterificacion directa (Dionisi et al., 1998).
Aparte de estos métodos, existen otras posibilidades como el empleo de un tnico
disolvente como el CHCl; y extraccion en Shoxlet empleando disolventes como MTBE

y DCM.

2.4.1.2. Extraccion acelerada con disolventes, ASE

Se trata de un sistema de extraccién automatizada a presion (P) elevada. Este sistema
permite programar: T, P, volumen de disolvente y nimero de ciclos con que se realiza la
extracciéon de los analitos. Previamente a la extracciéon se requiere una elevada
homogeneizacién de las muestras s6lidas, usando un agente dispersante inerte como es
la tierra de diatomeas lo cual permite un contacto muy eficiente en el proceso de
extraccion entre el disolvente y la muestra; la celda donde se realiza la extraccion es un
sistema cerrado. Por otro lado el equipo permite mezclar automdticamente varios

disolventes; todas estas caracteristicas son las que permiten realizar extracciones en un
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tiempo relativamente corto, hasta 1 h, con elevadas recuperaciones y minimizacion de
los riesgos de contaminar las muestras (Lai et al., 1995; Chang y Liu, 1998).

Esta técnica es frecuentemente empleada para la determinacién de lipidos (Spiric et al.
1998); sin embargo sélo ha sido referida para la extraccion de COPs en muestras mas
sencillas como es la de polvo de huevo (Boselli et al.,, 2001); estos autores
seleccionaron 60 °C y 15 MPa para limitar la generacion de artefactos, excluyendo el

uso de disolventes clorados.

2.4.1.3. Extraccién con fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (SF), sustancia que se encuentra en condiciones de P y T
superiores a su punto critico, presenta propiedades que permiten disolver otros
compuestos debido a su elevado poder de penetracidn por la baja tension superficial del
fluido. El sistema de extraccion con fluidos supercriticos (SFE) permite que el fluido
interaccione con la muestra; posteriormente, el cambio de las condiciones de P y T
ambientales, permiten su evaporacion, obteniendo el extracto limpio. Se ha utilizado
diéxido de carbono supercritico para la extraccion mediante SFE de oxisteroles en
matrices vegetales, posterior saponificacion con KOH a reflujo en medio etandlico y
extraccion con eter de petrdleo (Et.P). Los limites de cuantificacion (LC) se obtuvieron
en el intervalo de concentracion 0.007-0.367 ug/L; se utiliz6 como estandar interno 6-
ceto. La precision de la determinacion intra-dia e inter-dia para los 10 oxisteroles
estudiados fue menor de 6% y su recuperaciéon entre 94 y 107%. Este método fue
aplicado con éxito para la determinacion de los oxisteroles alimenticios de origen

vegetal, incluyendo maiz, sésamo, avena y cacahuate (Lu et al., 2007).
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2.4.2. Purificacion y enriquecimiento

2.4.2.1. Extraccién en fase sélida

La extraccion en fase sélida (Solid Phase Extration, SPE) es una técnica de preparacion

y tratamiento de muestras que estd basada en la retencion selectiva de los analitos en

cartuchos y su posterior elucion. Se realiza previamente a la determinacién analitica de

los mismos. Se puede aplicar a cualquier matriz analitica siempre y cuando se encuentre

en medio liquido, siendo sus objetivos fundamentales los siguientes:

e Enriquecimiento de trazas (concentracion o preconcentracion).

e Limpieza de muestras

e ['raccionamiento de la muestra en diferentes grupos de compuestos, separando cada
fraccion con un eluyente distinto.

eRetencioén /almacenamiento de analitos inestables en medio liquido o que tienen
volatilidad elevada.

eSe pueden llevar a cabo reacciones de derivatizacion entre grupos reactivos del analito

y los grupos de la superficie del adsorbente.

La técnica de SPE implica un proceso fisico en el que estdn implicadas una fase sélida
con frecuencia quimicamente modificada, y una fase liquida. La fase s6lida 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 bioldgico, 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. Asi, Ulberth y Rossler (1998), compararon diferentes sistemas SPE
combinando fases estacionarias (NH,, Silica y C;s), disolventes de lavado (AcOEt, Hex,
Et,O, DCM, 2-Propanol, MTBE, ACN, MTBE y agua) y disolventes de elucién
(Acetona y MeOH) para limpiar las muestras después de realizar la extraccién lipidica;
la mejor combinacién que obtuvieron consistia en llevar a cabo dos limpiezas mediante
SPE en serie, con cartuchos de silica y NH, usando como disolvente de lavado, mezclas

de Hex-Et,O y Hex-AcOEt y como disolvente de elucién 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 elucion diferentes y,
variando la polaridad de los disolventes; el sistema de elucion que presentd las mejores
caracteristicas analiticas consistié en disolver los residuos de los extractos lipidicos en
Hex, haciendo pasar este extracto por el cartucho de silica acondicionado previamente
con Hex. Seguidamente el cartucho se lavé con 10, 25 y 15 mL de las mezclas de Hex:

Et,0 (95:5), (90:10) y (80:20), respectivamente.

2.4.2.2. Saponificacién

La saponificaciéon se emplea para separar los triglicéridos, dcidos grasos libres e
impurezas solubles durante la extraccion de oxisteroles, convirtiendo estos productos en
derivados solubles en agua, empleando disoluciones de KOH o NaOH. La extraccion
de oxisteroles se completa con la extraccion con un disolvente organico adecuado tras
afladir agua a la mezcla saponificada. La fraccion no saponificada contiene los 6xidos

de colesterol. Se han empleado dos métodos de saponificacion, en frio y en caliente; con
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la saponificacién en frio a 25 °C durante 18-22 h han obtenido buenas recuperaciones
(Saldanha et al., 2006) y escasa formacién de artefactos. La saponificacion en caliente
se realiza a 60 °C durante 45-60 minutos, reduciéndose considerablemente el tiempo de
operacion, pero con elevada formacién de productos de degradacién, en especial del 7-
ceto y de los epdxidos isémeros (Angulo et al., 1997). Aparte de la desventaja de la
posible formacién de artefactos, la saponificacion tiene algunas desventajas practicas.
Los triglicéridos saponificados forman una disolucién jabonosa que impide la correcta
separacion de la emulsion formada; la formacion 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 saponificacion (directo, sin extraccion previa; CHCl;-MeOH; Hex-2-
PrOH y DCM-MeOH), obteniendo por el método directo los mejores resultados (mejor
repetibilidad, exactitud, LOD mds bajos, menor consumo de disolventes y menor

cantidad de artefactos formados).

2.4.2.3. Transesterificacion

Durante la reaccion de transesterificacion los 6xidos de colesterol esterificados y los
triglicéridos pasan a formar esteres metilicos de acidos grasos. La mezcla obtenida se
separa mediante SPE eluyendo con mezclas de polaridad creciente. Empleando este
método no se ha observado formacién de artefactos, aunque este método ha sido de
poco interés para fines analiticos, puesto que requiere el uso de 4cido citrico 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 util para analizar fitosteroles (6xidos de colesterol que se

forman en matrices vegetales) (Johnsson y Dutta, 2006).

Ubhayasekera et al. (2004) compararon métodos de saponificacion y transesterificacion
para analizar COPs en muestras de sebo; encontraron que las mejores caracteristicas
analiticas se obtuvieron cuando se disuelve el sebo en DCM, se realiza una
saponificacién 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 tltimo, realizan una

limpieza mediante SPE con cartuchos de amino propil.

2.4.3. Problemas asociados con la preparacion de muestra

Teniendo en cuenta la problemadtica de los COPs a nivel quimico, médico, bioldgico y
sabiendo que ain no existe suficiente claridad sobre su formacién, efectos sobre la
salud, procesos bioquimicos y fisioldgicos 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

bioldgico con Optimas caracteristicas analiticas.

Los andlisis de COPs en matrices de tipo bioldgico 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; €ste es un aspecto que exige una elevada
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fiabilidad de los métodos para evitar que una porcién del colesterol presente en
las muestras se pueda trasformar en COPs durante las etapas de preparacioén de
muestra.

3. Los COPs son un grupo numeroso de compuestos y presentan algunas
propiedades fisicoquimicas muy similares (peso molecular, estructura molecular,
etc); este aspecto requiere que existan técnicas de separacion 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 4cidos grasos, compuestos acido-base, agua y radicales
libres.

5. En los procedimientos de preparacion de muestras algunos COPs pueden
transformarse en otros compuestos de esta misma familia como es el caso de 7-
ceto a 7B-OH vy los epo6xidos a triol.

6. Los COPs pueden formarse por efecto de la luz, calor, accién enzimatica a partir
del colesterol, aspectos que pueden afectar los procedimientos de anélisis.

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 cromatograficos.

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 mayoria de los métodos de andlisis de COPs presentan las siguientes etapas criticas:

1. Extraccion de los COPs: dependiendo de la muestra puede incluir
procedimientos de maceracion, filtracion y lixiviacion.

2. Limpieza de los extractos: generalmente se usan sistemas SPE, en ocasiones
filtraciéon; en esta etapa se usan agentes desecantes, rotavaporacién o
eliminacion de disolventes con flujo de gases y calentamiento a baja T (40-60
°C).

Separacion cromatografica: es necesario indicar que cuando se usa como técnica GC es

necesario aemplear una etapa adicional de derivatizacion con agentes tales como, BTZ

(3:2:3 BSA: TMCS: TMSI) o Tri-Sil (2:1:10 HMDS: TMCS: piridina).

La técnica de derivatizacion de COPs mds comun consiste en adicionar grupos
trimetilsilanos (tms) para activar los hidrégenos sobre los grupos hidroxilos; los grupos
ceto y epoxido no son sililados; ocasionalmente se ha observado la enolizacién de
grupos ceto (Park et al., 1996). En el proceso de derivatizaciéon no se contempla la
formacién de artefactos incluso cuando se requiere calentamiento para favorecer la
reaccion; se dispone de informacién respecto a algunos derivados habiéndose
demostrado la formacion de bi- y tri-derivados del triol, asi como mono y bi-derivados
del 25-OH, dependiendo de las condiciones de derivatizacién (Brooks et al. 1973; Park

et al., 1989; Guardiola et al., 1998; Shan et al., 2003; Guardiola et al., 2004).

2.5. Técnicas Cromatograficas para la determinacion de COPs
De las técnicas cromatograficas empleadas, se van a comentar los aspectos especificos

que se encuentran relacionados con la determinacién de COPs.
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2.5.1. Aspectos especificos en HPLC en relacion con la determinacion de COPs

En cuanto a los analisis de COPs en alimentos mediante HPLC, esta técnica tiene las
ventajas de poder trabajar a T ambiente y requerir menos etapas en la preparacién de
muestra que GC (no requiere derivatizaciéon 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 mas usado, permite tinicamente detectar los COPs

sensibles a este tipo de radiacion.

2.5.2. Aspectos especificos en GC en relacion con la determinaciéon 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 separacion; los sistemas de inyeccion “Split/splitless” permiten mejorar
la calidad de los cromatogramas. Sin embargo, presenta la desventaja de que se requiere

aplicar una reaccion de derivatizacion de los COPs con reactivos agresivos como el Tri-

Sil.

2.5.3. Métodos cromatograficos para la determinacion 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 separacion cromatografica no es
una de las etapas que mds problemas presente para la determinacién de estos

compuestos.
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2.6. Tratamiento quimiométrico de los datos

Como es sabido, la quimiometria es la disciplina quimica que desarrolla o aplica
métodos matemadticos o métodos basados en formalismos légicos para disefar o
seleccionar los procesos experimentales y extraer la mayor y més relevante informacion
de datos quimicos. Su uso es de gran importancia tanto para la optimizacion de los
métodos analiticos como para el tratamiento de los datos obtenidos sobre diversos

analitos en distintas muestras que hayan sido o no sometidas a diferentes tratamientos.

A continuacién, se comenta brevemente el fundamento en los que se basan las
principales técnicas quimiométricas utilizadas en esta memoria (Miller, 2002; Carlson,
2005; Otto, 2007)

¢ Andlisis de la Varianza

e Disefio experimental

¢ Andlisis de componentes principales

2.6.1. Andalisis de la Varianza

El andlisis de la varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance, segin terminologia
inglesa) permite separar las diferentes fuentes de variacion, la debida al error aleatorio
de la medida de cualquier otra variacién 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 continua).

Las técnicas iniciales del andlisis de varianza fueron desarrolladas por Fisher en 1920 y
utiliza la distribucién F de Fisher como parte del contraste de Hipdtesis para llevar a

cabo las pruebas de significacion estadistica.
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La técnica ANOVA se utiliza para separar y estimar las diferentes causas de variacion;
de esta manera se comprueba si una alteracion 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 simultdneamente con el doble fin de decidir cudles 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 comparacién de pardmetros estadisticos, en forma de varianzas, para llegar a la

conclusion de las medias en estudio.

Para utilizar ANOVA de forma satisfactoria deben cumplirse tres tipos de hipdtesis,
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 distribucion

normal.

3. Las varianzas de cada conjunto de datos no deben diferir de forma significativa.

A continuacién, se indica el fundamento de la técnica ANOVA para el caso mas
sencillo, Anova de un factor que descompone la varianza total de los datos analizados
en la contribucién 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 nimero de experimentos, X, la media del nivel i del

factor, y X la media global.
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Tabla 9. Matriz de ANOVA de un factor

Muestra 1 | x X | o X | o X X
1 12 1 In |
Muestra 2 | x X | o X | o X X
21 2 2i 2n 2
Muestrai | x > S X | o X X
i1 2 i in i
Muestrah | X X | ... X | ... X X
hi h2 hj hn h
Media global, x

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 estadistico F; se siguen
los siguientes pasos.

e Se establecen las hipotesis estadisticas

Hipotesis nula, H:p=p e =u
Hipotesis alternativa, H1 : no todos los p son iguales
1
e Se obtiene el estadistico F (cociente de varianzas), que seguird una distribucion

de probabilidad F de Fisher-Snedecor con # — 1y 4 (n — 1) grados de libertad

segun la Ecuacion 1

SSentre muestras
Sgntre muestras /(h_l) . 7
Feq = > = —— Ecuacion 1
S idual restdual/
resi h(n-1)

Donde s” representa la varianza y SS la suma de cuadrados
e El valor de F., se compara con el valor de Frapyago para el nivel de significacion
fijado (generalmente 0.05); Frapuldo S€ busca en las tablas de distribucion F de

una o dos colas dependiendo del criterio del contraste de hipdtesis elegido.
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e Por ultimo, se aceptard H cuando Fca < Frapuladofo, (h-1,n-h)] O Oexperimental > 0.05,
0

en este caso, las diferencias entre los distintos niveles del factor no son estadisticamente
significativas, siendo errores aleatorios los producidos en los resultados al cambiar el
nivel del factor de control.

Los programas estadisticos proporcionan la "Tabla de Andlisis 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 variacion SS v s F
Entre los niveles del SSk h-1 SSE/(h-1) s’ H/s’r
factor

. SSkr

Dentro de un nivel del h*(n-1) | SSg/h*(n-1)
factor o residual

SSt

Total h*n-1

SS, suma de cuadrados; v, grados de libertad y sz, cuadrado medio o varianza

Para el andlisis multifactor, el fundamento es el mismo, pero la informacién obtenida
serd mas amplia, se conocerd la variacion de cada factor en la respuesta. En el caso de
que se obtuviera mds de una respuesta por nivel de cada factor, se podria conocer si

existe 0 no interaccion entre los factores de control estudiados.

ANOVA también se utiliza para validar el ajuste de los modelos matemdticos
establecidos, bien mediante el estadistico F, o bien mediante el coeficiente de

. - . 2 . . . ., . )
determinaciéon R” o el coeficiente de determinacion ajustado R, 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 hip6tesis:

H0:BQZﬁ1=Bz= .......... :B123:0
H; = al menos un ; #0

Se determina la region critica donde se rechaza la hipétesis nula Hy, y se calcula el valor

2
s i ..
de Fcalculado: <re2‘gr&> Ecuacion 2

residual

comparandose con el valor de Frypuado para el nivel de significacion o elegido y los
grados de libertad correspondientes.
Si Feal > Frabulado (o, p, n-p-1), € rechaza la hipétesis nula, lo que implica la validez del

modelo obtenido; el ajuste serd mejor cuanto mas alto sea el valor de F,.

Los graficos de medias permiten visualizar facilmente 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.

o
w
T
I

~
)
a
T
I

o
)
T
I

Resultados
~ ~
> N o
[
T T T
L L L

~
T
I

Factor

Figura 19. Gréfico de medias de Fisher
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2.6.2. Diseiio experimental

Antes de establecer y aplicar un método analitico se requiere un planteamiento global
del problema, destacando entre las etapas del anélisis, la de optimizacién experimental
que puede afectar a diversos parametros analiticos tales como sensibilidad, selectividad,

concentracion de reactivos, coste y tiempo de andlisis.

La optimizacién se puede realizar de dos maneras diferentes, mediante un estudio
univariante, donde cada factor experimental (variable) a optimizar se modifica
sistematicamente mientras los otros factores se mantienen constantes, o mediante un
estudio multivariante que implica optimizacion simultidnea de todos los factores a la
vez. En este caso, entre las metodologias estadisticas posibles, los disefios 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 simultdneamente en el proceso de optimizacion, estudiando el efecto
combinado de éstos en la respuesta experimental, ofreciendo un método simple, mds
eficiente y preciso que las metodogias univariantes, valido estadisticamente y que
requiere menos esfuerzos para la optimizacion de los métodos analiticos; ademas,
permite detectar, en contraposicion a la técnica univariante, si existe cualquier
interaccion entre los factores.

En el proceso analitico, el nimero de variables que pueden afectar al resultado final
suele ser elevado y a veces las variables no actian independientemente, lo que sugiere
que el estudio debe realizarse de forma que todas ellas se modifiquen simultineamente
para optimizar las condiciones del método de trabajo y, asi, poder conocer las posibles
interacciones entre variables (factores). Para una aplicacion concreta serd importante

establecer los niveles de estos factores; el proceso de biisqueda de estos niveles dptimos
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del factor se conoce como optimizacién. Desde el punto de vista quimico-analitico la
optimizacion se define como el proceso de busqueda y localizacién del conjunto de los
valores de las variables experimentales que producen el mejor resultado posible en un

proceso de determinacion.

El disefio factorial mas simple es un disefio a dos niveles, el nimero de experimentos
requeridos puede ser determinado por la expresién N = 25 donde N es el ntimero de
experimentos y k el nimero de factores a estudiar; se le conoce como disefio factorial
completo 2; por tanto, un disefio factorial a dos niveles para optimizar tres factores
requerird un total de 2° o 8 experimentos Los disefios factoriales son a menudo
representados en forma de matriz, conocida como la matriz del disefio. La Tabla 11
muestra la matriz del disefio estindar para un disefio factorial a dos niveles para 3
factores. En la matriz, los niveles son representados con la notacion estandar de -1 6 (-)
y +1 6 (+); por lo general, el nivel -1 representa el nivel mas bajo del factor mientras
que +1 representa el nivel mds alto.

Tabla 11. Matriz de experiencias para un disefio factorial 2’

EXPERIMENTO FACTOR RESPUESTA
N° X1 X2 X3 y
1 - - - Y,
2 + - - Y,
3 - + - Y3
4 + + - Yy
5 - - + Ys
6 + - + Y
7 - + + Y7
8 + + + Ys
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La matriz del disefio proporciona una guia para que el analista identifique las
condiciones para cada experimento; se tiene que realizar la serie experimentos con los
factores y niveles segin especifica la matriz del disefio 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 variacion de cada factor en
la respuesta.

Una vez realizados los experimentos y anotados en la matriz las respuestas obtenidas se
lleva a cabo el andlisis del disefio, generalmente con ayuda de software estadisticos.
Este tipo de disefios se utiliza cuando el nimero de factores es pequeio ya que el
nimero de experimentos se incrementa drasticamente al aumentar k; en estos casos, se
aplica un disefio factorial fraccionado, 2P, cuyo nimero de experimentos se reduce por
un ndmero p; este disefio solamente informa acerca de qué factores presentan mayor
influencia sobre la respuesta. Estos disefios de base 2 se conocen como disefios 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, Ecuacién 3.

— i : g 3 ' .,
y=by+ Ziibix;+ Eiasibijxixi+te  Ecuacidn 3

A modo de ejemplo se representan en un grafico un disefio factorial completo 2° y un
disefio factorial fraccionado 2°'; cada eje representa a un factor y los vértices del cubo

son las condiciones de los experimentos a realizar (Figura 20).

=1 X5 +1 -1 X, +1

Figura 20. Representacién grafica de disefios de screening. a- 2° y b-2*" %0
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Para conocer las condiciones 6ptimas de los factores con los mejores resultados se
utilizan disefios de superficie de respuesta como son los disefios 3% de tres niveles,
cuyos modelos matemadticos pueden describir superficies de respuesta que se deben
curvar alrededor del Optimo. Estas ultimas pueden ser modeladas si los niveles del
factor se han investigado al menos a tres niveles, generalmente conocidos como -1, 0 y

+1; son disefios que proporcionan mayor informacion en la respuesta.

Existen otros modelos mds complejos, entre ellos los disefios compuestos centrados o de
estrella, los cuales se forman por combinacién de disefios factoriales completos o
fraccionados y un disefio adicional en los que los centros de ambos disefios coinciden.

En la Figura 21 se representa el disefio a tres niveles mds sencillo 32 y un disefo

compuesto centrado con tres factores

+1 P

2
*

0
+1

SN J

Figura 21. Representacion grafica de disefios de superficie de
respuesta. a- 3? y b- disefio de estrella

En general, los modelos empiricos de superficie de respuesta son polinomios de orden

dos, donde la respuesta (y) se relaciona con los factores (x) mediante la Ecuacion 4

— k & " a4 2 . 2
y=bhy+ zi:l b; x; + Elsiﬁj bij XiXj + Li:l by xite Ecuacion 4
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donde k es el numero de factores, by el parametro del intercepto y b; b; b los
parametros de los efectos para la regresion lineal, interaccion y factor cuadrético,
respectivamente y e es el término del error. La estimacién de los pardmetros empiricos
se realiza mediante minimos cuadrados. Las pequenas desviaciones de los niveles de los
factores, -1, 0 y +1, no alteran significativamente las propiedades estadisticas del

diseqo.

En el caso de la preparacion de la muestra (como es el de las determinaciones mediante
GC presentadas en esta memoria) existen diferentes variables que afectan al andlisis
como son treaccién’ Vextractante’ t agitacions Vreactivo derivatizantes T, tiPO de agitaCién y naturaleza
del disolvente; de ahi que las herramientas quimiométricas de este tipo de optimizacioén
experimental sean de gran utilidad para disefiar un método de preparacién de muestra
del cual se obtenga la maxima informacién con el menor nimero de experimentos.
En el disefio factorial se deberan seguir los siguientes pasos:

e Definir los factores y su dominio experimental (Iimites de variacion).

e Definir el disefio factorial.

e Seleccionar el criterio adecuado de optimizacion.

e Establecer condiciones dptimas para la determinacion y el modelo matematico.

Utilizando los disefios factoriales, con un nimero de experimentos relativamente
pequeno, se puede evaluar el efecto de cada factor y de sus interacciones en la

respuesta, permitiendo establecer un método 6ptimo de preparacion de muestra.

A continuacién, se indica el fundamento para los disefios mds 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 funcién respuesta. A menudo, las interacciones de orden superior resultan

insignificantes y puede prescindirse de ellas.

En el andlisis de resultados se distinguen dos etapas sucesivas.

e (Cilculo de los efectos o coeficientes B; de la ecuacion 5.
El objetivo consiste en la determinacion de unos estimadores 3; de los coeficientes que
multiplican al valor de cada factor y a cada interaccion.

Vv = Bo+ Bix1 + Paxot.. ABxy +
Br2%1%3 + Br—11Xr—1%Xk t Pr23. xX1X2 - Xg Ecuacién 5

siendo k, el nimero de factores y k + 1, el nimero de coeficientes del modelo

¢ [nterpretacion de los valores obtenidos.
Se relacionan sus valores con el error experimental asociado para definir su significado

estadistico, y por tanto llegar a una ecuacion simplificada que explique el modelo.

Si en un proceso intervienen 3 factores X;, X; y X3, los cuales toman dos niveles
inferior (-) y superior (+), realizando 2 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= 2% 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
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codificada, Tabla 11. Asi, para un disefo 23, la matriz estaria formada por una columna
con signos positivos, tres columnas de los factores, tres de interaccion de dos factores y
una columna de interaccion de tres factores obtenidas multiplicando algebraicamente
los signos de las columnas de los factores entre los que se da la interaccion, Tabla 12.

Los efectos se calculan de forma sencilla, asi para el efecto principal X; y de interaccién

X1*X; se realizan mediantes las Ecuaciones 6 y 7, respectivamente.

Ecuacion 6

Yo +Ya+Ye + YS) (Y1 +Y3+Ys + Y7)

'81:( 4 4

Ecuacion 7

(Y21 +Y4+Y5+ Y3 Yy, +Y3+Ye + Y7
ﬁlZ - 4 - 4

Tabla 12. Matriz del modelo codificada para un disefio factorial 2°

Experimento Media Factor Interaccion
N2 | X1 Xo Xz XaXo XiXz XoX3 XiXoX3
1 + - - - + + + -
2 + + - - - - + +
3 + -+ - - + - +
4 + + o+ - + - - -
5 + - -+ o+ - - +
6 + + - o+ - + - -
7 + -+ o+ - - + -
8 + + + + + + + +

La matriz del disefio ha de ser ortogonal, lo que implica que todas las columnas son

diferentes, condicién imprescindible del modelo.

El modelo matemaético que ajusta la respuesta a los factores x; mediante los coeficientes
Bi viene dado por la expresion matricial (Ecuacion 8)

Y=XB+¢ Ecuacion8
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Donde X es la matriz de experiencias, Y la matriz de las respuestas y € la matriz del
error; su expression en forma polindmica viene dada por la Ecuacién 9

y = Bo+ Bix1i + Boxp+Pfsxz + Piax1Xy + Pi3X1X3 + PazXaXs + PrazXiXX3 + €
Ecuacion 9

Los efectos son computados con la respuesta experimental obtenida, Yj, 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 funcién a optimizar y se dice por lo tanto que esa

variable o factor es un factor principal. Cuando una interacciéon es grande los

correspondientes factores principales tienen poco significado practico. Es mas util
conocer la interaccion X=X que el factor principal. Una interaccién significativa oculta,

a menudo, el significado de los efectos principales.

La estimacién de los [B; se realiza mediante ajuste por minimos cuadrados obteniendo

los valores de los coeficientes del modelo matematico, b;, mediante la Ecuacién 10

b=XX)'XY Ecuacién 10

El término (X X) proporciona toda la informacién del modelo matemadtico y su inversa
(X’X)" estd relacionada con la varianza. La ecuacién polinémica viene dada por la

Ecuacién 11, siendo “e” el término del error.

Ecuacion 11

Se utiliza ANOVA para determinar el tamafio del efecto para cada uno de los factores,
asf como para identificar los factores que tienen efecto estadistico significativo sobre la
respuesta; un factor o una interacidn serd significativa si la F calculada es mayor que la
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Frabulada 0 €l valor de a < 0.05. Sin embargo, para la determinacion de los niveles
Optimos para cada factor, las herramientas mas utiles son los graficos de los datos, tales
como los gréficos de efectos principales y los gréficos de interaccion.

La Figura 22 a y b presenta a modo de ejemplo los graficos de efectos principales e
interacciones para un disefio 2° donde se muestra la variacién en la respuesta en funcién

de los niveles inferior y superior de cada factor.

890 [ : d . +\+ + b
bt - < ,

350

20,0 60,0 900,0 1000,0 1 2 20,0 60,0 20,0 60,0 900,0 1000,0
A B Cc AB AC BC

Figura 22. Gréfico de los efectos. a- Efectos principales y b- Efectos de interaccion

Se observa si esta influencia es positiva o negativa y la magnitud del efecto segtin el
sentido y el valor de la pendiente; asi el factor B es el que presenta mayor efecto
(Figura 22 a). Por otra parte, existird efecto de interaccion si las lineas representadas
para dos factores en dicho grafico se interceptan; en el caso de la Figura 22 b, los
efectos de interaccion 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 cudles son los factores e interacciones con un peso significativo para el
disefio; los efectos del disefio son significativos si superan 2 veces la desviacion
estandar del diseno dada por la linea de corte a los efectos. En la Figura 23 se presenta
un diagrama de Pareto para tres factores, donde se observa que Unicamente el factor B

es significativo.

95



Revision bibliogrdfica

AC
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Figura 23. Grafico de Pareto para efectos estandarizados

Cuando existen varios analitos implicados en el andlisis, y éstos pueden presentar
distinto comportamiento respecto de las condiciones 6ptimas obtenidas individualmente
en el disefio factorial, es ttil realizar un disefo factorial de respuesta multiple que tiene
en cuenta cada una de las respuestas individuales obtenidas y maximiza la funcion de
deseabilidad en el dominio experimental elegido, de esa forma, se obtienen las
condiciones experimentales més adecuadas, y el modelo obtenido explicard con una
cierta calidad el método analitico de determinacién cuantitativa simultinea de los
analitos, y cuyas condiciones 6ptimas vendran reflejadas también en el grafico de
superficie de la funcién de deseabilidad. La Figura 24 muestra a modo de ejemplo un
grifico de superficie de respuesta que ademds de permitir conocer las condiciones
Optimas, permite conocer como de sensibles son dichas condiciones a variaciones en las
variables experimentales, pudiendo hacer una interpretacion visual entre las respuestas y

las variables experimentales.
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P

0.26;

Figura 24. Representacion grafica de una superficie de respuesta.

2.6.3. Analisis de Componentes Principales

El objetivo del andlisis de componentes principales (PCA, del Inglés Principal
Component Analysis) es transformar el espacio de representacion 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 madxima. Se basa en encontrar
componentes principales PC;, PC,,....PCp que sean combinaciones lineales de las

variables originales X1, X2,........... Xp; esta técnica se utiliza para reducir cantidad de

datos cuando existe correlacion entre las variables originales.

Los componentes principales han de verificar dos propiedades:
* Seguir la direccion de médxima variacion

* Ser ortogonales
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La primera componente principal, PC, se construye de manera que siga la direccién de
la maxima variabilidad de los datos, es decir, “la maxima elongacién de la nube de

puntos determinada por las p variables ortogonales”.

La segunda componente PC, serd la variable no correlacionada con la primera (PC)),
que explique el mayor porcentaje de varianza no explicada por la primera. De este
modo, se construyen las sucesivas componentes principales no correlacionadas
PC;,......PC,, en n° igual al de variables originales (dimension del espacio) y de
varianza maxima. Puede considerarse que las dltimas 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. Asi, la nube de puntos estara

centrada en el origen y la varianza de cada variable es uno.

Existen distintas formas de elegir el nimero de componentes principales significativas;
una opcién es la retencion de autovalores mayores que uno, opciéon por defecto de
muchos paquetes estadisticos que trabajan con datos estandarizados. En la Figura 25 se
representa un grafico de sedimentacion de un problema con seis variables originales, en
el que se muestra el autovalor de las seis componentes principales formadas, y que
unicamente hay dos componentes principales significativas, es decir que expliquen el

problema.
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Gréfico de sedimentacion

Autovalores

0 1 2 3 4 5 6
Numero de componentes

Figura 25. Ejemplo de un grafico de sedimentacién
Desde el punto de vista matematico, la relacién entre los nuevos ejes y los antiguos en

términos matriciales se indica, en general, como en la Ecuacién 12

Yl ¢ll ¢12 ""¢1d Xl
YZ ¢21 ¢22 ¢2d XZ

Yd ¢d1 ¢d2 ¢dd Xd

oo

variable coeficientes variable Ecuacion 12
dependiente independiente

El objetivo cuando se aplica la técnica de PCA es encontrar los coeficientes de
transformaciones @ jj con las siguientes restricciones:
1-Los ejes que definen P “son ortogonales.

2-Los datos en P no estan correlacionados.

A continuacién, se describe el proceso de cdlculo mdas sencillo para dos variables

originales X; y X, que presentan una correlacidn positiva.

La relacion entre los nuevos ejes y los antiguos se obtiene segun la Ecuacion 13:
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Y=w'X Ecuacion 13

siendo, Y las nuevas variables (componentes principales), X las variables originales y
WT, la matriz de transformacion; esta matriz se obtiene teniendo en cuenta el algoritmo
de célculo de W, el cual se lleva a cabo en distintos pasos:

1.- Se calcula la matriz de covarianza global 2.,

Para este célculo se utilizan todas las variables originales.

El vector medio X y la matriz de covarianza ZX, se calculan a partir de las variables

originales, X, y X,

La matriz de covarianza, Zx, se calcula mediante la Ecuacién 14

2
s - o, cov,
x 2
cov,, O
Donde la covarianza se calcula aplicando la Ecuacién 15

COV|p =COV ] = ) Ecuacion 15
n —

Ecuacion 14

2.- Se calculan los autovalores A de 2 A, A,,... A; siendo A >k > ... Ag

Como, en este caso, el nimero de variables originales es 2 habrd dos autovalores

asociados a 2.1 A, ¥y A,, que serdn las soluciones a la Ecuacién 16

>.-AI=0 Ecuacion 16
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Por otra parte, la matriz de covarianza Xy es diagonal y estd formada por los autovalores

de X, La varianza total se conserva en las matrices Xy y Xy

3.- Se calculan los autovectores @, @,, ... ¢d, asociados a los A, A,,... A, . En este
caso, al haber 2 autovalores habrd dos autovectores ¢, y ¢, (asociados a, A, y A,

respectivamente), 10s cuales serdn las soluciones a la Ecuacién 17:
ZEx -AD*W =0 Ecuacion 17

4.- Se obtiene la matriz W formada por los autovectores de >, segtin la Ecuacién 18

W=[01, 92, ...., ¢d] Ecuacion 18

W es una matriz cuadrada, en este caso de rango 2 x 2, cuyas columnas son los

autovectores @,y @, (Ecuacion 19)

Ecuacion 19

¢11 ¢21:|

¢12 ¢22
) ) ., T .

5.- Se obtiene la matriz de transformacion W ¥, finalmente, se procede a la

W =lg %]{

transformacién de coordenadas para expresar las variables originales X en las
coordenadas del nuevo espacio, de las componentes principales. La transformacion
viene dada, como ya se indic6, por la ecuacidon 13, cuya expresion en términos

matriciales viene dada por la Ecuacién 20 :

(Ylj:{(p“ q)‘z}{xl} Ecuacién 20
Y2 ¢21 ¢22 X2
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En la Figura 26 se muestra la transformacién de las variables originales X; y X, en las

nuevas variables, componentes principales, Y; e Y».

Los autovalores A; representan la varianza de las variables originales en el espacio
transformado y estdn relacionados con el margen de las variables en cada uno de los
ejes de este espacio, mientras que los autovectores ; son vectores ortogonales y

determinan la direccién de estos ejes.

1 a4 1

Figura 26. Transformacion de las variables originales a componentes principales

El PCA es una herramienta util en el control de calidad de los alimentos; la adulteracién
del alimento, su procedencia geografica o los métodos de produccién del mismo son de

gran relevancia para establecer la denominacién 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 algin 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 radiacién (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 estadistico determind la

correlacion 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
higienizacién para su conservacion, por ejemplo la radiacién E-beam, que puede ser qtil
en este sentido, puede producir dependiendo de la dosis y del tipo de alimento, algunas
alteraciones tanto en la composicién quimica como en las propiedades organolépticas de
los alimentos. El PCA ha permitido establecer cudles son los pardmetros mas afectados
de los alimentos tratados con radiacion E-beam, asi como qué tipo de alimentos son mas

susceptibles de sufrir modificaciones (Guillén-Casla et al., 2011).

Los graficos de dispersion de los PCs junto con los graficos del peso de los
componentes principales (bigraficos), bien bidimensionales o en su lugar tri-
dimensionales, proporcionan una informacién muy significativa de los problemas
planteados en muestras procesadas, como seria el caso del tratamiento de higienizacién

de muestras RTE con distintas dosis de irradiacion E-beam.

En la Figura 27 se presenta un ejemplo de una bigrafica, de dos dimensiones, en el que

se observa el comportamiento de distintas muestras segun su contenido en agua, lipidos

colesterol y COPs.
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Bigrafica

27

1,7}
Colesterol

Componente 2

Componente 1

Figura 27. Ejemplo de una bigrafica obtenida mediante PCA.
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3. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta la informacién obtenida en la revision bibliogréfica sobre los COPs,
su posible formacién a partir de colesterol especialmente en alimentos lipidicos
procesados y sus posibles transformaciones, y conociendo que estos compuestos juegan
un papel importante en aspectos decisivos de la vida humana como la salud, nutricién y
produccion de alimentos, es necesario poner a punto nuevos métodos analiticos,
exactos, robustos y sencillos que permitan el control de los COPs en muestras de

alimentos, evitando en lo posible sus transformaciones durante el anélisis.

Los objetivos que se pretenden alcanzar dentro del desarrollo de esta tesis doctoral se
encuentran dentro de las lineas de actuacion mds avanzadas en materia de estudio y
andlisis de contaminantes orgdnicos toxicos para la salud como son los 6xidos de
colesterol. Actualmente, la investigacion avanza hacia la optimizacién de las distintas
etapas del andlisis (extraccién, purificacién, fraccionamiento, detecciéon y
cuantificacién) 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 exposicion del analista a los mismos, asi como

en el desarrollo de métodos de medida alternativos a los establecidos.

Los objetivos del trabajo de investigacion son:

® Puesta a punto de métodos cromatograficos validados, mediante HPLC-UV y GC-
FID, y su comparacién, para la determinacién de los COPs mds frecuentemente

encontrados en las muestras de alimentos y que presentan propiedades adversas sobre el
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organismo humano tales como 25-OH, 78-OH, B-epdxido, a-epdxido, triol, 6-ceto y 7-

ceto.

* Optimizaciéon mediante disefio factorial de las etapas criticas de preparacion de
muestra para la determinacién de COPs, como son la extraccion de la fraccién lipidica y
la reaccion de derivatizacién de COPs con Tri-Sil, con la consiguiente disminucion del

nimero de experimentos.

* Reduccion del tiempo de anélisis y del volumen de reactivos utilizados en las etapas
de extraccion y “clean up”, proponiendo el empleo de técnicas alternativas a las

convencionales y de automatizacién del proceso.

¢ Evaluacion de pardmetros caracteristios de las muestras de alimentos, como son agua,

lipidos y colesterol y, su influencia sobre la formacion de COPs.

¢ Evaluacion de la influencia de la radiaciéon E-beam, a distintas dosis entre 1 y 8 kGy,
sobre la formacién de COPs en diversos alimentos RTE, empleando los métodos
cromatogréaficos desarrollados, en combinacién con las técnicas estadisticas ANOVA y
PCA, con el fin de que en el futuro se establezca un criterio sobre el uso de esta
radiacién, tomando como criterio la transformacién de colesterol en alimentos
caracteristicos de la dieta de muchas sociedades incluyendo la espafiola, como son
jamoén serrano, jamoén cocido, salmén ahumado, carne picada, queso blando, lomo

fresco y lomo adobado.
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¢ Identificacion de los diferentes procesos de transformacién que sufren los COPs
durante la etapa de preparaciéon de muestra y, mas 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 andlisis para
alimentos sean mds fiables y robustos, evitando en lo posible la generacion de

artefactos.
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Parte Experimental

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos

4.1.1 Estandares

e 25-hidroxicolesterol (25-OH) de 98 %, Fluka, Biochemika, USA.

* 7B-hidroxicolesterol (7p-OH), colesterol 5B,6B-epoxide (B-epdxido) de 98% de
riqueza, colesterol 5a,6a-epoxido (a-epéxido), colesten-3B,5a,6p-triol (triol) y 6-
cetocolestanol (6-ceto), 97 %, 7-cetocolesterol (7-ceto), > 90 % y colesterol, 99 %,
de Sigma, Sigma-Aldrich, Alemania.

e 9, 10-difenil antraceno (9,10-DFA), 98%, Merck-Schuchardt (Alemania).

4.1.2 Disolventes

Acetonitrilo (ACN), cloroformo (CHCls), éter de petréleo (Et.P) y 2-propanol ( 2-

PrOH) de Scharlau, Scharlau Chemie S.A, Unién europea.

* Metanol (MeOH), hexano (Hex) y acetona de Romil, Teknokroma s. coop Ltda.,
Espafia.

» Dietil éter (Et,O) y acetato de etilo (AcOEt) para pesticidas grado Analitico, Carlo

Erba RS, Italia.

* Agua ultrapura Milli Q de Millipore, Belford, MA, USA.

4.1.3 Otros reactivos

e Tri-Sil, Termos Scientific (USA).

