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RESUMEN
Metodologia analitica para la determinacion de oxiesteroles

El presente trabajo recoge los principales aspectos relacionados con el
andlisis de los derivados oxidados del colesterol. Este problema analitico es
relativamente reciente y muchas cuestiones relacionadas con el mismo son
controvertidas. Prueba de ello es la existencia de un nimero elevado de
metodologias, que exigen aun, en muchos casos, una mejora y validacion.
Por ello, se ha creido interesante una discusion de los principales sistemas
propuestos para su determinacién (cromatografia de gases y cromatogra-
fia de alta eficacia), asi como de las etapas previas de extraccién y purifi-
cacién de las muestras.

PALABRAS-CLAVE: Informacién (articulo) - Método de andlisis -
Oxiesterol.

SUMMARY
Analytical methods of oxysterol determination

This paper deal with the main aspects of the analysis of oxysterols. This
analytical problem is quite new and many questions involved are still
controversial. Consequently, many methodologies exist that still need
improvement and standarization. Therefore, it is interesting to discuss the
analytical methodologies proposed by different authors for the extraction,
purification and determination (gas chromatography and high performance
liquid chromatography) of oxysterols.

KEY-WORDS: Analytical method - Information (paper) - Oxysterol.

1. INTRODUCCION.

Los derivados oxidados del colesterol se conocen
desde principios de siglo, pero su presencia en alimentos
(Acker y Greve, 1963) y sus implicaciones toxicoldgicas
(Bischoff, 1969) se detectaron por primera vez durante
los afios 60, momento en el cual se planted la necesidad de
analizar la presencia de estos compuestos, basicamente,
en alimentos, modelos experimentales y arterias, sangre y
suero humanos.

El andlisis de estos compuestos presenta una serie de
problemas que son basicamente los siguientes:

- los OE son compuestos con una gran similitud
estructural lo que requiere una elevada resolucion
por parte del método analitico;

- estos derivados oxidados se presentan en cantida-
des muy pequenias, lo cual implica que el método
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debe caracterizarse por presentar una elevada sen-
sibilidad;

- los alimentos y muestras procedentes de seres
vivos poseen fracciones lipidicas muy complejas,
donde los OE se encuentran a nivel traza, lo cual
hace necesaria una purificacion exhaustiva de estos
compuestos;

- los OE se forman faciimente a partir del colesterol y,
a la vez, algunos de ellos son altamente inestables,
con lo cual hay que poner especial atencién a la for-
macién de artefactos durante la manipulacion de
las muestras y el procedimiento analitico.

Todos estos problemas hacen que el anélisis de estos
compuestos sea altamente controvertido y que exista un
numero muy elevado de metodologias para llevarlo a
cabo. Esta situacion de controversia lleva a cuestionar la
validez de muchas de estas metodologias y a seguir tra-
bajando en la mejora y validacién de estos métodos ana-
liticos.

La gran mayoria de los métodos de andlisis de OE
suelen presentar las siguientes etapas:

- extraccién de la fraccion lipidica;

- purificacion de los OE presentes en esta fraccion;

- separacion, identificaciéon y cuantificacion cromato-
grafica de los OE;

- confirmacién de la identificacién por EM.

2. EXTRACCION DE LA FRACCION LIPIDICA.

Los OE compuestos minoritarios de la fraccion lipidica
de algunos alimentos se encuentran entre los componen-
tes mas polares de dicha fraccién. Algunos autores han
comprobado que la mezcla CLO/MET (2:1, v/v) ( ver abre-
viaturas tabla 1) es la mas efectiva para extraer, al mismo
tiempo, grasa total y compuestos polares como el colesterol
de ciertos alimentos, entre los que se encuentra el huevo
(Hubbard et al., 1977; Kaneda et al., 1980). Por otro lado,
para la extraccion de lipidos totales en alimentos y mues-
tras de origen biolégico, uno de los procedimientos de
extraccion méas extendidos es el de Folch et al. (1957), que
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consiste en agitar la muestra en la mezcla CLO/MET (2:1,
v/v). Este es el procedimiento mas cominmente empleado
para extraer la fraccion lipidica y, a continuacién, sobre ella
realizar el analisis de OE (tabla 1l). No obstante, algunos
autores han preferido la homogeneizacién con otros disol-
ventes tales como, acetona, ACE (Kou y Holmes, 1985),
CLO, HEX/ISO (3:2 61:2, v/v), etanol/diclorometano (1:1,
v/v) y éter metilterbutilico. En algunos trabajos a las mez-
clas de disolventes se les anade una pequefa proporcion
de antioxidante (tabla I1).

Por otro lado, en algunos trabajos recientes, la extrac-
cién de los OE de la carne se realiza eluyendo con cloruro
de metileno/MET (9:1, v/v) (Higley et al., 1986) o con frac-
ciones de polaridad creciente (Zubillaga y Maerker, 1991),
una columna formada por una base de CaHPO,4-2H,0 +
Celita 545 (Higley et al., 1986) o de CaHPO,-2H,0 +
Celita 545 + gel de silice (Zubillaga y Maerker, 1991) sobre
la cual se deposita un triturado de la muestra con sulfato
sédico anhidro + Celita 545. Fontana et al. también en un
trabajo reciente (1992), extrajeron los OE de la yema de
huevo en polvo depositando la muestra en la parte superior
de una columna de gel de silice, sobre la muestra se dis-
puso una fina capa de gel de silice y se eluyd la columna
con fracciones de polaridad creciente. Con este sistema de
extraccion se consigue un fraccionamiento de los lipidos de
la muestra, constituyendo esta etapa una primera purifi-
cacién en la que se recogen los eluatos mas polares que
contienen los OE y se descartan los mas apolares que con-
tienen TG y la mayor parte del colesterol (Fontana et al.,
1992; Zubillaga y Maerker, 1991), mientras que los FL
guedan retenidos mayoritariamente en la columna
(Zubillaga y Maerker, 1991).