* Sulfato de sodio anhidro, Panreac PA-ACS-ISO, Espaiia.
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4.2. Muestras

Las muestras de carne picada, jamén cocido, jamoén serrano, queso blando, salmén
ahumado y lomo de cerdo fresco e irradiado, fueron obtenidas en supermercados de
Madrid (Espafia), envasadas al vacio en bolsas de poliestireno, conteniendo cada bolsa
50 g, cuyo grosor es inferior a 1 cm. Las muestras fueron almacenadas a -18 ° C y
protegidas de la luz hasta su anélisis. Parte de estas muestras fueron irradiadas mediante
radiaciéon E-beam. Los envases seleccionados para irradiar se llevaron a la planta de
irradiaciéon IONMED Esterilizacion S.A., Tarancén, Cuenca, Espaia, se ubicaron por
separado en la cdmara y fueron irradiados con una fuente de irradiacion E-beam que
opera a 10 MeV; el sistema hace rotar las muestras mientras reciben la irradiacion
lateralmente, las dosis de irradiacién aplicadas fueron 1, 2, 3, 4, 6 y 8 kGy a 90 kGy
min”'. Las muestras irradiadas a diferentes dosis fueron evaluadas determinando la
absorbancia de nitrato de celulosa (ASIM 2000). Los lotes de las muestras empleadas
para andlisis 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 cromatogrdficos

4.3.1.1. Cromatégrafo HPLC

Consta de los siguientes componentes:

Bomba de gradiente Jasco PU-1580 (Tokio, Jap6n).

Desgasificador en linea Jasco LG-1580- 04 (Tokio, Japdn).

Contenedor de fase movil, isocratica ACN:H20 (90:10) con un flujo de 1 mL/min.

Vilvula de inyeccion Rheodyne 7125 con loop de 20 pL (Cotati CA, EE.UU.).
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Columna tracer excel 120 ODSA Cjs (150 x 4.6 mm) y 3 um de didmetro de particula
(Teknokroma S. Coop. Ltda., Espaifia) para el andlisis de COPs.

Columna tracer excel C8 (100 x 4.6 mm) y 3um de didmetro de particula (Teknokroma
S. Coop. Ltda., Espafa) para el anélisis de colesterol.

Detector LDC Analitical SpectroMonitor 4100 UV (EE.UU.). La detecciéon se ha
llevado a cabo a dos longitudes de onda 205 y 238 nm.

Software CromaNec XP version 1.0.4., para adquisicion y procesamiento de las sefales
(Madrid, Espaiia).

Termostato P-Selecta Presciterm (Barcelona, Espaiia).

El equipo de HPLC utilizado se muestra en la Figura 28.

Detector UV

Bomba
Columna
Y. & Inyector
S smesamd Disolvente
‘ Desgasificador

Figura 28. Equipo de HPLC para la determinacion de COPs

4.3.1.2. Cromatdgrafo de gases
Cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890 formado por:
Botella de gas portador, He.

Inyector Split/Splitless.
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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 didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula de la fase
estacionaria.

Las condiciones de separacion cromatogréfica fueron las siguientes: Tipyecior 300 °C;

relacion de split 3:1; caudal de He 1.6 mL/min; Tcojuma 290°C; Tyetector 300°C.

4.3.1.3. Cromatd6grafo de gases-espectrometro de masas

Instrumento GC-TOF, formado por:

Cromatdgrafo de gases, de Agilent Technologies modelo 7890M.

Inyector automatico de CTC Analytics, modelo Combi-Pal.

Espectrometro 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 didmetro

interno y 0.25 um de espesor de pelicula de la fase estacionaria.

Se utilizaron las siguientes condiciones cromatograficas: He como gas portador a un
caudal de 1 mL/min.Tipyector, 310 °C con una relacion de split 10:1, Thomo, 220 °C (1min)
con una primera rampa de 5°C/min hasta 290 °C (11 min) seguida de otra de 3°C/min
hasta 310 °C (28 min). A la fuente de ionizacion electronica se le aplico un potencial de
70 eV Los espectros se obtuvieron en modo scan, identificando las estructuras
moleculares por comparacién con aquellos espectros de masa que figuran en la libreria

NIST, segunda edicién. La Figura 29 muestra el sistema GC-MS utilizado.
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Automuestreador

= - Detector de masa (TOF)

Horno columna

Figura 29. Equipo GC-TOF

4.3.2 Instrumental para la preparacion de las muestras

4.3.2.1 Extractor acelerado con disolventes, ASE

Sistema automdtico ASE 200 de Dionex (Idstein, Alemania) dotado con carrusel para
realizar la extraccion de lipidos a 24 muestras en serie y software DIONEX con sistema
operativo Windows. El tiempo de extraccion depende del tipo de muestra y programa

usado. La Figura 30 muestra el sistema ASE utilizado.
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Comandos manuales

Carrusel de las celdas

Software

Carrusel de los viales

Moédulo de disolventes

- 2) [2/10/2009 20:36

Figura 30. Sistema ASE

4.3.2.2. Sistemas de evaporacion de disolventes
4.3.2.2.1. Rotavapor
Sistema de evaporacion de pequefios y grandes volimenes de disolvente Hedolph-

Laborota 4000 (USA) usado en el método de lixiviacion.

4.3.2.2.2. Evaporador de grandes voliimenes de disolvente

Bafio de agua termostatizado Selecta (Espaiia) utilizado para eliminar los disolventes de
extraccion de muestra en los métodos analiticos utilizados para determinar lipidos y
COPs en alimentos mediante ASE. Los viales del sistema ASE se introducen en el bafio
de agua termostatizado a 40 °C y se dirige un flujo de Argén directamente a través de
una aguja sobre la muestra evitando que exista oxigeno en el momento de evaporar los
disolventes. Un divisor de flujo de vidrio, fabricado en el laboratorio, con ocho vias
conectado con vélvulas y agujas, permite procesar 8 muestras de manera simultdnea, en
un tiempo que depende del volumen, punto de ebullicion del disolvente y de la

Tprogramada- En 1a Figura 31 se muestra el sistema de evaporacion.
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Entrada de Ar

Divisor de Flujo

Valvulas Inyectoras de Ar

Viales del ASE
Baiio de agua a 40 °C

Figura 31. Sistema para evaporar disolventes con flujo de Argén y T controlada

4.3.2.2.3. Evaporador de pequeiios voliimenes de disolvente

Sistema calefactor (Tembloc, Selecta, Espafia) conteniendo un bloque calefactor
extraible 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
vias conectado con vdlvulas y agujas, dirige el flujo de Argén a los viales de forma
simultdnea y permite evaporar disolventes en ausencia de oxigeno y agua atmosférica.
La Figura 32 muestra el sistema de evaporacion de los disolventes de elucién de COPs

(acetona MeOH y ACN) utilizado.

Entrada de Ar

Divisor de Flujo

Valvulas Inyectoras de Ar

Viales de 12 mL

Bloque de calentamiento

Valvulas Inyectoras de Ar

Figura 32. Sistema para evaporar pequefios volimenes de disolventes a T controlada
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4.3.2.3. Sistema de vacio para SPE

Sistema de vacio 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 tamafo del vial cuya capacidad varia entre

4y12ml

4

[1/10/2009 20:40 |

Figura 33. Sistema de vacio para la limpieza de muestras mediante SPE

4.3.2.4. Agitador mecanico
Vibrador mecédnico Selecta (Espafia), Figura 34, el cual permite agitar los frascos que
contienen la mezcla muestra-disolvente para realizar la extraccién de la fraccion

lipidica que contiene los COPs mediante la técnica de lixiviacion.
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Figura 34. Vibrador mecdanico para realizar el proceso de lixiviacién

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 Argén a través de la tapa superior la cual se acopla con la
tapa inferior del SPE; el Argén 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 T, mediante flujo de Argén el cual se regula con las vélvulas del sistema
de vacio. Los vapores toxicos de la piridina se recogen en una trampa con mezcla

sulfocromica (Figura 35).
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Entrada de Ar

Tapa divisora de flujo

Tapa del SPE

Trampa con mezcla sulf.

Bandas de caucho

@) (911072009 20:39

Figura 35. Sistema para eliminar el exceso de Tri-Sil

4.3.3. Otros sistemas
Agitador Vortex selecta (Espafia).
Purificador de agua (grado HPLC), sistema Milli-Q de Millipore, Francia.

Balanza analitica digital Kern Alj 120-4 con precisién 0.0001 g. Alemania.

4.3.4 Materiales

* Cartuchos de silica gel de 500 mg/6 mL, Applied separations (USA).
* Cartuchos C;g y Cg SPE de 500 mg/3mL, Discovery Supelco (USA).
* Tierras de diatomeas de 30/40 mesh, Cultek S.L.U. (Espaiia).

* Filtros de nylon de 4 mm y 0.45 um, 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
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* Programas Statgraphics Plus 5.0 y Statgraphics Centurion para realizar los disefios
experimentales, test ANOVA y andlisis de datos mediante PCA.
* Libreria de espectros de masas NIST segunda edicién para la identificacion de los

COPs.

4.4. Procedimientos

4.4.1. Preparacion de las disoluciones patron de reserva

4.4.1.1. Disoluciones patrén individuales de COPs

4.4.1.1.1. Disolucion patron de 7f-OH de 400 mg/L

Se pesaron en una balanza analitica 0.0040 g de 7B3-OH sdélido y en un matraz aforado
de 10 mL se enras6 con 2-PrOH siendo la concentracién final de esta disolucién 400

mg/L; se trasvaso a un vial &mbar de 12 mL y se conservé en congelador a -18 °C.

4.4.1.1.2. Disoluciones patrén individuales de 1000 mg/L de los siguientes estdandares:
colesterol, p-epoxido, a-epoxido, triol, 6-ceto, 7-ceto, 25- OH

Se pesaron 0.0100 g de cada s6lido y en matraces aforados de 10.0 mL se disolvieron y
se enraso cada disolucion con 2-PrOH siendo su concentracion final de 1000 mg/L. Las
respectivas disoluciones se transvasaron a viales dmbar de 12 mL, conservdndose en

congelador a -18 °C.

4.4.1.2. Disolucién patrén de 1000 mg/L del IS, 910-DFA

Se pesaron 0.0100 g 910-DFA sdlido, se disolvieron en 2-PrOH y en un matraz aforado

de 10.0 mL se enras6 con dicho disolvente, siendo la concentracion final de esta
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disoluciéon 1000 mg/L; se transvasé a un vial dmbar de 12 mL y se conservd en

congelador a -18 °C.

4.4.2. Preparacion de las disoluciones de trabajo

4.4.2.1. Disolucidnes de trabajo de 7B-OH de 5 y 50 mg/LL

Se tomaron alicuotas de 125 y 1250 uL de la disolucién de 400 mg/L y se llevaron a
matraces aforados de 10.0 mL enrasando con 2-PrOH; se trasvasaron a viales ambar de

12 mL y se conservaron a -18 °C.

4.4.2.2. Disoluciones de trabajo individuales de 5 y 50 mg/L de los siguientes
estandares: colesterol, B-epéxido, a-epdxido, triol, 6-ceto, 7-ceto, 25- OH

Se tomaron alicuotas de 50 y 500 uL 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 &mbar de 12 mL y se conservaron en congelador a -

18 °C.

4.4.2.3. Disolucion de trabajo de estdndar interno de 50 mg/L
Se tomaron alicuotas de 500 puL 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 dmbar de 12 mL y se conservaron en congelador a -18 °C.

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. Determinacion de pardametros caracteristicos de las muestras

4.44.1. Agua

Se utiliz6 el método oficial de la AOAC (1998) que se detalla a continuacién: pesar 3 g
de muestra, calentar en una estufa a 135 °C 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. Lipidos
Se determiné el contenido de lipidos en las muestras mediante los métodos de
Lixiviacion y ASE que se detallan a continuaciéon. En ambos casos se calculd el
porcentaje de lipidos por gravimetria aplicando la siguiente ecuacion

G (%)=Witpidos * 100/Wiuesra Ecuacion 21
Donde: G (%) porcentaje de lipidos; Wigpidos peso del extracto lipidico y Wmyestra PESO

inicial de muestra.

Meétodo de lixiviacion. Se tomaron 5.0 g de muestra macerada previamente, se realizé la
extracciéon con CHCI; agitando con el agitador mecanico durante 18 h; se eliminé el

disolvente con rotavapor a 60 °C y se pesé el extracto lipidico hasta peso constante..

Método ASE. Se empleé 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
homogeneizacién. La mezcla homogénea obtenida se deposité dentro de las celdas ASE

de 22 mL vy se realiz6 la extraccién, con 35 mL de Et.P. a una T de 80 °C 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 extraccion siendo cada ciclo de 5 min; se elimind
el disolvente a 80 °C con el evaporador indicado en 4.3.2.2.2. Se dejaron los viales con
el extracto lipidico dentro de el desecador durante 8 h hasta peso constante y por
diferencia de peso se calculd el peso del extracto lipidico; para el caso del salmén
ahumado y queso blando, la extraccion se llevd a cabo en las mismas condiciones

excepto el disolvente que se utilizé una mezcla de Hex:2-PrOH (90:10).

Para el empleo del método, teniendo en cuenta las indicaciones del fabricante, el
contenido en extracto lipidico no debe exceceder 800 mg de lipidos en estas condiciones

experimentales.

4.4.4.3. Colesterol

Primeramente se obtuvo el extracto lipidico utilizando el método ASE para lipidos; se
evaporo el disolvente de extraccion, se disolvié en 5 mL de Hex y se hizo pasar por el
cartucho de silica. Se recogieron en el mismo recipiente todos las fracciones eluidas de
los lavados realizados de acuerdo a la metodologia seguida para la limpieza de los
COPs segtin se indicard en 4.4.6.3.1. Se evaporar6 el disolvente y el residuo se disolvié
en 1 mL de 2-PrOH; de esta disolucion se tom6 1 mL y a continuacién se inyecté en el
sistema HPLC en las siguientes condiciones: Columna tracer excel Cg (100 x 4.6 mm) y
3 um de didmetro de particula; fase moévil isocrdtica, 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 determiné mediante calibrado externo, midiendo a una

longitud de onda de 205 nm.
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4.4.5. Irradiacion de las muestras

Las muestras, cuyo espesor fue de menos de un centimetro, fueron empaquetadas en
unidades a vacio, en bolsas de poliestireno, y transportadas a la planta de irradiacién
(IONMED esterilizacion SA. Tarancén. Cuenca, Espafia). Las bolsas de las muestras
fueron colocadas independientemente dentro del compartimento de irradiacion y fueron
irradiadas bajo una fuente de radiaciéon E-beam que opera a 10 MeV. Las bolsas son
giradas mientras reciben radiacion lateral. Las dosis de radiacion absorbida fueron: 1. 2.
3.4,6 y 8 kGy a de 90 kGy/min. Esta dosis absorbida por cada muestra se evalu6
mediante la determinacion de la absorbancia del triacetato de celulosa (ASTM. 2000)
simultaneamente 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 °C hasta su analisis.

4.4.6. Preparacion de muestra para la determinacion de COPs

4.4.6.1. Lixiviacién

La muestra a T, se troced con una tijera, se trituré6 y homogeneizé 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 tapén de rosca y se afiadieron 70 mL de CHCls; en el caso del jamén
serrano, se utilizaron unos 3 g de muestra y 30 mL de CHCI;. El recipiente fue
protegido de la luz con papel de aluminio y fue sometido a agitacién mecanica a 780
rpm durante 18 h a la temperatura ambiente. El liquido sobrenadante se hizo pasar por
un cartucho conteniendo 10 g de Na,SO4 anhidro y seguidamente por un filtro de
membrana de nylon de 0.45 um de tamaiio de poro, situado en linea con el cartucho. Se

lavé el residuo dos veces con porciones de 10 mL de CHCl; y se recogieron todas las
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fracciones de CHCls en un matraz de 250 mL, el cual se colocé en el rotavapor a 40 °C
evaporando el CHCIl; hasta sequedad. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex mediante

agitacion en vortex.

4.4.6.2. Extraccion 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 homogeneizaciéon
completa de la mezcla. La mezcla resultante fue transferida a una célula ASE de 22 mL,
la cual se rellen6 completamente con tierra de diatomeas. La célula fue colocada en el
carrusel ASE. Los COPs fueron extraidos usando Et.P: CHCl; (85:15). Las condiciones
optimizadas fueron las siguientes: presion, P, 1500 psi; T, 40 °C; precalentamiento, 5
min; calentamiento, 5 min; volumen de flujo, 120 %; tiempo de purga, 60 s; nimero de
ciclos, 2. El volumen de extracto de lipidos totales fue 45 mL y el tiempo de andlisis
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 °C, burbujeando una corriente de
Argén hasta sequedad. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex mediante agitacion

vortex.

4.4.6.3. Extraccion en fase solida SPE

4.4.6.3.1. Clean up para HPLC

El extracto ASE de 6 mL de Hex se limpi6é mediante SPE; se hizo pasar a través de un
cartucho de silica 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: Et,O (95:5. v/v), 25 mL de Hex: Et;,O (90:10) y 15 mL de Hex: Et,O (80:20).
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Seguidamente, se elimind el disolvente del cartucho, haciendo pasar aire a su través
mediante vacio durante 20 min. Los COPs fueron eluidos con 10 mL de acetona (5 x 2
mL) la cual fue recogida en un vial &mbar de 12 mL. La acetona fue evaporada con flujo

de Argon a 40 °C hasta la obtencién del residuo.

4.4.6.3.2. Clean up para GC

Se aplicé el mismo procedimiento que para HPLC adicionando una etapa final de
limpieza. El residuo obtenido en la etapa de clean up para HPLC se disolvié 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 lavé con 16 mL de la mezcla Hex-AcOEt y se secé con flujo de aire. Los
COPs fueron eluidos con 10 mL de acetona (5 x 2 mL) la cual fue recogida en un vial

ambar de 12 mL y evaporada con flujo de Argén a 40 °C hasta sequedad.

4.4.7. Separacion de COPs mediante HPLC-UYV en patrones

Se inyectaron 20 pL. de una disolucion patrén mezcla de COPs de 25 mg/L en el sistema
cromatogréfico, utilizando la columna C;3 (150 x 4.6 mm y 3 um de tamaio de
particula) y como fase mévil ACN:agua., 90:10 (v/v) a un caudal de 1 mL/min; la
deteccion se realizo simultdneamente a dos longitudes de onda 205 y 238 nm. Los
tiempos de retencién y dreas de pico cromatogrificos fueron usados con fines de

identificacion y cuantificacidn, 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 concentraciéon de 0.5 a 100 mg/L, aplicando el

método del calibrado externo trds la separacion indicada en 4.4.7.

El limite de deteccidén o concentracién mds pequefia que se puede detectar con un cierto
nivel de confianza se calcul6 mediante la expresion.

LOD =3*N/b Ecuacion 22

Siendo N la media del ruido de 10 medidas de la sefial del blanco obtenida midiendo la
altura de la linea base a los tiempos de retenciéon de cada COP, y b la pendiente del
calibrado de las alturas de los picos cromatograficos con respecto a la concentracion
expresada, por tanto, en unidades de altura/concentracion.

El limite de cuantificacién se calcula mediante la expresion

LOQ = 10*N/b Ecuacion 23

El ruido se calcul6 inyectando ACN.

4.4.8. Determinacion de COPs mediante HPLC en muestras de alimentos

El residuo obtenido en la etapa de limpieza (4.4.6.3) se disolvié con 250 uLL de ACN. Se
inyectaron 20 pL. de esta disolucidn en el sistema cromatogréfico a través de un filtro de
membrana de teflon, de 0.5 um y 4 mm, situado entre el cuerpo y la aguja de la jeringa;
se aplico el método de separacion 4.4.7., determinando cada COP por interpolaciéon 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 vias al nivel de significacién de 0.05 utilizando el

programa Statgraphics Plus 5.0.

4.4.9. Validacion del método de determinacion de COPs mediante HPLC
La precision del méto de determinacién de COPs se evalu6 calculando el valor de RSD

(%) de 6 las muestras sin irradiar enriquecidas al nivel de concentracion de 2 pg/g.

La exactitud del método se evalué mediante estudios de recuperacién. Inicialmente, se
analizaron 10 muestras sin irradiar no enriquecidas y luego 6 muestras sin irradiar
enriquecidas adicionando alicuotas de 16 uLL de cada disoluciéon de COPs de 5 mg./L
sobre la muestra s6lida homogeneizada, la cual fue entonces mantenida durante 30 min
a Ta. Se aplic6 el método de preparacion 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 recuperacion (R, %) se calculd por medio de la ecuacion:

_ lcorl,

= = 100 Ecuacion 24
[cop],

Siendo, [COP],, concentraciéon de COP recuperada después del enriquecimiento,

(5 mg/L), [COP];, concentraciéon de COP determinada antes del enriquecimiento.

[COP]; = [COPlpetectads — [COP]y  Ecuacion 25
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4.4.10. Separacion de COPs mediante GC-FID en patrones

4.4.10.1. Derivatizacion con Tri-Sil

En un vial d&mbar de 12 mL conteniendo 40 uL de cada disolucién estandar de COPs o
de sus mezclas de 50 mg/L en 2-PrOH se evapor6 el disolvente mediante flujo de
Argén. Sobre el residuo fueron afiadidos 400 pL de Tri-Sil y la mezcla se agitéd
vigorosamente durante 2 min en vortex. Seguidamente, la reaccion fue llevada a cabo a
60 °C durante 45 min dentro del sistema de calentamiento Tembloc. Después de
alcanzar la T, el exceso de Tri-Sil fue eliminado mediante flujo de Argén. A
continuacion, se anadieron al residuo 400 pL. 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

pum de tamafio de poro.

4.4.10.2. Seleccion del patrén 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. Seleccion del caudal de la fase movil (He)

Se obtuvo mediante el grafico de Van Deémmter, representando la altura de plato tedrico

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 patrén interno a partir de
las disoluciones de trabajo de 5 y 50 mg/L. En viales con tapa de rosca de 5 mL se
afadieron alicuotas 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 continuacion se afiadi6 a cada disolucién una
alicuota de 16 puL de 50 mg/L de 9.10-DFA (IS) y se agité en vortex. Se evapord el
disolvente con flujo de Argén, realizdndose la reaccion de derivatizacion y la separacion
cromatogréfica 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 disolucién 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. Ildentificacion 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
estandares de COPs de 5 mg/L previa obtencion de los Tri-Sil derivados aplicando el
procedimiento 4.4.8.2. Al extracto obtenido en Hex se afiadieron 40 puL de la disolucion
de 50 mg/L del IS (9.10-DFA), inyectando 1uL de esta mezcla en el equipo GC-TOF.
La separacion cromatografica se realiz6 utilizando la columna DB-5 con el siguiente
programa de T: Tipicia, 220 °C (1min), seguido de una rampa de 5°C/min hasta 290 °C
(11 min), y otra de 3°C/min hasta 310 °C (28 min). Se utiliz6 un inyector split-splitless
con una relacién de split de 10:1, a 310 °C y como gas portador He a un flujo de 1

mL/min. La ionizacidn electrénica se realiz6 a 70 eV, obteniéndose los cromatogramas
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en modo scan. Las identificaciones y se llevaron a cabo mediante comparacién con los

espectros de masa presentes en la libreria NIST.

4.4.11.2. Muestras

Inicialmente, la identificacién de los COPs se realiz6 por comparacion de los tg de los
cromatogramas de las muestras con aquellos obtenidos a partir de patrones en las
mismas condiciones cromatograficas. Adicionalmente, cada COP fue confirmado
comparando los espectros de masas obtenidos en las muestras y los espectros
disponibles en la libreria NIST; cuando el espectro no estuvo disponible en esta libreria,
la identificacién y confirmacion se realiz6 por medio de los espectros de masa obtenidos
a partir de los derivados Tri-Sil de los patrones individuales.

La preparacion de muestra de alimentos y derivatizaciéon de los COPs se llevo 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 anadieron 40 uL de la disolucién de trabajo de 50
mg/L. del IS (9, 10-DFA) inyectando 1pL de esta mezcla al equipo GC-TOF. Las
condiciones cromatograficas aplicadas en el sistema GC-MS estdn 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 disolucién mezcla de COPs de 5 mg/L, aplicando el

método de determinacion indicado en 4.4.13.

4.4.13. Determinacion de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos

La cuantificacion de los COPs se realizé mediante CG-FID previa preparacién de la
muestra utilizando los procedimientos de extraccion de lipidos descritos en 4.4.6.1 y
4.4.6.2., el método de limpieza de muestra 4.4.6.3, la reacciéon de derivatizacién
mediante Tri-Sil. 4.4.10.1, y aplicando el método de calibrado del estandar interno, 6-
ceto, referido en el apartado 4.4.10.2. La separacién cromatografica se realiz6 utilizando
la columna HP-1 en modo isotermo a 290 °C, con He como gas portador a un flujo de
1.6 mL/min. Tdetector y Tinyector de 300 °C; se inyectaron 2 pL del extracto de los
Tri-Sil derivados en el inyector split-splitless a una relacion 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 determinacion 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 disolucién mezcla de COPs de 5

mg/L, aplicando el método de determinacion indicado en 4.4.12.
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Figura 36. Diagrama de preparacion de muestra para determinar COPs utilizando
distintos métodos, A-ASE; B-lixiviacion
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4.4.13. Validacion del método de determinacion ce COPs mediante GC
La precisién del método de determinacion de COPs se evalud calculando el valor de

RSD (%) de 6 muestras enriquecidas al nivel de concentracién de 2 ug/g.

La exactitud del método se evalué mediante estudios de recuperacion. Se llevaron a
cabo réplicas de cada tipo de muestra sin irradiar (n=6), no enriquecidas y enriquecidas,
e irradiadas (n=3), anadiendo a estas ultimas 16 pL de la disolucién mezcla de COPs de
50 mg/L y 40 puL de una disolucién del IS (6-ceto) de 50 mg/L, justo antes de realizar el
proceso de derivatizacion de los COPs. Se aplicé el método de preparacion de muestra

descrito en 4.4.12.

4.4.14. Influencia de los parametros caracteristicos de las muestras en la formacion
de COPs

Se llevé a cabo un tratamiento estadistico de los datos, contenido de agua, lipidos,
colesterol y COPs totales, obtenidos mediante HPLC-UV y GC-FID. El analisis de cada
parametro se realiz6 por triplicado en las muestras sin irradiar de carne picada, jamén
cocido, jamén serrano, queso fresco y salmén ahumado, teniendo en cuenta, por cada
técnica, los COPs analizados para ver la influencia que presentan los pardmetros

caracteristicos de las muestras en la formacién de COPs.

En primer lugar, se obtuvo la matriz de correlacién, para conocer si existe 0 no
correlacion entre las variables; lo que viene indicado por los valores de los coeficientes
de correlacién de Pearson 1<p>0; cuando se encontré correlacion entre las variables,

valores de p proximos a 1, se aplicd a los datos un PCA utilizando el programa
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Statgraphics; este andlisis proporcioné graficos de dispersiéon y del peso de los distintos
parametros estudiados en la contribucion de las componentes principales obtenidas en

cada caso.

4.4.16. Identificacion y minimizacion de transformaciones de COPs durante la
preparacion de muestra para andlisis cromatogrdfico por GC

4.4.16.1. Deteccion de trasformaciones de COPs durante el clean up mediante SPE

4.4.16.1.1. Modo de elucion total

En un vial &mbar de 5 mL se afiadieron alicuotas de 10 uL. de cada disolucién de COP
estdndar de reserva 1000 mg/L y de colesterol de 1000 mg/L. Se agit6 en vortex durante
30 s evaporando el disolvente mediante flujo de Argén con el sistema de evaporacion
fabricado en el laboratorio. Los residuos fueron redisueltos en los disolventes
apropiados, segtn la naturaleza del cartucho utilizado, llevdandose a cabo la etapa de
limpieza. La disolucién se pasé a través de un cartucho previamente acondicionado; los
COPs retenidos fueron lavados y el cartucho se sec6 mediante flujo de Argon; la

Tabla 13 particulariza el proceso utilizado para cada cartucho.
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Tabla 13 . Tratamiento de limpieza de muestra mediante SPE

Vinicial Disolvente
Cartucho Lavado Eluyente
[COPs], 2 mg/L Acondicionamiento
Hex:Et,0,
acetona,
Silica Hexano, SmL (80:20), 15 mL
10 mL
Hexano, SmL
Amino Hex:AcOEt, Acetona
Hexano, SmL
Propil (90:10), 15 mL 10 mL
c ACN:H,O ACN:H,0 ACN:H,0, ACN:H,0
’ (70:30), '1mL (50:50), 3 mL (70:30), 2 mL | (80:20), 8 ml
ACN:H,O MeOH, 10
Cig (80:20) SmL, ACN, 3 mL ACN, 5 mL il
10 mg/L

Se pasé por el cartucho el eluyente adecuado y cada eluato fue colectado en un vial de
12 mL. El disolvente fue evaporado mediante flujo de Argén a 40°C, el residuo fue
disuelto en Hex y los COPs fueron derivatizados con Tri-Sil antes de su determinacién

mediante GC-FID, segtin se describe en los procedimientos 4.4.6.3.2.

4.4.16.1.2. Modo coleccion de fracciones

El procedimiento fue similar al del modo elucién 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 elucién adecuado. Se colectaron fracciones hasta la
completa elucién de los COPs, evitando la elucidn del colesterol; en cada fraccién el
disolvente fue evaporado haciendo burbujear flujo de Argén a 40 °C. A continuacion, el
residuo fue disuelto en Hex y derivatizado con 200 puL de Tri-Sil como en el modo

elucion total antes de su andlisis por GC.
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4.4.17. Método propuesto para la determinacion de COPs en muestras de alimentos
mediante GC-FID con minimizacion de transformaciones.

Unos 2 6 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
homogeneizacién. La mezcla resultante fue transferida a una celda ASE de 22 mL y se
aplicé el método propuesto ASE para la extraccion de lipidos, usando Et.P: CHCls,
85:15 a 40 °C 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 40°C (hasta ocho viales),
evaporando el disolvente hasta sequedad mediante flujo de Argén, utilizando el sistema
evaporador fabricado en el laboratorio. El residuo fue disuelto en 6 mL de Hex
mediante agitacion vortex. Después, se llevé a cabo la limpieza de la muestra de COPs
por SPE en modo elucién total, usando el cartucho C;g previamente acondicionado con
3 mL de ACN. A continuacidn, el cartucho fue lavado con 5 mL de ACN y secado
mediante flujo de Argén. Los COPs retenidos se eluyeron con 10 mL de MeOH. El
eluato fue colectado en el vial a pH controlado con 300 pL. de una disolucién
reguladora, antes de llevar a cabo la reaccion de derivatizacion. Se afiadieron 40 puL de
6-ceto como IS. El disolvente fue evaporado mediante flujo de Argén. Sobre el residuo
se afadieron 200 pL de Tri-Sil y se realizé la reaccidon de derivatizacion 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 determinacién de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos RTE.
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Pesar de 2-3 g de muestra

|

Triturar y homogeneizar

a) Adicionar, 6 g de tierras de diatomeas

A 4

b) Triturar v homogeeneizar

!

¢) Extraer con ASE con 50 mL de Et.P: CHCls3, 85:15, 1500 psi

\ 4

Evaporar el disolvente a 40 °C con flujo de Ar

\

Inyectar 2 uLL al GC

/

Filtrar

!

Disolver en 400 pL de Hex

\

Evaporar a sequedad con flujo de Ar a 40 °C

\

Disolver con 6 mL de Hex

\

Pasar por cartucho de Cig

\

Lavar con 5 mL de ACN

l

Secar con flujo de Ar

!

Eluir con 10 mL de MeOH

/

Adicionar 200 pL de Tri-Sil, 65 °C y 40 min

\

Recoger el eluato en vial a pH
controlado con 300 uL buffer fosfato

Evaporar a sequedad con flujo de Ar a 40 °C

/

A

Adicionar 40 uL de 6-ceto

Figura 37. Diagrama de preparacion de muestra para determinar COPs mediante el método de

minizacion de transformaciones
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Resultados y Discusion

5.1. Analisis de COPS mediante HPLC con deteccion 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 absorcion en la region del
espectro UV. El andlisis de estos compuestos en muestras de alimentos por HPLC, requiere
la aplicacién de distintas etapas de preparacion de la muestra, extraccion de la fraccion
lipidica y clean up de la muestra de COPs, antes de su inyeccion en el sistema de HPLC. En
primer lugar se realizaron ensayos para determinar distintos pardmetros caracteristicos de las

muestras.

5.1.1. Determinacion de los pardmetros caracteristicos de las muestras

Se determinaron alginos pardmetros caracteristicos de los alimentos tales como agua,
lipidos y colesterol, en muestras no irradiadas; los COPs estdn incluidos en la fraccién

lipidica y su formacion pudiera estar relacionada con el contenido de lipidos y colesterol.

5.1.1.1. Agua

El contenido de agua es un pardmetro importante en la determinacién de COPs ya que
podria intervenir en el proceso de formacion de los COPs durante el procesado o
almacenamiento. Este pardmetro fue determinado siguiendo el procedimiento indicado en
4.44.1. En la Tabla 14 se muestra el porcentaje de agua en las muestras de carne picada,
jamén cocido, jamoén 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
Jamoén cocido 73.1 0.6
Jamon serrano 38.7 39
Queso blando 45.2 1.4

RSD, Desviacién estandar relativa (n=3)

5.1.1.2. Lipidos

Este pardmetro fue determinado siguiendo el procedimiento indicado en 4.4.4.2. utilizando
el método ASE. En la Tabla 15 se muestra el porcentaje de lipidos en las muestras de carne
estudiadas. En todas las muestras estudiadas se obtuvieron valores entre 3 y 32%.

Tabla 15. Contenido de lipidos en muestras de alimentos.

Muestra Lipidos, % RSD, %
Carne picada 25.8 3.1
Jamoén cocido 2.9 0.3
Jamon serrano 20.1 0.4
Queso blando 31.9 1.9

RSD, desviacion estandar relativa (n=3)

5.1.1.3. Colesterol

Debido a que el colesterol es el precursor de los COPs se llevé a cabo su determinacion
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 mas elevadas se

encontraron en el queso blando procedente de la leche, producto que presenta un contenido

148



Resultados y Discusion

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
Jamoén cocido 55.1 17.5 4.1
Jamén serrano 92.6 30.9 1.3
Queso blando 150.8 50.3 0.5

RSD, desviacion estandar relativa (n=3)

5.1.2. Separacion de los COPs mediante HPLC en patrones

La separacion de los tres 6xidos de interés, 25-OH, 7-ceto y 6-ceto, se llevé a cabo mediante
HPLC-UV, utilizando la columna C;g tracer Excel (termostatizada a 30 °C) en las
condiciones cromatograficas mencionadas en la parte experimental 4.4.7. La fase mdvil
optima fue ACN: agua (V:V), 90:10 a un caudal de 1 mL/min y un volumen de inyeccién de
20 uL. La Figura 38 muestra los cromatogramas obtenidos a las dos longitudes de onda (A)
estudiadas; 205 nm para la deteccion de 25-OH, 7-ceto y 6-ceto, y 238 nm para la deteccion
de 7-ceto, puesto que presentan maximos de absorcién a diferentes A; se puede observar la
separacion de los COPs hasta linea base en un tiempo entre 9 y 22 min, siendo su orden de
elucién, de acuerdo a su disminucién de polaridad, 25-OH, 7-Ceto y 6-Ceto. Para la

identificacion de los COPs se emplearon sus tg.
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Figura 38. Cromatogramas de una mezcla de patrones de COPs mediante HPLC-UV.
[COPs], 25 mg/L a A, 205 y 238 nm

5.1.3. Caracteristicas analiticas

Para la cuantificacién se ha empleado el método del calibrado del patrén externo. En la
Tabla 17 se muestran los valores obtenidos, drea (A), ecuacién de calibrado (EC) y
coeficiente de determinacion (RZ). Los valores de RZ, 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 concentracién 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 areas mediante HPL.C

A205 im Aj.238 nm
[COPs], mg/L 25-OH 7-ceto 6-ceto 7-ceto
05 | | [ T 39,7
1,0 17,3 73 T — 733
5,0 90,9 | ceeeeeee- 19,2 320,9
15,0 267,6 293.,9 45,0 1008,9
25,0 404.,4 4428 | - 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=15,0x+11,5 | y=16,6x+40,7 | y=3.0x+2,2 | y=60,0x+43,7
R’ 0.9998 0.9995 0.9998 0,9998

- . A N 2 . . N A
A, drea, u.a.; A, longitud de onda; EC, ecuacién de calibrado; R, coeficiente de determinacién

La Figura 39 muestra el calibrado obtenido para cada COP a las dos A estudiadas.

AREA, u.a.

AREA, u.a.

AREA, u.a.

25.0H), mg/L

205 nm

[6-Ceto], mg/L

[7-Ceto], mg/L

[7-Ceto], mg/L

Figura 39. Calibrados de dreas mediante HPLC-UV
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La precisién de los COPs respecto de A y tg se determind por medio de la repetibilidad
evaluada en un mismo dia y la reproducibilidad evaluada en tres dias diferentes, utilizando

disoluciones estandar de 75 mg/L.

En la Tabla 18 se presenta los valores obtenidos para la precisién, en términos de

repetibilidad, donde se observa que la desviacion estdndar relativa (RSD) en los diferentes

dias es inferior a 2% para el pardmetro cromatografico A e inferior a 1.7 % para tg.
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Tabla 18. Evaluacién de la repetibilidad de los COPs mediante HPLC-UV

Dia 25-OH 7-ceto 6-ceto
A tr A tr A tr
1209.0 9.81 | 11553 | 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
1 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
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
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
3 1214.6 991 |1205.6 | 18.61 225.1 21.59
S 10.4 0.09 53 0.30 3.1 0.35
X 1197.7 10.07 | 1213.7 | 19.07 227.5 22.13
RSD 0.9 092 | 044 1.57 14 1.63

A, drea, u.a; tg, tiempo de retencién, min; s, desviacion estandar; X, media y RSD (%),desviacién estdndar

relativa.
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Los valores de la precision en términos de reproducibilidad para estos tres dias 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 mds retenido por

la columna proporciona el pico cromatogrifico mas ancho lo que puede influir en su

integracion.
Tabla 19. Evaluacién de la reproducibilidad mediante HPLC-UV
25-OH 7-ceto 6-ceto
Dia
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 24 0.64 9.55 0.69

A, drea, u.a.; tg, tiempo de retencién, min; X, media; s, desviacion estdndar;
RSD, desviacién estandar relativa, %

Para calcular los limites de deteccién y de cuantificacién, 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 concentracion usando como blanco el disolvente de las disoluciones estandar,

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 A 238 nm es el que presenta menor limite de deteccion, 0.015 mg/L, siendo el 6-

ceto el compuesto menos sensible, 0.360 mg/L.
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Tabla 20. Evaluacién de LOD y LOQ del método de
determinacién de COPs mediante HPLC-UV

LOD, LOD, |LOQ,
mg/L ng ng
25-OH 0.0287 0.086 1.72 5.75

Anm corp N/b

205 7-Ceto  0.0278 0.083 1.66 5.56
6-Ceto  0.119 0360  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, limite de deteccién, mg/L; LOQ, limite de cuantificacién, mg/L

5.1.4. Optimizacion de preparacion de la muestra

El analisis cromatografico de COPs conlleva serias dificultades debido a la necesidad de
aislar muy bajas concentraciones de COPs de grandes cantidades de lipidos y de colesterol.
Ademais, los COPs pueden ser oxidados y degradados durante la etapa de extraccion de
lipidos (Park et al., 1996; Angulo et al.,1997). Para la eleccion de esta etapa se realizaron
ensayos previos con objeto de seleccionar el procedimiento mds adecuado de extraccion y
purificaciéon de COPs. Se utilizé una muestra de jamén cocido homogeneizada en un
mortero de dgata; la muestra una vez pesada fue enriquecida con una disolucién mezcla de
patrones de COPs y se llevo a cabo la extraccion de la fraccion lipidica después de un
tiempo de contacto de 30 min. Se evaluaron diferentes métodos de extraccion; la
saponificacion directa siguiendo el protocolo descrito por Dionisi et al., (1998) dio lugar a
emulsiones dificiles de manejar. Se ensayaron también los procedimientos de preparacion 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 lixiviacion
diferia notablemente de unos métodos a otros, en cuanto a la naturaleza y volumen de

disolvente, tipo y tiempo de agitacion, se llevaron a cabo ensayos en el paso de lixiviacion
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utilizando distintos tipos de agitacién, mecdnica, ultrasénica, Ultra-Turrax y vortex, tanto a
tiempos cortos como largos, observando que la agitacion mecdnica a tiempos largos
proporcionaba mayor recuperaciéon. Los mejores resultados se obtuvieron mediante el
procedimiento de Razzazi-Fazeli, que utiliza cloroformo en la etapa de lixiviacién seguido
por un paso de limpieza mediante SPE con cartuchos de silice. En todos los ensayos se
utiliz6 el mismo procedimiento para la limpieza de la muestra y las condiciones

cromatogréficas descritas en la Parte experimental (4.4.7.).

5.1.4.1. Extraccién de la fraccién lipidica

El método de lixiviacién se optimizé en base al procedimiento de Razzazi-Fazeli et al.
(2000) mediante la aplicacién de disefios factoriales; en primer lugar, para conocer los
factores mds importantes implicados en el proceso de lixiviacidn, se realizé un disefio
factorial de screening 2° (dos niveles y tres factores) con un punto central, realizado en dos
bloques. Los factores fueron tiempo de extraccidon, volumen de disolvente y tiempo de
agitacion ultrdsonica previo a la agitacion mecdnica utilizada y como respuesta la

recuperacion, R,%. Los factores, niveles y su dominio experimental se presentan en la Tabla

21.

Tabla 21. Factores, dominio experimental y niveles del disefio factorial del screening 23

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL

NIVEL (-) PUNTO CENTRAL NIVEL (+)
ty, min 0 5 10
VCHCB’ mL 50 70 90
t,. h 14 18 22

ty, tiempo agitacion ultrasonidos, min; VcHciz, volumen de extractante, mL; t,, tiempo de agitacion, h

La respuesta del disefio de screening (porcentaje de recuperacion) indicé que los factores

mas influyentes fueron el tiempo de agitacion mecénica y el volumen de disolvente. El
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tiempo de agitaciéon mediante ultrasonido adicionado previamente al tiempo de agitacién

mecdnica no fue significativo, por lo que se elimind este paso en el proceso de lixiviacion.

Para conocer los valores 6ptimos de los factores significativos se aplicé un disefio factorial

32, cuyos factores, niveles y dominio experimental se muestran en la Tabla 22. Asimismo,

se considero el porcentaje de recuperacion como respuesta.

Tabla 22. Factores, dominio experimental y niveles del disefio factorial de superficie de

respuesta 3?

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL

NIVEL (-) NIVEL 0 NIVEL (+)
Vcuei, mL 40 70 100
t h 6 12 18

Ve, volumen de extractante, mL; t,, tiempo de agitacién, h

La Tabla 23 presenta los valores de las respuestas obtenidas para cada COP estudiado, en

términos de recuperacion, al llevar a cabo el andlisis del disefio mediante el programa

Statgraphics.
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Tabla 23. Respuestas del disefio factorial 3

Experimento | Bloque Factores R, %
V, mL t,h 25-0OH 7-ceto  6-ceto

N°

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

N

R, recuperacion, %
La Figura 40 presenta los diagramas de Pareto obtenidos para los COPs, donde se observa
que tanto el tiempo de agitacion, como el volumen de extractante ejercen una influencia
positiva, al nivel de significacion 0.05, sobre la respuesta; se observa, ademas, la influencia
significativa negativa sobre la respuesta de la interaccion del término cuadritico lo que
explica la curvatura de los graficos de superficie. En la Figura 41 se presentan los graficos
de superficie obtenidos para los COPs mediante HPLC aplicando el disefio factorial 3. Un

mayor tiempo de extraccién dio lugar a una mejor recuperacién, sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas entre 70 y 90 ml. Por lo tanto, un volumen de
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extraccion de 70 ml de cloroformo y 18 h de tiempo de agitacién fueron elegidas como las

mejores condiciones.

25-OH 7-ceto

6-ceto

Figura 40. Grificas de Pareto estandarizadas para el disefio factorial 3°
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Figura 41. Gréficas de superficie de respuesta estimada para el disefio factorial 32
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En la Tabla 24 se presenta los coeficientes de regresiéon y la ecuacion del modelo

matemadtico ajustado para cada COPs aplicando el disefio factorial 3°.

Tabla 24. Coeficientes de regresion y ecuacion del modelo ajustado para COPs aplicando el
disefio factorial 3°.

cop Ecuacion del modelo

25-OH | R =-31,86 + 2,63*V + 0,12%t - 0,019%V” + 0,021*V*t

7-ceto | R=-29,07 + 2,65V + 0,24%t - 0,018*V> + 0,0062*V*t

6-ceto | R=-47,13 + 2,63*V + 1,82%t - 0,017*V" - 0,0028*V*t

R, recuperacién, %

En resumen, respecto del método de Razzazi y Fazeli (2000) que aplicaron la metodologia
completa de extraccién y clean up a muestras més sencillas como es la de polvo de huevo,
cabe comentar las siguientes modificaciones: por lo que se refiere a la extraccion de lipidos:
la agitacion se realizé mediante vibrador mecdnico durante 18 horas (practicamente una
noche) con el fin de asegurar que la extraccion en las muestras complejas de alimentos fuera
completa; se utiliz6 un volumen de extractante de 70 mL de CHCl3, cuando se partié de 5 g
(muestras de carne picada, jamén cocido y queso) y de 30 mL de CHCl; para 3 g de jamén
serrano frente a 30 mL para 1 g de la muestra de polvo de huevo. La evaporacién con
rotaevaporador se llevé a cabo a una T algo mads baja, 40 °C frente a 45 °C empleada en
dicho método, para minimizar riesgos de formacién de COPs a partir del colesterol. En

cuanto a la etapa de clean up se utilizé el mismo procedimiento.
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5.1.4.2. Clean up y preconcentracion de COPs mediante SPE

El extracto lipidico obtenido fue disuelto en 6 mL de hexano, los COPs, se retuvieron en un
cartucho de silica al hacer pasar el extracto lipidico 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
lipidica de la muestra lavando el cartucho con diferentes volimenes de mezclas disolventes
Hex:Et,O en distintas proporciones. Se eliminé el disolvente del cartucho haciendo pasar
aire a vacio durante 20 min utilizando el sistema para evaporar pequefios volimenes de
disolventes a T controlada descrito en 4.3.2.2.3., el cual permite la evaporacién simultdnea
en ocho muestras. Los COPs fueron eluidos del cartucho con 10 mL de acetona (5 x 2 mL)
que fue recogida en un vial &mbar de 12 mL; se modific6 respecto al método de Razazy
Fazely el volumen de eluciéon de COPs a 10 mL de acetona para garantizar la elucién
completa de estos compuestos. La acetona fue evaporada con flujo de Argén a 40 °C hasta

la obtencion de un residuo el cual fue disuelto en ACN.

5.1.5. Determinacion de COPs mediante HPLC en muestras de alimentos

El contenido de 25-OH, 7-ceto y 6-ceto fue determinado en diferentes muestras lipidicas de
alimentos, carne picada, jamén cocido, jamoén serrano y queso fresco, usando el método
indicado en 4.4.6.1, llevando a cabo el clean up de la muestra segtn se describe en 4.4.6.3.1.
y aplicando el método de separacion cromatografica 4.4.7. En todos los casos se verificé su
reproducibilidad entre dias; la identificacion de los COPs en las muestras se llevé a cabo por
comparacion de los tg con los de una disolucién patrén mezcla de COPs y/o con muestras
enriquecidas. La cuantificacién se realiz0 mediante el calibrado externo, 4.4.7.1; la

cuantificacion de 25-OH y 6-ceto fue llevada a cabo a 205 nm y la del 7-ceto fue realizada a
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238 nm, ya que a esta A, los valores de las dreas 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 incluyé la filtracion del extracto en ACN, obtenido para su inyeccién en el sistema

cromatografico, con filtro de membrana de teflon, de tamafio de poro de 0.50 um.

5.1.5.1. Carne picada

En la Figura 42 se presenta el cromatograma de las muestra sin irradiar a las dos A, 205 y
238 nm, donde se observa unicamente los COPs 25-OH (140 ng/g) y 7-ceto (190 ng/g) con
valores de RSD inferiores a 4 %, no detectandose 6-ceto. La existencia de COPs en estas
muestras da cuenta de la complejidad de las matrices carnicas ya que estos COPs pre-

existentes estardn sujetos al igual que el colesterol a procesos de degradacién por las

238
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30 ~
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Figura 42. Cromatogramas mediante HPLC-UV de carne picada sin
irradiar. a 205 y 238 nm
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distintas vias explicadas en la revision bibliografica. 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. Jamoén cocido

En las muestras de jamoén cocido sin irradiar no se detectaron ninguno de los COPs
estudiados, posiblemente su formacién 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

disolucion de COPs.

205mm 238 nm
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Figura 43. Cromatogramas mediante HPLC-UV de jamén cocido sin
irradiar enriquecido con 25 mg/L (1:1) a 205 y 238 nm
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5.1.5.3. Jamoén serrano

Los cromatogramas obtenidos para las muestras de jamon serrano a las dos A 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
dcidos 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 mas dificil la
integracion y cuantificacién 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 jamoén ibérico (570-710 ng/g).
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Figura 44. Cromatogramas HPLC-UV de muestras de jamdn 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 verificé la
reproducibilidad entre dias de los cromatogramas y se evidenci6 la ausencia de los COPs en

las muestras, por lo que éstas se enriquecieron con una disolucién patrén de COPs de 25
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mg/L en la proporcién 1:1 con fines de comprobacion 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.
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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.. Validacion del método de determinacion de COPs mediante HPLC

La exactitud del método de HPLC para la determinaciéon de COPs se evalué mediante
estudios de recuperacion; las muestras se enriquecieron con una disolucion de la mezcla de
COPs a tres niveles de concentracién diferentes 0.2, 1.0 and 2.0 pg/g. Para calcular la
precision del método en términos de repetibilidad se realizaron cuatro réplicas para obtener
la precision intra-dia. La variacién entre dias se evalud realizando ensayos durante cinco
dias habiles consecutivos, después de enriquecer la muestra con 2.0 ug/g. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 25; el valor medio de recuperacién obtenido fue entre 56
y 94% al nivel de concentraciéon de 0.2 pug/g. A los niveles de concentracién de 1.0 y 2.0

ug/g, las recuperaciones fueron superiores al 62 y 68%, respectivamente. En general, la
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precision intra-dia e inter-dia mostraron valores de RSD inferiores a 10%, excepto para las
muestras de jamén cocido los cuales estuvieron en el intervalo 6.7 a 13.1%. El jamén
serrano presentd valores de RSD intra-dia superior al 10% en el nivel de concentraciéon
menor (0.2 ug/g). Aunque este método requiere tiempo notable para la extracciéon de COPs,
en comparacion con otros métodos descritos anteriormente es simple y suave, y minimiza la

formacion de artefactos.
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Tabla 25. Precision y exactitud del método de HPLC para analizar COPs en muestras de
alimentos

R, % RSD intra-dia®, % RSD inter-dia”, %

Alimento cor
02¢ 1.0 20 02 1.0 20 2.0
25-0H 7324 741 853 111 112 72 9.0
Jamoén cocido  7-ceto  g58 771 847 127 121 102 10.3
6-ceto 10 80.1 819 137 131 67 9.2
25-0H 908 706 758 137 89 2.9 45
Jamén serrano  7-ceto 721 853 871 16 49 34 3.5
6-ceto 668 716 811 184 99 42 5.2
25-0H 941 860 963 58 5.2 2.6 7.5
Carne picada T-ceto 798 733 893 25 8.4 3.4 3.3
6ceto 560 899 946 32 52 5.1 6.3
25-0H 908 689 8.0 92 73 37 5.2
Queso T-ceto 927 864 831 23 50 38 4.9
6ceto 834 623 683 95 76 3.0 3.1

RSD, desviacién estdndar relativa * n=4’ b n=5; “ niveles de concentracién de enriquecimiento de las muestras,
0.2, 1.0y 2.0 ug/g; * valores medios
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5.1.7.

Estudios estadisticos

Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs en muestras de alimentos.

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 irradiacién de 0 a

8 kGy en la formaciéon 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 irradiacion, kGy

Muestra cop 1 2 3 4 6 8
X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD
JC 25-0H nd nd nd nd nd nd 278 24
7-ceto  nd nd 29 97 33 41 41 25 91 13 133 48
JS 25-0H nd 2542 25 ma na 2923 69 3730 8.1 3614 65
7-ceto 1101 36 3206 72 na na 2968 37 5017 2.1 4672 29
cp 25-0H 1392 39 na 1779 128 2323 68 2242 25 1933 10 3428 16
7-ceto 1932 31 na 2036 49 1819 73 2951 17 2694 11.1 2784 32
QB 25-0H nd 2930 56 3200 91 na 3792 58 5561 66 5621 7.1
7-ceto  nd 1303 73 1340 36 na 1392 1.0 2030 115 1960 3.5

X, valores medios, ng/g; RSD, Desviacién estdndar relativa, %; nd, no detectado; na, no analizado

El contenido de COPs obtenido a partir de los cromatogramas de las muestras irradiadas

también presentd, en general, una precision inferior al 10%. En el caso de la muestra de

queso, el 25-OH aparece junto con otro compuesto, no resolviéndose hasta linea base, lo

cual hizo dificil su integracién; su identificacion se llevé a cabo inyectando una disolucién

obtenida mezclando el extracto de la muestra con una disolucién de COPs de 25 mg/L en la

relacion 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; ademds, se compara, en las misma figura, con el cromatograma de un patrén

de 25 mg/L.
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Figura 46. Comparacién 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. Analisis de la varianza, ANOVA

Para detectar posibles efectos debido al proceso de irradiacién, 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 proporcioné diferencias
significativas entre las concentraciones medias de COPs, indicadas por los valores de o

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, 6y 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 irradiacion.
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Tabla 27. Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs
en muestras de carne picada

Dosis irradiaciéon , kGy | 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g
0 136.6 190.7
0 145.4 200.0
0 135.6 188.9

189.9 214.7
2
2 151.6 195.8
2 192.1 200.2
238.7 196.6
3
3 244.0 178.1
3 214.3 171.0
230.0 290.0
4
4 223.7 300.0
4 219.0 295.2
192.6 301.7
6
6 192.2 242.7
6 195.0 263.8
338.4 271.6
8
8 341.0 288.5
8 349.2 275.0

Una comparacién mediante ANOVA indica que el contenido de los COPs, 25-OH y 7-ceto,
se incrementa al aumentar la dosis de irradiacion. 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 irradiacién aumenta de 2 a 6 kGy,
mientras los contenidos mds altos fueron obtenidos a 8 kGy; por otro lado, la dosis de
irradiacion de 3 kGy no incrementa significativamente el contenido de 7-ceto, la
concentracion maés 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 oxidacion

del colesterol en este alimento irradiado con diferentes envases y variando los tiempos de
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almacenamiento, detectando la existencia de un efecto sinérgico entre la irradiacion y la

oxidacion del colesterol.
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Figura 47. Influencia de la irradiacién E-beam en la formacién de COPs en muestras de

carne picada. A) 25-OH; B) 7-ceto

5.1.7.1.2. Jamoén cocido

En estas muestras se presentd el nivel mas bajo de COPs, probablemente debido a que su
contenido de lipidos es el menor. En la Tabla 28 se presentan los valores obtenidos del 25-
OH y 7-ceto para muestras de jamoén cocido sin irradiar y muestras irradiadas a distintas

dosis (2 a 8 kGy).
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Tabla 28. Influencia de la irradiacion en la formacién de COPs en muestras de jamén
cocido

Dosis irradiacion, kKGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g
0 nd nd
0 nd nd
0 nd nd
0 nd nd

nd 2.7
2
2 nd 2.8
2 nd 3.2
nd 3.3
3
3 nd 34
3 nd 3.2
nd 4.6
4
4 nd 4.1
4 nd 4.0
4 nd 3.9
nd 9.0
6
6 nd 9.2
6 nd 9.1
27.4 15.5
8
8 28.8 15.3
8 27.7 11.2
8 27.4 12.2

Se observa que el 25-OH se encontrd por debajo del limite de cuantificacion en todas las
dosis de irradiacion 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 irradiacién. EI COP 7-ceto fue detectado a 2 kGy
aumentando su contenido con la dosis de irradiacion, Figura 48. Cabe resaltar que el 7-ceto

es el compuesto que mas cominmente se encuentra en los alimentos.

En cuanto al uso de esta irradiacion para la desinfecciéon microbiana en muestras RTE de
jamon cocido Cabeza et al. (2007 llegaron a la conclusion 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 detectd un ligero

olor cuando se aplicaron 2.5 kGy.
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Figura 48. Influencia de la irradiacién E-beam en la
formacion de COPs en jamoén cocido para el 7-ceto

5.1.7.1.3. Jamon serrano

Los resultados obtenidos para las muestras de jamon serrano no irradiadas e irradiadas a 1,
4, 6 y 8 kGy se presentan en la Tabla 29. En estas muestras se detectd y cuantific6 el 7-ceto;
el compuesto 25-OH se detecté unicamente en las muestras irradiadas lo cual evidencia que

el proceso de irradiacion participa en la formacién de este compuesto
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Tabla 29. Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs en
muestras de jamon Serrano

Dosis irradiacion , kKGy 25-OH, ng/g 7-ceto, ng/g
0 nd 115.5
0 nd 106.0
0 nd 109.2
0 nd 109.6

257.8 334.8
1
1 247.0 299.1
1 240.8 345.8
1 271.1 302.7
307.9 299.0
4
4 311.4 285.4
4 271.5 291.6
4 278.5 311.3
407.8 505.5
6
6 334.4 500.8
6 376.3 513.1
6 373.3 487.6
334.4 482.1
8
8 376.3 464.2
8 373.3 455.4

Se obtuvieron concentraciones de 7-ceto entre 106 y 513 ng/g. Se observé un incremento no
lineal con la dosis de irradiacion, alcanzando los valores mds altos a 6 kGy; los contenidos

en las muestras irradiadas fueron de 240 y 408 ng/g de muestra.

El andlisis de los intervalos de Bonferroni's (95.0 %) y las concentraciones medias del 25-
OH mostré que las concentraciones a las dosis entre 1 y 4 kGy fueron significativamente
mds 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 irradiacion induce a un incremento significativo del
7-ceto obteniéndose concentraciones similares a las dosis entre 1 y 4 kGy mientras que los
niveles mds altos fueron detectados a las dosis de irradiacion 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 esterilizaciéon microbiana y concluyeron que una irradiacién de 1.12 kGy es

suficiente para lograr este objetivo de acuerdo al criterio de la USDA.
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Figura 49. Influencia de la irradiacién E-beam en la formacién de COPs en jamén
serrano. A) 25-OH; B) 7-ceto

5.1.7.14. Queso blando
Se determinaron los COPs en muestras de queso sin irradiar e irradiadas a diferentes dosis
de irradiacién, 1, 2, 4, 6 y 8 kGy. Se realizaron 4 réplicas (preparacién de muestra y

medida), por cada dosis de irradiacion, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 30.
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Tabla 30. Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs
en muestras de queso blando

Dosis irradiacion , kKGy 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 5254 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 identific6 en el cromatograma por su tiempo de retencion correspondiente, si
bien se corrobord inyectando una muestra enriquecida con una disolucién patrén mezcla de

los COPs de 25 mg/L, en la relacién 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 relacion lineal entre las dosis de irradiacién y la concentracién de
este compuesto. El valor de concentracion mas elevado para el 7-ceto fue de 223 ng/g de
muestra en las muestras de 6 kGy; de forma andloga, que en el caso del 25-OH, no se
obtiene una relacion lineal entre las dosis de irradiacién y la concentracién para este

compuesto.

A B

650 [ B 230 F ]

P ol P

170 F ]

450 | 3

[7-ceto], ng/g

150 F

B - R

250 & B 110 F ]
1 2 4 6 8 1 2 4 6 8

[25-OH], ng/g

Dosis de irradiacién, kGy Dosis de irradiacion, kGy
Figura 50. Influencia de la irradiacién E-beam en la formacién 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 mads altas las del 7-ceto (455 ng/g). El contenido de 25-OH a bajas dosis de
irradiacién, 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 mas 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 contaminacién microbiana; sin embargo, existen evidencias de que

no solamente el proceso de irradiacion puede generar COPs en productos lacteos; la
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temperatura es otro factor que puede desencadenar la formacién 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 irradiacién, no encontrandose una relacién lineal entre estas dos
variables, resefiando que de acuerdo a estudios de toxicidad referidos en la bibliografia
(Bosinger 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 mas
bajo que aquellas que producen efectos toxicos en experimentos realizados in vivo e in vitro.
Por tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, la técnica de
irradiacion E-beam podria ser util para de higienizacion de alimentos RTE envasados al

vacio.

5.1.7.2. Andlisis de correlacion

Los valores de los coeficientes de correlacion lineal de Pearson (Tabla 31) presentan para
cada par de variables valores préximos a cero, lo que indica que no existe correlaciones
entre irradiacién y los COPs 25-OH y 7-ceto. Estos resultados vienen corroborados por los
valores de o < 0.05 que indican que existe diferencias significativas entre cada par de

variables.
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Tabla 31. Matriz de correlacion con los datos de irradiacién de
las muestras analizadas mediante HPLC

Dosis irradiacion  25-OH 7-ceto
Dosis irradiacion 0.4322 0.3272
0.0001° 0.0027
25-OH 0.4322 0.6564
0.0001 0.0000
7-ceto 0.3272 0.6564
0.0027 0.0000

*valores de o

Cabe indicar que en este caso en que no existe correlacion entre las variables en estudio, no

es posible aplicar un PCA.

La Figura 51 presenta los gréficos de dispersion de los pardmetros medidos, en los que se
observa que no existe linealidad entre los pares de variables mostrados, corroborando asi los

datos encontrados en la Tabla 30.

Dosis irradiacion

AT

g *
||

cEFeg

0 ooo o o
8
8
]
8
o

0 000 g g
0

o
0 o0ooo
0 m
0  omm

0 ®mo o oo om

™ om
0 om
0 m
00 m
0 oo
0 om m|o

Figura 51. Grafica de dispersion de la matriz de correlacion con los
datos de irradiacién de las muestras analizadas mediante HPLC
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5.2. Analisis de COPs mediante GC

Se estudiaron aquellos COPs que mas frecuentemente se encuentran en los alimentos,
7B-OH, a-epdxido, B-epdxido, triol, 7-ceto y 25-OH, ademads del 6-ceto. El andlisis de
estos compuestos en muestras de alimentos por GC se realizé segun se indica en 4.4.12.
El procedimiento requiere la aplicacion de distintas etapas de preparacion de la muestra,
extraccion de la fraccion lipidica y clean up de la muestra de COPs y, ademas, la etapa
de derivatizacion para transformar los analitos en compuestos mas voldtiles, antes de su
inyeccion en el cromatdgrafo de gases. Recordando la aplicacion de la metodologia a
muestras de distinta naturaleza, se realizd, en primer lugar, el andlisis de distintos
pardmetros caracteristicos de los alimentos RTE en muestras de uso frecuente en la
alimentacion tales como, carne picada, jamén cocido, jamén serrano, queso fresco y

salmén ahumado, las cuales se habian empaquetado a vacio y conservado a -18 °C.

5.2.1. Determinacion de los pardmetros caracteristicos 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, encontrdndose su RSD comprendido en el

intervalo 1.6 a 7 %.
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Tabla 32. Contenido de agua en muestras de alimentos

Muestra "Agua, mg/100 g "RSD, %
Carne Picada 28.9 3.5
Jamon Cocido 2.4 1.6
Jamoén Serrano 36.8 4.2
Queso Blando 40.3 7.0
Salmén Ahumado 62.3 2.6

? Valor medio; bRSD, desviacidn estandar relativa (n=3)

5.2.1.2. Lipidos

En primer lugar, el contenido lipidico se determiné en muestras de carne picada
mediante ASE (4.4.6.2.), usando como disolvente Et.P, y el resultado se comparé con el
obtenido mediante el método de lixiviacion que utiliza CHCI; (4.4.6.1.). En la Tabla 33
se muestra los resultados obtenidos; el contenido por ASE fue menor que aquel
obtenido mediante lixiviacién; posiblemente porque el CHCI; es un disolvente mas
polar que el Et.P, y en el extracto lipidico pueden estar presentes otros compuestos, a
nivel de trazas, con polaridades similares al CHCl;, como proteinas e hidratos de
carbono; este efecto fue evidente, ya que los extractos en CHCI; presentaban aspecto
mds sucio que los extractos en Et.P. En ambos casos se obtuvieron resultados
reproducibles.

Los extractos mas limpios obtenidos mediante ASE, junto con el corto tiempo requerido
para su obtencion, llevaron a plantear el posible uso de esta técnica de extraccién de
lipidos para llevar a cabo la determinacién posterior de COPs en todas las muestras de

alimentos, en vez de utilizar la técnica de lixiviacion, empleada habitualmente.
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Tabla 33. Contenido de lipidos en muestras de carne picada

Método Wiipidos 8 Wnuestras € Lipidos, % X, % RSD, %
0.3102 10.3

ASE 0.3210 3.00 10.7 10.4 2.6
0.3054 10.2
0.5888 11.8

Lixiviacion 0.5980 5.00 12.0 11.9 1.1
0.6010 12.0

X, valor medio de lipidos, %; RSD, desviacion estdndar relativa; Wigpidos » peso de 1ipidos y Wiyestras
peso de muestra (n=3)

Dado que el fabricante del equipo ASE recomienda trabajar con muestras cuyo
contenido en lipidos no sea superior a 800 mg, se realizaron ensayos para seleccionar la
cantidad de muestra (Wmuestra) adecuada para realizar posteriormente el andlisis de

COPs, teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

e Métodos referenciados
e (antidad de grasa presente en la muestra
e (alidad de los cromatogramas

e (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 Obiedzinski, 2010;

Cardenia et al., 2012).
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La Tabla 34 presenta el peso adecuado para cada tipo de muestra analizado, el

cual varia entre 2 y 5 g dependiendo del tipo de muestra.

Tabla 34. Contenido de lipidos en muestras de alimentos. Cantidad
de muestra seleccionada para analizar los COPs

Muestra Lipidos, % RSD, % Whuestras €
Carne picada 10.4 2.6 5.00
Jamoén cocido 5.2 4.5 5.00
Jamon serrano 34.0 4.4 2.00
Queso blando 25.9 5.9 3.00
Salmén ahumado 114 54 5.00

RSD, desviacién estandar relativa (n=3); Wyyesiras PESO de muestra

El extracto de los COPs obtenido representd del 0.2 al 0.4% (w/w) del extracto lipidico.
Cabe hacer notar que las cantidades de muestra empleadas que se citan en las diferentes
metodologias varian desde menos de 1 g hasta mds 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 llevé a cabo la determinacion de colesterol aplicando el procedimiento referido en
4.4.4.3. El andlisis se realiz6 mediante HPLC-UV con una columna C8 y fase mdvil
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 mds

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 *RSD, %
Carne Picada 61.5 34.5 12.3
Jamén Cocido 61.7 19.6 2.8
Jamon Serrano 111.2 37.1 34
Queso Blando 156.8 523 5.3
115.0 38.3 6.9

Salmoén Ahumado

*RSD, desviacion estdndar relativa (n=3)

5.2.2.  Reaccion de derivatizacion de COPs patréon 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, ademas del 6-ceto se encuentran a tg proximos,
formando pares criticos. En consecuencia, se requiere optimizar la separacion de dichos

pares criticos.

Se estudiaron, de forma simultdnea, las condiciones Optimas para la reaccién de
derivatizacion de COPs y separacion de los trisil derivados aplicando el método de
cuantificacion mediante calibracién con estandar interno. Se utilizé6 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 optimizacion, se realiz6 un disefio 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 disefio
factorial de screening 2+

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL
NIVEL (-) NIVEL (+)

t, min 30 60

T,°C 55 65

t,, min 2 8

Disolvente Hex ACN

t, tiempo, minutos; T, temperatura, °C; t,, tiempo de agitacién, minutos

Las variables respuesta fueron el dreas relativa, Aepaiva (Ar), de cada pico respecto al IS,
la relacion sefial/ruido (S/N) a los tiempos en los que eluyen los picos cromatograficos
y la resolucion (R) de los pares criticos encontrados, triol:6-ceto; 6-ceto:7-ceto y 7-

ceto: 25-OH, las cuales se expresan como resolucion R, Ry3 y R34, respectivamente.

Las respuestas del disefio experimental fraccionado indicaron que el factor mas
significativo fue el cambio de disolvente; Hex fue el disolvente mas favorable para la
reaccion de derivatizacion. El tiempo de agitacion no fue significativo, por tanto, su
valor se fij6 en 2 min. Las respuestas indicaron que T influye positivamente en la

reaccion 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 disefio factorial

. . . . .. 2
fraccionado, se realiz0 un nuevo diseno factorial de superficie de respuesta, 3
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
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respuestas fueron, como en el disefio fraccionado, el A,, de cada pico con respecto al IS,

la relacion sefial/ruido (S/N) y la resolucién de los pares criticos (Rg).

Tabla 37. Factores, dominio experimental y niveles del disefio
factorial de superficie de respuesta 3

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL
NIVEL (-) NIVEL (0) NIVEL (+)

t, min 15 45 75

T, °C 25 45 65

t, tiempo, minutos; T, temperatura, °C

Los valores de las respuestas del disefio factorial 3> se muestran en la Tabla 38. El
andlisis del disefio fue llevado a cabo mediante el programa Statgraphics,
proporcionando las gréaficas de los efectos principales mostrados en la Figura 52.

Tabla 38. Respuestas del disefio experimental 37

EXPERIMENTO COPs

N° Triol 6-ceto 7-ceto 25-OH

A, S/IN R A SIN R,; A SN Ri, A, S/N
1 082 133 27 047 344 24 052 86 24 057 159
2 069 148 27 039 86 25 042 55 23 047 25.6
3 071 153 27 043 109 24 045 57 24 050 19.2
4 080 610 26 053 247 24 050 121 23 0.74 37.0
5 074 618 27 049 225 24 041 139 24 067 48.6
6 0.68 459 28 045 188 24 042 11.1 23 0.58 455
7 099 1048 28 068 250 24 064 142 23 094 569
8 098 1324 27 070 36.1 24 057 227 24 1.00  68.2
9 0.60 258 28 037 83 24 035 72 24 036 141
10 0.80 586 27 056 226 23 047 206 24 067 604
11 070 392 27 050 187 24 048 142 23 0.61 43.0

Ar, drea relativa; S/N, relacion sefial-ruido; Ry, Ry 3 y R34, resolucion para los respectivos pares

191




Resultados y Discusion

En los grificos de efectos principales se puede observar que altas T favorecen la
relacion 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 A; y la
relacion S/N. En general, las respuestas s6lo mostraron pequeiias variaciones después de

cambiar T, obteniendo valores de R, superiores a 1.5.

En las graficas de efectos principales se puede observar, también, que existe una

relacion directa entre T y A;; las mejores respuestas se obtuvieron a 65° C; sin embargo,

t tiene un efecto muy pequefio en A, por lo tanto se selecciond un tiempo de 40 min.
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Figura 52. Gréficos de efectos principales obtenidos a partir del disefio factorial 32
Respuestas: A) A; y S/N, para triol; B) A, S/N,para 6-cet; C) A;, S/N, para 7-ceto y D)
A, S/N para 25-OH; R, Ry.3 y R34 pares criticos respectivos
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Las gréficas de superficie de respuestas (Figura 53) indican que para T y t elevadas se
incrementan los valores de A; y de la relacién S/N, aunque se observo un efecto menor
de t. Para el Tri-Silil ester del 6-ceto, A; también aumenta a alta T y para t largos; sin
embargo, la relacién S/N fue la mds alta a T altas o bajas y t intermedios. El mejor valor
de Ry, se encontrd para la T més alta y t largos. En cuanto a 7-ceto, A; aumenta con T y
t, mientras que la relacion S/N aumenta a alta T y bajo t pero no a valores intermedios.
Para R, 3 (Rs entre 6-ceto, 7-ceto) los valores medios son los mejores. En el caso del 25-
OH, A, 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 reaccién. Es necesario sefialar que las variaciones de Ry fueron muy
pequeias y sus valores son adecuados para una buena separaciéon de los COPs hasta

linea base.
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Figura 53. Graficas de superficies de respuestas de COPs obtenidas por medio del
disefio 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; R;,, Ry3 y R34 pares criticos
respectivos

Por tanto, se eligieron como valores 6ptimos de T y t, 65 °C y 40 min, respectivamente.

En la Tabla 39 se muestra las ecuaciones del modelo ajustado para A; y S/N y R, de las

gréificas de superficie de respuesta para los COPs que forman los pares criticos.
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Tabla 39. Coeficientes de regresion y ecuacion del modelo ajustado

cop Ecuacién del modelo ajustado

A=1.4-3.44%102%T+2.1%10*t+3.9% 10"+ T2+6.4% 10 *T*t—4. 710>

Triol

S/N=160.4-6.8+T-0.7*t+8.8* 10 2*T?+8.8% 10> *T*t+5.3%107*¢>

A=1.0-2.7%102*T-2.7%10*t+3. 1¥ 107 T2+6.4% 10 % T*t+7.4% 107 ¢

6-ceto | S/N=73.6-3.1*T+0.6%t+3.6% 102+ T2-1 4107+ T*t-5.9% 10 (>

Rs1,=2.5+8.4%107*T-3.5%10"**t-1.0%10™**T?+4.2%10°*T*t-1.1*10™*¢>

A=1.0-2.6%102*T-5.6%10**t+2.6% 107*T? +8.6% 107 *T*t-2.9% 10 *¢>

7-ceto | S/N=32.5-0.7*T-0.3%t+9.3%10>*T?+1.0%10*T*t+2.2% 107 >*¢>

Rsy3=2.3+2. 1510 T+4.3%107#t+0.0%TA2 -8.3* 10+ T*t—3.9%10™*¢*

A=1.6-5.3%102%T+2.2%107t+6.2*% 10+ T>+5.9% 10 * T*t-2.7%107*¢>

25-OH | S/N=90.4-2.0*T-1.1%t+2.6% 10 2*TA2+6.0* 10 *T*t+6.3%10*(

Rs34=2.243.8%107*T+2.7%107%t-9.2% 10" °*TA2-6.2%10*T*t — 4.1%10%*¢>

Ar, area relativa; S/N, relacion sefial/ruido; Rs, resolucion

5.2.3. Optimizacion de pardmetros cromatogrdficos para la separacion de los
COP-Tri-Sil-derivados mediante GC-FID.

5.2.3.1. Seleccién del patrén interno, IS

Se eligi6 el hidrocarburo 9.10-Difenil antraceno (9.10-DFA) como IS para la
cuantificacién de los COPs mediante GC-FID en el estudio con patrones; ya que es un
compuesto volétil y por tanto no requiere derivatizacion.

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 tg que se encuentra entre los analitos a analizar.
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5.2.3.2. Seleccién del caudal de la fase mévil (He).
El caudal 6ptimo de la columna fue obtenida mediante curvas de Van Deemter, a
partir de una disolucién patrén de tetradecano como soluto de prueba. La Figura 54
muestra el grafico obtenido H = f(u) para las columnas ensayadas, HP-1 y HP-5,
utilizando He como fase movil, donde se observa que la altura de plato H de la
columna es minima, y por tanto, el nimero de platos de la columna serd maxima a

caudal de 1.6 y 1.2 mL/min, respectivamente.

0,46 1 Van Deemter con Tetradecano
0,41 -
0,36 - —0— HP-1

—— HP-5

H, mm
(=]
(98]

0,26 -

0,21 -

0,16 :
0,50 1,00 180 2,00 2,50
u, He, mL/min

Figura 54. Curva de Van Deemter usando n-tetradecano (10 mg/L). Tcoumna 125 °C;
Tinyector, 175 °C > Tdetector, 250°C

5.2.3.3. Separacion de COPs en patrones mediante GC-FID

En primer lugar, se evaluaron programas de T propuestos por otros autores para la
separacion de los COP-Tri-Sil-derivados objeto de studio por GC-FID, pero resultaron
insastisfactorios (Maerker, 1987) presentando los siguientes pares criticos; 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 cromatograficas,

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 separacion de los COP-Tri-Sil-derivados en un tiempo razonable (k >35) aunque
se obtuvo buena resolucion; sin embargo, la columna HP-1 mostré valores de Rg
superiors a 1.5 en un tiempo de andlisis menor de 22 min, siendo sus factores de
retenciéon menores de 15. Hay que tener en cuenta que la columna HP-1 se deteriora

mads facilmente necesitando llevar a cabo ajustes en las condiciones de separacion.

Tabla 40. Condiciones para la separacién de los COPs mediante GC-FID

Tinyectora Spllt Thorno, Caudal He’ Tdetector’
Columna tr, k Rs
°C relac. °C mL/min °C
HP-1 300 3 290 1.6 300 <21 <15 >20
HP-5 300 3 245 1.2 300 > 45 >35 >1.5

Tinyector» temperature del inyector, °C; Thom,, temperature de la columna, °C; Tyeeceor, temperatura del
detevtor; °C; tg, tiempo de retencidn, min; k, factor de retencién; Rs, resolucién

Se utilizé 9,10-DFA como IS para obtener los calibrados, los cuales permitieron
calcular los parametros analiticos usando las dreas y alturas como respuesta de los picos

cromatograficos para cada estandar (Tabla 41).

Por tanto, la separacion de los Tri-Sil ésteres derivados en presencia de IS, se llevé a
cabo utilizando la columna capilar HP-1 en las siguientes condiciones experimentales:
Taetector Y Tinyectors 300 °C; Thomo, 1soterma a 290 °C; Vipyeccion, 2 ML de una disolucion
mezcla de los Tri-Sil derivados de los COPs de 5 mg/L; relacién 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 6ptimas, de una
disolucién estandar de COPs para una concentraciéon de 50 mg/L conteniendo los siete
Tri-Silil ésteres de los COPs. El pico del 9,10-difenil antraceno presenta un tg a 9.630

min y el 6-ceto eluye a 19.184 min, siendo el tiempo de anélisis menor de 22 min.

mV @
3
4000 2
5
8
3000 4 7 g
3 6 g
20007
1
10007
o ‘ : ‘ : ‘ ‘ LJ\_NJ ‘ L
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (mmin.)

Figura 55. Cromatograma mediante GC-FID de COP-Tri-Sil derivados.
COP, 50 mg/L; picos, 1) 9,10-DFA (IS); 2) 78-OH; 3) B-epdxido;
4) a-epoxido; 5) triol; 6) 6-ceto; 7) 7-ceto y 8) 25-OH
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Las graficas de calibrado de las dreas se obtuvieron usando 9,10-FDA como IS. La
Tabla 41 presenta los valores de los parametros obtenidos de los cromatogramas de
disoluciones mezcla de los COP-Tri-Sil derivados en el intervalo de concentracién 0.1 -
20 mg/L. Las ecuaciones de calibrado y sus coeficientes de determinacidén 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 concentracion, 0.5 - 20 mg/L de
COP. La precision de los COPs respecto de A y tg se determiné por medio de la
repetibilidad evaluada en un mismo dia y la reproducibilidad evaluada en tres dias
diferentes, utilizando disoluciones estandar de 5 mg/L. En la Tabla 43 se observa que el
valor de RSD dentro de cada dia es inferior a 7.7% para A e inferior a 0.67% para tg,

indicando que la precision en cuanto a repetibilidad es adecuada.

Los valores de precision en cuanto a reproducibilidad para estos tres dias respecto de A

y tr se muestra en la Tabla 44, donde se observa que los valores de RSD son inferiores

a 11.2y 1.3 % para A,y tg, 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 tg

Tabla 45. Medidas de los blancos para calcular la precisién del tg, LOD y LOQ
mediante GC-FID

COP trp min | t, min | t; min | N/b ;(g)/% LOD,ng | LOQ, ng
78-OH | 1475 | 1469 |1481 |0004 | 0012 | 0024 0.08
B-epéxido | 15.13 | 15.07 | 15.14 | 0021 | 0063 | 0.126 0.42
a-epéxido | 15.56 | 15.50 | 15.62 | 0.005 | 0015 | 0.030 0.10
Triol 1835 | 1828 | 1843 | 0004 | 0012 | 0024 0.08
Tceto | 19.66 |19.58 | 1973 |0.018 | 0054 | 0.109 0.36
25.0H  |20.13 |2005 [2021 |0005 | 0015 | 0.030 0.10

trp, tiempo de retencién medio, t;,limite inferior del tg; t,, limite superior del tg; N, ruido en el intervalo
de tg,; b, pendiente del calibrado de alturas; LOD, limite de deteccién; LOQ, limite de cuantificacidn;

n=06

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 (73-OH); 0,80 (B-epdxido); 0,95 (a-epdxido);

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. Optimizacion de la extraccion de la fraccion lipidica

Como se ha indicado, el andlisis de COPs en muestras de alimentos de origen animal
mediante GC resulta laborioso porque los COPs tienen que ser aislados de matrices
complejas. Ademds, estos compuestos se encuentran presentes en muy bajas
concentraciones, siendo necesario llevar a cabo etapas de clean up y preconcentracion

para facilitar su determinacién cuantitativa (Lozada-Castro, et al. 2011).