El hexano ha sido utilizado para extraer la fraccion
lipidica en el andlisis de OE en mantequilla (Parks et al.,
1966) y leche en polvo desnatada (Flanagan et al., 1975).
No obstante, algunos de los oxiesteroles mas polares
como el CT son poco solubles en disolventes apolares
como el éter de petréleo o el hexano, con lo cual es cues-
tionable la extraccion de la fraccion lipidica con estos
disolventes para el andlisis de OE. Ademas, en el caso de
la mantequilla se suele omitir la fase de extraccién, pasan-
dose directamente a la saponificacion.

3. PURIFICACION DE LOS OXIESTEROLES.

Como ya hemos sefialado, los OE en caso de estar pre-
sentes en la fraccion lipidica lo estan a nivel traza. Este
hecho hace necesaria una purificacién de los OE mas o
menos exhaustiva en funcién de la muestra, lo cual con-
tribuye al aumento de sensibilidad del método analitico.
Esta purificacion puede conseguirse con la aplicacion ais-
lada o combinada de saponificacién, cromatografia en
columna y/o CCF.
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3.1. SAPONIFICACION.

La saponificacion en el andlisis de OE se aplica nor-
malmente sobre la fraccidon grasa, aunque en algunos
casos se realiza directamente sobre la muestra, omitién-
dose la etapa de extraccion lipidica (Doormaal et al., 1989;
Gruenke et al., 1987; Naber y Bigger, 1985; Koopman et al.,
1987;). Segun Bascoul et al. (1986) una saponificacién
no suficientemente enérgica implica la necesidad de una
purificacién previa a la determinacién cromatogréafica de los
OE, cosa que no es necesaria cuando la saponificacion se
lleva a cabo con KOH metandlica en caliente durante 2 hr.
La saponificacién en caliente ha sido empleada por diver-
sos autores (tabla Il) pero paulatinamente se va sustitu-
yendo por la saponificacion en frio. La razén de esta sus-
titucion se encuentra en la demostracion por parte de
diversos autores de la inestabilidad del 7-CC y colesterol-
5a,6a—epdxido en caliente y en medio alcalino.

Esta inestabilidad del 7-CC alcalino se conoce desde
hace muchos afios, cuando Bergstrom y Wintersteiner
(1941) senalaron que este compuesto se descomponia
basicamente en colesta-3,5-dien-7-ona. Posteriormente,
otros autores confirmaron esta observacién (Chicoye et al.,
1968b, c; Higley et al., 1986; Maerker y Unruh, 1986).

Algunos trabajos concluyen que en caliente y en medio
alcalino se produce descomposicion del o—CE en CT por
hidrdlisis del anillo epéxido. Asi, por ejemplo, en un traba-
jo de Tsai et al. (1980) se observa que la recuperacion del
o-CE tras la saponificaciéon con KOH metandlica en calien-
te es tan sélo del 25%.

Estos problemas de estabilidad con el 7-CC y o—-CE,
segun una serie de trabajos, no se presentan con la sapo-
nificacion en frio. Asi, diversos autores que aplican este
método de saponificacion obtuvieron recuperaciones bue-
nas para estos dos compuestos (Chicoye et al., 1968a;
Park y Addis, 1986a, Pie et al., 1990). No obstante, la
controversia se inicia con los resultados de Van de
Bovenkamp et al. (1988) segun los cuales el 7-CC se
recupera entre un 11-40% tras la saponificacion en frio y no
se recupera tras la saponificacion en caliente.

A pesar de estos resultados de Van de Bovenkamp
existe un hecho evidente y es que el andlisis del contenido
de OE en diversos alimentos, mediante métodos en los que
se aplica la saponificacion en frio, da como resultado que
el OE mayoritario es el 7-CC y, por otro lado, no aparece la
colesta-3,5-dien-7-ona.

La colesta-3,5-dien-7-ona se encuentra entre los deri-
vados oxidados que se forman a partir del colesterol cuan-
do éste se calienta (Korahani et al., 1981; Nawar et al.
1991), pero es un compuesto que se ha detectado en
pocas ocasiones en alimentos y cuando esto ha sucedido
ha sido, normalmente, mediante métodos que aplican la
saponificacion en caliente (Bascoul et al., 1986; Pennock et
al., 1962; Ryan et al., 1981).
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Tabla |
Abreviaturas utilizadas en este trabajo