Teniendo en cuenta que la extraccion de la fraccion lipidica es una de las etapas criticas
en el analisis de COPs en muestras de alimentos, se evalud el método automatico de
extracciéon con disolventes a alta presién, compardandolo con el método habitual de
lixiviacién con CHCIl; para el andlisis 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: CHCl; y CHCI;: MeOH), en el
intervalo de T 40 a 80 °C y valores de P de 1500 y 2000 psi, para obtener las
condiciones Optimas de extraccion de lipidos a las cuales los COPs no sufran
transformaciones y el colesterol no experimente procesos de oxidacion. Se evaluaron
los valores de recuperacion, limpieza de los extractos y limpieza de los cromatogramas

(Dionex, 2000).
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Tabla 46. Parametros estudiados en la optimizacién de muestra para la
determinaciéon de COPs mediante ASE y GC-FID

Muestra T, Disolvente \Y Nimero COPs encontrados
Sg °C Disolventes EEXtracciones
mL
34 1 7B-OH, B-epoxido, a-
40 34 2 epoxido y 7-ceto
34 3 -—--
Carne 40 45
picada 7B-OH, B-epoxido, a-
epoxido y 7-ceto
80  Eter petroleo 34
1
40 45 7B-OH, B-epoxy, o-
epoxy, 25-OH, 6-ceto
Carne and 7-ceto
picada +
COPs Eter petrdleo
60 /cloroformo 45 7B-OH, B-epoxido, a-
85/15 epoxido, 25-OH, 6-

ceto, 7-ceto y triol

Los extractos obtenidos mediante el método ASE fueron mds limpios; ademas,
mediante este procedimiento mejord significativamente la homogeneizacién de la
muestra al requerir una etapa adicional mediante mezcla con tierra de diatomeas que
ademads proporciono el secado de la muestra (Figura 58); al presentar la muestra mayor
area superficial mejor6 el contacto disolvente-muestra; ademads, puesto que el sistema
permite controlar T y P, aumenta la eficacia de extraccion. Los mejores valores de
recuperacion se obtuvieron usando éter de petrdleo conteniendo una pequefia
proporcién de cloroformo, Et.P: CHCl;, 85:15 (V:V); utilizando sélo Et.P, las

recuperaciones de los COPs polares (triol y 25-OH) fueron bajas.
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Figura 58. Muestra de jamén serrano homogeneizada con tierra de diatomeas

El tiempo de extraccion disminuy6 drasticamente de 18 horas (método de lixiviacion) a
20 minutos (método de ASE) y el consumo de disolventes disminuyé en un 50 %. Por
otro lado, el éter de petréleo conteniendo una pequefia cantidad de cloroformo es mds
facil de evaporar que el cloroformo puro, siendo innecesario el uso del rotavapor.
Ademais, el Et.P es menos téxico que el CHCls, y el sistema, al ser cerrado, evita
posibles procesos de oxidacién por contacto con el oxigeno del aire en el momento de la

extraccion.

Debido a que los COPs pueden sufrir oxidaciéon a alta T, se seleccionaron las
condiciones de 40 °C y 1500 psi, las cuales son mds 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 lixiviacién
(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 razén, la metodologia de Boselli, basada
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también en la extraccion de ASE, que se aplic6 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
endégenos eluyen obteniéndose cromatogramas muy sucios e interfiriendo con el
tratamiento de la muestra; ademas, esta metodologia utiliza un paso de saponificacion
con KOH en metanol y algunos COPs (triol y epoxidos) son sensibles a los cambios de
pH del medio (Nielsen et al., 1996); también triol (compuesto dcido) en un medio
basico podria 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 extraccion de los COPs.

=
4

R, %
g

- ASE

I Limbwiztion

o - ¥ [ T 7 T
P 2 @ &y P E
oy, S, S, o/ “Ciog,, Oy

% Ve coP

Figura 59. Recuperacion de COPs al aplicar diferentes métodos de extraccion.
ASE; Lixiviacion. Muestras de carne picada

5.2.6. Identificacion de COPs mediante GC-MS en muestras de alimentos
Los Trisil derivados de los COPs estudiados fueron identificados mediante GC-MS

usando la libreria NIST excepto en los casos de a- and B-epéxidos y 6-ceto, cuyos
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espectros de masas se compararon con los espectros experimentales obtenidos a partir

de los respectivos estandares.

Teniendo en cuenta los valores de las relaciones m/z fue posible establecer cudntos
grupos Trimetil-Silil (TMS) contienen los derivados de los COPs. Las estructuras
iniciales de los COPs, 7B-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, B-epdxido,

a-epoxido, 7-ceto y 6-ceto solamente contienen un grupo TMS.

Los COPs identificados en las muestras fueron los siguientes: 73-OH, B-epodxido, a-
epoxido y 7-ceto en todos los casos y 25-OH en algunos casos. Debido a que 6-ceto no
se encontrd en ninguna muestra, este COP fue seleccionado como estdndar interno. La
Tabla 47 muestra la relacion m/z de los Tri-Sil derivados de los COPs y sus iones de

fragmentacion 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

Relacié
Compuesto clacion Iones de fragmentos

m/z
7B8-OH 546 465, 368, 329, 281, 129, 75
B-epoxido | 474 458, 384, 368, 329, 281, 129, 75
o-epoxido | 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, relacién masa/carga, uma

En el espectro de masas del derivado del 7B-OH se observa una relacién 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 i6n de masa 73 uma se debe a la
presencia del grupo TMS. Por comparacion del espectro obtenido de la muestra, Figura
60 A, con aquel obtenido de la libreria NIST, Figure 60 B, se identifica la estructura

molecular del derivado del 73-OH.
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456
100+
50+ ?
73 129 207 368 49414 502
ol 3552 95 129 157179 | 233 277299321 3683927 02504546 584 609 638 697
e e e o S L T L e e L e
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680
(Text Fle) CPBKGY MANUAL 560 (18.664) Cm (560:561-565:566)
100 456
50 \S/
73 o (SN
. s
o5 I
129 208 247 5g1 367 546
o
30 100 170 240 310 380 450 520 590 660 730 800

(mainlib) Slane, [[(34,74)-cholest-5-ene-3,7-diyl]bis(oxy)]bigtrimethyl-

Figura 60. Espectros de masa del 73-OH-Tri-Sil derivado. A) Muestra de carne
picada; B) Disolucién patrén de 73-OH

La identificacién del derivado del B-epdxido se realizd por comparacién de los
espectros de masa de sus muestras y aquellos obtenidos de una disolucidn patrén de este
compuesto (Figura 61). Se detectan los iones de masa a 458, 384, 368, 356, 329 y 75,
ademds de la presencia del i6n de masa 474 que corresponde al i6n molecular, lo que

indica que la formacién de este derivado tiene lugar por la reaccién con un solo grupo

TMS.

211



Resultados y Discusion

368
100+

281 329

=3

548
503 71" 586 638 685711736 765791

ok 1L

gl pplpsipaapl oo s o ¢ .
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780
(Text Fle) CPBKGYMANUAL 576 (19.198) Cm (575:576-568:570)

368 474
100+ 384
193
282 614 2
50 H
247 40 s
399 489
549 7
ol it WL DLl L, Sf8s7 | 6376ca687713738 763789
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780

(Text Fle) 7COP-20090605-MANUAL 573 (19.101) Cm (572:574-563:566)

Figura 61. Espectro del B-ep6xido-Tri-Sil- derivado. A) Muestra de carne
Picada; B) Disolucién patrén de B-ep6xido

El derivado del a-epdxido 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, ademads del i6n de masa 474 que corresponde al i6n molecular, indicando que el
derivado se forma por la reaccién con un solo grupo TMS. Los espectros de los

compuestos B y a-epéxidos son muy similares porque son isomeros.
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A
69
100] 191 a1
2
114 % 2
50- ?
55
475
08 550577 614 oot 714 744 772708
0_

30 8 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780
(Text File) CPBKGYMANUAL 584 (19.465) Cm ((583+584)-(590+592))

75
1004 368

\/

0

474
614

ead

415

40 489

549
|4, |y 576 637662687 713738763789

| 1 R s
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780

(Text File) 7COP-20090605-MANUAL 581 (19.368) Cm (581:582-592:595)

Figura 62. Espectro del a-epdxido-Tri-Sil-derivado. A) Muestra de carne
picada; B) Disolucion patrén de a-epoxido

Los espectros obtenidos a partir del derivado del 7-ceto en las muestras de carne y del
estandar son similares y sus sefiales caracteristicas estdn claramente definidas (Figura
63). Ademads, dichos espectros fueron confirmados por comparacién con aquellos
referidos por la libreria NIST; el i6n a 472 uma, que corresponde al i6n molecular,

indica que este COP solamente reacciona con un grupo TMS.
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A
382
1004
472
174
75 367
50 7
161
o 120 | 187 269
55 {208 o4t \ 341 416
ol 1107 124 | 280 | it | |489514530564590615640 667692717742 769794

e e e 1 f T | ALY UL WL WL |
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780
(Text Fle) CP8KGYMANUAL 679 (22.635) Cm (679-670:671)

100 4r2
50
174 382
\S/
/O O
—_—r———
30 100 170 240 310 380 450 520 590 660 730 800

(mainlib) Cholest-5-en-7-one, 3-[(trimethylsilyl)oxy]-

Figura 63. Espectro del 7-ceto-Tri-Sil-derivado. A) Muestra de carne picada; B)
Espectro y estructura propuestos por la libreria NIST
El 6-ceto no se identificé en las muestras y se selecciondé como estdndar interno para

todas las muestras en estudio.

La identificacion del derivado del triol se realizd por comparacién de los espectros
obtenidos en una disolucioén patrén con el de la libreria NIST; el i6n a 564 uma que
aparece en este espectro corresponde al i6n 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 sefiales correspondientes al derivado con tres
grupos TMS como los observados en la bibliografia (Brooks et al. 1973; Park et al.,

1989;.Guardiola et al., 1998; Shan et al., 2003; Guardiola et al., 2004).

214



Resultados y Discusion

456
1004 403
546
?
* 321 415 )
441
75 867 517
157 183 283

o 35 211 253 L ) 474 | | 563589 637662687713738763789
| DALY WAL WAL L N N WL N L W
30 80 130 180 230 280 330 380 430 480 530 580 630 680 730 780

(Text Fle) 7COP-20090605-MANUAL 630 (21.003) Cm (630-622:625)

100 129 403
321
456
50 143 546
/
~
g,
J 367 el oHr
441 O;S\
l 564
o S L N —
30 100 170 240 310 380 450 520 590 660 730 800

(mainlib) Cholestan-5-ol, 3,6-big(trimethylsilyl)oxy]-, (34,5a,64)-

Figura 64. Espectro del triol-Tri-Sil-derivado. A) Disolucién patrén; B) Espectro y
estructura propuestos por la libreria NIST

Al comparar los espectros del patrén del Tri-Sil-derivado del 6-ceto y la libreria NIST
se determind la estructura de este compuesto (Figura 65) encontrdndose en el espectro
de la disolucién patrén una sefial que corresponde a un i6n de masa 474, el cual

equivale al i6n molecular de este derivado.
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Figura 65. Espectro del 6-ceto-TriSil-derivado. A) Disolucién patrén; B) Estructura
propuesta por la libreria NIST

La identificacién del derivado del 25-OH se realizé por comparacién entre el espectro
obtenido a partir de una disolucién patrén y el referido por la libreria NIST; se observa
claramente una sefial a 546 la cual corresponde al i6n molecular (estructura Figura 66);
ademads, se observa que el resto de sefiales presentan un grado notable de concordancia,
no obteniendo sefales correspondientes al derivado mono-tms como los observados en
la bibliografia (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) Disolucién patrén; B) Estructura

propuesta por la libreria 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

disolucién mezcla de COPs de 5 mg/L, aplicando el método de determinacion 4.4.12. e

indicaron que estos derivados son estables al menos durante 5 dias, mantenidos a -18°C

cuando se utiliza un volumen del reactivo derivatizante, Tri-Sil, de 200 pL.

La Tabla 48 presenta los valores medios obtenidos de los ensayos realizados durante

ocho dias consecutivos.
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Tabla 48. Estabilidad de los Tri-Sil derivados

Dia 78-OH B-epoxido Sa-epoxido 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 953 | 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 914 | 7926 88,1 | 7092 96,8 | 7789 94,2
5 5798 75,8 | 4173 79,2 | 5391 84,3 | 7325 814 | 6934 94,77 | 7455 90,2
6 4966 64,9 | 3589 68,2 | 4642 72,6 | 7005 77,9 | 6848 93,5 | 7267 879
7 4033 52,77 | 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, drea de pico; R, recuperaciéon

5.2.8. Determinacion de COPs mediante GC-FID en muestras de alimentos

El contenido de COPs en diferentes muestras lipidicas de alimentos, carne picada,
jamoén cocido, jamoén 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 segtn se
describe en 4.4.6.3 y aplicando el método de separacidon cromatografica 4.4.7. La
cuantificacion de los COPs se realizé mediante el calibrado de estandar interno, 4.4.7.1.
utilizando 6-ceto como IS y los valores medios de sus factores de respuesta (Ry) a
diferentes concentraciones de los COPs (Tabla 49) calculados usando la informacién de

la Tabla 41.
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Tabla 49. Factores de respuesta (Ry) calculados a diferentes concentraciones

COP, mg/L 78-OH p-epoxido a-epoxido | 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 extraccion,
ASE y lixiviacion. En el andlisis de la muestra sin irradiar, se obtuvo un cromatograma,
Figura 67, que muestra la presencia de 78-OH, B-epoxide, a-epoxide y 7-ceto, los
cuales fueron identificados mediante GC-MS, de acuerdo a la seccion 5.3.5. En analisis
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; Petrén 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-BOH; 2) B-epdxido; 3) a-epoxido y 4) 7-ceto

5.2.8.2. Jamoén 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 Jamon cocido sin irradiar (Figura 68) fueron relativamente pequeiias, siendo el valor

mads alto para el 7-ceto (226 ng/g muestra); cabe resaltar que este compuesto es el que

mas frecuentemente se encuentra en los alimentos.
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Figura 68. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para jamén cocido sin
irradiar. Picos, 1) 7B-OH, 2) B-epéxido, 3) a-epoxido y 4) 7-ceto.
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5.2.8.3. Jamon serrano

Todos los COPs estudiados fueron detectados, excepto 25-OH; el COP 7-ceto mostro el
valor més alto de 531 ng/g. Estudios referidos en la bibliografia indican la presencia de
una cantidad de 7-ceto significativa en jamoén iberico, (570-710 ng/g), aunque también
detectaron  7B-OH, B-epdxido, a-epdéxido, triol y 25-OH. En nuestro caso, las
concentraciones fueron mds bajas que las citadas en este estudio (Petrén et al., 2003).
La Figura 69 muestra el cromatograma de los Tri-Sil derivados obtenidos para una

muestra sin irradiar de jamoén serrano.
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Figura 69. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para jamén
serrano sin irradiar. Picos, 1) 7B-OH, 2) B-epdxido, 3) a-epéxido y 4) SI (6-ceto) y
5) 7-ceto

5.2.8.4. Queso blando
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 mds alto, hasta de 259 ng/g; triol y 25-

OH no fueron detectados. En la bibliografia se ha referido la identificacién de los COPs
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7B-OH, B-epdxido, a-epdxido 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.
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Figura 70. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para queso blando
sin irradiar. Picos, 1) 73-OH, 2) B-epdxido, 3) a-epéxido y 4) IS (6-ceto) y 5) 7-ceto

5.2.8.5.  Salmén ahumado

Las muestras de salmén ahumado presentan unas caracteristicas 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 73-OH, -
epoxido y 25-OH; sin embargo el COP 7-ceto el cual aparecia en todas las muestras
estudiadas no se detecta en muestras de salmén, Figura 71. En general, las cantidades
de COPs en muestras de salmén son relativamente pequeilas obteniendo la cantidad
mayor para 25-OH (116 ng/g). En un trabajo anterior se refiere la presencia de los COPs
7B-OH, B-epoxido, a-epoxido, triol y 7-ceto en muestras de salmén sin ahumar
sometidas a diferentes procedimientos de cocinado, lo cual indica que este alimento es

susceptible a la formacién de estos compuestos.
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Figura 71. Cromatograma GC-FID de los COPs-Tri-Sil-derivados para Salmoén
ahumado sin irradiar. Picos, 1) 7B-OH; 2) B-epéxido; 3) a-epdxido; 4) IS (6-ceto) y 5)
25-OH

5.2.9. Validacion del método para la determinacion de COPs mediante GC

La precision del método se evalud determinando la desviacion estdndar relativa (RSD)
(n=3) de muestras enriquecidas al nivel de concentraciéon de 2 pg/g; asimismo, la
exactitud se determiné mediante estudios de recuperacion (R, %) de muestras
enriquecidas con alicuotas de 16 uL de las disoluciones individuales de trabajo de 50
mg/L y aplicando el procedimiento total por triplicado. Se sigui6 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 calculo se utiliz6 el factor de respuesta segun la siguiente ecuacion:

R¢=[COP] * Ag.ceto/[060-Ceto] * Acop  Ecuacion 26
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Donde:

[COP], concentracion de cada COP; Ag.cero, drea del pico del IS, 6-Ceto; [6-Ceto],

concentracion del IS, 6-Ceto; y Acop, area de pico de cada COP

Los resultados mostrados en la Tabla 50 indican que el método ASE propuesto es

adecuado para la preparaciéon de muestras lipidicas de alimentos mediante GC-FID.

Para los COPs mas polares, triol y 25-OH, se obtuvieron las recuperaciones mas bajas

(62-71 %) y, generalmente, valores de RSD mads 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

78-OH B-epoxido | a-epodxido triol 7-ceto 25-OH

Muestra

R,% RSD |R,% RSD [ R, % RSD | R, % RSD |R,% RSD |R,% RSD
Carne picada 80.0 102|840 13.1 895 92 |91.0 6.6 |925 6.0 |854 12.6
Jamén cocido 852 57 [ 940 99 |802 81 |625 107|952 200|674 114
Jamén serrano 814 79 | 819 109|745 9.1 |669 102 |8l.1 7.8 |67.0 11.1
Queso blando 753 1131788 2.1 |8.0 52 |632 130|880 83 |70.1 129
Salmén ahumado | 79.9 6.1 | 827 6.8 | 862 4.8 |642 143|868 3.8 | 655 145

R, recuperacién; RSD, desviacion estdndar relativa a nivel de 2 mg/L (n=3)
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5.2.10. Influencia de la irradiacion E-beam en la formacion de COPs en las
muestras de alimentos. Estudios estadisticos

5.2.10.1. Analisis de la varianza, ANOVA

Para detectar posibles efectos debido al proceso de irradiacion, 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 comparacién de resultados para cada
tipo de muestra se llevé a cabo mediante test ANOVA de un factor; el test ANOVA
proporcioné diferencias significativas entre las concentraciones medias de COPs,
indicadas por los valores a inferiores a 0.05 entre muestras no irradiadas e irradiadas,

como se detalla en las muestras descritas a continuacion.

5.2.10.1.1. Carne picada

Los valores medios del contenido de COPs en muestras de carne picada a diferente
dosis de irradiacién (0-8 kGy) se presentan en la Tabla 51. Los contenidos de COPs
fueron comparativamente mads 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 oxidacion. E1 COP 7-ceto es el compuesto que se
encuentra en mayor proporcién, seguido por 7-BOH; B-epéxido se encuentra en
cantidades apreciables y a-epoxido en cantidades relativamente pequeiias, 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 irradiaciéon de las
muestras; en general, el contenido de COP aumenta cuando la dosis de irradiacion

aumenta, aunque no existe una relacion lineal entre dosis de irradiacién y concentracion
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de COP detectada. Se encontraron diferencias significativas a un nivel de confianza del

95.0% para 7B-OH, B-epdéxido, a epdxido y 7-ceto, con valores de a< 0.05.

Tabla 51. Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs en muestras de carne
picada

Dosis COPs, ng/g
Irradiacion, kGy
7B-OH B-epéxido | a-epdxido triol 7-ceto 25-0OH
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 utilizé para determinar cudles de estas dosis de irradiaciéon eran
diferentes. La Figura 72 presenta las graficas del test Tukey, las cuales visualizan las
concentraciones medias de los intervalos al 95% para 7p-OH, B-epdxido, o- epéxido y

7-ceto obtenidos a partir de las muestras de carne picada para cada dosis de irradiacion.

226



Resultados y Discusion

Con respeto a las muestras irradiadas (dosis de irradiaciéon de 1 a 8 kGy) no hubo
diferencias significativas entre ellas a excepcion de la dosis de 6 kGy que presenta el
valor mayor. Por lo tanto, estas diferencias encontradas pueden atribuirse al sesgo en el

andlisis de muestras de carne picada.
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Figure 72. Influencia de la irradiacién E-beam en la formacién de COPs en muestras de
carne picada

Resumiendo, en general, el contenido de COPs aumenta cuando aumenta la dosis de

irradiacién, si bien no se obtuvo una relacién lineal entre la dosis de irradiacién y
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concentracion 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 relacion a la esterilizacién 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 toxicos in vitro e in vivo
(Phelan y Mabhler, 1997; Chang et al., 1997; Chang et al., 1998; Yin et al., 2000; Gheli
et al., 2002; ), por lo que la irradiacién E-beam puede ser considerada como una técnica
util para esterilizar alimentos RTE de carne picada, al no estar afectada su seguridad
quimica. Conclusiones similares se han obtenido para otros alimentos proteicos, como
los productos lacteos, 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

preparacion de muestra de carne picada (Tabla 52).
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Tabla 52. Influencia del procedimiento de extraccién y de la irradiaciéon en la
formacion de COPs en muestras de carne picada

. COP, ng/g (RSD, %), lixiviacion
Dosis

Irradiacion, KGy | 78-OH  B-epéxido o-epoxido triol  7-ceto  25-OH

0 704(3.6) 302(11.9) 95(11.6) 1715(2.8)
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)
nd nd
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

78-OH B-epoxido o-epoxido triol  7-ceto  25-OH

0 743(6.0) 644(4.2) 194(9.4) 1955(4.2)
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)
nd nd
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, desviacion estandar relativa

La Figura 73 presenta el grifico de dispersion para los COPs, contenidos encontrados
para el 7-ceto frente aquellos obtenidos para B-epdxido, que son los COPs con
contenidos mds diferentes; se verifica que existen diferencias significativas entre las
muestras irradiadas y no irradiadas tras andlisis por los dos métodos de extraccion
(lixiviacion y ASE). Ademds, las muestras irradiadas estan correlacionadas en cada uno
de los métodos con excepcion de la dosis de 1 kGy para el método de lixiviacién y 6

kGy para el método ASE, cuyos valores estan dispersos.
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Figura 73. Gréfico de Dispersion para los COPs, 7-ceto/p-epdxido

5.2.10.1.2. Jamon cocido

En la Tabla 53 se presentan los contenidos de COPs en muestras no-irradiadas e
irradiadas de jamoén cocido. Los valores mds elevados fueron para 73-OH, B-epdxido y
7-ceto, con cantidades méximas de 152, 287 y 522 ng/g respectivamente; en otros
trabajos realizados con carnes frias como mortadela y salami se han determinado
concentraciones de 7p3-OH, a-epdxido, 7-ceto y 25-OH hasta de 18.69 ng/g, equivalente

a mas de 30 veces las cantidades obtenidas en este trabajo (Novelli et al., 1998).
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Tabla 53. Influencia de la irradiacién en la formaciéon de COPs en muestras de jamén
cocido

Dosis COPs, ng/g
Irral({lgcmn, 78-OH  B-epoxido  o-epéxido triol 7-ceto 25-OH
y
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
130 118 59 44 217 105
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

ng= 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 7f-OH, 7-ceto y 25-OH presentan los valores mas
altos y significativos cuando las muestras se irradian a 4 kGy.

En el caso del B-epoxido, 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 a-epéxido 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 mds significativa a 2 y 4 kGy, respectivamente.
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Figura 74. Influencia de la irradiaciéon E-beam en la formacién de COPs en muestras de
jamon cocido
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5.2.10.1.3. Jamon Serrano

La Tabla 54 presenta los contenidos de COPs para la muestra de jamén serrano. Los
valores mds altos se obtuvieron en muestras sin irradiar e irradiadas para el 7-ceto con
contenidos que llegan a los 805 ng/g; para los isémeros B-epoxido y a-epéxido se

obtuvieron alrededor de los 300 ng/g.

Tabla 54. Influencia de la irradiacién en la formacion de COPs en muestras de jamén
serrano

Dosis COPs, ng/g
1rralc(lgclon, 7B-OH B-epoxido  o-epoxido triol 7-ceto 25-OH
y

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

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
3 236 172 159 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 73-OH que
no existe diferencias significativas entre ellas. Para los COPs 73-OH, 7-ceto y 25-OH el

mayor contenido se obtuvo cuando las muestras se irradiaron a 6 kGy; el B epdxido
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presenta un comportamiento similar a su isémero, o-epéxido, en esta matriz,
obteniéndose un valor maximo 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 irradiacién obteniéndose el valor mayor a 6 kGy.

El triol es el COP que presenta el menor contenido aumentando significativamente con

las dosis de irradiacion, siendo sus valores mads 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 explicacion, por el momento.
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Figura 75. Influencia de la irradiaciéon E-beam en la formaciéon de COPs en

muestras de jamon serrano

5.2.10.1.4.

Queso blando

La Tabla 55 presenta los contenidos de COPs en muestras de queso no irradiadas e

irradiadas.
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Tabla 55. Influencia de la irradiacién en la formacion de COPs en muestras de queso
blando

. COP, ng/g
Dosis
irradiacion, kGy | 78-OH B-epéxido oa-epoxido 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
125 103 142 nd 205 122
’ 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
3 264 118 193 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 7B-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 7B-epoxido presenta un comportamiento especial en donde se observa inicialmente
una disminucién con las dosis de irradiacién 1, 2 y 4 kGy pero se incrementa
significativamente a la irradiacién de 8 kGy; algo muy similar ocurre con el a-epoéxido
aunque aqui el efecto se observa tinicamente en las irradiaciones 1 y 2 kGy presentando

a las dosis de irradiacion 6 y 8 kGy el contenido mds alto. El 25-OH se incrementa
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significativamente con la irradiacién a todas las dosis y alcanza el contenido mads alto a

6 kGy. En la muestra de queso a partir de una cierta dosis de irradiacién (en general 4, 6

y 8 kGy) parece que existe una correlacién con el contenido de COPs. En la Figura 76

se presentan los graficos de medias obtenidos para cada COP en la muestra de queso

blando.
270 F
¥
o0 L
L 240
g o2t0f
g 180 |- i
= 150
= 1 T I
120 [
¥
90k
o 1 2 4 6 8
Dosis de irradiacion, kGy
o0
? 230 F
§ 210 F I
& 190f I
3 170
= I
150 | I I I
130 £
1

0 2 4 6

Dosis de irradiacién, kGy

8

50 - I

10f 1
70F

[25-OH], ng/g
ot

30

-0k

0 1 2 4 6

Dosis de irradiacion, kGy

8

[B-epéxido], ng/g

[7-ceto], ng/g

56

36

96

76

00
160
120
80
40

160

Dosis de irradiacién, kKGy

0 1 2 4 6

Dosis de irradiacién, kGy

8

Figura 76. Influencia de la irradiaciéon E-beam en la formacién de COPs en muestras de

queso blando

5.2.10.1.5. Salmoén ahumado

Estas muestras cuando son irradiadas presentan cambios organolépticos y de su textura;

las sustancias que producen el color caracteristico del salmén ahumado desaparecen de
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manera progresiva con la dosis de irradiacién y cambia el olor de las muestras. La
Tabla 56 presenta los contenidos de COPs en muestras de salmén ahumado a las

distintas dosis de irradiacion.

Tabla 56. Influencia de la irradiacion en la formacién de COPs en muestras de salmén
ahumado

Dosis COP, ng/g
Irradiacion, kGy | 78-OH  B-epéxido  a-epoxido 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
149 187 29 31 48 172
) 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 irradiacién; 73-OH, B-epéxido y 25-OH son los
que muestran mayor incremento, si bien este ultimo presenta un comportamiento

bastante disperso con la irradiacién incrementdndose significativamente su contenido
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con la irradiacién 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. a-epdxido, 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 mas alto no fue a la misma dosis de irradiacién, Figura 77.
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Se aplicé también a los datos obtenidos en la Tablas 51 a 56 el test ANOVA de dos
factores (irradiacién y muestra); mostrando ademads, 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 jamoén serrano, no-irradiada e irradiada a 8 kGy.
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Figura 78. Cromatogramas obtenidos con muestras de jamoén serrano no irradiada (=)
e irradiada a 8 kGy (==). Picos cromatograficos: 1) 73-OH; 2) B-epdxido; 3) o-
epoxido; 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 andlisis ANOVA no ha proporcionado una informacion

completa sobre el efecto de la irradiacién en la formacion de COPs y la naturaleza de la

muestra, se ha llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante analisis de
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componentes principales, si bien en primer lugar se comprueba si existe correlacion

entre las variables originales para la posible aplicacion de dicha técnica quimiométrica.

5.2.10.2.  Andlisis de correlaciéon

Con los datos obtenidos para las distintas irradiaciones en las diferentes muestras
analizadas se llev6 a cabo un andlisis multivariado para ver las correlaciones existentes
entre las diferentes variables estudiadas y con las dosis de irradiacion. En la Tabla 57,
se muestra la matriz de correlacion en la que se observa que entre 7-OH y B-epdxido, 7-
OH y 7-ceto, asi como B-epdxido y 7-ceto los valores del coeficiente lineal de Pearson
son proximos a la unidad (o < 0.05). También se encuentran correlacionadas las
variables 7-OH con a-epdxido, o-ep6xido con 7-ceto y B-epdxido con a-epdxido; en

todos los casos con correlacion positiva.

Tabla 57. Matriz de correlacion con los datos de las cinco muestras analizadas
mediante GC-FID

Irradiacion 7B-OH B-epoxido |a-epdxido [triol 7-ceto 25-OH
Irradiacién 0,0759 0,1359 0,1877 0,1024 0,0793 0,3784
0,4772 0,2014 0,0765 0,3369 0,4575 0,0002
7p-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
B-epéxido 0,1359 0,9268 0,5983 -0,2773 0,9050 -0,3705
0,2014 0,0000 0,0000 0,0081 0,0000 0,0003
a-epoxido 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 grafico de dispersion de la matriz de correlacién, 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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estan correlacionados linealmente con la variable dosis de irradiacién junto con el tipo

de correlacion, positivo o negativo, entre las distintas variables.

Teniendo en cuenta que existen correlaciones entre algunas variables estudiadas y que,
ademds, el andlisis ANOVA no ha proporcionado una informacién completa sobre el
efecto de la irradiacion y de la naturaleza de la muestra en la formaciéon de COPs, se ha
llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante anédlisis de componentes

principales.
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Figura 79. Gréfico de dispersion de la matriz de correlacién con
los datos de las cinco muestras analizadas mediante GC-FID

Analisis 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 realiz6 un estudio mediante PCA acerca de la influencia de la
irradiacion en la formacién de los COPs para cada tipo de muestra. Teniendo en cuenta
que se estudian seis variables originales, 78-OH, B-ep6xido, a-epdxido, triol, 7-ceto y

25-0OH, podrian obtenerse hasta seis componentes principales. En general, se obtuvieron

243



Resultados y Discusion

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, esta
formada por la combinacion lineal 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 asi como el

porcentaje de varianza explicada y acumulada.
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5.2.10.2.1. Carne picada

Se aplicé 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 sélo
mostrd, de los seis posibles componentes principales, una PC1, segtn 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. Jamon cocido

Para las muestras de jamoén cocido, aplicando la técnica de PCA a los datos de la Tabla
52, se obtienen dos componentes principales cuyo diagrama bigrafico, dispersion 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 posicién intermedia, lo
cual puede indicar una transicion de las muestras no-irradiadas a muestras con altas

dosis de irradiacion.
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Figura 80. Influencia de la irradiaciéon sobre la formacién de COPs en muestras de
jamon cocido

Se pueden sacar otras conclusiones para las muestras de jamoén cocido; a las dosis de
irradiacion de 6 y 8 kGy el contenido de o- y B-epdxidos es alto y a las dosis de
irradiacion mas bajas fue mas favorable la formaciéon de los compuestos menos
apolares, tales como 25-OH vy triol. El alto contenido en agua en esta muestra (Tabla 32)
puede favorecer la formacion de estos COPs. Las muestras sin irradiar se caracterizan
por ausencia de COPs; al aumentar la irradiacidn, las muestras quedan caracterizadas
por la presencia de 73-OH vy triol, y para dosis altas se caracterizan por la presencia de
epoxidos. Este comportamiento se podria 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 verd en las Figuras 111 y 113); en consecuencia otros componentes

de la muestra estan involucrados en la formacién 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 bigrafico, dispersion junto a peso de
los componentes PC2 vs PC1 se presenta en la Figure 81. Puede observarse también un
tipo de transicion. Las diferencias entre muestras no-irradiadas e irradiadas no aparecen
hasta dosis de irradiacion altas, 6 y 8 kGy, como indica la formacién de a-epdxido, 7-

ceto y 78-OH.

Queso blando

Irradiacién .

a-epoxido

Componente 2

7-ceto

p-epoxido

0 2 4 6
Componente 1

Figura 81. Influencia de la irradiacion sobre la formacion de COPs en muestras de
queso blando
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Para dosis de irradiacion bajas, el alto contenido en grasa (Tabla 34) podria proteger la
formacion de COPs. Este comportamiento es claramente diferente al del jamoén cocido
que tiene un bajo contenido en grasa, resultando obvia la correlacién entre contenido en
grasa y formaciéon de COPs. Comparando las muestras de jamén cocido y queso blando
muy diferentes en lipidos, ambas quedan caracterizadas a altas irradiaciones por la

aparicién de 7-ceto.

5.2.10.2.4. Jamon Serrano

La aplicaciéon del PCA a los datos de la muestra de jamén serrano (Tabla 54)
proporcioné dos componentes principales, cuyo diagrama bigrafico, dispersion 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 irradiacién de 6
kGy, disminuyendo la concentraciéon de COPs a 8 kGy, hecho para el que no se ha
encontrado explicacion hasta el momento. Las muestras quedan caracterizadas por la

formacion de a-epéxido, B-epoxido y 7-ceto a dosis de irradiacion intermedias; esto
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podria ser debido a que presentan un contenido de lipidos y agua similar, pero su
contenido en sal es diferente. A dosis de irradiacion bajas, 1 y 2 kGy, fueron detectados

contenidos de 7-OH vy triol lo que podria justificar las diferencias observadas.

5.2.10.2.5. Salmon ahumado

Al aplicar el PCA a los datos de las muestras de salmén ahumado (Tabla 56) se observé
un comportamiento similar a las muestras de queso pero uUnicamente a dosis de
irradiacién bajas, formando a-epdxido, 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 irradiacién a todas las
dosis; a 2 y 8 kGy disminuye su contenido. De otra parte, a dichas dosis, se mostré el
triol como el compuesto que mds se modifica. La Figura 83 muestra los efectos

comentados.
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Figura 83. Influencia de la irradiacion sobre la formacion 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 jamén serrano y salmén ahumado a todas las dosis de irradiacion
estudiadas, por lo que existe un claro efecto debido a la irradiacién y al tipo de muestra
sobre la formacion de COPs. Ademas, la formaciéon 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 anélisis de PCA realizado a todas las muestras en conjunto proporciond la grafica de
la Figura 84; se observa una clara diferencia entre las muestras sin irradiar e irradiadas,
asi como una agrupacién segun el tipo de muestra y dosis de irradiacién. El componente
PCI1 proporciona la variabilidad de los COPs, en general, segin aumenta el contenido
en agua de las muestras y el PC2 explica la variabilidad en cuanto al incremento de la

dosis de irradiacidn.

251



Resultados y Discusion

SEPRIPN)S SOJUSWI[E 9P SBIISONUI SB[ Ud SJO)) 9P UQIOBULIOJ B[ 21OS UQIOBIPRLII B 9P BIOUSN[JU] *HQ eInSL|

86

IIIIIII

llllll

Illlllllllllll

Illl

=

g'c

§') Al¥ A4

14

|
(=]
=
Z 23j3uauocduwon

T af
Hosz19°¢
uoloeIpel| { . opewmye uouies
I . . . | . 3 _ L] 9¢ opue[q osan()
oue.LIdS uowe
OpI1d0d uowWIRp
uocw._o_m epedrd suae)

252



5.3. INFLUENCIA DE LOS PARAMETROS
CARACTERISTICOS DE LAS MUESTRAS,
CONTENIDO EN AGUA, LIPIDOS Y
COLESTEROL SOBRE LA FORMACION DE
COPs






Resultados y Discusion

5.3. Influencia de los parametros caracteristicos de las muestras,
contenido en agua, lipidos y colesterol sobre la formacion de COPs

Los 6xidos de colesterol de origen animal en alimentos pueden estar presentes en
muestras frescas debido a que su formacién puede estar asociada a procesos
enzimaticos. Ademas, los COPs estan incluidos en la fraccién lipidica y su formacién
podria estar relacionada con el contenido de lipidos y colesterol; por ello, estos
parametros fueron previamente determinados en muestras no irradiadas como se indica

en4.4.14.

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. Asi, en los procesos de fabricacion de las carnes frias ademds de
someter el alimento a cambios de T, se agregan algunos productos como almidén lo
cual hace variar significativamente su composicion inicial; en el caso del queso, el
alimento inicial (leche) sufre cambios de pH y de T, ademds de perder sustancias
significativas como es agua y sales, entre otros componentes, de ahi que existan
diferencias en el comportamiento de los COPs con otros alimentos que han sido menos
manipulados como es el jamon serrano y el salmén ahumado; estos aspectos
condicionan que las cantidades de colesterol que se oxiden para formar COPs varien en
los diferentes tipos de alimentos; en consecuencia, conocer las relaciones

colesterol/lipidos 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 informacién suministrada

mediante GC serd mds 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, tinicamente,

aquellos COPs que presentan propiedades de absorcién en la region del espectro UV.

5.3.1. Anadlisis mediante HPLC-UV

En la Tabla 59 se resume el contenido de agua, lipidos, colesterol y de cada COP en
las muestras analizadas y se incluye también el contenido total de COPs (COPsr) y las
relaciones colesterol/lipidos y COPst/colesterol para las muestras estudiadas mediante
HPLC-UYV. Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado siendo los valores de RSD
para COPsr inferiores al 3 %. El contenido de agua en todas las muestras fue superior a
30 %. El menor contenido en lipidos y colesterol fue obtenido para las muestras de
jamon cocido, 2.5 y 13.2% respectivamente, y el contenido mayor se encontré en la
muestra de queso blando, 33.9 y 50.7% respectivamente; sin embargo, en ninguna de las
dos muestras se detectaron COPs. La relacion colesterol/lipidos fue similar en todas las
muestras excepto en jamon cocido que fue del orden de tres veces mayor. La relacion
COPst/colesterol obtenida fue mds alta en la muestra de carne picada, posiblemente

debido a que este alimento presenta mayor drea superficial y sea més f4cil su oxidacion.

La matriz de correlacion, Tabla 60, presenta los coeficientes bivariados de Pearson,
indicando que existe correlaciéon positiva entre las variables 25 OH-7 ceto, 7 ceto-
COPst y lipidos-COPst y correlacion negativa entre las variables 7 ceto-agua, agua-
lipidos y agua-colesterol, como cabia esperar. Dichas correlaciones se pueden visualizar
mediante la linealidad de las variables en el grifico de dispersion de la matriz de

correlaciones (Figura 85).
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Tabla 60. Matriz de correlacion de las muestras carnicas analizadas mediante HPLC-UV

7-ceto Agua Lipidos Colesterol COPst ¢
7-ceto -0.9521 0.9708 0.9530 0.9588
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Agua -0.9521° -0.9741 -0.8947 -0.8323
0.0000 " 0.0000 0.0002 0.0015
Lipidos 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

3 Correlacion; ° Valor-P; ¢ COPs totales

Todos los coeficientes de correlacion de Pearson son préximos a la unidad, valor P <

0.05, lo que indica que todas las variables estdn muy correlacionadas. La Figura 85

presenta el grafico de dispersion que corrobora la linealidad entre las variables.
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Figura 85. Gréfico de dispersion de la matriz de correlacién con las
muestras carnicas analizadas mediante HPLC-UV

Teniendo en cuenta los datos de las cuatro muestras estudiadas (tres muestras carnicas y

una de queso) cuya procedencia es en todas ellas de origen animal se obtuvo de forma

similar la matriz de correlacion y su gréafico de dispersion, cuyos resultados se presentan

en la Tabla 61 y Figura 86, respectivamente.

Tabla 61. Matriz de correlacion con los datos de las cuatro muestras analizadas

mediante HPLC-UV

25-OH 7-ceto Agua Lipidos Colesterol COPs; €
25-OH 0.8038 -0.5194 0.2717 0.3744 0.9311
0.0003 0.0472 0.3273 0.1692 0.0000
7-ceto 0.8038" -0.7426 0.2791 0.2896 0.9654
0.0003" 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
Lipid 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

 Correlacién; ° Valor-P; € COPs totales
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Figura 86. Gréfico de dispersion de la matriz de correlacion con los
datos de las cuatro muestras analizadas mediante HPLC-UV

En este caso, en el que hay una muestra que no es de naturaleza cdrnica, 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 relaciéon que existe entre las distintas muestras y sus
parametros caracteristicos en la formacién de COPs, se llevd a cabo un estudio
mediante PCA de las muestras sin irradiar procedentes de productos carnicos 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 COPsr.
Teniendo en cuenta que se estudian seis variables originales, contenidos de 25-OH, 7-
ceto, agua, lipidos, colesterol y COPsy, podrian obtenerse hasta seis componentes

principales.

En el caso de las muestras carnicas (CP, JC y JS), mediante PCA, s6lo se obtuvo una
componente principal con autovalor 4.70 que explica una alta variabilidad de los datos,
concretamente el 94.1%; el andlisis de los datos correspondiente a las cuatro muestras

proporciond dos componentes principales, cuyos autovalores fueron: 4.03 y 1.59, que
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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
combinaciéon lineal 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), asi como el porcentaje de varianza explicada y acumulada.

La Figura 87 presenta el bigrafico obtenido (grafico de dispersion mds el grafico de

peso de los componentes).

Carne picada
Jamén cocido
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Queso blando
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COPs Totales
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Figura 87. Bigrifica de la influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras
en la formacion de COPs; analisis mediante HPLC-UV

La grafica indica que un contenido alto de colesterol y lipidos estd més relacionado con
la muestra de queso. El agua presenta un gran efecto en sentido contrario al de los
lipidos; la muestra de jamoén cocido estd mds relacionada, como cabia esperar, con el

contenido en agua (Tabla 32) por su alto porcentaje en esta variable (73%).
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5.3.1. Anadlisis mediante GC-FID

Se llevo a cabo un estudio similar para las muestras analizadas mediante GC-FID. En la
Tabla 63 se resume el contenido de agua, lipidos, colesterol y el de cada COP
analizado, Se incluye también el contenido total de COPs, asi como las relaciones
colesterol/lipidos y COPst/colesterol para las muestras estudiadas. Los andlisis fueron
realizados por triplicado y en todos los casos, los valores de RSD obtenidos fueron
menores del 10%. Como cabia 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 lipidos y colesterol
menor fue obtenido para las muestras de jamoén cocido, aunque su relacion

colesterol/lipidos fue similar a aquella obtenida para las muestras de salmén ahumado.

En la Tabla 64 se presenta la matriz de correlaciones para las tres muestras cdrnicas,

donde se observa que existen 19 variables correlacionadas por su valor p<0.05, bien

positivamente o bien negativamente.
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Figura 88. Grifico de dispersion de la matriz de correlaciéon con los datos de
las muestras cdrnicas analizadas mediante GC-FID

Este mismo efecto se visualiza en el grafico de dispersion (Figura 88), por la presencia

de linealidad entre las variables.

En la Tabla 65 se presenta la matriz de correlacién para cuatro muestras (tres muestras

carnicas mas la muestra de queso blando). Se observa que existen 13 variables

correlacionadas (valor P < 0.05).
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Este mismo efecto se visualiza en el grafico de dispersion (Figura 89), por la presencia

de linealidad entre las variables.
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Figura 89. Grifico de dispersion de la matriz de correlacion con los de las
muestras cdrnicas y muestras de queso analizadas mediante GC-FID

La matriz de correlacion, 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 grafico de dispersion (Figura 90), por la presencia

de linealidad entre las variables.
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les

Figura 90. Gréifico de dispersion de la matriz de correlacién con los datos de
todas las muestras estudiadas mediante GC-FID.
Dada la alta correlacién entre las variables originales se realiza un estudio mediante
PCA para evaluar la influencia tanto de los parametros caracteristicos de las muestras,
como de su naturaleza en la formacién de COPs. Teniendo en cuenta que se estudian
nueve variables originales (Tabla 63), 7B-OH, B-ep6xido, a-ep6xido, 7-ceto, 25-OH,
agua, lipidos, colesterol y COPst, podrian obtenerse hasta nueve componentes

principales.

Se aplica primero a las tres muestras de procedencia carnica, después a cuatro muestras
(tres muestras cdrnicas y una muestra de queso) de forma similar a como se realizo
mediante HPLC y por ultimo al total de las cinco muestras de origen animal estudiadas
mediante GC (muestras carnicas, de queso blando y de salmén ahumado); en los dos
primeros casos se obtienen dos componentes principales cuyas bigraficas obtenidas se
presentan en las Figuras 91 y 92, respectivamente; en el caso de las muestras carnicas
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 andlisis de los datos
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correspondiente a las cuatro muestras proporciond, 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).

Carne picada Bigrafica
Jamon cocido
Jamon serrano

25? 7 T T T !_T

. Lipidos ]

1,7 ]
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0,3 _|

1,3 o o e |
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Componente 1

Figura 91. Influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras carnicas sobre
la formacion de COPs; analisis mediante GC-FID
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Carne picada Bigrafica
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Figura 92. Influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras cdrnicas y de
queso sobre la formacién de COPs; andlisis mediante GC-FID

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 bigrafica PCA para el conjunto de todas las muestras
analizadas, tanto del componente dos frente al uno como la representacion de los tres
componentes, observandose los siguientes efectos:

Un contenido alto de colesterol estd mds relacionado con la muestra de queso. Los
lipidos tienen mayor influencia sobre el contenido de los COPs 7-ceto, B-ep6xido y o-
epoxido.

El agua presenta un gran efecto en sentido contrario al de los lipidos; la muestra de
jamon cocido estd mds relacionada, como cabia esperar, con el contenido en agua (73%)

y el 25-OH presenta un efecto opuesto al o-epoxido.
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Componente 2

Carne picada
Jamon cocido
Jamon serrano
Queso blando
Salmén ahumado

1
(=]

Componente 3

]
—_

Figura 93. Influencia de los pardmetros caracteristicos del total de las muestras
estudiadas sobre la formacién de COPs; analisis mediante GC-FID
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A continuacién se comentan aspectos particularizados en cada muestra estudiada:

5.3.3. Carne picada

Este alimento a pesar de presentar contenidos de lipidos relativamente pequefios,
muestra los contenidos mdas elevados de colesterol y COPs, siendo la relacion
COPst/colesterol la més alta de los alimentos estudiados; esta relacion parece favorecer

que una parte relativamente grande del colesterol se oxide para formar los COPs.

5.3.4. Jamon cocido

Las muestras de jamoén cocido presentan el contenido mas bajo de lipidos y colesterol;
sin embargo, el contenido de los COPs formados a partir del colesterol fue
relativamente alto y también la relacién COPsy/colesterol; esto puede ser debido a los
cambios de T en el proceso de fabricacion del alimento, asi como a la presencia de otros

componentes.

5.3.5. Jamon serrano

El contenido de COPs en esta muestra resulté ser proporcional a su contenido en
lipidos; como es sabido, este alimento se somete a envejecimiento en presencia de sal
durante un tiempo relativamente largo, indicando que este proceso podria ser un factor

importante en la formacion 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 lipidos fue inferior a las de las muestras de jamoén serrano, lo cual sugiere que la
formacion de COPs no solamente estd asociada a la presencia del colesterol sino que
también otros componentes grasos participan en las reacciones de formacion de estos
compuestos. Durante su proceso de fabricacion, se usan grandes cantidades de agua las
cuales podrian influir en la cantidad total de los COPs porque la polaridad de estos

compuestos es ligeramente mayor que la del colesterol.

5.3.7. Salmon ahumado

Las muestras de salmén ahumado presentan un contenido de colesterol alto; sin
embargo, su contenido de COPs fue pequefio, siendo la relacion COPst/colesterol
también relativamente pequefia. Como su contenido en lipidos es pequefio, es posible
que en la matriz de este alimento estén presentes otras sustancias como vitamina Bj y
algunos carotenoides, que proporcionan el color rosado del salmén, y que pueden

proteger de la oxidacién del colesterol.
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5.4. Comparacion de los métodos cromatograficos HPLC-UV y GC-FID para la

determinacion de COPs en alimentos

Los métodos cromatogréficos desarrollados haciendo uso de las técnicas HPLC y GC
para la determinaciéon de COPs en alimentos permiten, por una parte, corroborar
algunos aspectos ya mencionados en la bibliografia y, por otra parte, detectar que la

etapa més critica de estos métodos radica en la preparacion de la muestra.

Las metodologias 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 inicamente los COPs en mayores concentraciones.

De otra parte, las metodologias que emplean la técnica de GC con columnas HP-5 y
HP-1 en modo isotermo permiten separar pares criticos referidos en la bibliografia y
detectar todos los COPs. La alta capacidad de picos de estd técnica junto con su mayor
sensibilidad la hacen muy adecuada para la determinacién de COPs en muestras
complejas; sin embargo, presenta la desventaja de que se requiere aplicar una reaccion

de derivatizacion de los COPs con reactivos agresivos como el Tri-Sil.

Cabe mencionar que el método mediante GC-FID es mads sensible; los valores mds 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; asi, 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 comparacién de las metodologias empleadas y los intervalos

de LOD y R de los COPs, encontrados en las muestras analizadas.
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Tabla 67. Comparacion de las

en muestras de alimentos

metodogias propuestas para la determinaciéon de COPs

Muestra | Analito Extraccion Clean-up Técnica Detector | LOD? ng Rb,%
CP 25-OH Lixiviacion Cartucho HPLC; Cig; uv, 0.54-34 | 56-94
JC 7-ceto CHCI3, 70 mL; silica; Vexiactor 6 mL | FM® ACN:agua, | A, 205 y
JS 6-ceto T.; de HEx. 90:10 238 nm
QF t, 18 h q*, 1.2 mL/min
CP 7-OH ASE Cartucho silica, 0.024- 62-95
JC B-epdxido EtP:CHCl;, Vextracto 6 mL HEX GC, HP-1; FID 0.126
JS a-epoxido 85:15 (42 mL); Cartucho Tinyector  300°C, | Taetectors 300 :
QF triol T, 40 °C; aminopropil, Vexracto, | Thomo» 290 °C; °C
SA 6-ceto(IS) P, 1500 psi 3 mL Hex:AcOEt, | q, 1.6 mL/min
T-ceto ty, 20 min 90:10
25-OH

2 Limite de deteccién; ° Recuperacion; © Fase movil, dcaudal de la fase mévil;

La composicion de la matriz es un factor muy importante que participa en la formacion

de COPs; alimentos hidratados favorecen la formacién de algunos COPs los cuales

requieren la presencia de agua y de compuestos dcidos (4cidos grasos libres) como es el

caso del triol.

Algunos resultados como la baja recuperacion de triol y 25-OH, hace pensar en una

posible descomposicidn y/o transformacién de estos COPs lo que justifica la realizacion

de estudios al respecto.
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5.5. Identificaciéon y minimizacion de transformaciones de COPs
durante la preparacion de muestra para su determinacion mediante
GC-FID

Con objeto de situar el tema, en este punto se recuerdan algunos aspectos bibliograficos
relevantes. Desde 1956 se ha propuesto una gran cantidad de metodologias analiticas
que han permitido conocer parcialmente el comportamiento de estos compuestos, siendo
comun a la mayoria de ellas, el sistema de limpieza de muestra, que se realiza por SPE
(Lai et al., 1985; Johnson et al., 1996; Garcia Regueiro y Marachiello, 1997; Careri et
al., 1998; Boselli, et al., 2001; Petron et al., 2003; Lu et al., 2007; Menéndez-Carrefio et
al., 2008). Comparaciones en el contenido de COPs son a menudo dificiles de
interpretar debido a las diferencias en las metodologias y a la presencia de artefactos.
Algunas reacciones de transformaciones de COPs han sido descritas en estudios de
laboratorio; sin embargo, no estin asociadas al proceso de preparaciéon de muestra para

el analisis de COPs (Nielsen et al., 1996).

La preparacion de muestra para la determinacion de los COPs mediante GC implica
diversas etapas siendo las mds criticas, extraccion, clean up y derivatizacién en donde
pueden tener lugar transformacion de COPs. Las condiciones aplicadas deben ser
suaves durante la extracciéon de lipidos, generalmente por lixiviacion, pero no se
dispone de informacion al respecto. En particular, el clean up de la muestra mas
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 elucion y condiciones de los procedimientos, no

existiendo datos que permitan identificar los aspectos criticos del clean up de muestras.
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Por una parte, al evaporar el disolvente después del clean up pueden ocurrir procesos de
degradacion de los COPs por cambios en el pH del medio, teniendo en cuenta que los
disolventes contienen trazas de agua (mds polar que el disolvente de elucién); estos
cambios pueden ser debidos a la concentracion/dilucidn en presencia de compuestos con

propiedades dcido-base en el medio después del clean up.

Por otra parte, cuando se realiza la determinacién de los COPs mediante GC, se ha de
llevar a cabo una reaccién de derivatizacion, lo que requiere que el extracto obtenido
después de la etapa de clean up y evaporacion del disolvente de elucién se encuentre
exento de agua; la presencia de trazas de ésta durante la derivatizacién de los COPs—con
Tri-Sil, produce medio 4cido, dando lugar potencialmente a reacciones de
transformacion 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 recuperacion 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 mds polares, triol y 25-OH
(aproximadamente 60%), se llevd a cabo, un estudio de las transformaciones de COPs
durante la etapa de clean up mediante SPE y posterior derivatizaciéon de COPs con Tri-
Sil. Para ello, se utilizé una disolucién conteniendo una mezcla de estandares de COPs
(7B-OH, B-epo6xido, o—epodxido, 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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determinacion de COPs en muestras con alto contenido en 4cidos grasos y un contenido
en agua superior al 31 %.

En la etapa de clean up se trabajé en dos modos, elucién total y coleccion de fracciones,
ambas por gravedad a T ambiente. Ambos modos de eluciéon de estindares fueron

comparados para detectar posibles transformaciones.

5.5.1. Deteccion de trasformaciones de COP en estdndares durante la etapa de clean
up mediante SPE

5.5.1.1. Ensayos con cartuchos polares

5.5.1.1.1. Modo de elucion total

En primer lugar, se trabajé con cartuchos que contienen fase estacionaria polar, silica y
aminopropil que son los recomendados por la bibliografia, utilizando acetona como
disolvente de elucidn. El clean up de la muestra mediante SPE se realiz6 siguiendo el
procedimiento indicado en 4.4.6.3.1, aplicando los experimentos A, B; de la Tabla 68,
donde se especifica la naturaleza del cartucho, su acondicionamiento, disolucién de
lavado, disolucién inicial de COPs y eluyente. La reaccion de derivatizacién se llevé a
cabo adicionando 200 puL de Tri-Sil y siguiendo el procedimiento 4.4.10.1 mediante el
cual se realiz6 la determinacion de COPs aplicando el método 4.4.12.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 69. Se obtuvieron valores de
recuperacion entre 80 y 101 % para el cartucho de silica 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 recuperacion mdas pequefios, corresponden a los

compuestos mas polares, triol, 25-OH y 73-OH.
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Tabla 68. Clean up de muestra mediante SPE

Cartuchos polares

. Vinicial de Acondicion.
Experimento Cartucho Lavado Eluyente
COPs, 2 mg/LL cartucho
Ay Hex:Et,0, Acetona, 10 mL
Hexano, SmL Silica Hexano, SmL (80:20), 15 mL -
Hex:Acetona,
Az
(70:30),15 mL
B, Acetona 10 mL
Hex:AcOEt,
Hexano, SmL Amino Propil | Hexano, SmL -
B (90:10), 15 mL Hex:Acetona,
? (70:30), 20 mL
Cartuchos no polares
G ACN:H,0 ACN:H,0, ACN:H,0
ACN:H,0 (70:30), Cs
(50:50), 3 mL (70:30), 2 mL (80:20), 8 ml
C, 1ImL
D, MeOH, 10 mL
ACN:H,0 (80:20)
N . Cis ACN, 3 mL ACN, 5 mL ACN-MeOH,
? (95:5), 25 mL

10 mg/L; Vincia, volumen de la disolucién inicial, Hex, hexano; ACN, acetonitrilo; Et,O, éter dietilico;

Cs, octilsilano; C;g, octadecilsilano; AcOEt, acetato de etilo, MeOH, metanol; sub-indices (1) modo

elucion total (2) modo elucidn coleccion de fracciones

Tabla 69. Recuperacion de COPs usando SPE en modo elucién total

Experimento | 78-OH B-epoxido a-epéxido triol 6-ceto 7-ceto 25-OH
Ay 80.4 95.7 99.6 60.4 101.1  98.0 85.1
B, 82.2 101.6 90.9 56.2 1022 958 83.7
C, 97.9 45.6 70.8 102.9  96.7 94.7 116.2
D, 100.7 96.6 98.6 1023 996 965 1038

Estos resultados indican que los cartuchos de silica y aminopropil (experimentos A; y

B)) dan lugar a valores de recuperacion relativamente pequefios para los compuestos

polares, triol y 25-OH (60 y 56 %), teniendo en cuenta que unicamente se estd
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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 coleccion de fracciones

Debido a los bajos valores de recuperacion para el triol con cartuchos polares se aplicé
un procedimiento distinto para eluir los COPs, basado en la coleccién de pequeiias
fracciones del eluato hasta obtener elucion total, utilizando como disolvente de elucién
una mezcla de hexano:acetona (70:30) de polaridad menor a la del eluyente usado en el
modo de elucién total. Una alicuota de una disolucién estandar 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 elucidon indicado en la Tabla 68.
Las fracciones fueron colectadas hasta la elucion completa de los COPs, eliminando en
las primeras fracciones los compuestos mds apolares como el colesterol antes de iniciar
la elucion de COPs en los cartuchos polares. De esta forma se obtuvieron las graficas
de elucién de las Figuras (93 y 95), donde se muestra la formacién de 6-ceto a partir de

triol cuando se utilizan cartuchos de fase estacionaria polar.

Los experimentos A, y B, de la Tabla 68 fueron llevados a cabo con los mismos tipos
de cartuchos utilizados en SPE en modo de elucién total. Se obtuvieron asi las
fracciones en donde aparecen selectivamente los COPs; en los cartuchos apolares la
elucion se llevd a cabo con mezclas de disolventes de elucion ACN:H,O (80:20) y

ACN:MeOH (95:5) para el Cg y C;s, respectivamente, eluyendo los COPs en las
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primeras fracciones antes de que se iniciara la elucién del colesterol (este compuesto
por su baja polaridad quedard retenido en el cartucho, evitando asi su interferencia en
las etapas siguientes del andlisis). Esto permitié determinar tanto la optimizacion del
poder de elucién del eluyente, como el volumen requerido para la elucién total de los
COPs, cuyo valor 6ptimo para cada cartucho se muestra en la Tabla 68. En cada
fraccion, el disolvente fue evaporado burbujeando flujo de Ar a 40 °C; el residuo de
cada fraccién fue derivatizado con 200 uL de Tri-Sil como en el modo de elucién total,

antes de llevar a cabo su analisis mediante GC-FID.

Las areas de pico obtenidas se comparan con las correspondientes en ausencia de clean
up obteniéndose los valores de recuperacion presentados en las Tablas 70 y 71. Usando
cartuchos de silica y aminopropil, los COPs 73-OH, B-epoxido, o 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 recuperacion total
estuvieron en el intervalo de 89-99 % para el cartucho de silica y fueron algo menores,
73-85%, para el cartucho de aminopropil. Respecto al triol y 6-ceto, se detecta una baja
recuperacion de triol y una elevada recuperacién de 6-ceto, lo que indica una posible
transformacidn de triol en 6-ceto. El triol, al ser el COP més polar, requiere un volumen
relativamente grande del eluyente hexano: acetona (70:30) para su elucién, dando lugar
a perfiles de eluciéon no gaussiano y valores de recuperacién menores de 68% y 80%
para el cartucho de silica y aminopropil, respectivamente. Cabe resaltar que el 6-ceto
tuvo un peculiar comportamiento, ya que se eluy6 entre 2 y 5 mL, pero aparece un
nuevo pico para un volumen de elucién de 12 mL junto a las dltimas fracciones del triol,

obteniendo recuperaciones totales de este COP préximas a 155 % y 158% para los
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cartuchos de silica y aminopropil, respectivamente. Esto parece indicar que se forman
nuevas cantidades de 6-ceto durante el proceso de concentracién/elucion a partir del

triol. Para esta reaccion de transformacién se propone el siguiente mecanismo, Figura

95.

El colesterol, compuesto mas apolar que los anteriores, eluy6 en las primeras fracciones,
usando volimenes de eluyente menores de 2 mL, con recuperaciones préximas al
100%, por lo que no estd involucrado en procesos de transformacién. La presencia o
ausencia de colesterol no modificé de forma significativa las areas de los picos de triol y

6-ceto, bajo las mismas condiciones experimentales descritas.
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Tabla 70. Recuperacion de COPs utilizando cartuchos de silica, en modo de elucién

coleccion de fracciones y GC-FID

R, %

V, mL 7-pOH | p-epoxido | a-epoxido 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 84.3 914 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 55 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

[Rn % 94.9 90.9 99.0 68.5 155.3 98.6 89.2

R, recuperacion total
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Figura 94. Grificos de eluciéon de COPs utilizando cartuchos de silica en modo

coleccion de fracciones y GC-FID
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En la siguiente Figura se muestra un esquema con la ruta de la reacciéon de trans-

formacién propuesta de triol a 6-ceto.

Figura 95. Reacciones de transformacién de triol en 6-ceto (Aportado por el Dr. Henry

Insuasty)
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Tabla 71. Recuperacion de COPs utilizando cartuchos de aminopropil en modo

elucidn coleccion de fracciones y GC-FID

R, %

V.mL | 7.60H | p-epoxido | a-epoxido | 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 0.1 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
170 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

/
Ror, % 85.0 73.3 75.6 80.8 158.9 75.3 75.3

Rr, recuperacion total
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Figura 96. Grificos de elucion de COPs utilizando cartuchos de aminopropil en modo

coleccion de fracciones y GC-FID

5.5.1.2. Ensayo con cartuchos apolares

5.5.1.2.1. Modo de elucion total

Se trabajé con cartuchos no polares Cg y C;s en las condiciones especificadas en la
Tabla 68, utilizando como eluyente la mezcla disolvente ACN:H,0O (80:20) para el
cartucho Cg y metanol para el cartucho C;3. Empleando cartuchos Cg (experimento C;)
se obtuvieron valores de recuperacion entre 94 y 116%, excepto para los compuestos 3
y a-epoxidos (45 y 71%); éstas pérdidas de recuperacidon podrian tener lugar por
reacciones de hidrolisis durante la evaporacion del disolvente debido a que la cantidad
de agua presente en el extracto es relativamente grande y los disolventes de eluciéon

presentan alta afinidad con el agua. Las mejores recuperaciones se obtuvieron con
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cartuchos C;g (experimento D;); sin embargo, en estas condiciones, se eluye algo de

colesterol, no observandose cambios en la cantidad total de COPs eluidos.

5.5.1.2.2.  Modo coleccion de fracciones

Debido a que se obtuvieron valores bajos de recuperacion mediante SPE en modo usual
con el cartucho Cg para los COPs a y B-epéxidos y superiores al 100% para triol, se
realizé un estudio mediante coleccion 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 recuperacion obtenidos para cada analito en
cada fraccion y la recuperacion total eluyendo con una mezcla disolvente ACN: H,O
(80:20). Las curvas de elucién, Figura 97, muestran un comportamiento tipo gaussiano
para todos los COPs. Los compuestos se distribuyeron de acuerdo a su polaridad; por
ejemplo, el triol eluy6 en la primera fraccion requiriendo 4 mL de eluyente para su
elucion 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
pequeios volimenes de eluyente, entre 3 y 10 mL, y en éstas no se observé la presencia
de colesterol lo cual podria permitir un clean up adecuado, eliminando los compuestos
no polares. Los valores de recuperacién, 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
eluciéon de los COPs con cantidades muy pequefias del eluyente no es posible la
limpieza de los compuestos polares que pueden estar presentes en las muestras, lo que

podria causar problemas cuando el procedimiento sea aplicado a muestras reales.
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Tabla 72. Recuperacion de COPs utilizando cartuchos Cg en modo de elucion coleccion

de fracciones y GC-FID

R, %
V, mL — - .
7-BOH | B-epoxido | a-epoxido | 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 04
8.0 0.0 6.0 21.8 1.6 1.3 04 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, % 87.6 94.9 87.9 84.8 87.7 81.6 81.8

R, recuperacion total
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Figura 97. Grificos de elucién de los COPs utilizando cartuchos de Cg en modo

coleccion de fracciones y GC-FID

Los experimentos con cartuchos C;g (test D;) proporcionaron los valores de
recuperacion de la Tabla 73 y los gréficos de elucion 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 podria 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 elucién de los COPs; si bien triol es el COP mds polar, no eluy6 en primer lugar.

Este compuesto comenz6é a eluir con un volumen de 3.0 mL, mientras el 6-ceto
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comenz0 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 B and a-epdxidos requieren grandes volimenes de eluyente ya
que son compuestos no polares y tienen una masa molecular relativamente pequeiia,
implicando, como ocurre normalmente que la combinacién de ambos factores, polaridad
y masa molecular, es la que determina la retenciéon de los COPs en la fase Cig. Los
valores de recuperacion de los COPs fueron préximos a 100% excepto para B and a-
epoxidos (70.7 and 34.2 %), teniendo lugar durante el proceso completo de elucién
reacciones de transformacién ya mencionadas en la bibliografia (Bosinger et al., 1993)
Figura 5; cabe resaltar que en cada fraccién 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 acumulacién de numerosas fracciones lo que conlleva una acumulacién
de errores. e incrementa la probabilidad de transformaciones. Con el fin de verificar la
transformacion o-epdéxido y B-epdxido en triol se ha llevado a cabo la elucién de una
disolucién de COPs conteniendo tnicamente o-epéxido y PB-epdxido y utilizando
cartuchos de Cg y Cys; de esta forma, se han obtenido los resultados mostrados en la

Tabla 74 que corroboran las citadas transformaciones.
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Tabla 73. Recuperacion de COPs usando cartuchos C;g en modo elucién coleccién de

fracciones y GC-FID

R, %

V,mL | 7-OH | B-epdxido | a-epdéxido | 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 54 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 14.7 141 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 04 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
200 4.1 6.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
210 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
220 0.0 1.8 5.1 0.0 0.0 0.0 0.0
230 0.0 1.4 4.8 0.0 0.0 0.0 0.0
240 0.0 0.9 4.1 0.0 0.0 0.0 0.0

R, % 117.2 70.7 34.2 103.2 104.7 101.0 108.6

Rr, recuperacion total
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Tabla 74. Transformacién de a y B-epdxidos en triol

R, %
Cartucho | q-epéxido B-epoxido Triol
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Figura 98. Gréficos de elucion de los COPs obtenidos utilizando cartuchos C;g en

modo coleccidn de fracciones y GC-FID

En resumen, entre todos los cartuchos ensayados los cartuchos polares, silica y

aminopropil en modo de elucién total presentaron retencion baja de los COPs mas

polares comprobando, ademds, mediante el modo de coleccién de fracciones que se

produce la transformacion de triol en 6-ceto.
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Entre los cartuchos no polares, el Cg presenta recuperacion baja para los - y a-epoxidos
y el Ci3 proporciona buena recuperacion para todos los COPs utilizando el modo de
elucion total; sin embargo, cuando se utiliza el modo de coleccién de fracciones, el
cartucho Cg presenta recuperaciones entre 82 y 95% requiriendo un volumen pequefio
de eluyente ACN/H,O (80/20) entre 3 y 10 mL; en estas fracciones no se observé la
presencia de colesterol, lo cual podria permitir un clean up adecuado. Por otra parte, el
cartucho Cg utilizando ACN:MeOH (95:5) como eluyente proporciona valores de R en

el intervalo 95-116 % excepto para B-epdxido (45.6%) y o-epéxido (70.8%).

Como resultado, se propone el empleo de cartucho Cg sin efectuar el secado tras la
retencion utilizando como eluyente ACN:H,0 (80:20) o bien el cartucho Cg o Cjg
usando ACN 6 MeOH como eluyentes, respectivamente, ambos en modo de elucion

total para su aplicacion en el andlisis de COPs en muestras.

5.5.2. Metodologia propuesta para la determinacion de COPs mediante GC en
muestras de alimentos con minimizacion de transformaciones

Teniendo en cuenta los cartuchos y condiciones Optimas seleccionadas para
evitar/minimizar transformaciones de COPs utilizando estdndares, se aplico esta

metodologia a muestras con un alto contenido en dcidos grasos.

En primer lugar, se llevaron a cabo andlisis por triplicado de muestras enriquecidas y sin
enriquecer de jamon serrano, salmén ahumado y lomo de cerdo fresco. Los resultados
obtenidos a un nivel de concentracion afadida de COPs de 25 mg/L fueron los

siguientes:
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El cartucho Cg proporcioné valores bajos de recuperaciéon con los dos eluyentes
mencionados y, ademads, no permitié una limpieza adecuada de los COPs obteniéndose
cromatogramas notablemente sucios y valores de recuperacion muy dispersos.
Utilizando el cartucho C;g y su eluyente (MeOH), se aplicé la metodologia especificada
en el método D, (Tabla 68) se obtuvieron recuperaciones proximas al 100% para todos
los COPs, excepto para o y B-ep6xidos 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 podrian tener lugar durante la evaporacion del eluyente; de
acuerdo con la reaccién de hidrolisis dcida de los epdxidos para su transformacion en

triol, ya mencionada (Bosinger et al., 1993), segtin se ha esquematizado en la Figura 5.

Para evitar estas posibles transformaciones de COPs al evaporar el disolvente después
del clean up, se pensé que podrian ser debidas a cambios del pH en el medio debido al
aumento de la concentracién, genéricamente, en 4cidos grasos. En consecuencia, se
llevé a cabo un estudio utilizando disoluciones reguladores de fosfato y de esta manera

evitar cambios de pH en el proceso de evaporacién del disolvente.
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5.5.2.1. Influencia del pH del tamp6n durante la evaporacion del eluyente en las
transformaciones de COPs

5.5.2.1.1. Ensayos con estdndares

En primer lugar se trabajé con estidndares de COPs y de colesterol. empleando la
columna C;g seleccionada y trabajando en modo colector de fracciones; se realizé la
elucion de los COPs utilizando un volumen de MeOH equivalente al poder de elucién
del volumen de eluyente ACN/MeOH 95/5 gastado en la elucién total de COPs en el
modo coleccién de fracciones; los eluatos se recogieron en viales conteniendo un
volumen de tampén a pH en el intervalo 4.0-7.0; por tanto, antes de evaporar el
disolvente de elucién y preconcentrar el extracto para llevar a cabo la reaccion de
derivatizacioén. Se obtuvieron los valores de recuperacion que se presentan en la Tabla
75 y en el grafico de barras de la Figura 99. Se observa que, efectivamente, el pH
afecta la recuperacion; tampones con valores de pH entre 4.5 y 6.0 son los mas
adecuados, obteniéndose recuperaciones maximas.

Tabla 75. Influencia del pH del tampén de la disolucion de evaporacién en la

recuperacion de COPs en estandares

R, %
pH 7-BOH B-epdéxido a-epoxido triol 7-ceto 25-OH
4.0 108.5 74.59 69.17 41.06 90.65 91.3
4.5 121.6 88.1 76.19 112.8 90.85 108.7
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
6.5 118.2 103.7 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 tamp6n de la disolucién de evaporacién en la

recuperacién de COPs en estdndares

5.5.2.1.2. Ensayos en muestras

Se realiz6, en primer lugar, la determinacion del contenido en agua, lipidos y colesterol
en las muestras de lomo fresco y lomo adobado aplicando los procedimientos indicados
en 5.1.1, seleccionando para el andlisis 3 g de muestra.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 76
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Tabla 76. Parametros caracteristicos de las muestras de lomo fresco y adobado

Agua Lipidos Colesterol
Muestra X, RSD", X, RSD, X, RSD,
mg/100 g % % % mg/100 g %
LF 74,52 0.42 18 10.2 17,7 9,5
73,89 22 19,8
74,21 21 21,5
°74,2 ?20,3 °19,7
LA 81,46 0.23 6 10,2 17,5 14.7
81,81 6 23,3
81,77 5 22,5
°81,7 °5,7 21,1

X, valor medio; b RSD, desviacién estandar relativa (n=3)

El contenido de agua en estas muestras es mds alto que el encontrado en las muestras
anteriormente estudiadas (carnicas, queso y salmén), Comparando el contenido de los
tres pardmetros en las muestras de los distintos tipo de lomo estudiadas, el contenido en
lipidos y colesterol es menor en las muestras de LA; sin embargo, su contenido en agua
es més alto (82%), como cabia esperar, debido a los aditivos afiadidos conteniendo agua
durante el proceso del adobo. Los contenidos de las otras muestras ensayadas, jamén

serrano y salmoén ahumado se indicaron en 5.2.1

En segundo lugar, se realiz6 la purificacion de las muestras de lomo fresco, jamon
serrano y salmén ahumado utilizando los cartuchos Cg y C;g antes seleccionados y se
adicion6 regulador de pH 7.0 en el vial, previo a la recogida del eluato, igualmente,
antes de evaporar el disolvente de elucion; la adicién de tampén a pH 7.00, algo

superior al intervalo encontrado cémo 6ptimo, 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 6ptimo ain en presencia

de pequeiias cantidades de componentes dcidos endégenos. Para la cuantificacién de los

COPs se utiliz6 el 6-ceto como IS.

En la tabla 77 se presenta los valores de recuperacion por triplicado para cada uno de

los COPs, en muestras enriquecidas al nivel de concentracién de 2 pg/mL, utilizando el

cartucho C;s. Se comprueba que afiadiendo un volumen pequefio de tampén de pH 7.00

se obtienen buenos valores de R para jamén 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 2.3y 10 %.

Tabla 77. Recuperacion de COPs en muestras enriquecidas, aplicando el método D,

modificado
R, %
Muestra — — -
7-pOH B-epdxido a-epoxido triol 7-ceto 25-OH
82.1 78.6 90.9 89.9 98.5 85.2
LF 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
79.8 69.8 77.7 101.4 84.3 79.2
LA 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 33 3.6 55
98.7 84.9 79.9 105.5 85.4 93.2
IS 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. jamén Serrano; x. valor medio; RSD. desviacién estdndar relativa
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En el caso del salmén, tratando de mejorar los resultados con los cartuchos Cg se llevo 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 recuperacion obtenidos; éstos fueron altos para todos
los COPs excepto para los dos epdxidos, posiblemente debido a que estas muestras
presentan un contenido de 4cidos grasos superior al de las muestras de lomo fresco y
jamon serrano. Si la hipdtesis planteada fuera correcta, la muestra de salmén ahumado
requeriria usar tampones de pH mads altos. Por consiguiente, se ampli6 el estudio de pH
del tampdn hasta 9.0 en las muestras de salmoén enriquecidas con una disolucién mezcla
de estdandares de COPs y colesterol a un nivel de concentracion de 10 mg/L, para ver si
la recuperacién de estos compuestos depende del pH. Los resultados obtenidos en la
Tabla 78 muestran que los mejores valores de recuperacién para o-epoxido se
obtuvieron a pH 9.0 (78.6%). Sin embargo, la recuperacién del B-epdéxido 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 reaccién de
transformacién propuesta del o-epéxido pero no del B-epéxido. En consecuencia, se
plantea otra hipoétesis en el sentido de que la fase empleada no es adecuada para las
muestras de salmon, por su elevado contenido en acidos grasos, ya que no permitiria la
suficiente eliminaciéon de los compuestos endogenos acidos que participan en la

transformacién de los COPs durante la evaporacion del disolvente de elucion.
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Tabla 78. Influencia del pH del tampén en la recuperacion de COPs

R, %

pH

78-OH B-epoxido  a-epéxido Triol 7-ceto 25-OH
5.00 938 e 18.7 113.6 105.3 142.3
6.00 115.1  —=——- 432 108.2 76.0 97.3
7.00 116.7 - 39.6 104.9 68.7 96.6
7.50 1299  —eeee- 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 C,; muestras de salmén ahumado enriquecidas a 10 mg/L

I 73-OH
I -epoxido
I o-epoxido

140 [ triol

120

100

Figura 100. Influencia del pH en la recuperacién de los COPs en muestras de salmén

ahumado

Basandose en los resultados anteriores, se realizaron nuevos estudios con las muestras
de jamon serrano y lomo fresco; se eligié el cartucho no polar de fase C;g utilizando el
experimento D; (Tabla 68) modificado mediante coleccion total del eluato en un vial en

medio tamponado a pH controlado, conteniendo 300 UL de la disolucién reguladora de
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pH 7.00, antes de llevar a cabo la reaccién de derivatizacion. En la Figura 101 se
presenta los cromatogramas obtenidos. Como puede observarse se obtiene una linea
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 jamén serrano y lomo
fresco; la matriz del jamén serrano contiene una cantidad superior de grasas muy
apolares que podria aumentar la retencién del colesterol y otros componentes apolares

dentro del cartucho, proporcionando cromatogramas mas limpios.

Los valores de recuperacion, 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 D; modificado, resultando efectivo para el andlisis

de las muestras en estudio.

De este estudio se deduce que, como cabia esperar, existe una mayor retencion de
lipidos, tales como los dcidos grasos, en los cartuchos polares, silica y aminopropil, que
en los cartuchos apolares, Cg y C;s. De estos tltimos, el cartucho C;g permite realizar un
lavado mas 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 mas limpio el extracto que contiene los COPs, se minimizan transformaciones en

la etapa de evaporacion del eluyente, asi como la generacion de artefactos.
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La Figura 101 presenta los cromatogramas de jamoén Serrano y lomo fresco en muestras

enriquecidas con 25 mg/L de COPs.

A #
mV =
ol
2000 1 6 é
3 4 77
N :
1500 i 5 E
1000
500 ]
(1) 5 (0] 20 25
Time (min.)

B 1 @
mV \ 1 E
2500 4 6

3 7 %
2000 2 é
5
1500
1000
500 / M Ll N M\HU\.J \Ju
(1) 5 10 15 20 25
Time (min.)

Figura 101. Cromatogramas de los Tri-Sil derivados en muestras
enriquecidas. [COPs], 25 mg/L: A) Jamén serrano, B) Lomo fresco de
cerdo. Picos, 1) 7B-OH; 2) B-epéxido; 3) a-epoxido; 4) triol; 5) 6-ceto, 6) 7-
ceto; 7) 25-OH
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La reproducibilidad fue en general, mejor para muestras de jamén Serrano,
posiblemente debido a que presenten menos interferencias que las muestras de lomo
fresco; en efecto, estas ultimas tienen un contenido en agua mayor y en el proceso de
extraccion lipidica diferentes compuestos enddgenos pueden estar presentes en el
eluato. Cabe destacar que aunque en el intervalo de tiempo de elucién de los COPs, el
cromatograma es limpio y su linea 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 eluir 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 solucién reguladora que hay que
afadir antes de evaporar el disolvente para el proceso de derivatizacion de COPs, en el

intervalo entre 7 y 8.

5.5.2.2. Influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras de lomo sobre la
formacién de los COPs

Teniendo en cuenta los valores de los pardmetros caracteristicos y el contenido total de
COPs encontrado en las muestras de LF y LA se comprobé que existe correlacién entre
las variables por lo que se realizé un estudio de PCA para las muestras de lomo. La
Tabla 79 presenta la matriz de correlaciéon, observando por los valores de los
coeficientes de correlacién de Pearson, que las variables estan correlacionadas y cuyo

grafico de dispersion , Figura 102, corrobora.
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les

Figura 102. Gréfico de dispersion de la matriz de correlacion con los datos de los
parametros caracteristicos de las muestras de lomo y formacién de COPs; mediante GC-FID

Para obtener mayor informacion se realiz6 un anélisis 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, asi como la

varianza explicada y acumulada.

Tabla 80. Estudio de la influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras de
lomo sobre la formacién de los COPs mediante PCA

Varianza Varianza
PC | Autovalor Ecuacién explicada | acumulada
% %

1 8,54 0,336*7B-0OH + 0,337*B-epoxido + 0,341 *a-epoxido + 85,4

0,255*triol + 0,338*7-ceto + 0,339*25-0OH -

0,340*Agua + 0,336*Lip, % - 0,14*Col + 0,340*COPs;
2 1,02 0,14*7B-OH + 0,092*B-epdxido - 0,028*a-epodxido - 10,2 95,6

0,41*triol + 0,14*7-ceto + 0,004*25-OH - 0,085*Agua

+0,12*Lip, % + 0,85*Col + 0,097 *COPs;
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La Figura 103 presenta la bigrafica obtenida, donde se observa que las muestras de LF
y LA se comportan de forma diferente; la formacion de COPs se ve favorecida en la
muestra de LF con mayor contenido en lipidos. El mayor contenido en agua en las
muestras de LA afecta de distinta forma; aunque la presencia de mayor contenido en
agua podria favorecer la formacion 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 oxidacion.