Grasas y Aceites

ACE
BUT
CB

cC
CCF
7-CC
22-CC
6-CCL
7-CCL
22-CCL
CE

CEs
a-CE
B8-CE
5a-CL
cG
CG-EM

CLAE

CLO
CoC
CR
CT
DIL
EM
FL

FM
FRR
GT
48-HC
7-HC
7-HCs
7a-HC
78-HC

19-HC

Aminodcidos

Acetonitrilo

Butanol

Cloruro de Benzoilo
Columna Capilar
Cromatografia en Capa Fina
7-CetoColesterol®
22-CetoColesterol®
6-CetoCoLestanol®
7-CetoCoLestanol*
22-CetoCoLestanol
Colesterol-5,6-Ep6xido
Colesterol-5,6-Epé6xidos
Colesterol-5a,6a-Epéxido®
Colesterol-58,68-Ep6xido*
5a-CoLestano®
Cromatografia de Gases

Cromatografia de gases-
Espectrometria de Masas
Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia

Cloroformo

CoCromatografia

Columna de Relleno
ColestanTriol*

Detector de Ionizacién de Llama
Espectrometria de Masas
FosfoLipidos

Fase Mévil

Factor(es) de Respuesta Relativo(s)
Grasa Total

4f-HidroxiColesterol

7-HidroxiColesterol

7-HidroxiColesteroles
7a-HidroxiColesterol®
78-HidroxiColesterol*

19-HidroxiColesterol

20-HC
20a-HC

20S-HC
22S-HC
23R-HC
24R-HC
24S-HC
25-HC
(25R)-26-HC
26R-HC
26S-HC
HEX
7a-HPC
78-HPC
Ta-HS
78-HS
IR

ISO

LD

LC
MET
ND
NS
OE
PI
RMN

a-SE
8-SE
TEAP

TG

uv

20-HidroxiColesterol®
20a-HidroxiColesterol

(208)-20-HidroxiColesterol
(228)-22-HidroxiColesterol
(23R)-23-HidroxiColesterol
(24R)-24-HidroxiColesterol
(248)-24-HidroxiColesterol
25-HidroxiColesterol®
(25R)-26-HidroxiColesterol
(26R)-26-HidroxiColesterol
(26S)—26-Hidro.xiColesterol
Hexano
7Ta-HidroPeroxiColesterol
78-HidroPeroxiColesterol
7Ta-HidroxiSitosterol
78-HidroxiSitosterol
Espectroscopia Infrarroja

Isopropanol
Limite de Deteccién

Limite de Cuantificacién
Metanol

No Detectado

No Significativo(a)
OxiEsterol(es)

Patr6n Interno

Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear
Sitosterol-5a,6a-Ep6xido

Sitosterol-58,68-Epé6xido
TriEtilAminohidroxiPropil
Derivatizacién en forma de
TriMetilSilil éteres
TriGlicéridos

Tiempo de Retencién
Espectrofotometria Ultravioleta

Marca inicio programa de
temperatura de horno

* El nombre sistemdtico de este compuesto aparece en la tabla IV.
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Por otro lado, también existe controversia alrededor
de si la saponificacién en caliente implica o no la formacién
de derivados oxidados a partir del colesterol. Segun
Bascoul et al. (1986) la saponificacién en caliente con
KOH metandlica 1N durante 2 hr no implica oxidacion del
colesterol, en cambio otros autores sefialan la oxidacion del
colesterol durante la saponificacién en caliente (Maerker y
Unruh, 1986; Naber y Bigger, 1985). Segun diversos auto-
res esta oxidacion no tiene lugar cuando la saponifica-
cién es en frio (Pie y Seillan, 1992; Pie et al., 1990). No
obstante, Maerker y Unruh (1986) sefialaron la formacién
de pequenas cantidades de OE incluso en un método en el
que no se realizaba saponificacion. En este ultimo trabajo
se comprobé que esta formacién no se evitaba ni en pre-
sencia de BHT ni de otros antioxidantes fendlicos.

Sean cuales sean las condiciones bajo las que se
efectie la saponificacion, la extraccién de la materia insa-
ponificable se realiza mayoritariamente con éter etilico,
aunque Bascoul et al. (1986) la realizaron con diclorome-
tano.

3.2. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

La cromatografia en columna para purificar los OE se
puede aplicar directamente sobre los lipidos totales pro-
cedentes de la extraccion o sobre la materia insaponifica-
ble procedente de la saponificacion. Ademas, tras esta
fase se puede pasar a una posterior purificacién o direc-
tamente a la determinacién cromatografica (tabla II).

El tipo de cromatografia en columna mas usada es la
de adsorcién con gel de silice, en este caso la purificacién
se consigue eluyendo la columna con fracciones de pola-
ridad creciente (tabla Il) y de esta manera los componentes
de la fraccién lipidica eluyen en el siguiente orden: ésteres
del colesterol, TG, colesterol libre, OE y FL. En algun tra-
bajo, con este sistema se consiguen incluso separar los
diferentes OE en funcién de su polaridad. Este es el caso
del trabajo de Van de Bovenkamp et al. (1988) en el que se
realizé la purificaciéon con dos columnas de gel de silice. La
fraccion lipidica extraida de la muestra se redisolvié en CLO
y se aplic sobre la primera de estas columnas, el colesterol
esterificado y los TG fueron eluidos con 175 ml de CLO y el
colesterol libre y los OE lo fueron con 150 ml de acetona.
Los FL quedaron retenidos en la columna. Los 150 ml de
acetona se évaporaron y el residuo seco se redisolvié en 3
ml de CLO/acetona (98:2, v/v) que se aplicaron sobre la
segunda columna de gel de silice. La columna se eluyé con
100 ml de cada una de las siguientes mezclas CLO/ace-
tona: A (98:2, v/v), B (80:20, v/v) y C (50:50, v/v). Con la
fraccion A eluyeron colesterol y colestanol; con la B, 25-HC,
o~CE, 7-CC y la mayor parte de 7B8-HC; y conla C, CT y
una pequefa cantidad de 78-HC. La fraccién A se descarté
y en las otras dos fracciones se determind, por separado,
el contenido en OE mediante CG. Ultimamente, se tiende
al uso de minicolumnas para esta purificacion (tabla Il). La
purificacion con columna de gel de silice puede ir precedida
de saponificacion o seguida de otra purificacién (tabla Il).
No obstante, actualmente, cada vez es mas frecuente que
sea la Unica etapa de purificacién en los métodos analiticos,
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incluso cuando se trabaja con mezclas tan complejas
como los provenientes del huevo y ovoproductos (tabla I).