Bigrafica

3§3 T T T T T T g 7 T T T T T

Lomo fresco

231

Componente 2

Lo v byev e vy oy bvv v a beagg

Componente 1

Figura 103. Influencia de los pardmetros caracteristicos de las muestras
de lomo sobre la formacién de los COPs. Andlisis mediante GC-FID

Identificacion de COPs mediante GC-TOF en muestras enriquecidas y sin enriquecer

La identificacién de los COPs se llevé 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, identificindose en ésta ultima los COPs 7[3-
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OH, a-epoxido y 7-ceto, los cuales fueron confirmados por comparacién de sus
espectros segun se indica en la parte experimental 5.3.5. La Figura 104 muestra el

cromatograma obtenido de una muestra enriquecida.
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Figura 104. Cromatograma mediante GC-FID de una muestra de lomo fresco de cerdo
enriquecida. [COPs], 10 mg/L. Columna HP-5. Picos. 1) 7B-OH; 2) B-epoxido; 3) a-
epoxido; 4) triol; 5) 6-ceto. 6) 7-ceto; 7) 25-OH

Los cromatogramas de los Tri-Sil derivados de la Figura 105 presentan, con mas
detalle, el intervalo de tiempo de elucién 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) 7B-OH; 2) B-epdxido; 3)
a-epoxido; 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 7B-OH, B-epéxido y a-epdxido 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 linea 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 separacion es suficiente para realizar la identificacion mediante GC-MS.
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Para verificar que no se forma 6-ceto en el proceso de irradiacién ni en el proceso de

preparacion 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 elucion del 6-ceto la linea

base se puede considerar como ruido
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Figura 106. Cromatograma de COPs en muestras de lomo fresco a 1.5 kGy; 1)
7B-OH ; 2) B-epéxido; 3) a-epdxido; 4) triol; 5) 6-ceto SI; 6) 7-ceto. A) sin, B)

con adicién de 6-ceto
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5.5.3. Determinacion de COPs en muestras de lomo fresco y adobado irradiadas

En el contexto del estudio sobre el efecto de la irradiaciéon en muestras de lomo,
teniendo en cuenta que en la normativa europea uUnicamente se permite irradiar los
alimentos hasta 1.5 kGy, se procedi6é a preparar muestras de lomo fresco y de lomo
adobado sin irradiar e irradiadas a 1 y 2 kGy y se aplic6 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 tltimo se produce una disminucién 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) 7B-OH; 2) B-epdxido; 3) a-epdxido; 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 tltimo también se observa una disminucién 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) 7B-OH; 2) B-epdxido; 3) a-epdxido; 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 podria atribuirse a diferencias en el contenido de agua y al efecto antioxidante

de los ingredientes del adobo (pimentén, ajo y hierbas aromaticas).
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5.5.3.1. Analisis de la varianza, ANOVA

La comparacion de resultados para cada tipo de muestra se llevé a cabo mediante test
ANOVA de un factor; el test ANOVA proporcioné 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

continuacion.

5.5.4.1.1. Lomo fresco

Los valores del contenido de COPs en muestras de lomo fresco a diferente dosis de
irradiacién (0-2 kGy) se presentan en la Tabla 81. Los contenidos de COPs fueron
comparativamente mads altos a 1 kGy que aquellos encontrados en las muestras sin
irradiar e irradiadas a 2 kGy. El COP 7B-OH es el compuesto que se encuentra en mayor
proporcidn, seguido por B-epéxido y 7-ceto; triol y 25-OH se encuentran en cantidades
relativamente pequefias, no cuantificindose a 2 kGy. Para esta disminucién de COPs
con la irradiacién no se ha encontrado explicacion hasta el momento, aunque podrian

producirse transformaciones de COPs no detectadas.
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Tabla 81. Influencia de la irradiacion en la formacion de COPs en muestras de lomo

fresco
Dosis COP, ng/g
Irradiacion, kKGy | 78-OH  B-epéxido  a-epéxido 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

2286 1445 707 142 1192 nq

2258 1737 767 137 1672 nq
1 2366 1905 844 199 1713 nq
5 2648 532 401 nq 380 nq
2 2369 476 374 nq 422 nq
2 2345 523 386 nq 498 nq

nqg, no cuantificado

Estos resultados indican que los COPs se formaron durante la irradiacion de las
muestras; en general, el contenido de COP aumenta a la dosis de irradiacién de 1 kGy,
y disminuye a 2 kGy, no existiendo, por tanto, una relacion lineal entre dosis de
irradiacion y concentracion de COP detectada. Se encontraron diferencias significativas
a un nivel de confianza del 95.0% para, B-epdxido, a epéxido, triol, 7-ceto y 25-OH,
con valores de o< 0.05. El test Tukey HSD se utiliz6 para determinar cudles de estas
dosis de irradiacién eran diferentes. La Figura 109 presenta las graficas del test Tukey
y permite visualizar las concentraciones medias de los intervalos al 95% para los COPs

obtenidos para cada dosis de irradiacion.
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Figura 109. Influencia de la irradiacién en la formacién de COPs en muestras de lomo

fresco

Con respecto a las muestras irradiadas (dosis de irradiaciéon de 1 y 2 kGy) no hubo

diferencias significativas (a < 0.05) entre ellas para 73-OH y 25-OH.
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5.54.1.2. Lomo adobado

Los valores medios del contenido de COPs en muestras de lomo adobado a diferentes
dosis de irradiacion (0-2 kGy) se presentan en la Tabla 82. En general, los contenidos
de COPs fueron también comparativamente mas altos a 1 kGy y disminuyeron a 2 kGy
excepto para 7B-OH, compuesto que se encuentra en mayor proporcion; 7-ceto y triol
se encuentran en cantidades relativamente pequeiias no cuantificindose este dltimo a 2
kGy; 25-OH no fue cuantificado en ningtn caso.

La Tabla 82 presenta los contenidos de COPs en muestras de lomo adobado a las

distintas dosis de irradiacion.

Tabla 82. Influencia de la irradiacién en la formacién de COPs en muestras de lomo
adobado

D(.)sis. ) COPs, ng/g
Irral({lgcmn, 7B-OH  B-epoxido  o-epoxido triol 7-ceto 25-OH
y

0 1161 630 424 106 205 nq

0 1278 583 370 81 240 nq

0 1307 592 346 96 227 nq
1513 675 530 104 1132 nq

1
1339 663 517 112 1144 nq
1345 800 492 109 1158 nq
1606 144 150 nq 81 nq

2

2 1640 146 124 nq 116 nq

2 1434 121 139 nq 85 nq

ng= 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 inicamente este incremento es significativo
para 7-ceto; 7B-OH aumenta su contenido linealmente hasta 2 kGy, mientras que -

epoxido, a-epoxido, 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 explicacién que no se ha

encontrado hasta el momento.
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adobado
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El test ANOVA de dos factores (irradiaciéon y muestra) mostré ademads, 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 andlisis ANOVA no ha proporcionado una informacién
completa sobre el efecto de la irradiacién en la formacién de COPs y la naturaleza de la
muestra, se ha llevado a cabo un estudio multivariante de los datos mediante analisis de
componentes principales, por lo que en primer lugar se comprueba si existe correlacion

entre las variables originales para la posible aplicacion de dicha técnica quimiométrica.

5.5.4.2. Analisis de correlacion

El andlisis multivariado de los resultados obtenidos para las distintas irradiaciones en
las diferentes muestras analizadas de LF y LA indic6 que existen correlaciones entre las
diferentes variables estudiadas y las dosis de irradiacién. En la Tabla 83 se muestra la
matriz de correlacién en la que se observa una alta correlacién de B-ep6xido con a-
epoxido, de B-epdxido con triol, de B-ep6xido con 7-ceto y de a-epdxido con 7-ceto, asi
como triol con 7-ceto cuyos valores del coeficiente lineal de Pearson son préximos a la
unidad (a < 0.05). También se encuentran correlacionadas las variables 7B-OH con -

epoxido y oa-epoxido con 25-OH, en todos los casos con correlacion positiva.
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En la Figura 111 se presenta el grafico de dispersion de la matriz de correlacion, en la
que se confirma, por el habito de los puntos, las correlaciones observadas en la matriz.
En ambos casos, se muestra claramente que los distintos COPs estudiados estdn poco
correlacionados (en general, de forma negativa) y no es lineal la variable dosis de

irradiacion con las distintas variables.

Teniendo en cuenta que existen correlaciones entre algunas variables estudiadas y que,
ademds, el andlisis ANOVA no ha proporcionado una informacién completa sobre el
efecto de la irradiacion y de la naturaleza de la muestra en la formaciéon de COPs, se ha
llevado a cabo un estudio multivariante de los resultados obtenidos (Tabla 81 y 82)

mediante andlisis de componentes principales.
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Figura 111. Gréfico de dispersion de la matriz de correlacion con los
datos de las muestras de lomo mediante GC-FID
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5.5.4.3. Analisis de Componentes Principales, PCA.

Se realiz6 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
irradiacion en la formacién 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, asi como el porcentaje de varianza explicada y acumulada.

Tabla 84. Estudio de la influencia de la irradiacion de las muestras de lomo mediante
PCA

PC | Autovalor Ecuacion Varianza | Varianza
explicada | acumulada
% %
1 4,47 - 0,31*Dosis, kGy + 0,22*7B-OH + 0,45%p- 63,8

epoxido + 0,47*a-epdxido + 0,40*triol +
0,42*7-ceto + 0,30%25-OH

2 1,35 0,56*Dosis, kGy + 0,74 *73-OH + 0,090 *p- 19,3 83,1
epoxido + 0,082 *a-epoxido + -0,33 *triol +
0,11*7-ceto + 0,078 *25-OH

La Figura 112 presenta la bigréafica del andlisis 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 ep6xidos, cuando aumenta la
irradiacién a 1 kGy se destruyen parte de estos epoxidos, y se transforman en triol
cuando la irradiacién se incrementa a 2 kGy (aunque la cantidad de triol es pequefia y
tiene poco peso); este efecto coincide con la transformacién 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 formacién e inhibicién de COPs durante procesos de marinado en patas de cerdo,

con salsa de soja y azucar, ha sido referida por Cheng et al. (2012).

Lomo adobado

Bigrafica

3’9 ?n ¢ ¥ L t T T ¥ ¥ T ¥ T
20l 7B-OH

Componente 2

Figura 112. Influencia de la irradiacién sobre la formacién de los COPs en muestras de
lomo fresco y lomo adobado (LF y LA)

330



5.6. INFLUENCIA DE LA IRRADIACION
E-beam EN EL CONJUNTO DE TODAS
LAS MUESTRAS ESTUDIADAS, SIN
IRRADIAR E IRRADIADAS A 1Y 2 kGy
MEDIANTE PCA.






Resultados y Discusion

5.6. Influencia de la irradiacion 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 préximos a la unidad las variables originales mds correlacionadas; la Figura

113 corrabora la colinealidad obtenida entre dichas variables.
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Figura 113. Grafico de dispersion de la matriz de correlacién con los datos del
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conjunto de las muestras sin irradiar e irradiadas a 1y 2 kGy

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 pricticamente un 84% de

los datos., donde se muestra, ademds, la ecuacion de cada PC y su varianza explicada y

acumulada.

La Figura 114 muestra los graficos bivariados para dos y tres componentes,

respectivamente.

335



Resultados y Discusion

336

op uororuLIO} B[ J0d UBZLI9ORIED 9S SeI)sanull Se[ ADY [ Op UQIOBIPELI B[ B {[OLI) Ud OpIuajuod ofeq op uoroewio] e[ Jod v op osed [ ud £ oprxodo
-0 K [oL op uoroewIo} e[ Jod BZLI9IOBIED 9S ] [OP OSBO [ UQ ‘SOJUNSIpP sojuarueltoduwiod SOp UQ)SIXd SePRIPELI OU Sensonwl eled ‘oqnd [op

Jouojur oue[d [0 US UBIIUSNOUS 9S SEPRIPELII OU SENSaNW Se| sepo) anb eorput aqed ‘p1 vandig e[ op soyuauodwos sax ap eoryeIdiq e B 030adsoy

"UQIJRIPELII AP SISOP B[ 9P OJUSWIAIOUL [B OJUBND U pePI[IqeLIBA B[ 7D [0 A ensonu |
9p ezJ[eINjRU B[ UN33S ‘SO SO[ AP pepifiqeLeA e[ vuoriodoid [DHd djuduodwod [q "uoIdRIpeLIL Ap SISOP A ensonwi op odn [0 un3as uoroednide

BUN OWOD [SB ‘SEPRIPBLIl O JRIPBLII UIS SBNSONW SB[ 9IJUQ BIOUAIQJIP BIR[O BUN BAISSQO S ‘pI] eanSLy ‘sojuouodwod sop op eoyeidiq e[ ug

HO-ST+81°0 — 0399-LS€°0
8'€8 €vI + [01);,§€°0 — op1x0oda-0 ../ T°( — op1x0da-g .70°0 + HO-9 L:1T"0 + UOIRIPLLIL,8() 00°T €

HO-ST+0L°0 + 0339-L:TT°0
$°69 08T — [011),.9%°( + op1xoda-n .. 7T°( + 0p1x0dd-4 7900 + HO-9 L+1T0°0 — UQIOLIPE.LIL,8H"() 91 [4

HO-6Cx61°0 - 0399

SIS -LxS€°0 + [0M4G€"() + 0prxoda-0,,06°(0 + 0prxode-¢.06°0 + HO-JLx9t0 + UQIOBIPBLI] 65070 - 09°‘¢ I
2, ‘epenunde %, ‘epedrdxd
BZURLIBA BZURLIBA uonendy Ioeaony | DJ

VDd QueIpawt AOY ¢ A | © SEPRIPLIII 9 JRIPLLIl UIS SEPRIPNIS? SEI)SONtU SB[ op 0jun{uod [op UQIOBIPRIIL B[ 9P BIOUAN[JUI B[ 9P OIpMISy ‘98 B[qe],



Resultados y Discusion

337

sojuawIIe
op sensonuw ud sgO)) SO[ 9P UOIOBWLIOJ B 91q0s (ADY ¢ © () UQIORIPEIII B 9P BIOUAN[JUT "DJ SoI) A SOp U0d voyvidig *HIT eanJig

| epuauoduod 65 6t — &) Ve b
r I e
- h
0 [ ]
b d 0
3 L 0
7 - Vo 3
0 r 1 ?
d : 1 0
3 [ 1 3
0 b= -60 2
W r .oo L]
r 1 N
. -6
opeqope owo] | ]
. oy

02S39.1j owo

opewnye uowjes

eayibig opue|q 0S2nD eogeibig
ouessds uowef
op120d uower
epedid ause)

"HO-SZ U9 Opruajuod [9 Jod spwr uez119joeIed

9S SeI)sonwW Se[ ADY 7 © UQIOBIPRIII B[ BjUawne oanb epipow & ‘oleq spwl OPIUSiuOd UN UOD OPEQOPE OWO] 9P BIISINW B[ UIQ IS ‘SOprxoda sop sof






6. CONCLUSIONES






Conclusiones

6. CONCLUSIONES

Se han desarrollado/optimizado y validado métodos cromatograficos, HPLC y GC,
incluyendo la preparaciéon de muestra, para la determinacién de COPs en alimentos RTE
de origen animal ricos en lipidos con objeto de evaluar el efecto de la irradiacion E-

beam con fines de conservacion.

Aplicacion de técnicas quimiométricas

Estas técnicas han permitido:

- La optimizacion de la preparacion de muestra reduciendo el nimero de experimentos y
la cantidad de disolventes, aumentando la informacidn, tanto sobre los métodos
propuestos como sobre las muestras analizadas.

—El andlisis de resultados estableciendo correlaciones entre el efecto de la irradiacién E-

beam y la composicién/naturaleza del alimento.

Preparacion de la muestra

-La extracciéon de lipidos (y COPs) mediante ASE permitié automatizar la etapa de
preparacion de muestra con la consiguiente disminucion, respecto a la técnica de
lixiviacion, del empleo de reactivos toxicos, de disolventes y del tiempo de andlisis.

-El uso de doble cartucho silica-aminopropil mediante SPE proporcion6é &ptimos

resultados en cuanto a recuperaciones de COPs.

Métodos cromatograficos
El método GC-FID (que utiliza extraccién con ASE 'y derivatizaciéon con Tri-Sil) ha

proporcionado mayor sensibilidad que el método HPLC-UV, permitiendo detectar
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mayor nimero de COPs, asi como establecer la estructura de los COPs-Trisil-
derivados (7B3-OH, a-epdxido, B-epoxido, triol, 6-ceto, 7-ceto y 25-OH) mediante su

identificacién por GC-MS.

Transformaciones de COPs

Durante la preparacion de muestra por los métodos disponibles en la bibliografia se
detectaron transformaciones de algunos COPs, en especial en la etapa de SPE, lo que
llevd a proponer rutas de degradacidn/transformacion de COPs. Las principales
transformaciones detectadas fueron:

- Triol en 6-ceto cuando se emplea SPE y fase normal

- B- y a-epdxidos en triol cuando se emplean cartuchos Cysg,

Método propuesto para minimizar transformaciones de COPs

El método mediante GC-FID y derivatizacién con Tri-Sil, se basa esencialmente en:

- Ajustar la cantidad de muestra para que el extracto lipidico obtenido mediante ASE no
sobrepase los 300 mg.

- El uso de cartuchos C;g en la etapa SPE y eluciéon con MeOH, ajustando su volumen
en funcién de la naturaleza de la muestra.

- Controlar el pH del tampén 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 derivatizacion 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-ep6xido, a-epdxido, triol, 7-ceto y 25-OH

Estudio de correlaciones contenido en COPs/composicion alimento/dosis de
irradiacion
- La técnica PCA permitié 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 estd relacionado con el de lipidos y colesterol, siendo factores a
tener en cuenta la relacion lipido/colesterol, contenido de colesterol y tipo de proceso
que se utiliza en la preparacion del alimento.

- El contenido en COPs de 7-ceto, 73-OH, B-ep6xido y o-ep6xido aumenta con el
contenido en lipidos y colesterol.

- El contenido en agua presenta un efecto importante en sentido contrario al de los

lipidos.

Muestras irradiadas

- En la mayoria de los alimentos analizados se forman 78-OH, B-epdxido, a-epoxido 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 oxidacién de la muestra.
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- Dosis entre 1 a 8 kGy favorecieron genéricamente la formacién de COPs; este proceso
de formacién depende tanto de la dosis como del tipo de alimento, si bien la formacién
de los COPs no presenta un comportamiento lineal con la dosis de irradiacién.

- En todos los casos, el contenido de COPs fue menor que los niveles toxicos
establecidos para experimentos in vitro e in vivo.

- La radiacion E-beam podria ser una técnica util para la higienizacion de los alimentos
envasados al vacio con la posibilidad de que los métodos propuestos permitan hacer uso
de los COPs como marcadores.

- La irradiaciéon produce cambios organolépticos importantes en la coloracion, olor y
textura de las muestras, especialmente en las muestras de salmén ahumado,
detectandose 25-OH, no encontrado/cuantificado en las otras muestras estudiadas.

- Se detectaron agrupaciones de muestras segin las dosis de irradiacion y la naturaleza
de la muestra.

- La formacién de 25-OH puede verse favorecida, dependiendo de la dosis de la
irradiacion, en las muestras con alto contenido en agua.

- La formacidn tanto de 7-ceto como de 25-OH tiene lugar a bajas dosis de irradiacion si

bien su contenido depende de la naturaleza de la muestra.

La aplicacion de la irradiacién como medio de higienizacion de alimentos RTE exige el
estudio individual de cada alimento con objeto de evaluar las transformaciones incluso a

los niveles de irradiacion permitidos por la legislacion vigente.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: A study of the formation of *cholesterol oxidation products (COPs) has been carried out in four “ready-to-eat
Received 8 October 2010 (RTE) foods (cooked ham, Spanish Serrano ham, minced beef, and soft cheese). The samples were previously
Accepted 6 July 2011 treated with electron-beam irradiation between 1 and 8kGy. Three COPs, 25-hydroxycholesterol, 7-

ketocholesterol and 6-ketocholestanol, were extracted together with the lipid fraction using chloroform.
Then, COPs were isolated by sample clean up using *solid phase extraction (SPE) and were analyzed by *high
performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV). Method validation was
established by precision and recovery studies. Results showed that non-irradiated cheese and cooked ham
E-beam irradiation samples did not contain COPs. In general, an increase in COP content was observed in all cases when the
Ready-to-eat food irradiation dose increased, although this increase was not linear. The 6-keto COP was not detected in any of
HPLC the RTE food samples studied regardless of the irradiation dose.

Industrial relevance: Nowadays, changes in dietary habits have produced an important increase in
consumption of prepared foods thus increasing microbiological contamination risks; consequently, it is
necessary to apply easy methods, able to be implanted in industrial production lines, and which eliminate
potential contaminants and enhance shelf life. The application of E-beam irradiation to vacuum packed ready-
to-eat (RTE) food of animal origin could be a useful technique for sanitization purposes; besides, it is a clean,
rapid and environmentally friendly treatment. During this treatment cholesterol oxide products (COPs) may
be formed. They have received considerable attention in recent years because of their biological activity which
has been associated with human diseases, such as the inhibition of cholesterol biosynthesis, atherosclerosis,
changes in membrane properties, cytotoxicity, mutagenesis and carcinogenesis. Therefore, COP analysis in
food samples of animal origin is of great interest.

In this work, an increase in the 25-OH and 7-keto COP content has been detected after E-beam irradiation with
doses from 1 to 8 kGy, which is in the upper accepted limit in other foods, but final COP concentrations found
in the foodstuffs studied here were at least one order of magnitude lower than those which produce toxic
effects in in vivo and in vitro experiments. Analysis was made by HPLC with UV detection; so, two COPs with
absorption properties were used as targets.

Editor Proof Receive Date 2 August 2011

Keywords:
Cholesterol oxidation products

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction is necessary to eliminate potential contaminants, thus enhancing their
shelf life.

Nowadays, changes in dietary habits have produced a high Several irradiation techniques, including <y-Rays, X-Rays and 3-

increase in the consumption of prepared foods, especially in urban
areas. This has led to the manufacture of a great variety of ready-to-
eat (RTE) foods. Food handling operations such as cutting, slicing and
packaging may result in its microbial contamination; consequently, it

* Corresponding author. Tel: + 34 913944323; fax: + 34 913944329,
E-mail address: mjsantos@quim.ucm.es (M) Santos-Delgado).
' Cholesterol oxidation products (COPs).
? Ready-to-eat (RTE).
* Solid phase extraction (SPE).
“ High performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV).

1466-8564/S - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ifset.2011.07.005

Rays or electron beam (E-beam}, have been used. The latter has
proved to be the most easily-applied irradiation technique in food
processing, although it may produce transformations in food
components. It is a non thermal physical process which is quite
effective in preventing the growth of pathogenic microorganisms,
such as Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli 0157:H7 and Yersinia enterocolitica among others (Blank,
Shamsuzzaman, & Sohal, 1992; Cabeza, Cambero, de la Hoz, &
Ordéiiez, 2007; Zhu, Du, Cordray, & Ahn, 2005).

> Electron-beam (E-beam).
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The use of this technology for food preservation was approved in
1981 by a joint committee of the Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO)/International Atomic Energy Agency
(IAEA)/World Health Organization (WHO) on the wholesomeness of
irradiated food (FAO/OIEA/OMS, 1978). The 1999/2 and 1999/3
European Union Directives, 1999 L 66/24) authorized irradiation
treatments for dried aromatic herbs, spices and vegetable seasonings
at a maximum dose of 10 kGy. However, this technology is under-
used mainly due to consumer reticence. In an effort to produce high
quality products, the study of irradiation effects on food has been
under way for some time. Studies have shown that irradiation can
accelerate lipid oxidation (Ahn, Jo, & Olson, 2000}, produce off-odour
compounds (Brewer, 2009; Cabeza et al., 2007; Kwon, Kwon, Namb,
Lee, & Ahn, 2008} and colour changes (Cabeza et al.,2007; Nam & Ahn,
2003; Nanke, Sebranek, & Olson, 1998). However, studies on the
irradiation of vacuum-packed cooked ham, using a maximum dose of
8 kGy, concluded that radiation did not produce significant racemi-
zation of L-amino acids (Gil-Diaz, Santos-Delgado, Rubio-Barroso, &
Polo-Diez, 2009) and nor were heterocyclic amines produced
(Rosales-Conrado, Ledn-Gonzdlez, Pérez-Arribas, & Polo-Diez, 2008).

On the other hand, E-beam irradiation generates ions and free
radicals which may cause the oxidation of different compounds;
unsaturated fatty acids are the most affected, producing lipid
oxidation which gives rise to COPs. The susceptibility of cholesterol
to oxidation is well known and more than seven oxidation products
(Smith, 1981) have been described. Those most frequently observed
in food are the following: 7-ketocholesterol, 7a- and 7p-hydro-
xycholesterol, 5,6a- and 5,6-p-epoxide, cholestanetriol and 25-
hydroxycholesterol.

Thus, COPs which are present in humans are derived both from
diet and from endogenous enzymatic processes (Brown & Jessup,
1999). They have received considerable attention in recent years
because of their biological activities associated with human diseases,
such as the inhibition of cholesterol biosynthesis, atherosclerosis,
changes in membrane properties, cytotoxicity, mutagenesis and
carcinogenesis (Bdsinger et al, 1993; Poli, Sottero, Gargiulo, &
Leonarduzzi, 2009; Yin et al., 2000). Therefore, COP analysis in food
samples of animal origin is of great interest.

COP content has been determined by using HPLC and °gas
chromatography (GC), although the latter technique requires
derivatization. However, HPLC-UV is useful for those COPs which
have enough sensitivity, in which cases HPLC could be an
alternative to GC. Food sample preparation for COP quantification
by chromatography is difficult; COPs are present at low levels (ug/L
to mg/L) and have a similar polarity to lipids; procedures are
mainly based on total lipid extraction followed by COP enrichment,
clean up by SPE, and chromatographic analysis (Ulberth & Rossler,
1998). In the case of fatty foods, such as butter, oil and lard, some
methods based on solvent extraction followed by SPE clean up are
described in the literature (Al-Saghir et al., 2004; Petrén, Garcia
Regueiro, Martin, Muriel, & Antequera, 2003; Razzazi-Fazeli,
Kleineisen, & Luf, 2000). Some COPs are susceptible to oxidation,
loss and degradation during sample preparation, preconcentration
being the most controversial step (Ulberth & Réssler, 1998). Other
authors have carried out the saponification of the fat extract,
although artefact formation was observed, in both hot and cold
saponification (Angulo, Romera, Ramirez, & Gil, 1997). Studies
showed that 7-keto is the most easily degraded COP in an alkaline
medium (Lercker & Rodriguez-Estrada, 2000; Park, Guardiola, Park,
& Addis, 1996). Furthermore, saponification processes are time-
consuming since they may require overnight incubation.

The object of this study was to research the effect of E-beam
irradiation on COP formation in several food samples of animal origin

© Gas chromatography (GC).

(cooked ham, Spanish Serrano ham, minced beef and soft cheese). The
optimization of a simple and gentle COP preparation method valid for
25-OH, 7-keto and 6-keto in RTE foods was carried out. Non-
irradiated and irradiated food samples were analyzed and results
were compared by ANOVA. Correlations between lipids and produced
COPs were established.

2. Materials and methods
2.1. Apparatus and materials

A HPLC system equipped with the following components was
used: a Jasco PU-1580 gradient pump (Tokyo, Japan} linked to a Jasco
LG-1580-04 quaternary gradient unit provided with a degasser; a
Rheodyne Model 7125 injection valve with a 20 uL loop (Cotati, CA,
USA); a LDC Analytical SpectroMonitor 4100 UV detector and a
personal computer equipped with CromaNec XP Integration Soft-
ware (Madrid, Spain} which allows the acquisition and processing of
chromatograms; a Tracer Excel 120 ODSA C-18, (150 x 4.6 mm, 3 um}
column from Teknokroma (Barcelona, Spain) thermostated in a P-
Selecta Presciterm bath (Barcelona, Spain) at 28 °C for COP
separation; a Tracer Excel C-8 (100x4.6 mm, 3 um} column from
Teknokroma for cholesterol determination.

ADionex ASE 200 Accelerated Solvent Extractor (Idstein, Germany)
for lipid extraction was used.

A P-Selecta Vibromatic shaker, a rotary evaporator (Buchi, Flawil,
Switzerland) and a vortex system from Selecta (Spain) were also used.
A homemade evaporator for six simultaneous samples coupled to a
Tembloc heating system or to a water bath heating system, both from
Selecta (Spain), were used.

Sep-pak Vac (500 mg, 6 mL} silica cartridges for SPE clean up were
purchased from Applied Separations (Allentown, PA, USA).

Nylon membrane filters with 0.45 um pore size from Teknokroma
and a Visiprep vacuum manifold system (Supelco, Bellfonte, PA, USA)
were used for filtering solvents to prepare mobile phase. Nylon
membrane filters (25 mm, 0.45 um pore size) from Teknokroma were
used for filtering sample extracts.

A porcelain mortar from Staatlich Berlin (Germany) for sample
homogenization was used.

2.2. Chemical

Cholesterol (99% purity) was obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). The COPs studied were 725-hydroxycholesterol (25-OH)
from Fluka (98% purity), *7-ketocholesterol (7-keto) (90%) and °6-
ketocholestanol (6-keto) (97%) from Sigma-Aldrich.

Petroleum ether (Sigma-Aldrich,}) and diatomaceous earth
(Hydromatrix, Varian, Surrey, UK} were used in the extraction
process.

Anhydrous sodium sulphate (analytical grade) and the following
solvents, hexane, diethyl ether, acetone, 2-propanol, methanol, aceto-
nitrile and chloroform (HPLC-grade) were from Merck (Darmstadt,
Germany). Ultra-pure water was purified using a Millipore system
(Bedford, MA, USA}.

COP stock solutions at 500 mg/L were prepared in 2-propanol and
they were stored in the dark at —18 °C. The final stock solution
concentration was calculated taking into account the purity of the
standards. Working standard solutions were prepared from stock
solutions by suitable dilution using acetonitrile.

7 25-hydroxycholesterol (25-OH.
& 7-ketocholesterol (7-keto).
? 6-ketocholestanol (6-keto).
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2.3. Food samples

Food samples of cooked ham, Serrano ham, minced beef and soft
cheese (Manchego-type), were purchased from a local supermarket.
Serrano ham is a dry-cured Spanish ham from the whole pork leg.

The cooked ham, Serrano ham and cheese were sliced (2-3 mm
thickness) using an electric machine and the resulting slices were
vacuum packed in thermoplastic bags; in each bag, three slices were
laid flat without touching each other; minced beef was prepared as
hamburgers (1 cm thickness) and vacuum packed.

24. Procedures

24.1. Determination of food characteristic parameters

Fat and cholesterol were extracted by following protocols
proposed by the ASE manufacturer as it is described in Application
Notes from Dionex Corporation (2000a,b}. Cholesterol was deter-
mined using the method described in the literature (Daneshfar,
Khezeli, & Lotfi, 2009).

Water content was determined by heating at 130 °C to constant
weight (AGAC (1998)).

24.2. bradiation treatment

Vacuum-packed bag units containing the samples were transported
in insulated polystyrene boxes to the irradiation plant (IONMED
sterilization SA, Tarancén, Cuenca, Spain). The bags were placed
independently inside the irradiation compartment and they were
irradiated under an E-beam radiation source which operated at 10 MeV.
The bags were rotated while receiving the radiation laterally. Absorbed
radiation doses were 1, 2, 3, 6 and 8 kGy at about 90 kGy/min, the
Min/Max ratio being close to one (the thickness of the slices was less
than or close to 1 cm}. The dose absorbed by each sample was evaluated
by determining the absorbance of a cellulose triacetate dosimeter
(ASTM, 2000}, simultaneously irradiated with the samples; the
temperature increase during the treatment was less than 2°C.
Afterwards, the samples were stored at — 18 *Cuntil analyzed.

2.4.3. COP extraction and clean up

The food samples (cooked ham, minced beef and cheese} were
homogenized by crushing in a porcelain mortar. About 6 g of the
homogenized sample was accurately weighed; then was transferred
to a 100 mL screw cap tube and 70 mL of chloroform was added; in the
case of Serrano ham, about 3 g of sample and 30 mL of chloroform
were used. The tube was protected against light with aluminium film
and then it was vigorously shaken using the vibromatic shaker at
780 rpm for 18 h at room temperature. The chloroform extract was
passed through a cartridge containing 10 g of anhydrous sodium
sulphate and it was collected in a round bottomed flask. Then, the
flask was placed in the rotary evaporator and the extract was
evaporated to dryness at 40 °C. The residue was dissolved in 6 mL of
hexane. Then, the solution was passed through a silica cartridge which
was pre-conditioned by passing through 5 mL of hexane. Afterwards,
the cartridge was successively washed using the following solvents:
10 mL hexane-diethyl ether (95:5, v/v}, 25 mL hexane-diethyl ether
(90:10, v/v} and 15 mL hexane-diethyl ether (80:20, v/v} and it was
dried by air vacuum. COPs were eluted with 10 mL of acetone
(5x2 mL} which was collected in a 12 mL amber vial. The acetone
extract obtained was evaporated by blowing an Argon flow to
dryness.

2.44. COP determination by HPLC

Following the COP extraction process the residue obtained was
dissolved in 250 UL of acetonitrile and then a 20pL aliquot was
injected in the HPLC system using a filter syringe.

COPs were separated using a C-18 column in isocratic mode. The
mobile phase consisted of 90:10 (v/v} acetronitrile-water using a

Table 1
Fat, cholesterol and water contents of the RTE food studied.

Food Fat content, % Cholesterol, Water content,
mg/100g %
x? RSDP X RSD X RSD
Cooked ham 2.9 03 175 4.1 731 0.6
Serrano ham 20.1 c4 309 13 387 39
Minced beef 258 3.1 455 24 318 2.0
Cheese 319 18 503 G5 452 14

# Mean values.
® Relative standard deviation.

1 mL/min flow rate. UV detection was performed simultaneously at
two wavelengths, 205 and 238 nm. Retention times and peak areas
were used for identification and quantification purposes, respectively,
using an external calibration method. Three replicates were carried
out for each sample.

2.4.5. Statistical procedures

Differences in COP contents in irradiated and non-irradiated
samples were evaluated by two-way ANOVA at a significance level
of p=<0.05, using the Statgraphics Plus 5.0 (Manugistics, Maryland,
USA} program. The method used to discriminate among the means
was Bonferroni's multiple comparison procedure.

3. Results and discussion

3.1. Determination of food characteristic parameters: fat, cholesterol and
water contents

Since COP formation must be related with fat and cholesterol
contents these parameters were determined in the analysis of the
sample (Table 1). All the parameters were measured in triplicate and
in all cases reproducible results were obtained. A positive correlation
between fat content and cholesterol was observed; the lowest
contents of total fat and cholesterol were obtained for cooked ham
(2.9 and 17.5%, respectively} which also presented the highest water
content (73.1%). The highest total fat and cholesterol contents were
detected in cheese samples (31.9 and 50.3%, respectively). The
relative standard deviation was from 0.3 to 3.1% for fat content and
from 0.5 to 4.1% for cholesterol.

3.2. Analytical characteristics from standard

Linear regression was applied to obtain COP external calibration
plots for each standard. The linearity was proven using eight
calibration points in the 0.4-100 mg/L concentration range for 7-
keto, seven points in the range 1-100 mg/L for 25-OH and six points
between 5 and 100 mg/L for 6-keto. Regression coefficients were in all
cases around 0.9999. Detection limits, defined as three times the
signal-to-noise ratio (DL = 3 §/N) were in the range 0.5-3.4 ng, 6-keto
having the lowest sensitivity. Quantitation limits (QL =10 §/N} were
lower than 11.3 ng. The RSD being lower than 1.9 for 5.0 mg/
concentration level (n=3). COP standard solutions were significantly
stable {ANOVA, p<0.05) for at least 40 days at —18 °C.

3.3. Food sample preparation

Chromatographic COP analysis in food entails several difficulties
due to the need to isolate very low concentrations from large amounts
of fat and cholesterol fractions. In addition, COPs may be oxidated and
degraded during extraction (Angulo et al., 1997; Lercker & Rodriguez-
Estrada, 2000; Park et al., 1996); so, preliminary studies were done to
minimize COP loss during extraction and clean-up steps which
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Fig. 1. COP chromatograms obtained by HPLC-UV using Cy 3 column and acetonitrile/water,
50/10 at 1.0 mL/min flow rate, 4— 205 nm (1, 25-OH; 2, 7-keto and 3, 6-keto and
b— 238 nm (2, 7-keto). Standard solution, non irradiated minced beef sample
and irradiated minced beef sample at 8 kGy.

eliminate interfering non polar lipids and cholesterol, thus facilitating
COP determination. Optimization of the COP extraction method was
carried out using a cooked ham sample; after homogenization of the
sample, the cooked ham was spiked with a COP standard mixture
solution and after a contact time of 30 min, COP extraction was carried
out. Different extraction methods were tested. Direct saponification
according to the protocol described by Dionisi, Golay, Aeschlimann,
and Fay (1998) gave rise to emulsions which were difficult to handle.
Sample preparation procedures described by Hiesberg and Luf (2000},
Petron et al. (2003}, Al-Saghir et al. (2004), Folch, Lees, and Sloane
Stanley (1957} and Razzazi-Fazeli et al. (2000} were tested; the best
results were obtained by the latter which uses chloroform in the
leaching step followed by a clean-up step by SPE using silica
cartridges. Since leaching was apparently the most critical step,
different agitation techniques were tested, including mechanical and
ultrasonic; the latter was chosen since it gave the highest recoveries.
The leaching method was further refined by applying a 32 experi-
mental design (three levels and two factors). The factors were
extraction time and solvent volume and the levels were 6, 12, 18 h
and 40, 70, 100 mL, respectively. Long extraction times gave rise to
better recoveries; however, no significant differences were found

between 70 and 100 mL. So, a 70 mL chloroform extraction volume
and 18 h for shaking time (overnight} were chosen as optimum
conditions.

COPs were determined by applying the method specified in
Materials and methods to one sample of each type. Chromatograms
obtained at two wavelengths from COPs in minced beef samples are
showed in Fig. 1.

3.4. COP determination

COP content (6-keto, 7-keto and 25-OH} in different RTE samples
of animal origin (cooked ham, Serrano ham, minced beef and soft
cheese) was determined using the conditions specified in Materials
and methods for both COP sample preparation and COP determination
by HPLC. The 6-keto COP was not detected in any of the samples
studied. 7-keto (193.2 ng/g} and 25-0H (139.2 ng/g} were found only
in minced beef. Their concentrations were comparatively higher than
in other food samples; this is probably due to the high contact surface
of minced beef which can facilitate oxidation reactions. Other studies
showed the presence of a significant amount of 7-keto in raw meat
(Lercker & Rodriguez-Estrada, 2000; Rodriguez-Estrada, Penazzi,
Caboni, Bertacco, & Lercker, 1997); although 7-keto (110.1 ng/g)
was also found in Serranc ham samples, its concentration was lower.
Petrdn et al. (2003} found 7-keto to be the major COP in Iberian hams,
and to be present at higher concentrations (570-710 ng/g)} than those
found in our study.

It was observed that cholesterol increased with increasing lipid
content. In beef samples COP content increased along with fat content.

3.5. Validation of COP HPLC-UV method

Recoveries and other validation criteria were used to evaluate the
HPLC method for COP determination. Results are summarized in
Table 2.

Samples were fortified with a COP mixture solution at three
different concentration levels to obtain intra-day precision; four
replicates were employed. The inter-day variation was evaluated over
five consecutive working days after fortifying at 2.0pg/g. Mean
recoveries were between 56 and 94% at 0.2 pg/g. At spiked levels of 1.0
and 2.0 pg/g, recoveries were higher than 62 and 68%, respectively; in
general, intra-day and inter-day precisions showed lower RSD values
than 10%, except for cooked ham samples which were in the range
6.7-13.1%. Serrano ham presented intra-day RSD values higher than
10% at the lowest concentration level. Although the proposed COP
extraction method is time-consuming, compared with other methods
previously described it is simple and gentle and minimizes artefact
formation.

Table 2
Analytical precision and accuracy of COP determination in spiked food samples.

RTE food Ccop Recovery, % RSD intra-day, % RSD inter-day, %°
0z 10 20 02 10 20 20
Cooked ham 25-O0H 732 741 853 111 112 72 90
7-KETO 858 771 847 127 121 102 103
6-KETO &1.0 801 815 137 131 67 9.2
Serrano ham 25-OH 908 706 758 137 88 25 45
7-KETO 721 853 871 16 49 34 35
6-KETO 66.8 716 811 184 99 42 52
Minced beef 25-O0H 041 860 963 58 52 2868 75
7-KETO 788 733 833 25 84 34 33
6-KETO 56.0 899 946 32 52 51 63
Cheese 25-DH 908 689 850 92 73 37 52
7-KETO 927 864 831 23 50 38 49
6-KETO 834 623 683 85 76 30 31

RSD, relative standard deviation. "n=4;
2.0pg/g.

n=>5; concentration level, 0.2, 1.0 and
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Table 3
COP content (ng/g) and RSD in RTE food.

Food COP Irradiation dose, kGy
[+ 1 2 3 4 6 8
x? RSD® X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD X RSD
Cooked ham 25-0H nd* nd nd nd nd nd 278 2.4
7-KETO nd nd 29 9.7 33 4.1 4.1 25 9.1 13 133 438
Serrano ham 25-0H nd 254.2 25 na na 2023 6.9 373.0 81 3614 65
7-KETO 1101 36 3206 72 na na 296.8 37 501.7 21 467.2 29
Minced beef 25-OH 138.2 39 na? 1779 12.8 2323 6.8 224.2 2.5 183.3 1.0 342.8 1.6
7-KETO 183.2 3.1 na 203.6 4.9 181.8 73 295.1 1.7 265.4 11.1 2784 3.2
Cheese 25-O0H nd 293.0 56 320.1 9.1 na 379.2 5.8 556.1 6.6 562.1 71
7-KETO nd 1303 73 134.0 36 na 138.2 1.0 203.0 11.5 196.0 35
* Mean values, ng/g.
b Relative standard deviation, %.
¢ nd: non detected.
d

na: non analyzed.

3.6. Effect of irradiation doses on COP formation

Since cholesterol can be oxidized during food processing and
storage, thus giving rise to COPs, the influence of irradiation doses
from 1 to 8 kGy on COP formation was studied. Table 3 shows mean
concentrations and RSD values for 25-0OH and 7-keto in non-irradiated
and irradiated samples. As an example, chromatograms from COPs in
minced beef irradiated at 8 kGy and two wavelengths are shown in
Fig. 1.

3.6.1. Cocked ham

This sample presented the lowest COP level, probably because its
lipid content was the lowest. On the other hand, 25-OHwas below the
quantification limit at all irradiation doses except at 8 kGy. At this
dose it reached 27.8 ng/g which was higher than the 7-keto content
(13.3 ng/g) at the same irradiation dose. The 7-keto COP was detected
at 2 kGy and increased with an increasing irradiation dose. Three
significantly different groups can be distinguished in Fig. 2 according
to 7-keto content. Regarding microbial sanitization, Cabeza et al.
(2007) concluded that with treatment at 1 and 2.5 kGy, the food
safety objective to eliminate L. monocytogenes was reached in
accordance with directives made by the EU and US Departments of
Agriculture. As mentioned by the authors, these doses did not modify
the sensory properties enough to be detected by consumers, except
that a slight odour was detected when 2.5 kGy were applied.

3.6.2. Serrano ham
In non-irradiated samples, 7-keto (110.1 ng/g} was detected but
25-0OH was not. In irradiated samples, 7-keto concentration levels

[7-Keto], ng/g

o1t e

2 3 4 6 8
radiation dose, KGy

Fig. 2. Influence of irradiation dose in 7-keto formation by ANOVA and Bonferroni's
intervals (95%) for cooked ham.

were higher than those of 25-OH. The analysis of Bonferroni's
intervals (95.0%) and mean concentrations of 25-OH showed that
concentrations at 1-4 kGy were significantly lower than those
obtained at 6-8 kGy (Fig. 3a). Similar behaviour was observed for 7-
keto; non-irradiated samples presented the lowest levels. Radiation
induced a significant increase in 7-keto, obtaining similar concentra-
tions at 1 and 4 kGy, while the highest levels were detected at 6 and
8 kGy (Fig. 3b). Hoz, Cambero, Cabeza, Herrero, and Ordéiiez (2008}
studied the same RTE foods in order to optimize microbial sanitization
treatment and they concluded that at an irradiation dose of 1.12 kGy,
the food safety objective according to the USDA criterion was reached,
while no irradiation treatment was necessary to meet the EU
microbiclogical criterion for bacteria.

400

370

340

310

[25-OH], ng/g

280

250

220

0 1 4 6
radiation dose, kGy

800

500

400

300

[7-Keto], ng/g
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B
[ P B BTN B P

0 1 4 6 8
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Fig. 3. Influence of irradiation dose in COP formation by ANOVA and Bonferroni's
intervals (95%) for Serrano ham (a — 25-OH and b — 7-keto).
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Fig. 4. Influence of irradiation dose in COP formation by ANOVA and Bonferroni's
intervals (95%) for minced beef (a — 25-OH and b — 7-keto).

3.6.3. Minced beef

In non-irradiated minced beef samples, both 25-OH and 7-keto
were found; these COP concentrations increased with an increasing
irradiation dose. Fig. 4a shows Bonferroni’s intervals (95.0%) and
means for 25-0OH; concentration increased moderately when the dose
was changed from 2 kGy to 6 kGy, while the highest concentration
was found at 8 kGy. On the other hand, irradiation doses up to 3 kGy
did not lead to a significant increase in 7-keto. At 4 kGy, higher
concentrations were detected. These concentrations were similar at 4,
6 and 8 kGy (Fig. 4b). Nam, Du, Jo, and Ahn (2001} found a
considerable amount of COPs in fresh raw meats; they studied
cholesterol oxidation in irradiated raw meats in different packaging
and with varying storage times; these authors detected a synergic
irradiation effect on cholesterol oxidation.

3.64. Cheese

Irradiation of cheese samples produced high concentrations of 25-
OH (up to 562 ng/g}, higher than those of 7-keto (up to 196 ng/g). The
25-0H COP content at a low irradiation dose of 1 and 2 kGy was
similar. At 4 kGy 25-0H increased moderately and at 6 and 8 kGy,
concentrations were highest (Fig. 5a}. Regarding 7-keto, contents
obtained at 1 and 4 kGy irradiation doses were similar and they were
significantly lower than those obtained at 6 and 8 kGy (Fig. 5b).In a
study of E-beam irradiated cheddar cheese, Blank et al. (1992} found
that a low dose, 0.95kGy, was enough to remove microbial
contamination.

It must be emphasized that according to toxicity studies, 25-OH
and 7-keto concentrations found in the foodstuffs studied here were
at least one order of magnitude lower than those which produce toxic
effects in in vivo and in vitro experiments (Bdsinger et al., 1993; Hall,
2006; Yin et al, 2000; Zanardi et al., 2009). Therefore, taking into

a

650 [

P

' %%

2 4 8 8
radiation dose, kGy

o

[25-OH], ng/g

-

o

210 -

170 -

[7-Keto], ng/g

130 -

foi

1 2 4 [ 8
radiation dose, KGy

110

Fig. 5. Influence of irradiation dose in COP formation by ANOVA and Bonferroni's
intervals (95%) for cheese (a — 25-OH and b — 7-keto).

account the results obtained in the present study, E-beam irradiation
could be a useful technique for sanitizing vacuum-packed RTE food.
In general, 7-keto and 25-OH contents increased with an
increasing irradiation dose for all types of food, although this increase
was not linear. 6-keto did not appear in any sample at any of the
irradiation doses applied. Results indicated that the ionizing radiation
effect depends on the composition of the RTE food. 25-0OH content was
higher than that of 7-keto, except in Serrano ham and minced beef
samples at 3 and 8 kGy. Minced beef presented the highest levels of
25-0H, while the highest concentration of 7-keto appeared in Serrano
ham samples. Cooked ham presented the lowest level of both COPs.

4. Conclusions

The proposed HPLC-UV method is simpler and gentler than those
described in the literature, minimizing COP oxidation. It is useful for
the determination of 25-OH, 7-keto and 6-keto in cooked ham,
minced beef, Serrano ham and cheese samples. It involves a previous
extraction of the lipid fraction by leaching with chloroform and
sample clean up by SPE using silica cartridges. The 7-keto COP was
detected in minced beef and Serrano ham samples and the 25-OH COP
was found in minced beef samples, but their concentrations were low
in all cases. The 6-keto COP was not detected in any of the analyzed
samples.

E-beam irradiation increased the 25-OH and 7-keto COP concentra-
tions although this increase was not linear when the irradiation dose
increased from 1 to 8 kGy. However, COP content was lower than the
toxic level for in vitro and in vivo experiments. Thus, E-beamirradiation
could be a useful technique for sanitizing vacuum-packed RTE food, with
the advantage that the proposed method allows for COPs to be used as
targets and thus monitorized.
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Abstract

An efficient method has been developed for Cholesterol Oxide Product
determination (COPs) in Ready-to-Eat foods by Gas Chromatography-Flame lonization
Detector (GC-FID} after an easy Accelerated Solvent Extraction, ASE, and
derivatization with Tri-Sil. The ASE solvent was an 85/15 petroleum ether/chloroform
mixture at 40 °C and 1500 psi followed by Solid Phase Extraction (SPE). The ASE
method was compared with the established lixiviation method, proving an advantageous
alternative, reducing analysis time by a factor of 15 and solvent volume by 50%, and
minimizing the use of chlorinated solvents. COP derivative structures were identified by
Gas Chromatography coupled with mass spectrometry {(GC-MS). Analytical
characteristics were determined from standards and recoveries from samples from 63-
95%, establishing the validity of the method. Chemiometric techniques were used to
establish COP formation and/or an increase in COP content, as well as the effect of the

main food components on COP formation after E-beam irradiation.
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1. Imntroduction

Cholesterol in the human diet comes mainly from animal food sources. It is essential
for some organism functions; however, it can be oxidized in the presence of oxygen,
light, heat, radiation, free radicals and so on; its oxidation products form a group of
cholesterol oxides (COPs} (Morrissey and Kiely, 2005) whose structures are similar to
that of cholesterol but which can be potentially more harmful to health than cholesterol;
consequently, the interest regarding toxicity of COPs has increased markedly in recent
years as they may be linked to the development of atherosclerosis, cancer and coronary
heart diseases, as well as modification of membrane functions {Peng and Taylor, 1984;
Bdoesinger et al., 1993).

COP content has been determined by using different analytical techniques, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and GC being the most widely employed
for food COP analysis. Although some COPs can be detected by HPLC with Ultraviolet
Detection (UV) their sensitivity is not very high (Saldanha et al., 2006; L.ozada-Castro
et al. 2011} so, GC is preferred because it has higher defection sensitivity,
identifications are easier by MS and peak capacity is also higher than for HPLC,
although a derivatization reaction is required. Silylation is often used, Tri-Sil being a
useful reagent. However, Tri-Sil compounds derived from COPs have both close
molecular masses and boiling points; thus, their physical-chemical properties are similar
and consequently, their retention times, tg are very close, Therefore, lack of resolution
still remains in GC and critical pairs appear involving especially 6-ketocholestanol, 7-
ketocholesterol and 25-hydroxycholesterol, requiring quite critical conditions for COP
derivative separations (Garcia-Regueiro and Maraschiello, 1997).

COPs have been determined in complex food samples of animal origin (Paniangvait

et al., 2006; Petrén et al., 2003; Al-Saghir et al., 2004; Finocchiaro et al., 1984; Novelly
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et al.,, 1998; Busch and King, 2009). Sample preparation requires multiple steps and
gentle conditions; consequently, these compounds can be transformed during the
analysis process (Ulberth, and Rossler, 1998). Sample freatments for COP analysis by
GC in food samples included lixiviation (Folch et al., 1957) using non-polar solvents or
different solvent mixtures together with SPE clean up (Razzazi-Fazeli et al., 2000),
and/or saponification methods (Angulo et al., 1997).'® Lixiviation for lipid extraction
and silylation for COP derivatization are commonly used, but described methods are
tedious and dirty extracts are obtained (Saldanha et al., 2006). In recent years,
pressurized liquid extraction (ASE)} has been successfully applied to lipid extraction,
reducing both organic solvent consumption and exfraction time; however, only one
paper is referred for the determination of oxysterols in powdered egg samples, which
contain low water content (4%) (Boselli et al., 2001}.

Nowadays, changes in dietary habits have produced a high increase in the
consumption of prepared foods, which has led to the mamufacture of a great variety of
ready-to-eat (RTE) foods in individual or family-size packages {Gil et al., 2004).
Processing involves handling, such as cutting, slicing, dicing and packaging with an aim
to facilitating home consumption. These processes may result in microbial
contamination (Cabeza et al., 2007); consequently, it is necessary to eliminate these
potential contaminants. Electron-beam (E-beam) irradiation can be used to minimize or
eliminate RTE food microbial contamination in order to lengthen its life. Although
irradiation is not allowed for meat and fish in Europe, scientific knowledge of its effects
could be of interest since its application in several countries is in compliance with food
safety regulations for the commercial processing of specific foods other than meat and
fish, using up to an overall dose of 10 kGy (Hwang and Maerker, 1993; Ahn et al.,

2001; Zanardi et al., 2009).
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In this research the effect of E-beam irradiation on COP formation was evaluated.
After applying radiation doses higher than those accepted by legislation in some
countries, differences in COP concentration between irradiated and non irradiated RTE
food samples as well as the effect of main food components on COP formation were
established by chemiometric techniques. Although sample preparation methods for COP
determination by GC have been described simplification of sample preparation using
ASE is also included, which is critical in analytical work where sample preparation is

inevitable.

2. Materials and methods

2.1, Equipment and Material

A GC-FID chromatograph (Hewlett Packard 5890, USA) equipped with an HP-1
(100% dimethyl polyxilosane) capillary column (30 m, 0.25 mm, and 0.25 pm internal
diameter, i.d.) was used. An HP-5 (5% phenyl-methyl polysiloxane} capillary column
(30 m, 0.25 mim, and 0.25 pm i.d.) was also tested. For COP identification a coupled
time of flight mass detector (Waters model GC-TOF Premier, USA) was used. The
NIST 2.0 (2005) mass spectra library was employed for the identification of Tri-Sil
derivatives.

An accelerated solvent extractor ASE 200 from Dionex (USA) was used for lipid
extraction; fat content in the analyzed sample is limited to 800 mg; a homemade
evaporator able to handle six samples simultaneously, and coupled to a Tembloc heater
or to a water bath heater, both from Selecta (Spain}, was used in the ASE method. A
rotary evaporator from Hedolph-Laborota 4000 (USA), a vibrator shaker and a vortex

system from Selecta (Spain) were used in the lixiviation method.
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An SPE vacuum system {visiprep) from Supelco (USA) was used as well as silica gel
and aminopropyl SPE cartridges (500 mg/6mL) from Applied separations; Nylon Filters
(4 mm and 0.45 pm} were from National Scientific (USA}. A porcelain mortar from
Staatlich Berlin (Germany} was used to homogenize the sample; amber vials of 12 mL,
screw cap tubes of 100 mL and homemade anhydrous sodium sulphate cartridges (10 g)
were used.

A Statgraphics centurion XVI.1 program was used for factorial design, ANOVA and

PCA studies.
2.2, Reagents and standards

The following reagents were used: methanol (MeOH), n-hexane and acetone from
Romil Teknokroma S. Coop Ltda. (Spain); 2-propanol (2-PrOH), chloroform and
petroleum ether HPLC grade from Scharlau Chemie S.A (European Union); diethyl
ether and ethyl acetate pesticide grade from Carlo Erba RS (Italy);, anhydrous sodium
sulfate from Panreac PA-ACS-ISO (Spain); Tri-Sil from Thermo Scientific (USA} and
30/40 mesh diatomaceous earth from Cultek S.L.U. (Spain).

The following COP standards were from Sigma-Aldrich (Germany): 7[-
hydroxycholesterol (7B-OH); cholesterol 5p,6B-¢poxide (B-epoxide), 98%; cholesterol
Su,6a-epoxide (w-epoxide}, cholestane-3B,5a,63-triol (triol); 7-ketocholesterol (7-keto},
90% and, as infernal standard (IS), 6-ketocholestanol (6-keto), 97%. 25-
hydroxycholesterol (25-OH), 98%, from Fluka, Biochemika (USA} was also used.

Stock standard solutions containing 1000 mg L™ were prepared by weighing and
dissolving in 2-propanol. Individual or COP mixture working solutions in 2-propancl

were prepared from stock solutions by suitable dilution.

394



125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

Publicaciones y Congresos

2.3, Samples

Minced beef, cooked ham, Serrano ham, soft cheese and smoked salmon samples
from a Madrid (Spain) supermarket were minced in an electric machine and vacuum
packed in polystyrene bags, each containing a 50 g sample with a thickness of less than
one centimeter. The packages were stored at -18°C and protected from light until their

analysis. Some of these samples were irradiated by E-beam.
2.4.  Determination of food characteristic parameters

Water, fat and cholesterol contents were determined by following procedures
specified in the literature which were referred in a previous work (Lozada-Castro et al.,

2011).
2.5 Sample irradiation treatment

Sample freatment has been described in a previcus work (Lozada-Castro et al,
2011)’; essentially, the E-beam radiation source operated at 10 MeV and radiation doses

absorbed by the samples were 1, 2, 3, 6 and 8 kGy at about 90 kGy/min-

2.6.  COP sample preparation

2.6.1. ASE method

About 5 g of the sample, previously macerated and homogenized in the porcelain
mortar, were accurately weighed; this sample together with 6 g of 30/40 mesh
diatomacecus earth was transferred to the mortar and crushed until the mixture was
completely homogeneous. The resulting mixture was transferred to the bottom of an
ASE cell (22 mL), which was then filled up with diatomaceous earth and placed in the

ASE carousel. COPs were exfracted using petroleum ether:chloroform (85:15). The
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optimized settings were as follows; pressure (P), 15000 psi; temperature (T3, 40 °C;
preheat time, 5 min; heat, 5 min; statics, 5 min; flush volume, 120%,; purge time, 60 s;
cycles, 2. Total lipid extract volume was 45 ml. and total analysis time was 20 min per
sample. The extract was collected in a 60 ml. glass vial which was placed in the
Tembloc heater at 40 °C, blowing an Argon flow to dryness. The residue was dissolved
in 6 ml. of hexane by vortex shaking and the clean up was carried out as indicated in the

following paragraph.

2.6.2. Lixiviation and clean up comparison method

COP extraction and clean up was carried out as indicated in a previous work

(Lozada-Castroet al., 2011).

2.6.3. Tri-Sil COP derivatization

40 pl of 6-keto (50 mg/L.) as IS were added to a 12 mL amber vial also containing
either 40 ul. of each COP standard solution, their mixture, or the sample residue
obtained after the above COP sample clean up. The solvent, when it was present, was
removed by an Argon flow. Then, 400 ul. of Tri-Sil were added to the vial and it was
shaken vigorously for 2 min by vortex. Afterwards, the reaction was carried out at 60 °C
for 45 min inside the Tembloc heater. After reaching room temperature, Tri-Sil excess
was removed by an Argon flow. Then, 400 pL of hexane were added to the vial and it
was shaken for 2 min by vortex. The solution was filtered through a 0.45 ym and 4 mm

membrane filter.
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2.7. COP GC-FID chromatographic method
Experimental conditions were: He as a carrier gas at 1.6 mL/min flow rate; 290 °C
oven temperature; 300 °C detector and injector temperature; injection volume, 2 pL in

split ratio mode (3:1).
2.7.1. Calibration graphs

The Calibration graph for each COP was based on five points in the 0.1 to 10 mg L™

concentration range using 6-keto as [S.

2.8,  COP determination in food samples

Samples were prepared by following the procedures specified in sections 2.5.1 to
2.5.3. COP concentrations were determined using the internal standard calibration graph
with three replicates for each sample and experimental response factors (Rf} for each
COP with respect to the IS. ANOVA analysis was used to compare COP contents
obtained by applying the ASE method at different irradiation doses. Recoveries were
determined (when it was the case} for both lixiviation and ASE methods by adding 16
ul. of a 50 mg/l. COP standard solution to the homogenized solid sample which was

then settled for 30 min at room temperature.
2.9. COP identification

Tri-Sil derivative COPs were identified by GC-MS comparing their experimental

spectra in total ion Scan mode with those present in the NIST library.

3. Results and discussion
3.1, Defermination of food characteristic parameters, water, fat and cholesterol

contents, in non-irradiated samples
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COPs in animal food products may be present in fresh samples due to enzymatic
processes {Busch and King, 2009} and their formation could be related to fat and
cholesterol contents; consequently, these parameters were previously determined in
non-irradiated samples. From the analytical peint of view, they are included in the lipid
fraction. The maximum fat content able to be determined by the ASE system, which is
specified by the manufacturer, is 800 mg; consequently, this parameter was required to
select the sample weight. Results of water, fat and cholesterol were determined and they
are specified in Table 1; the water content in all samples was higher than 31 g/100g.

The lowest fat and cholesterol contents were obtained for cooked ham.

3.2.  Chromatographic optimization

Two capillary columns, HP-1 and HP-5 were tested for COP Tri-Sil derivative
separation and temperature programs proposed by other authors were evaluated (Petron
et al., 2003; Guardicla et al., 1995); however, they were found unsatisfactory because
two critical pairs, 6-keto/7-keto and 7-keto/25-OH remained. Therefore, temperature
programs for COP ester separation were tested. Other chromatographic conditions, such
as flow rate as well as injector and detector temperatures were optimized. The HP-1
column showed a lower analysis time than the HP-5 column and was selected; Rs
values higher than 2.0 for critical pairs in less than 22 min and retention factors lower

than 15 were obtained.

3.3, Optimization of the COP derivatization reaction

COP Tri-Sil derivatives whose separation was difficult were selected for the
optimization study, mainly triol and especially critical pairs involving 6-keto/7-keto and

7-keto/25-OH.
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212 A fractional experimental design 2*' (four factors and two levels) was applied to
213 determine the most significant variables (factors); a replicated central experiment was
214  added. The design response was used in terms of chromatographic peak area. Selected
215  factors were stirring time, {s (2 and 8 min}), type of solvent (hexane and acetonitrile},
216  reaction temperature, T (55 and 65 °C) and reaction time, t {30 and 60 min). The most
217  significant factor was the solvent fype, hexane being the most suitable for the
218  derivatization reaction. The stirring time was not significant and therefore, its value was
219  fixed at 2 min. Temperature affected the reaction positively. Reaction time had a
220  positive or negative effect depending on the particular COP.

221 T and t, non fixed factors in the above fractional design, were optimized by a new 3°
222 full factorial design at three levels, 15, 45 and 75 min for t, and 25, 45 and 65 °C for T,
223 also adding a replicated cenfral experiment. Responses were now expressed in terms of
224  relative area, A, (peak area with respect to that from the IS}, signal/noise (S/N) ratio and
225  critical pair resolution (Rs). An experimental design analysis was performed by the
226 Statgraphics program giving rise to main effect plots and response surface graphs which
227  showed a direct relationship between T and A,; the best responses were obtained at 65

228  °Cfor T and 40 min for t, which agree with literature (Menéndez-Carrefio et al., 2008).

229  3.4.  Analytical characteristics from standards

230 Calibration graphs were obtained using 6-keto as IS; COP response factors were in
231 the range 0.80-1.36. The criteria of the 96/23/EC directive to evaluate the performance
232 of analytical methods, linearity, LOD and LOQ were followed (Official Directive
233 96/23/CE (2002/657/CE}). Calibrations were linear in the 0.5-10 mg L' concentration
234 range with determination coefficients higher than 0.9965, RSD at 5 mg L7
235  concentration level being lower than 5% (n=6} for repeatability and lower than 8%

236 {n=3) for inter day reproducibility. Detection limits were in the range from 2.54x10 Zto
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12.6x10 Z ng. Derivative COPs were significantly stable at -18 °C (ANOVA, p<0.05,

for inter day precision), for at least 5 days.
3.5, Optimization of the ASE method applied to samples

COP analysis in lipid food samples by GC is difficult because the COPs have to be
isolated from complex matrices. Since COPs are usually present at a very low
concenfration, pre-concentration and clean up steps are needed.

Lixiviation and ASE methods were compared to extract COPs from cooked ham
samples based on recoveries. Results are shown in Figure 1. The lixiviation method,
which uses chloroform, had been optimized in the referred study (Lozada-Castro et al.,
2011}. Temperature (40 to 80 °C) and pressure (1500-2000 psi} were tested in the ASE
method. Lipid COP extracts were cleaner using the ASE method, which was found to be
more efficient since sample homogenization increased sample-solvent contact and
allows T and P control. The extraction time decreased drastically from 18 h (lixiviation
method) to 20 min (ASE method). Besides, the use of petroleum ether containing a
small chloroform percentage, which continues to be a more volatile solvent than pure
chloroform and has low toxicity, made the use of a rotary evaporator unnecessary.
Because COPs can suffer oxidation at high temperature, gentle conditions, 40 °C at
1500 psi, were selected to ensure that cholesterol does not react to produce COPs. The
use of a small chloroform percentage was necessary to extract quantitatively the most
polar COPs (triol and 25-OH). Other solvent mixtures were also tested;
methanol:chloroform mixtures gave dirty extracts, possibly because methanol increases
the solubility of water soluble endogen compounds. For this reason, the Boselli
methodology (Boselli et al., 2001) based also on ASE extraction, which was applied to
powdered egg samples containing a low water percentage (4%), was not suitable for

studied samples that contained both higher water amounts and polar endogenous
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compounds; in addition, this methodology uses a saponification step with KOH in
methanol and some COPs (triol and epoxides) are likely to react due to a change in the
pH of the medium (Nielsen et al., 1996). Furthermore, friol {acidic compound) in a
basic medium could be fransformed into its negatively charged species, which are
insoluble in non-polar solvents.

Similar RSD wvalues (in general lower than 10%} and higher recoveries were obtained
for the ASE method in comparison with the lixiviation method. Besides, sample
preparation time decreased by a factor of 15, solvent consumption decreased by 50%,
drastically reducing the volume of chloroform needed, and COP extracts were cleaner,

thus minimizing contanination risks.

3.6.  COP identification by GC-MS

COP Tn-Sil derivatives from food samples were identified by GC-MS using the
NIST library, except in the case of u- and P-epoxide, whose Mass Spectra were
compared with experimental ones from standards. COPs identified and/or quantified in
the samples were: 7-pOH, B-epoxide, w-epoxide and 7-keto in all cases and 25-OH in
some samples. Because 6-keto was not found in any sample, this COP was selected as

IS.

3.7.  Validation of the GC-FID method

The precision and accuracy of the ASE method were evaluated through recovery
studies from spiked samples using a COP mixture solution at 2 mg/I. concentration
level in the analytical solution and three replicates. The lowest recoveries were for the
more polar COPs, namely triol and 25-OH (63 and 66% for cocked ham and smeked
salmon, respectively); the highest recovery was for 7-keto (95.2%)} from cooked ham

samples. RSD values were lower than 12%.
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3.8.  COP determination in non-irradiated food samples.

COP content in minced beef, cooked ham, Serrano ham, soft cheese and smoked
salmon was determined using the ASE method to prepare the sample. Results are shown
in Table 2.

Obviously, detected COPs depended on the sample type. All COPs studied, except
25-OH, were detected in Serrano ham samples. In the other samples, except in salmon,
four COPs, 7B-OH, B-epoxide, a-epoxide and 7-keto, were identified and quantified. In
minced beef samples their concentrations were comparatively higher than those found
in the other analyzed foods; this is probably due to the high contact surface of minced
beef which can facilitate oxidation reactions. Finally, in smoked salmon samples, which
had different food characteristic parameters with respect to the other samples studied,
only 7p3-OH, B-epoxide and 25-OH were detected, the latier having the highest content.
In general, COP content in salmon samples was the lowest among all those studied; it
must be emphasized that 7-keto was quantified in all samples, except in smoked salmon
in which it was not defected.

In other studies, similar COP contents were found in minced beef, cheese and
Serrano ham (Petron et al., 2003; Finocchiaro et al., 1984; Vicente and Torres, 2007);
however, in samples of cold meat cuts, higher COP contents were obtained (Zanardi et
al., 2009); moreover, a tendency to COP formation due to heating during food

processing has been mentioned {(Al-Saghir et al., 2004).

3.9, Influence of E-beam irradiation on COP formation. Statistical studies.

3.9.1. Analysis of variance, ANOVA.

In order to detect potential effects due to the irradiation process, samples irradiated at

different doses (0 to 8 kGy} were also analyzed. Results are shown in Table 2. In
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general ferms, COP contents were higher than those obtained from non-irradiated
samples. ANOVA testing gave significant differences between COP mean
concentrations, indicated by p values lower than 0.05. In general, COP content
increased when the irradiation dose increased, although linear correlations were not
obtained. COP content increased by a factor up to 1.7 at 8 kGy. Detected levels were
about 100 fold lower than the toxic levels allowed for in i vitro experiments (Yin et al.,
2000).

In cooked ham no statistical significant differences were found between different
irradiation doses, except for f-epoxide at 6 kGy. COP content in Serrano ham increased
significantly after irradiation but there were no significant differences among irradiation
doses. In soft cheese significant differences between non-irradiated and irradiated
samples were not observed up to 6 kGy, except for 25-OH which showed significant
differences just above 1 k(Gy. In smoked salmon samples, sensory and texture changes
after sample irradiation were observed; the characteristic color of smoked salmon
disappeared gradually with an increasing irradiation dose and changes in sample smell
and texture were observed which agree with literature (Boselli et al., 2005). Diverse
COP amounts of 25-OH were found in irradiated samples and 7-keto was detected but
not quantified.

A two factor ANOVA showed significant differences between COP mean values
obtained in the different samples at 95% confidence level; in conclusion, COP
formation depends on sample type.

As an example, chromatograms obtained from irradiated and non-irradiated Serrano

ham samples are shown in Figure 2.
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333 3.9.2. Principal component analysis, PCA.

334 Since the ANOVA test did not supply significant information on the effect of
335 irradiation doses on COP formation and its relation with sample type, a PCA study was
336  carried out. Firstly, based on the results showed in Table 2, their correlation matrix was
337 obtained indicating that lineal and non-lineal correlations (positive and negative)
338  between some variables exist. In the PCA study, taking info account the irradiation
339  doses and variables specified in Table 1, two principal components were found for all
340  types of sample except for minced beef for which only one principal component, PC,,
341  appeared, explaining 68.83% of the total variance. The results of PC; and PC,
342  eigenvalues for each type of sample, their equations as well as explained and cumulative
343  variance percentages are shown in Table 3.

344 Taking as an example the results obtained for cooked ham samples, the biplot graph,
345  dispersion and weight component, i1s showed in Figure 3a; COP contents in non
346  irradiated samples are clearly different from those found in irradiated ones at 4, 6 and 8
347  kGy irradiation doses; samples at 1 and 2 kGy are located in an intermediate position
348  which may indicate a transition from non irradiated to high irradiated samples.

349 Other conclusions for cooked ham samples can be drawn; at 6 and 8 kGy, a higher
350 amount of ¢- and [-epoxide appeared and at the lowest irradiation doses, formation of
351  the less non-polar compounds, such as 25-OH and triel and even 7-keto was more
352  favorable. The high water content in these samples can affect COP formation at the
353  lowest irradiation doses, the weight component being highest for 25-OH; it would seem
354  that water content favors COP formafion.

355 Similarly, a biplot graph (PC; vs PC;) for cheese samples is showed in Figure 3 b. A
356  type of transition is also observed. Differences between non irradiated and irradiated

357 samples were not apparent up to the high irradiation doses, 6 and 8 kGy, as the
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formation of a-epoxide, 7-keto and 7-OH indicates. For low irradiation doses, the high
fat content could protect against COP formation.

Correlations between high irradiation doses and the appearance of COPs are also
observed in cheese and cooked ham samples, being quite clear for 7-keto.

In Serrano ham, similar effects to those observed in soft cheese regarding the

formation of a-epoxide and 7-keto were observed at 4 and 6 kGy; this could be due to

their similar lipid content. At the lowest irradiation doses, 1, 2 and 4, high a-, f-epoxide
and triol contents were detected.

On the other hand, the smoked salmon samples present a similar behavior to that of
soft cheese, but only at low irradiation doses, forming a-epoxide, 7-keto and 7-OH. The
high water content of salmon could explain that the 25-OH initial content does not
suffer significant changes after irradiation; at 2 and 8 k(Gyy, triol showed the most
important changes.

In summary, significant differences were observed between non irradiated and
irradiated samples. The highest differences were found in Serrano ham and in smoked
salmon samples at all irradiation doses tested. E-beam irradiation of food samples in the
range 1 to 8 kGy increased COP content between 0.100 and 2.600 ng g, which was
about 100 times lower than toxic levels allowed in in vifro and in vivo experiments
{Boesinger et al., 1993; Zanardi et al., 2009; Yin et al., 2000}. This increase depends on
both irradiation dose and food composition, but COP’'s increase was not linear with
irradiation dose.

On the other hand, 25-OH COP formation can be favored in samples containing high
water content. However, for other samples, the 25-OH content was not significant as a

weight component.

405



Publicaciones y Congresos

382 3.10. Correlation between COP content and characteristic parameters before

383  sample irradiation

384 Correlations between fatty acid contents and cholesterol effects of food processing
385  on COP formation have been described by several authors {Boselli et al., 2005; Geni et
386  al., 2006; Baggio and Bragagnolo, 2006); we have studied our samples and results fit
387  general specified comments. A positive correlation between fat and cholesterol content
388  was observed. Table 1 also shows cholesterol and total COP content; analyses were
389 made in triplicate and in general RSD wvalues were lower than 10%. Minced beef
390 samples had high cholesterol content and the highest COP amounts; they also contained
391  the highest COP/cholesterol ratio. In cooked ham, very low fat and cholesterol content
392  were found; however, the COP/cholesterol ratio was relatively high, possibly due to
393  temperature changes during manufacture. In the case of Serranc ham, the aging process
394  is relatively slow, indicating that maturation time may be an important factor in COP
395  formation. Soft cheese samples had the highest fat and cholesterol content; however,
396  COP content was lower than that of Serrano ham, which suggests that COP formation is
397  associated not only with the presence of cholesterol but also with the presence of other
398  fat components. Finally, smoked salmon showed high cholesterol content; however, its
399  COP content was low and its COP/cholesterol ratio was the lowest; because its fat
400 content was also low, it is possible that this matrix could contain compounds which
401  prevent cholesterol oxidation.

402 Regarding multivariate studies, the correlation maftrix of results obtained (Table 2}
403  together with the total COP content indicated some lineal and non-lineal correlations
404  between variables. A PCA study gave three significant principal components, whose
405  3D-biplot graph (PC; vs PC; vs PC;} showed clear correlations between cholesterol

406  content and soft cheese samples, as well as between lipid content and 7-keto, 3-epoxide
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and o~epoxide contents which is related to Serrano ham and minced beef samples;
however, the effect of water content is negatively correlated to the lipid content. Cooked
ham is the most related sample to water content, as should be expected due to its high

water percentage (73%).

4. Conclusion

The proposed ASE method for sample preparation and further determination of
COPs in food samples of animal origin by GC-FID is advantageous with respect to the
lixiviation method; sample preparation time decreased by a factor of 15, solvent
consumption decreased by 50%, drastically reducing the need for chloroform, analyte
extracts were cleaner and the risk of contamination was lower. The proposed method is
gentle, requiring 40 °C and 1500 psi for lipid extraction, and making the saponification
step unnecessary for free COPs determination.

E-beam irradiation of food samples in the range 1 to 8 kGy increased COP content
between 100 to 2600 ng g-1, which was about 100 times lower than toxic levels allowed
for in vitro and in vivo experiments. This increase depends on both irradiation doses and
food composition, including fat/cholesterol ratio but it was not linear with the

irrachation doses.
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Figure captions

Figure 1. Recovery plots of COPs by ASE and lixiviation techniques in cooked ham.

R, recovery.

Figure 2. Chromatograms from Serrano ham samples.{ ==} non-irradiated and =)
irradiated at 6 kGy. 1. 7p-OH, 2. p-epoxide, 3. u-epoxide, 4. triol, , 5. IS (6-keto} 6. 7-
keto and 7. 25-OH.

Figure 3. PCA study of the influence of irradiation on the sample. a- Cooked ham; b-
Soft cheese.

Figure 4. Correlation between COP formation and characteristic parameters of the

samples.
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Table 1 Water, fat, cholesterol and the total COP contents in food samples

Sample Water, Fat, Cholesterol, COPs,  COPs/ Cholesterol,
"mg/100 g "% mg/100g ug/g ‘ng/mg
Minced beef 28935 104(2.6) 345(123) 2.756 7.99
Cooked ham 724 (1.6) 5.2(4.5) 19.6 (2.8) 0.449 2.29
Serrano ham 36.8 (4.2) 34044 371034 1.231 332
Soft cheese 40.3 (7.0) 259(59) 523(53) 0.601 2.61
Smoked salmon  62.3 (2.6) 114(54) 38.3(6.9) 0.102 0.266

* Mean value (RSD, %, n=3)
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Table 2 Mean COP contents in non-irradiated food samples (n=6) and irradiated samples (n=3).

Sample Irradiation COP concentration in png g™ and (RSD. %) obtained by ASE method
doses. kGy 78-OH B-epoxide a-epoxide triol 7-keto 25-OH

0 0.678(54) 0.227(87)  0.163(10.7) ol 1.688(3.5) nd
1 0.889(5 8) 0.935(7.4) 0.242(7.4) nd 2036(6.9)  0.024(9.8)
2 0.996(4.5) 0.826(3.9) 0.186(5.0) nd 2.173(6.6)  0.033(114)
Minced meat 4 0.976(3.3) 0.780(8.7)  0.218(13.4) nd 2.034(4.0)  0.062(10.7)
6 1151(80)  0903(13.7)  0.349(14.9) nd 2.669(7.4)  0.056(13.2)
8 0.880(5.3) 0.695(7.8) 0.254(2.8) nd 2.138(6.0) 0.019(15.1)

0 0.115(3.3) 0.133(1.7) ng" nd 0.201(10.8) nd
1 0.138(5.39 0.126(6.5) nq nq 0.231(6.2)  0.096(13.5)
2 0.1355.1)  0.132(10.0)  0.142(11.2) nq 0.259(6.8)  0.074(9.4)
Cooked ham 4 0.146(13.7)  0.157(7.7)  0.127(14.0) nq 0426(21.6)  0.122(1.5)
6 0.122(64)  0.260(134)  0.139(3.5) g 0.296(24.8)  0.094(17.6)
8 0.131(7.1) 0.253(8.7) 0.108(5.3) - 0.273(12.6)  0.108(12.3)

0 0.283(3.6) 0.283(3.6)  0.185(11.0) g 0.480(9.9) nd
1 0.302(5.9) 0.235(8.2) 0.193(9.6) ng 0.537(7.5)  0.116(13.1)
2 0.205(58)  0227(10.0)  0.192(9.3) ng 0.575(7.7)  0.131(5.1)
Serrano ham 4 0.281(8.9) 0.242(9.6)  0.206(12.9) ng 0.680(11.5)  0.095(28.5)
6 0.310(4.5) 0.230(2.8) 0.197(11.2) ng 0.746(6.8) 0.192(6.3)
8 0.257(8.1) 0.198(14.6) 0.159(11.3) - 0.510(1.9) 0.155(11.1)

0 0.14034)  0.110(12.8)  0.161(11.6) nd 0.190(4.7) nd
1 0.130(5.1) 0.101(1.6) 0.140(1.6) nd 0.220(9.3)  0.108(12.0)
2 0.138(5.5) 0.085(6.0) 0.151(3.0 nd 0.228(2.6) 0.124(10.6)
Soft cheese 4 0.106(7.7) 0.089(4.2) 0.164(3.4) nd 0.183(2.5) 0.143(5.8)
6 0.164(7.1) 0.106(6.8) 0.187(1.3) nd 0.269(6.9) 0.172(7.6)
8 0.256(5.5) 0.128(11.6) 0.206(6.4) nd 0.379(5.8) 0.121(10.4)
0 ng nq nd nd nd 0.102(12.1)
1 0.167(13.3)  0.210(13.7) ng ngq ng 0.175(13.4)
2 0.149(7.8) 0.156(6.8) nq ng ng 0.086(15.6)
Smoked salmon 4 0.11927.1)  0.2209.7) nq ng ng 0.165(16.3)
6 0.146(6.3) 0.236(11.0) nq ng ng 0.200(8.6)
8 0.14%(7.8) 0.156(6.8) ng g ng 0.086(15.6)

* non detected; © non quantified
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Tabla 3 Study of irradiation influence on the COP sample formation by PCA

Sample PC'  Eigenvalue Equation Variance %
Explained  Cumulative

Minced 1 4.09967 0.33 * imadiation —0.46 *7-OH + 0.39 * ¢-epoxide +0.41 * f-epoxide +0.45% 7-keto +0.39 * 25-OH 68.33

beef 2 0836363 13.95 82,28
Cooked 1 252461 0.39 #irradiation +0.30 *7-OH + 0.31 *B-epoxide + 0.31 #a-epoxide +0.41 # Triol +0.42 *7-keto + 0.47 #25-OH 5035

ham 2 1.6732 -0.45*madiation +0.54*7-OH - (.57 *f-epoxide - (.19 *or-epoxide +0.31 * Triol - (.10 #7-keto + 0.17 *23-OH 23.90 74.25
Serrano 1 365122 -0.10 *jrradiaton (.34 ¥7-OH - 0.4 *(-epoxide - 0.47 *o-epoxide - 0.41% Triol - (.40 * 7-keto - 0.35 *25-OH 5216

ham 2 (.88213 0.72 *irradiation  0.37*7-OH - 0.15 *B-epoxide - 0.14 *o-epoxide - 0.16% Triol +0.20 ¥ 7-keto + .48 ¥25-0H 24.87 77.03
Soft 1 4.00669 0.45 *itradiation + 0.46 *7-OH + 0.36 *B-epoxido +0.45 * g-epoxido +0.47 *7-keto — 0.17 ¥25-0H 00.78

cheese 2 136670 0,33 *imadiation -0 21*7-OH - 0.49 *B-apoxide +0.03 * a-epoxide - 0.04*]-keto +0.79 ¥25-0H 278 §9.56
Smoked 1 4.32088 (.23 *irradiation +0.45 *7-OH + 0.44 * B-epdxido +0.47 *a-epdxido +0.37 *Triol + (.38 ¥7-ceto + (.23 #25-0H 61.73

salmon 2 135996 .0.34%imadiation -0.16¥7-OH + .28 * P-epoxide + 0.075 *o-epoxide -0.50 *Triol - 0.04 *7-keto — .72425.0H 1943 §1.16
* Principal component
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P2.273

Reasscssment of the chelesterol oxides silyl derivatization reaction by
factorial design for their detcrmination by gas chromatography

1. ). Lozwda-Cstro, M.J. Sontos-Delgado®, ¥ Crespo-Corral and LM, Polo-Dicz.
Departwent of Analysical Chemiroy, Foculty of Chemistey, Comphitense University of
Madetd, 28030) Madrid Spain.

antos 2 QUIm.UCLSs

Chok 1 in the In dict s mainly the result of animal food sources being oxidizcd in
the presence of oxygen. light, beat, radiation, free radicals and so on: ils onidution products
form a group of cholestero! mxides (COP) whose structure is similar to that of cholesterol but
which can bz pokentislly nxre harmful 1 our health than cholesterol. Consequently, interest
in the toxicily of COPs has increased markadly in recent years, and #t has becn linked to the
develoy of atherosclerosis aod coronury heurt diseases. Altaough some COPy can be
detected by HPLC-UV their scnsitivity is quite snall; 0. gas chromatognephy, GC, methods
are preferred although x derivatization reaction is required. A silylution reaction is often used,
2 useful reagent being Tri-Sil. Tlowever, their derivative compounds are difficult 1o scpacate
and lack of resolution still remains, cspecially for the 6-Ket-7-Keto, and 7-Keto-25-0H
crilical pairs; the best separations scem L be vbiained using polar columms.