Otro de los tipos de cromatografia en columna capaz de
separar los OE de los FL y TG es la de exclusién molecu-
lar. Esta cromatografia ha sido aplicada recientemente al
andlisis de OE. Los primeros en utilizarla (columna de
Lipidex-5000) asociada a la cromatografia de intercam-
bio iénico (columna de TEAP-Lipidex) fueron Nourooz-
Zadeh y Appelqvist (1987). Posteriormente, estos mismos
autores asociaron una cromatografia con cartucho de gel
de silice (Sep-Pak) a los dos tipos de cromatografia citados
anteriormente (Nourooz-Zadeh y Appelqvist 1988a, 1989).
En relacién con la cromatografia de exclusién Nawar et al.
(1991) comprobaron que era efectiva, pero que, sin embar-
go, requeria mucho tiempo (columna de Styragel).

Otra modalidad de cromatografia en columna que ha
sido utilizada por algunos autores y siempre asociada a
otros sistemas de purificaciéon es la secuestrante o de
argentacion (columna de Florisil-AgNOg) (tabla I1).

Finalmente, otro sistema de purificacién, aunque no tan
habitual es la CLAE preparativa. Este sistema fue utilizado
por Csiky (1982) previamente a la determinacién de los OE
por CLAE y por Missler et al. (1985) asociado a la croma-
tografia en columna de gel de silice también de forma
previa la determinacién de los OE por CLAE. Fontana et al.
(1992), utilizaron la doble CLAE preparativa para la deter-
minacién de los OE por RMN.

3.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
PREPARATIVA.

La CCF con gel de silice ha sido ampliamente utilizada
para aislar los esteroles del resto de la fraccion lipidica y por
tanto también se ha aplicado en la determinacién de OE.
En funcién de la elucion utilizada se separan, o no, los OE
del colesterol y los esteroles vegetales. Pie en sus distintos
trabajos mediante CCF consigui6 separar los oxiesteroles
del colesterol (Pie y Seillan, 1992; Pie et al., 1990, 1991) y
lo mismo consiguieron Finocchiaro et al. (1984).

En algunos trabajos, mediante esta técnica, se frac-
cionaron incluso los oxiesteroles (figura 1) (Pie y Seillan,
1992; Pie et al., 1991).

4. SEPARACION, ID) ENTIFICACION Y CUANTIFICA-
CION CROMATOGRAFICA DE LOS OXIESTERO-
LES.

Para conseguir identificar los diferentes oxiesteroles es
necesario un método con una buena resolucion y buena
sensibilidad. Estos dos requisitos son todavia mas indis-
pensables si, como es habitual, se quiere realizar la cuan-
tificacion. Esta cuantificacion de los OE normalmente se
realiza por CG o CLAE, aunque en algunas ocasiones se
hace por CCF. La identificacién mediante estas técnicas no
deberia considerarse definitiva y se deberia comprobar
por espectrometria de masas.

Recientemente, Fontana et al. (1992) cuantifico los
OE por espectroscopia 'H-RMN, tras la purificacién exhaus-
tiva de cada OE mediante una doble CLAE preparativa.
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Tabla Il

Métodos en la identificacion y/o cuantificacion de OE

Grasas y Aceites

Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogréifica
Addis et al., 1989. |Lipoproteinas obtenidas de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|CLO/MET (2:1,|KOH metanélica IN
plasma humano. 7-CCy 5a-CL?. v/iv). (en frio).
Bascoul et al.,|Sebos calentados. «-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, —_ KOH metanélica 1IN
1986. 25-HC, CT, 7-CC, 20a-HC, (en caliente).
colesta-3,5-dien-7-ona y
colestenona®.
Cleveland y Harris;|Leche: completajaCE,8-CE, 7a-HC, 78-HC,|HEX/ISO (1:2, —_
1987. (pasteurizada, UHT y|25-HC, CT, 7-CC, 20a-HC,|v/v).
evaporada) y desnatadalcolest-4-en-3-ona y colesta-
(liquida y en polvo). 4,6-dien-3-ona.
Csallany et al.,|carne de cerdo e higado de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|CLO/MET (2:1, o
1989. rata: frescos, conservados|25-HC y 7-CC. Método de|v/v).
diferentes periodos bajojcuantificacién: patrén
diferentes  condiciones efexterno.
irradiados.
Csiky, 1982. Mantequilla sometida o no a|7a-HC, 7B8-HC, 25-HC, 7- — _
calentamiento. CC, 20a-HC, 48-HC.
Método de cuantificacién:
patrén externo.
De Vore, 1988. Estudio de almacenaje de|7-CC. Método de|CLO/MET (2:1, _
hamburguesas frescas yJcuantificacién: patrénfv/v).
cocidas con microondas. externo.
Emanuel et al,|Plasma y quilomicrones|a-CE, 8-CE, 78-HC, 7-CC y|CLO/MET (2:1,|KOH metanélica IN
1991. plasmaticos. S5a-CLA. viv). (en frio).

Fillion et al., 1991.

Patrones por separado y como
mezclas.

a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,
25-HC, CT y 7-CC. Método,
de cuantificacién:  patrén
externo.

2 Patrén interno.
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Métodos en la identificacion y/o cuantificacion de OE

Tabla Il

CG con CC DB-1 (de 180°C
- 210°C a 3°C/min).

Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles detectados

bilbliogréfica en las muestras
Addis et al., 1989. — CG: TRy CoC. Derivatizacién (TMS) con|Cuantificados: «-CE, 8-
CG-EM. Sylon BTZ. CE, 7a-HC, 78-HC, 7-

CC.

Bascoul et al. 1986.

CCF con gel de
silice: Rf.
CG: TR.
CG-EM.

Comparacién de 2 métodos:

-CCF-DIL con gel de silice;

-CG con CC SE-54 a 274°C
con derivatizacién de los OE
con grupo C=0 en forma de
metiloxima y en forma de|
TMS para los que tienen
grupo -OH.

Cuantificados: 7a-HC,
78-HC y 7-CC.

Oservacién: se da
separacién de los

patrones ensayados.

1987.

Cleveland y Harris,

CCF preparativa con gel de|

silice.

CCF con gel de
silice: Rf.
CG-EM (70 ev).

Identificado: 7-HC
(posiblemente 78-HC).

Csallany, 1989.

CLAE: TR y CoC.
CG-EM (23 ev).

CLAE con columna de p-
Porasil:

-FM, HEX/ISO (93:7, v/v)
para determinar 7a-HC, 78-
HC y 7-CC y HEX/ISO
(97:3, v/v) para determinar
25-HC;

-detector, UV (233 nm para
7-CC y 206 nm para el resto
de OE).

Cuantificados: 7a-HC,
78-HC y 7-CC.

Obsevaciones: método no
vélido para determinar
a-CE y 8-CE ya que no
absorben al UV, se dan
la linealidad,
recuperaciones, LC y los
espectros UV de los
patrones de OE.

silice.

CG-EM (70 ev).

de silice:
-FM, HEX/ISO (93:7, v/v);
-detector, UV (233 nm).

Csiky, 1982. CLAE preparativa con]CLAE: TRy CoC |CLAE con columna de|Cuantificados : 7a-HC,
columna Nucleosil NO,: Nucleosil NO,: 78-HC, 25-HC, 7-CC y
-FM, HEX; -FM, BUT en HEX|4B-HC.
-detector, UV (210 nm). gradiente lineal (0-10%); Observacién: método no
-detector, UV (206 nm). védlido para determinar
20a-HC.
De Vore, 1988. Minicolumna de gel de|CLAE: TRy CoC.|CLAE con columna de gel|Cuantificado: 7-CC.

Observacién: se  da
recuperacién del método.

Emanuel et
1991.

CG: TR y CoC.
CG-EM (70 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Sylon BTZ.

CG con CC DB-1 (de 180°C
-» 210°C a 3°C/min).

Cuantificados: o-CE, 8-
CE, 78-HC y 7-CC.

Fillion et al., 1991.

Se dan TR y K'.

Derivatizaci6n (benzoilacién)
con CB.

CLAE fase reversa con
columna de Novapak C,g:
-FM, ISO/agua (85:15, v/v),
-detector, UV (230 nm).

La derivatizacién implica un
aumento de absorcién a 230
nm con lo cual aumenta la
sensibilidad del método y se|
pueden detectar todos los
OE a la misma longitud de
onda (230 nm).

Se calcula la linealidad y
el LD del método para:
CE (a-CE+8-CE), 7-HC
(7Ta-HC+78-HC), 25-
HC, CT y 7-CC.

Este método no separa
los isémeros del
colesterol-5,6-epéxido 'y
del 7-hidroxicolesterol.
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almacenada bajo diferentes
condicones).

patrén externo.

Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogrifica
Finocchiaro et al.,|Quesos y mantequilla fundida|a-CE, 7a-HC, 78-HC y CT.|CLO/MET (2:1,|KOH etanélica 1.5N
1984. clarificada (recién elaborada y|Método de cuantificacién:|v/v). (en caliente).

HC, 22-CC y 6-CC.

CaHPO, 2H,0.
Elucién con cloruro
de  metileno/MET
9:1, viv).