In this work, seven cholostorol uxides were selected because they are nwsdt ofien found in
animal food ssmples (25-Hydroxycholesterol (25 OH), 7-Ketxholesterol (7-Keto), 6-
Ketocholestanol (6-Kew), Cholestanctriol (Triol)). 7p-hydroxycholesterol (78-OH), Sa S
Fposycholestan 3fkol (a-poxy) sod 5B, 6 B-Fpaxycholestan 300l (B-Fposy), and a GC
method is proposcd for their determination. Firstly, the COPs wore derivalizad using Tri-Sil
as derivative resgont hased om & literatuse method [1]. The sily! derivatization rcaction was
optimized by fucurial denign. 1a all cxperiments, 1.0 10 5 mgl. COP coaccatration, o volume
of 400 ul. of T1i-Sil and 9-10-dipbenyl-amihracene as intermal standard were used; (he best
experimental conditions were obtained; reaction tio was 40 min, stirring tme was 2 min,
reaction tempersture was 65°C und hexane was used as # solvent. Optimum experimental
conditions wrv slightly diffecent trom those referred in the litkerature. A study of difforent
columns (non polar stationary phascs) snd tempenutuse programenes for COP ester separation
was carried out. Semi capillary wnd capillary columas, HP-S and HP-1, und an FID detector
were used. Chromatographic conditions, such as injector and detcetor lermperstures, and flow
rates were optiouzed. From this sdy, it was confirmed thal semi-capillacy columns yiekded
noisc lovels sbout 16 times higher than capillary columns. HP-S columas (5% phenyl-methyl
silicone) were nol suitable for COP cstor scparation in 2 reasonable tme slthough good
resolulion was obtainod in isothorm made; however, HP-1 columns (dimethyl silicone)
showed resoluticns higher then 1.5 and relention factors lower than 15, The optimum
chromstographic conditions were injector temporature 330 °C. 1.6 mlimin cacricr gas flow, 2
pl. imjection volume using a 3:1 split rfio snd an oven sothenm temperaturce of 290 °C during
22 min; the possible compounds femed during the derivatization resction were remaved
extendiag the remperaturs programme using 3 camp of 5* C'min up 1o 300 °C for 15 min. This
method has been sucvesafully applicd to RTE saimal food samples.

1) M. Menéndez-Carrefio, C. Garcia-Hemeros; 1. Astissarin; D. Ansorena. Jowmal of
Chromaiograpiy A, 2008, 564, 61-68

&
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Table 1. Experimental design
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Table 2. Chromatographic conditions
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Figure 3. structures of the COPs derivatives obtained by means GC-MS, 1. 78-OH;
2.5,68 3.5,60; 4. Triol, 5. 6-K; 6.7-K; 7. 25-0H

—
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Figure 2. Graphs of main effects for the factorial design

. Shu-Mel Lsi, lan Gray, and Matthew E. Zabik, Evaluation of Extraction and Gas Chrmatography for
Determination of Colesterol Oxidation Products in Spray-Dried Whole Egg, J. Agric. Food Chem.,
American Chemical Society 43, (1995), 1122-1126.
Directive 2 of the European Community.

B nt work has received ‘support from Project S-0505/AGR-0314 (TEMINYSA/CM), funded by the
Direccion General de Universidades e Investigacién, Consejeria de Educacién, Comunidad de Madrid, SA.
“We thanks the Mass Spetrometry service of the Compltense University of Madrid, Spain.
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(TKETO)

HC

6* 0 3** g (crushed ffration oves
samples and mixed) + : sodium sulfate wash with 10 of Rotary vapor
Serrano Ham oML cricly = 0 S at40° C
Soft cheese n line, 0.45um ce

Shaking for 18 h membrane

commercial

residue
acetone evaporated.
sliced argon flow, 40 °C OPs elution: 10 mL acetone residue dissolved
in 6 mL hexane

vacuum silica

packed
ashes: 10 mL hex:ether 95:5
25 mL hex:ether 90:10
e-beam irradiation Cys, TRACER EXCEL 120 ODSA “Mobile phase: 15 mL hex:ehter 80:20
(1 and 8 kGy) (3 um, 150 x 4.6 mm i.d.) AcN:H20, 90:10

Other Chromatographic conditions:
Flow rate: 0.8 mL min’
Stored at - Detection at 205 nm: 25-OH. 6-KETO
18°C until UV Detector: LDC Analytical Jasco PU 1580 pump Detection at 238 nm: 7-KETO
analysis ‘SpectroMonitor 4100

Table 1. Analytical characteristics. A 205 nm

LOD LOQ . Recovery (%)
(mg/l) (mg/l) Cheese Ham
25-O0H 0.09 0.29 0.996 80.9 67.1
7-Keto 0.15 0.49 0.999 61.1 83.3

6-Keto 0.36 1.20 0.999 89.8 80.0

COPs

7-Keto at 238 nm, 6-Keto and 25-OH at 205 nm

Tieme, min Time. min.

Table 2. COPs content in cheese and ham samples. ng/g ;;g':.': 1',-0,“' A.,c :;x:ow,;;,,m;,'n';.“ 20 228, 1om » 2oft cheese sample; B Cheomatograms ot 205 and

N DOSES, kGy

0 1 2 4 6
250H | ND | 493 | 320 | 379 | 556
‘Cheese |7.Keto | ND | 134 | 134 | 139 | 203
.Serrano | 250H | ND | 57 NA 57 61
I ‘Ham  [7Keto | 110 | 327 | NA | 207 | 504

COPs

i

Be8884d

88

250 my
<BYEREEY
SHEE88Y

oBHEEBREY

O T L O
Gone ot madaton. 4Gy Doseof madision 4Gy c ose ot radaion . Gy Dose otimacaton. Ky

>

ND=not detected; NA=not analyzed, 7-Keto at 238 nm and 25-OH at 205 nm

Figures 2. Average and innterval graphs from ANOVA; A) 25-OH in soft cheese; B) 7-Keto in soft cheese; C) 25-
OH in serrano ham; D) 7-Keto in serrano ham. ‘

The present work has received financi

pport fro
Project $-0505/AGR-0314 (TEMINYSA/CM), funded by the Direccion General de omunidad de Madrid. SA. (Spain)
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STUDY OF THE EFFECT OF E-BEAM IRRADIATION ON THE COP FORMATION IN
DIFFERENT FOODs BY GC/FID

Lozada-Castro, J. J. #, Santos-Delgado M.J. and Polo-Diez L.M..

Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Complutense University of Madrid,
28040 Madrid, Spain.

% Chemistry Department, Science Faculty, Narifio University. Colombia
jicc@hotmail.com

Cholesterol oxidation in food samples gives rise to a wide variety of secondary
compounds, named Cholesterol Oxidation Products (COPs); more than 80 COPs have
been identified which are potentially toxic to humans. Food processing techniques,
including irradiation treatments, could increases its COP content.

Since animal food samples are very complex, COP sample preparation for
chromatographic analysis requires multiple steps which explain that small
improvements are introduced continuously depending of the sample.

In this research the following COPs ( 7B-hydroxycholesterol (73-OHj),
Cholesterol 5B, 6p-epoxide (B-Epoxide), Cholesterol 5a, 6a -epoxide (a-Epoxide)
Cholestane-3p, 5a, 6B-triol (triol), 5-Cholest-3p-ol-7-one (7-Keto) and 25-
hydroxycholesterol (25-OH)) have been determined in several food samples (cooked
ham, Serranc ham, cheese and smoked salmon), before and after E-beam irradiation,
by GC-FID after Trisil derivatization. Sample preparation was made by Accelerated
Solvent Extraction (ASE) and a SPE clean up using silica and amino propyl cartridges.

Small differences in sample preparation and Specific COPs detected in the food
sample depended from its composition. In non irradiated food from land animal origin,
the following COPs were detected: 7B3-OH, B-Epoxide, a-Epoxide and 7-Keto which
content depends of the particular food. However, in marine food (smoked salmon), the
a-Epoxide and 7-Keto COP were not detected; but, the 25-OH COP appeared. In the
case of soft cheese, the Triol COP was never detected. E-beam irradiation up to 8 kGy
increased food COP content; significant differences between non irradiated and
irradiated samples were confirmed by ANOVA analysis; COP levels were lower than
those recommended by WHO and EU organisms.
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Cholesterol is the major steroid of animal ongin which produces many dfferent metabolic functions. In the human diet is manly the result of animal food sources being able to be oxidzed in
the presence of oxygen, light, heat, radation, free radicals and so on; its oxdation products form a group of cholesterol oxides (COPs) whose structures are similar to that of cholesterol but

which can be potentidly more harmful to human health than chalesterol. Thus, the interest in OOP lo:acty has increased markedy in recent years. In the present work, the effect of e-beam
imadiation on formaton of seven COPs in Ready To Eat ( RTE) food semples was with flame detector (GC-FID), dter derivatizetion with Tri-Sil
Sample preparation was made using accelerated soivent extraction (ASE) and a clean up by sold phase extraction (SPE)

estane-38,5a,68-Triol 25+

58 BB-epaide Cholesterol Sa8a-epaxide 7

e-beam irradiation
(1and 8 kGy)

Collect Extract
Glass vial, 80 mL
(six vials can be handled)

Transfer to an ASE cell
Placed inthe ASE
carousel

Total volume, 45 mL
Jotal time, 20 min

AR/
-

ARRRREE

s e outn 20 28

LY~

SEEbELLE

Figure 3 PCA showing that COP formation depends from | cPt
fal more than one.

T et * =

Fig 1- Chromatogram of Serrano ham samples: 3-non iradiated b-
Irradiated at 6 kGy 1. 78-OH, 2. B-epoxide, 3. a-epoade, 4 .taol, IS
(B-keto), 5. 7-keto and 6. 25-OH

1. ShuMeiLs, lan Gray, Zaik,

u—wcu-usmu(m 11221126,
2. Diective 96232002 of the European Comenunity.

428



Publicaciones y Congresos

Cholesterol oxides in irradiated raw and marinated pork loin

Garcia Marquez, |, Escudero, RM_, de la Hoz, L, Ordéfiez, J. A, Cambero M1
Departamento de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos Facultad de
Veterinaria. Universidad Compiutense de Madnid, 28040 Madnid, Spain
Lozada, J.J. Santos-Deigado, M J., Polo-Diez, L M. Departamento de Quimica Analitica.
Facultad de Quimicas. Universidad Compiutense de Madrid, 28040 Madrid, Spain

Application of traditional technologies for sanitizing siiced and packed raw meat portions
is not feasible, however, radiation is a very effective way 1o eliminate pathogens present
in these kinds of foods. However, some researchers have suggested that the use of this
technology in meat products is imited because of resulting changes in the aroma, colour,
and flavour, which can significantly affect consumer acceptance. Radiation could
mmmmlmNMMMa
cholesterol oxidation products (COPs). I ¥ These compounds have received much
attention due 10 their biological effects such as cytoloxicity, atherogenicity and changes in
celiular membrane properties. In previous studies on pork loin we have optimized the
electron-beam treatment 10 achieve an important increase of the shelf-ife with negligible
changes in the sensory attributes. Doses <2 kGy led 10 at least double the shelf-ife
maintaining consumer acceptance. The objective of the present study was 10 determine
the effect of E-beam iradiation at low dose (1 and 2 kGy) on the COPs in vacuum packed
raw and marinated pork loin siices.

Raw and mannated pork loin siices were vacuum-packed and iradiated under an electron
beam radiation source (IONISOS steniizaton SA, Tarancin, Cuenca Spain) which
operated at 10 MeV. The dose absorbed (1 and 2 kGy) was caiculated considering the
absorbance of cellulose triacetate dosimeters imadiated simultaneously. The COPs were

analyzed by CG-FID.

In raw loin control (untreated) 7beta-hydroxycholesterol, alpha-epoxicholesterol, beta-
epoxicholesterol, cholestan-3beta Salpha 6beta-triol (tol) and 7-ketocholesterol, were
found. However, in the marinated loin control samples, 7beta-hydroxycholesterol was only
determined in significant amounts (> 0.5 ppm). The kinds of cholesterol oxides found in
imadiated samples were basically the same than those found in untreated loin, but the
total COPs contents in imradiated samples were higher. Different behaviour of the COPs in
the raw and marnated loin samples was observed. In raw samples, a decrease of the
Theta-hydroxycholesterol and an increase of 7-ketocholesterol with increasing doses
applied has been detected. However in mannated loins, iradiation treatment significantly
(p<0.05) increased the formation of 7beta-hydroxycholesterol, triol and alpha-
epoxicholesterol.

Financed by projects AGL2007-65235-CO2-02, CARNISENUSA (CSD2007-00016),
included in CONSOLIDER-INGENIO 2010 and UCM-BSCH 920276.

Literature:
[1JAMDU, JoC,DuM,_ Oison D G, Nam K C. Meat Sci. 2000, 56, 203. [2] Maerker G,
K.C. Jones K C. JAOCS. 1992, 69, 451
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INTRODUCTION

The application of traditional technologies for sanitizing sliced and packed raw meat portions is not feasible. However radiation is a very effective way
to eliminate pathogens present in this kind of food!!.. Nevertheless some researchers have suggested that the use of this technology in meat products is
limited because of resulting changes in the aroma, colour and flavour, which can significantly affect consumer acceptance!?). Radiation may accelerate
oxidation reactions and thus produce undesirable compounds such as cholesterol oxidation products (COPs)*#]. Doses <2 kGy led to at least double the

shelf-life while maintaining consumer acceptance.
The objective of the present study was to determine the effect of E-beam irradiation at low doses (1 and 2 kGy) on the COPs in vacuum packed raw and

marinated pork loin slices.

OkGy 1kGy 2k METHODS AND MATERIALS
COPs extraction with ASE system

Raw loin  Marinate loin

E-beam treatment M ey Petroleum ether: chloroform (85:15), - .‘V
(1-2 kéy) B R i "‘ivnifh solvent mixture, 1500 psi, 40°C ] %
Rabotkioln diatomaceous earth = E [} 2 L
Cyg SPE cartridges

ﬁ & COP derivatization

IONISOS sterilization SA parinated porklofn 250 mL TRI-SIL
ilizati £ i+
(Tarancén, Cuenca, Spain) Storage at 4 °C Gas chromatograph-flame o e il
(0. 8 and 18 days) ionization detection (C6-FID)

R

RESULTS AND DISCUSSION

Chromatograms from loin samples

p I

/ Raw pork loin

0 kéy

M M Lo

COPs identified:
(1) 7p-hydroxycholesterol, (2) Cholesterol 54, 6f-epoxide, (3) Cholesterol 5u, 6a-epoxide, (4) Cholestane-3p, 5a, 6p-triol (Triol), (5) 6-ketocholestanol

(Internal standard), (6) 7-ketocholesterol.

[ ]

2 key

(I R I}
FEb b

- COPs

Response surface plots showing the effect of irradiation (kGy) and storage time at 4 °C (days) on total COP
content Marinated pork loin

Raw pork loin

N o The different behaviour of the COPs in ¢ .5

-: 4000 irradiated raw and marinated loins could be ﬁ -

o = attributed to differences in the water &

P W e s content and in the antioxidant effect of the g 1

L marinate ingredients (paprika, garlic and 8 se

. , w\ar‘cma‘ric herbs). 00 ¢ : (;@P'\
220 s 2 20
Dose (kéy) -~ M‘““ Dose (kgy) 5\0‘*‘

COPs (total content)= 2609,84-117,26*t + 2369,83*dose+2,19*12-591,59*dose?- COPs (total content)= 990,94-151,11*dose-3,43*1+124,22*dose?+ 0,35*12-11,15*dose*t
32,23*t*dose R2= 82,27% (t: storage time)

R? = 93% (1: storage time)

CONCLUSIONS

Cholesterol oxides found in irradiated samples (at 1 and 2 kGy) were basically the same as those found in untreated loin, but the total COP content in

irradiated samples were higher. Different behaviour of the COPs in raw and marinated loin samples was observed. In raw samples, a decrease of the 74-

hydroxycholesterol and an increase of 7-ketocholesterol were detected as increasing doses were applied. However, in marinated loins, irradiation treatment

significantly (p<0.05) increased the formation of 7f-hydroxycholesterol, triol and u-epoxicholesterol.
REFERENCES: [1] Mattison ML, Kraft AA, Olson D6, Walker HW, Rust RE and James DB. J. Food Sci. 1986. 51, 284. [2] Luchsinger SE, Kropf DH, Garcia Zepeda CM, Chambers IV E,
Hollinsworth ME, Hunt MC, Marsden JL, Kastner CL and. Kuecker W6. J. Food Sci. 1996, 61, 126. [3] Ahn D U, Jo C, Du M,. Olson D 6, Nam K C. Meat Sci. 2000, 56, 203. [4] Maerker G,
K.C. Jones K C. JAOCS. 1992, 69, 451
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DETERMINATION OF CHOLESTEROL OXIDE AMOUNTS IN MINCED BEEF SAMPLES BY GC-
FID AND GC-MS. INFLUENCE OF E-BEAM IRRADIATION PROCESS
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Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Complutense University of Madrid, 28040 Madrid, Spain.
3 Chemistry Department, Science Faculty, Narifio University. Colombia
jlcc@hotmail.com
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Introduction. Cholesterol in the human diet comes
mainly from animal food sources. It is essential for some
organism functions, however it is able to be oxidated
under different conditions (in the presence of oxygen,
light, heat, radiation, free radicals and so on) giving rise to
cholesterol oxidation products (COPs) which can be
potentially more harmful than cholesterol. For this reason,
the interest regarding toxicity of COPs has increased
markedly in the last years. COP content can be detected
by using different techniques, HPLC and GC being the
most widely used for food analysis; GC is preferred
because its sensitivity and peak capacity are higher than
by HPLC and identifications by MS are made easier,
although a derivatization reaction is required.

In this work a new and faster chromatographic method for
COP determination in minced beef samples by GC with
Flame lonization Detector (FID) is developed.

Methodology. The method is based on a rapid and
semiautomatic extraction of COPs using accelerated
solvent extraction, ASE, followed by a Solid Phase
Extraction (SPE) using a double silica and amino-propy!
cartridge for sample clean-up and derivatization with Tri-
Sil; this reaction was optimized by factorial design.

Result and Discussions. A study of different columns
(non polar stationary phases) and temperature programs
for COP ester separation was carried cut, semi-capillary
and capillary columns, HP-5 and HP-1, and a FID
detector were used. Chromatographic conditions were
optimized and the ester separation was carried out in
isotherm conditions, obtaining a complete resolution for
derivative compounds which are difficult to separate; 6-
Ketocholestanol (6-Keto) / 7-Ketocholesterol(7-Keto) and
7- Ketocholesterol / 25-Hidroxycholesterol (25-OH) critical
pairs. The Tri-Sil reaction was optimized by a 3* factorial
design reducing the number of experimental settings; the
best conditions being reaction temperature 65°C and

reaction time 40 min. COP derivative structures were
identified by mass spectrometry detection, GC-MS.
Analytical characteristics were determined, detection
limts being from 0.2 to 0.3 mg/L for standards.
Recoveries were between 84 % and 111%, establishing
the validity of the method. The following COPs, 7p-
Hydroxy-cholesterol, Cholesterol 5B,6p-epoxide,
Cholesterol 5a,6a-epoxide and 7-Ketocholesterol were
detected and quantified. A comparative study of the
lixiviation and ASE extraction methods for sample
preparation has been made. Formation and/or an
increase in COP content after E-beam irradiation of
minced beef sample was detected.

Conclusions. The proposed ASE method for sample
preparation and further determination of COPs in minced
beef samples is advantageous with respect to the
lixiviation method; sample preparation time decreased by
a factor of 7, solvent consumption was reduced by 50%,
analyte extracts were cleaner and risks of contamination
were lower also minimizing the use of chlorinated
solvents.

The HP-1 capillary column in isothermal mode at 290 °C
allowed separation of the usual critical pairs of Trisil
esters, 6-Keto/7-Keto and 7-Keto/25-OH.

E-beam irradiation of minced beef samples increased
COP content within the permitted range.

References. (1) Petrén M. J, Garcia Regueiro J. A., Martin L.,
Muriel E, Antequera T., (2003) Identification and Quantification
of Cholesterol and Colesterol Oxidation Products in Different
Types of Iberian Hams J. Agric. Food Chem. 51 5786-5791

(2) Lozada-Castro J. J., Santos-Delgado M.J., Crespo-Corral E.
and Polo-Diez L.M.. (2009). Reassessment of the cholesterol
oxides sylil derivatization reaction by factorial design for their
determination by gas chromatography. 16" European
Symposium on Organic Chemystry. Institute of Organic
Chemistry and BiochemistryAcademy of Sciences of the Czech
Republic Prague-Czech Republic, 12-16 July, P2.273.
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Cholesterol in the human diet is mainly the result of animal food sources; it can be oxidized in the presence of oxygen, light, heat, radiation, free radicals and so on; its oxidation products form a group of
cholesterol oxides (COPs) which can be potentially more harmful to health than cholesterol. The COP content was determined by using different analytical techniques and methods. Minced beef was
obtained by finely cutting and breaking muscles, fat and nerves by means of a chopper or knife. It is the main of and and it is as ready to eat food (RTE).
Because of its great surface, risk of bacteria contamination and oxidation processes exist changing its and Electron-beam (e-beam) irradiation can be used to remove
microbial contamination of RTE food in order to lengthen its life. Food irradiation up to 10 kGy is accepted for commercial food processing in several countries (1,2). In this work, a new chromatographic
methed for the determination of seven oxides hy (7p-OH); 50, 6p- 35 - ol (f-Epoxide); 5a, 6u-Epoxycholestan-3p — ol (u-Epoxide); cholestane-3f,5u,6p-triol
; 5 6-one (6-Keto); 3f-Hydroxy-5 7-one (7-Keto) and 25- (25-0H)), most often found in foodstuffs of animal origin, is developed. It is based on a
Solvent (ASE), Tri-Sil d by factorial design, and GC-FID or GC-MS analysis. A comparative study of the leaching extraction and ASE methods

for sample preparation had been made. Correlations between COP content s, e-beam irradiation dose and fat content were made.

| Analytical Paramet

HP-1 column (100% dimethyl silicone, 30 m x 0.25 mm

and 0.25 um); oven temperature, iscthermic at 290 °C; detector and injector temperature, 300
jection volume, 2 ulL and split ratio, 3:1,

COPs Regression line

S Beef samples from a Madrid (Spain) supermarket were minced with an electric 78-OH Ar=0.1938x-0.026
machine and vacuum paked in polystyrene bags, each bag containing 50 mg of raw beef. The

samples were stored at -18°C and protected from light until their analysis. Some of these B-Epoxide  [Ar=0.13x-0.0051
samples.Aeteiinadialed bie:ceamt a-Fposide | Ar0.16395-0.0371

Triol Ar=0.2258x-0.0358

T-Keto Ar=0.1859x-0.0348
Ar=0.2313x-0.0628
Lixition
distomaceous earth
) Crush and homagenize
c) Fiter througn 2 carioge, 10 g of . Samples were analyzed by replicate (n=3). COP
NaS0,

was determined using the internal standard method by GC-FID. Both ASE
and lixiviation extraction methods were applied to all samples. Four COPs (7 f -OH, p-
ide,

G) ASE. 45 mL of B5:15 petroleum ether.
chiorofom & 2000 psi 810 60 °C. 1., 20

7p-OH B-Epoxide | a-Epoxide T-Keto

Pass through a cartridge, n\;m\?ve 3mL of hexana: athyl 704(3.6) 302(11.9) 95(11.6) 1715(2.8)

acetate, 9010 (viy) 927(4.1) 384(5.9) 103(5.8) 1741(6.2)

| 908(8.1) 473(4.8) 114(6.1) 1933(5.5)

Pass througn & cartrioge, 972(4.8) | 420(8.3) 104(8.6) 1779(2.0)

ethyl ether, 955 4010 and 2080 (viv) 500 mg of NH, ]000(0.7) 420(3‘3) |59{2.0) |978(5,0)
atn 15 Lt vaxane syt 8ORT0) | 45733) | 115(78) 2030(6.8)
acetate, 9010 (vv) ‘COP concentration,

7p-OH | p-Epoxide | o-Epoxide
— T43(6.0) | 644(32) | 194(9.4) 1955(4.2)
e 11865.8) | 1216(74) | 315(7.4) 2648(6.9)
1296(4.5) | 1074(3.9) | 242(.0) | 2825(6.6)
1270(3.3) 1015(8.7) 284(13.4) 2644(4.0)
1496(8.0) | 1175(13.7) | 454(14.9) 3470(7.4)

Remava sohvents, 1145(5.3) | 904(7.8) 330(2.8 2779(6.0)
‘Acd 400 L of Tri-Sil Ar fiow at 40 °C
65°C ana 40 min

m
) Remove solvent, epoxide, u-epoxide and 7-Keto) were identified and quantified.
) Remave solvent, Ar flow rotary evaporator, 40°C
T Irradiat. COP concentration, ng/g iation methos
cartridge NH, cartridge

SPE clean up step
Silica

; j was determined by ASE, using petroleum ether as a solvent. This content was
compared with that obtained using lixiviation. Results obtained by ASE were |ower than those obtained
by lixiviation, which used chloroform; because chloroform is more polar than petroleum ether cleaner

ASE minirnizing rate extractions.

«Four COPs, 7f-OH, --epoxide, u-epoxide and 7-Keto, were identified and quantified in all meat samples . 7-Keto was present at the highest concentration; significant concentrations of 75-OH, p-
‘epoxide and u-epoxide were also found.

«Triol, 6-Keto and 25-OH were not detected in any sample; therefore, 6-Keto was used as IS . Recoveries were between 70-90% for the Lixiviation method and 84-111 % for ASE with RSD between
4.5% and 14%.

+COP contents increased in irradiated minced beef, although no linear relationship between irradiation doses and COP concentration were observed.

« Detected COP levels were about 100 times lower than those established as toxic in vitro and in vivo experiments (4,5); thus , E-beam irradiation could be useful for minced beef RTE sanitization
purposes.
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£ P 7KETOCHOLESTEROL i
H( Y
6:KETOCHOLESTANOL
LI 26-HYDROXYCHOLESTEROL ZEEI0) i E-KETO)
(25.0H) [ )

Commercial Food

6g sample(crushed Filtration over
and mixed) + = i sodium sulfate ot
2 ry vapor
&) 70 mL CHCly 10g ~ at40° C
> Shaking for 18 h -
Residue
dissolved in Acetone evaporated OP elution: 10 mL acet Residue
Sliced 250 pL under argon flow bR e dissolved
acetonitrile
silica
Vacuum cartric
packed PLC dete atio
o fashes: 10 mL hex:ether 95:5
Moblle phaso: 25 mL hex:ether 90:10
Cys, TRACER EXCEL 120 ODSA AcN:H20, 90:10 . v
(3 im, 150 x 4.6 mm 1.d.) 15 mL hex:ehter 80:20
E-beam irradiation . . —
(2 and 8 kGy)
| w gﬂ:m;::ﬁ:::xlcal LDC Analytical CM400 Flow rate: 0.8 mL min-'
P pump Detection at 205 nm: 25-OH, 6-KETO
Atgscuntl Detection at 238 nm: 7-KETO
analysis
Table 1. Analytical characteristics.
Cooked ham b

Linear range, mg/L DL ng QL° ng RSD* %

COPs " i
250H 09898 20 67 05 . i
7-Keto  0.36-90 05 17 19 i
6Keto  5.0-100 34 .3 17 fropid
*» DetectonLimit, Quantification Limit. <Relative standard deviation at T
Sma/L concentrabon level (n= 3)
a a a
g = I i ] - | | | ; - 11
- % = -
& = | i
: { 8= ] [ ] + 1
Serrano ham b Minced beef b Soft cheese b
L - |
) - i i 1 5= i i
2 1z i
o = i I BE i

Figure 1. Influence of e-bea irradiation on food samples by one way Anova Herda s e b R

a) 25-OH at 205 nm and b) 7-Keto at 238 nm.

‘The present work has received financial support from:
+ project S-0505/AGR-0314 (TEMINYSA/CM), funded by the Direccion General Consejeria , Comunidad de Madrid, SA.
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of the Agilent 7700, using the inert gas helium, allows

ArCle, and ArAr+ that otherwise interfere with the trace

 efficiency for those elements that are difficult to ionize,
such as As, Se, Cd, & Hg, resulting in the lowest pos-
 gible detoction limits. High matrix tolerance and simple,
efficient polyatomic interference removal are essential
for the analysis of trace elements in food and beverage

for elimination of polyatomic species such as ArC+, CIO+,

P-W114

Maria Jesus Santos-Delgado, Luis Maria Polo-Diez,
Complutense University, Madrid, Spain; Jusn Jose
Lozada-Castro, Narifio University, San Juan de Pasto,
Colombia:

Study of COP Changes during Sample Preparation
for Chromatographic Analysis

mwammwmum
known. The cholesterol can be oxidized forming a lot

,wwmmwmhmw
laboratory.

mmmwwmu.
’ DE, 19808, USA, Phone: 302-636-1530,
Email: amir_liba@agilent.com

potentially more harmful than the own cholesterol.
Analytical techniques more useful for COP determination
in food samples are HPLC and GC which require complex
mmmmomwmm
SPE. In this work several changes of COPs using differ-
ont cartridges was carried out. Some COP changes were
observed for Triol in the normal phase (silica and amino
mwmw@wwh
the reverse phase (C18 and C8 cartridges). SPE include
concentration to dryness steps, in which traces of fatty
acids and water from samples and solvents can change

P-w113

~ Jack Lohne, Shaun MacMahon, Animal Drug Research
Center, U.S. Food and Drug Administration, Denver,
€O, USA:

by GC require derivatization using reagents as Tri-Sil
whose water traces can give He, fragmenting the deriva-
tives. A C18 cartridge using acetonitrile and methanol was
selected because it reduced notably the solvent volume
and their analysis time in the clean-up step. The pH effect
can be avoided additioning buffer at pH 7.0 during the
process. Good recoveries for all COPs in Serrano ham
mwmmmmwmw
determination improves remarkedly the analytical results.

PRESENTER: Juan Jose Lozada-Castro, Narifho University,
Science Faculty, San Juan de Pasto, 27311449, Colombia,
Phone: 73-13106, Email: jjicco@hotmail.com

A method was developed to detect nitrofuran metabolites
in shrimp. Residues were extracted from tissues with
atuumwmmmzm

Matteini, Francesco Rosi, Alessandro Miniati, Tommaso
Cafissi, Gianna Salvatici, Chiara Bondi, Silliker Italia SpA,

range of 0.5-3.0 ng g-1. Average recoveries (when com-

m»mmmmwa
- the nitrofuran metabolites over the entire concentration

range analyzed were 101.1% (11.1% RSD) for 1-aminohy-

dantoin (AH), 98.7% (11.4% RSD) for 3-amino-2-oxazolid-  Prato, aly:
inone (AOZ), 95.4% (16.4% RSD) for semicarbazide (SC)
e a8 R e S mombolncmeryl-; A Now Mathod for the Anslysls of the Antisyeotis

2-oxazolidinone (AMOZ). The method can detect, quantify
and confirm the identity of all four nitrofuran metabolites
at a concentration of 1 ng g-1.

Griseofulvine is a widely used mitotic inhibitor derived
from the mold Penicillium griseofulvum. The original

scope of the Quechers extraction methodology - pesti-
PRESENTER: Jack J. Lohne, Animal Drug Research Center, cides residues - has been extended 1o a wide range of

U.S. Food and Drug Administration, 6th Ave. & Kipling St e

R e T e el aple g oy

Phone: 303-236-9612, Email: jacklohne@fda.hhs.gov LC-MS triple quadrupole to analyse Griseofulvine residues
in food products. Validation data will be shown, they
include recoveries of 95-110 % in the range 5-100 microg/

124th ADAC Anowal Meeting & Exposition | September 26-29,2010 155 .
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EFFECTS ASSOCIATED ON CHOLESTEROL OXIDES (COPS)
ANALYSIS IN FOOD COMPLEX MATRIX

Lozada, J.J°., Santos-Delgado, M.J., Polo-Diez, L.M. Department of Analytical Chemistry. Faculty of Chemistry, Complutense
University, 28040 Madrid, Spain; *Department of Chemistry, Narific University, Colombia

INTRODUCTION

Cholesterol oxidation products (COPs) can be formed in food by temperature treatment, irradiation effects and any mismanagement in food manufacturing processes
[1,2]. A large number of analytical methods have been developed which allow us partial knowledge of the behaviour of these compounds. In particular, gas
chromatography (GC) requires careful sample preparation; most sample clean up treatments are performed by solid phase extraction (SPE) using different cartridges;
however, COP transformations may occur depending on the cartridge packing nature[1-4]. In this work, a study of COP transformations in Serrano ham, raw pork loin
and smoked salmon samples have been carried out by comparing results obtained using SPE cartridges making clean up in two ways; firstly, in the usual way by
eluting the retained COPs and secondly, collecting several eluted fractions from the cartridges. Several packings and elution solvents were tested. COPs studied were:
7B-hydroxycholesterol, Cholesterol 58, 6B-epoxide (B-Epoxide), Cholesterol Sa, 6a-epoxide (a-Epoxide), Cholestane-3B, 5a, 6B-triol (Triol), 6-Ketocholestanol (6 - Keto),
7-Ketocholesterol (7-Keto), 25-hydroxycholesterol (25-OH) and Cholesterol. Their esters obtained by derivatization with Tri-Sil were monitorized by GC-FID. Low
recoveries for some COPs were obtained by SPE working in the usual way. Analysis of eluted fractions collected from the cartridges allowed the detection of COP

Table 1. Clean up test by SPE in usual PROCEDURES Table 2. Clean up test by SPE in fractions
mode to analyze COPs Chromateg faphls sendtions collecting mode to analyze COPs
et | Wmmicor | . Cormraw Warhing Fwa| Injector and detector temperature, 300 °C; carrier gas, He at 1.2 mL/min flow rate; injection volume, 2 ul: split ratio | “wee| Mimer | comae | S Wasting ey
il SR ==t | 13 oven 270 °C; analysis time 30 min T
. o oo " - i i
s wou. | Sample clean up by SPE in usual mode L i
An aliquot of a standard mixture solution of the above mentioned COP + cholesteral at 2 mg/L. level — *

o e s | Wals passed thiough the cartidge. Afte retaining the COPs in the cartidge, it was washed and dried by passing an | H | | e _’-_ piiin
saL som. | Ar flow before eluion, COPs were eluted and silyl derivatization was made. Details of the tests are showed in Table m L ot
1 _rm sm

- o e | Sample clean up by SPE in fractions collecting mode N —_— “ G - i

An aliquot of each standard solution of the above mentioned COP + cholesterol at 2 mglL concentration level was |t ™ = — -~
s aen Ao sion | passed through the cartridge. Fractions, at dfferent times, were collected without drying, using the same total | m - P P o
— s omi ] elution volume as above in usual mode; the solvent was evaporated, dissolved in hexane and derivatized with Tri- Sal " —_ s i
Sil before GC-FID. Details are showed in Table 2. ——

RESULTS AND DISCUSSION
SPE IN USUAL MODE SPE IN FRACTIONS COLLECTING MODE
Table No 3. COP ries (%) from a mixture lution at 25 pg/L Tests E and F. Elution curves from 7p-OH, p-Epoxide, 7-Keto, 25-OH and o-Epoxide showed Gaussian

habits and high recoveries. The elution by Triol and 6-Keto was not Gaussian, recoveries being very low for
Triol and higher than 100% for 6-Keto indicating Triol transformation into 6-Keto.

Test G, Gaussian curves were obtained for all COPs; recoveries (Figure1) being in the range 81-94%.
However, the presence of water is a difficuity for silyl derivatization.

Test H. COP behaviour was non-Gaussian. Low recoveries for B and a-Epoxide (70.7 and 34.2%) were
found and for other COPs recoveries were higher than100% indicating partial transformations.

Triol recoveries in tests A and B were very low (60 and 56%). In test C, p and a-Epoxy 180K
recoveries were relatively low. Best recoveries were obtained in test D. Cholesterol
recoveries were closed to 100% in all cases. C i of D i
‘were selected to analyze studied samples.

SAMPLE ANALYSIS AFTER D AND/OR G CLEAN UP
Results obtained applying clean up experimental conditions indicated in test

f-Eponide

s

D and G to Serrano ham and raw loin samples , bath spiked at 25 g/l COP . Triel
concentration level showed that chromatograms are quite clean, and § ™\
recoveries were above 74 %, thus minimizing COP transformations. is /" N
e | [N I
tooay _. T, +f a ST e
i GKeto | THeto
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Figure 1. COP behaviour by SPE in fractions collecting mode using different cartridges: a) silica and
aminopropyl ; b) Czand ¢) Gy,
Table 4. COP recoveries and their RSD values (%) after spiking with a standard
-500 mixture solution at 25 pgiL; n=3; R, Recovery; RSD, Relative Standard deviation
H |
z |-1000 |
3 1
g -1500 |
2000 {
-2500
& Yrime (miny  >° 23

Figure 2. Chromatogram from a) Serrano ham b) raw pork loin, both 1.
7B-OH; 2. p-Epoxide; 3. a-Epoxide; 4. Triol; 6. 6-Keto; 6.7-Keto, 7. 25-
OH.

CONCLUSIONS

COP transformations were detected during clean up using SPE cartridges for GC analysis

These transformations were clearly visualized from elution curves in SPE fractioning collecting mode which were well and badly defined Gaussians, when transformations are clear, two

nodules appeared.

Specific COP transformations, mainly triol to 6-Keto and a-Epoxide and B-Epoxide to triol were found.

COP transformations were minimized and good recoveries were found from very rich cholesterol samples using C18 cartridges and adjusting carefully pH and elution volumes which were

about 20%.
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