Fontana et al.,|Yema de huevo en polvo|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|En columna de gel —_
1992. obtenida por atomizacién. 25-HC, CT, 7-CC, 20-HC|de silice. Elucién
éster metilico del 4cido p-|con fracciones de
hidroxibenzoico®. polaridad creciente.
Herian y Lee,|Estudio de irradiacién de|7a-HC y 78-HC. Método de]CLO/MET (2:1,|KOH etanélica 1.5N
1985. huevo en polvo con luzjcuantificacién: patrén{v/v). (en caliente).
fluorescente. externo.
Higley et al., 1986.|Carnes y productos cdrnicos:|7a-HC, 78-HC, 25-HC, CT,|En  columna de{KOH metanélica
frescos y cocidos. 7-CC, 20a-HC, 19-HC, 22S-|Celita 545 +]0.5N (en caliente).

Hwang y Maerker,
1993.

Estudio de conservacién de
carnes de buey, ternera y
cerdo (irradiadas o no con
rayos gamma).

Grupo 1: a-CE, B-CE, 7-CC
y 7-CCL*.

Grupo 2: colest-4-en-3-ona,
colest-4-en-3,6-diona,
colesta-4,6-dien-3-ona vy,
colesta-5,24-dien-38-0l*
(desmosterol).

CLO/MET
v/iv).

(2:1,

Ibrahim et al. 1990.

Mezcla de carne de cerdo con
un subproducto procedente de
la extraccién de aceite de soja
(calentada a varias
temperaturas durante periodos
de tiempo de diferente
duracién).

CE (no especifica cual de los
dos isémeros), 78-HC, CT,
25-HC, 7-CC y 5¢-CL?.

CLO/MET
vIv).

(2:1,

KOH metanélica 2N

(en frio).

Jacobson, 1987.

Mantequilla
clarificada
elaboradas.

y mantequilla
(ghee) recién|

CE (no especifica cual de los
dos isémeros), 7a-HC, 78-
HC, CT, 25-HC y 20a-HC.

KOH
caliente

atmésfera

nitrégeno).

15%

(en
y en
de

? Patrén interno.
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Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles detectados
bilbliogrifica en las muestras
Finocchiaro et al.,| CCF preparativa con gel de|]CCF con gel dejDos métodos d e|Cuantificados: CEs, 7a-
1984. silice. silice: Rf. cuantificaciion: HC, 78-HC y CT.

CLAE: TR.

EM con los OE
purificados
procedentes d
CLAE.

CCF con gel de silice.
CLAE fase reversa con
columna u-Bondapak Cg:
-FM, ACE/agua (9:1, v/v);
-detector, UV (212 nm) para
7-HCs y refractémetro para,
CT, a-CE y B-CE.

Observacién: el método
separa los CEs pero se
dan juntos ya que sélo se
dispone de patrén de a-
CE

Fontana, et al,[1° CLAE preparativa con|CCF con gel de 'H-RMN 500 MHz. Cuantificados: «-CE, 8-
1992. columna de p-Porasil: silice: Rf. CE, 7a-HC, 78-HC y 7-
-FM, HEX/ISO (94:6, v/v); | CLAE: TR y CoC. CcC.

-detector, UV (208, 235 y 'H-RMN. Observaciones: se dan
256 nm simultineamente). linealid a d vy
2% CLAE preparativa con recuperaciones
columna de C,g: calculadas  adicionando
-FM, agua en MET patrones a yema de
gradiente (5-15%); huev9 en po}vo obtenida
-detector, UV y por liofilizaci6n.
refractémetro.

Herian y Lee,|1° columna de gel de silice. |CCF con gel de]CLAE con columna de|Cuantificados: 7a-HC y

1985. silice: Rf. LiChrosorb Si 60: 78-HC.

2° columna de Florisil-

-FM, HEX/ISO (100:3, v/v

Observacién: inyectados

AgNO;.
EN%s y 11:1, viv); a igual concentracién dan
-detector, refractémetro. picos con 4reas iguales.
Higley et al., 1986.|1° columna de gel de silice. |[CCF con gel de|CLAE con columna de|Cuantificados: 7a-HC,

2° columna de Florisil-

AgNO;.
39 cartucho de gel de silice
(Sep-Pak) se recogen 2

eluatos: A y B. B contiene el
CT y A el resto de OE.

silice: Rf.
CLAE: TR.

Accupak Si del eluato A:
-FM, HEX/ISO (96:4, v/v),
-detector, UV (212 nm).
CLAE fase reversa con
columna de microsorb Cg
del eluato B:

-FM, ACE/agua (9:1, v/v).
-detector, UV (240 nm).

7B-HC,CT, 19-HC, 22-
CCy 6-CC.

Hwang y Maerker,
1993.

1° minicolumna de gel de
silice.

2° minicolumna de gel de
silice.

3°% CCF con gel de silice.
con estas tres fases se
separan los compuestos del
grupo 1 y del 2.

CCF con gel de
silice: Rf.
CG: TR.

Sin derivatizacién.

CG (introduccién de la
muestra en cabeza de
columna) con CC DB-5 (3
min a 100 °C, de 100 °C -»
260 °C a 30 °C/min, de 260
°C - 277 °C a 0.6 °C/min y
de 277 °C - 310 °C a 30
°C).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observaciones: se dan
recuperaciones y LD.

Ibrahim et al. 1990.

Columna de alimina.

CG: TRy CoC.
CG-EM

CG con CC DB-1 (de 100
°C - 265 °C a S °C/min).

No identificado ninguno
de los patrones en las
muestras. Se da
recuperacién de los
patrones.

Jacobson, 1987.

CCF con gel de|
silice: Rf.
CLAE fase reversa,

con columna
Varian micropak
MCHI10 Cyq:
-FM, MET;
-detector, no
especificado.

CCF-densitometria con gel
de silice.

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
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Métodos en la identificacion y/o cuantificaciéon de OE
Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogréfica

Korahani et al.,|Patrones por separado y como|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, —_ B

1981. mezclas y colesterol|25-HC, CT, 7-CC, 20S-HC,
autooxidado por calefaccién. |22S-HC, 23R-HC, 24R-HC,

24S-HC, (25R)-26-HC, 5a-
CL, colesta-3,5-dien-7-ona,
Sa-colestan-38-0l, Sa-
colestan-3-ona, colest-4-en-3-
ona, colest-5-en-38,22,23-
triol,  Sa-colest-7-en-38-o0l,
colesta-5,7-dien-38-0l y
colesta-5,24-dien-38-01l
(desmosterol).

Lee et al., 1985. [Estudio de almacenaje de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|{CLO/MET (2:1,|KOH etanélica 1.5N

patatas fritas y chips. 25-HC, CT, 7-CC, o-SE,|v/v). (en caliente).
Ta-HS y 78-HS. Método de
cuantificacién: patrén
externo.

Luby et al., 1986. |Estudio de irradiacién de la|a-CE, 7a-HC, 78-HC, 25- — Segin Itoh et al.,
mantequilla con luzfHC, CT, 7-CC, 48-HC, 1973.
fuorescente. colestan-38,5«-diol-6-ona,

Sa-colestan-38-0l-6-ona, Sa-
colestan-3,6-diona, colest-4-
en-3-ona, colest-5-en-3-ona y
colesta-3,5-dien-7-ona.

Missler et al.,|Férmulas en polvo a base de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|CLO. —_—

1985., huevo obtenidas por25-HC, CT, 7-CC, 20a-HC
atomizacién con fuente de|y 6-CCL?
calor directa o indirecta.

Morgan y|Estudio de la obtencién deja-CE. Método de|CLO/MET (2:1, _—

Armstrong, 1987. |yema de huevo en polvo bajo|cuantificacién: patrén{v/v).
diferentes  condiciones de|externo.
atomizacién con fuente de
calor indirecta.

Morgan y|Estudio de las recuperaciones|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,| CLO/MET  (2:1, _

Armstrong, 1989.

de diferentes patrones de OE
en yema de huevo en polvo.

7-CC y 38-hidroxipregn-5-en-
7,20-diona®* (7-
cetopregnenolona).

viv).

2 Patrén interno.
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-detector, refractémetro.

Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles
bilbliogréfica detectados.
Korahani et al.,| CCF preparativa con gel de]CCF con gel de|Derivatizacién (TMS) con|[En colesterol
1981. silice. silice: Rf. hexametildisilazano/lautooxidado se
CG-EM (70 ev). [triclormetilsilano (1:1, v/v). |cuantifican: «-CE, 7a-
CG con CC OV-101 (285|HC, 78-HC, 25-HC, 7-
°C). CC, 20S-HC, colesta-
3,5-dien-7-ona.

Observaciones: se da
separacién de los

patrones ensayados.
Lee et al., 1985. 1° Columna de gel de silice.|CCF con gel de]CLAE con columna de|Cuantificados: a-CE+a-
2° Columna de Florisil-|sflice: Rf. LiChrosorb Si 60: SE, B-CE, 7a-HC+7a-

AgNO,,. CLAE: TR. -FM, HEX/ISO (100:10,|HS, 78-HC+ 78HS.
viv); Observacién: este

método no separa los
derivados oxidados del
colesterol de los del 8-
sitosterol.

Luby et al., 1986.

CCF con gel de
silice: Rf.

CG con CR 3% de
SP-2100 (260 °C,
presenta pocal
resolucién): TR.

Identificados: 7a-HC y
78-HC.

Missler et al. 1985.

1° columna de gel de slice.
2° CLAE preparativa con

CG: TR.
CG-EM (70 ev).

Derivatizacién (TMS) con
BSTFA.

Cuantificados: «-CE, 8-
CE, 7a-HC, 78-HC, 25-

Armstrong, 1989.

(Sep-Pak).

BSTFA.
CG con CC HP-17 (de 225
°C - 275 °C a 1 °C/min).

columna de gel de silice: CG (introduccién de la|HC, CT, 7-CC.
-FM, acetato de etilo. muestra en cabeza de
~detector, refractémetro. columna) con CC DB-1 (de
70 °C - 270 °C a 25 °C/min
y de 270 °C -» 300 °C a 1
°C/min).
Morgan y|Cartucho de gel de silice]CG: TR. Sin derivatizacién. Cuantificados: «-CE +
Armstrong, 1987. |(Sep-Pak). CG con CR 3% OV-17 (de|B-CE.
240 °C - 270 °C a 5
°C/min).
Morgan  y|Cartucho de gel de silice]CG: TR y CoC. Derivatizacién (TMS) con|Se calculan las

recuperaciones
adicionando patrones a
yema de huevo en polvo
obtenida por
liofilizacién. Esta yema
s6lo contiene pequeiias
cantidades de: 7a-HC,
78-HC y 7-CC.
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Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogréfica
Morgan y|Estudio de la obtencién de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 7-CC y| CLO/MET (2:1, —_
Armstrong, 1992. |yema de huevo en polvo bajo|3B8-hidroxipregn-5-en-7,20-diona (7| v/v).
diferentes  condiciones  de|cetopregnenolona).
atomizacién con fuente de
calor directa.
Naber et al., 1985. | Colesterol puro y oxidado. 7-HC, 7-CC y 25-HC. Método de _ KOH metandlica
cuantificacién: patrén externo. 5 % (en
caliente).
Naber y Bigger,|Se calientan o no las|7-HC, 7-CC y 25-HC. M1) —— |AOAC, 1975.
1985. siguientes muestras: huevo|Se comparan dos métodos analiticos:
completo en polvo atomizado|M1 y M2.
y yema de huevo polvo|Método de cuantificacién: patrén
liofilizada y atomizada. externo.
M2) éter —_—
metilterbutilico.
Nawar et al., 1991.]Colesterol solo o mezclado|a-CE, B-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC, —_— —
con aa, TG o FL y calentado|CT, 7-CC, 20a-HC, Sa-colestan-3,6-|
a 180 °C. diona, colest-4-en-3-ona, colesta-3,5-
dien, colesta-3,5-dien-7-ona, colest-
4,6-dien-3-ona y se ensayan 4
posibles Pl en forma libre y de
acetato eligéndose como PI el acetato|
de Sa-androstan-38-o0l-17-ona®.
Nourooz-Zadeh y|Huevos frescos y estudio de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC,|HEX/ISO (3:2, —_
Appelqvist, 1987. |almacenaje de ovoproductos|CT, 7-CC, 20a-HC y 5a-CL®. vIv).
en polvo obtenidos por
atomizacion.
Nourooz-Zadeh y|Estudio de almacenaje de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC,|HEX/ISO (3:2, _
Appelqvist, 1988a. |quesos rallados y sin rallar y|CT, 7-CC, 20a-HC y 5a-CL". viv).
de mantequilla. Mantequilla
calentada a diferentes
temperaturas durante varios
periodos de tiempo. Aceite de
mantequilla y aceite de nata.
Nourooz-Zadeh y|Derivados lécteos en polvo|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC,|HEX/ISO (3:2, —_
Appelqvist, 1988b. |(leche completa y desnatada y|CT, 7-CC, 20a-HC y 5a-CL?. vIv).
nata) almacenados durante]
periodos de diferente]
duracién.
Nourooz-Zadeh y|Manteca de cerdo, bacon,|a-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-HC, 20a-|HEX/ISO (3:2, —_—
Appelqvist, 1989. |manteca de cerdo conservadal HC, 7a-hidroxicolest-4-en-3-ona y|v/v).
bajo diferentes condiciones y|Sa-CL?.
bacon frito.

 Patrén interno.
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Armstrong, 1992.

Pak).

BSTFA.
CG con CC HP-17 (de 225
°C - 275 °C a 1 °C/min).

Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles
bilbliogrifica detectados.
Mor gan y|Cartucho de gel de silice (Sep-|CG: TR y CoC. | Derivatizacién (TMS) con|Cuantificados: «-CE, B-

CE, 7a-HC, 78-HC y 7-
CC.

silanizantes y varias
condiciones de reaccién.

CG con CC DB-1 o Ultra-1
(* de 100 °C - 300 °C a 10
°C/min 6 *295 °C).

Naber et al. 1985. _ CLAE: TR y|CLAE fase reversa con|Cuantificados en
CoC. columna de LiChrosorb RP|colesterol oxidado: 7-
18: HC, 25-HC y 7-CC. El
-FM, ACE/ISO/agua (4:5:1,|método no separa los
vIvIv); isémeros del 7-HC.
-detector, UV (208 nm).
Naber y Bigger, — CLAE: TR y|CLAE fase reversa con|Cuantificados: 25-HC y
1985. CoC. columna de LiChrosorb RP|7-HC.
18: Observaciones: se dan
-FM, ACE/ISO/agua (4:5:1,|LD para el método que
viviv); no separa los isémeros
-detector, UV (208 nm). del 7-HC.
Columna de Biosil HA. CLAE: TR y|CLAE con columna de|Cuantificados: 25-HC y
CoC. LiChrosorb SI 60: 7-CC.
-FM, gradiente de éter|Observaciones: se dan
metilterbutilico/hexano; LD para el método que
-detector, UV (208 nm). no separa los isémeros
. del 7-HC.
Nawar et al., 1991.|Minicolumna de gel de silice. |CG: TR. Derivatizacién (TMS): Cuantificados: «-CE, B-
CG-EM. se ensayan varios reactivos|CE, 7a-HC, 78-HC, 7-

CC y colesta-3,5-dien-7-
ona.
Observacién:  se
FRR.

dan

Appelqvist, 1987.

Nourooz-Zadeh 'y

1° columna de Lipidex-5000.
2° columna de TEAP-Lipidex.

3° saponificacién con NaOH

etandlica 2N (en caliente).

CCF con gel de|
silice: Rf.
CG: TR.
CG-EM (40 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Tri-Sil.

CG con CC de metil silicona
(280 °C).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observacién: se dan LD.

Appelqvist, 1988a

Nourooz-Zadeh y

10
(Sep-Pak).

2° columna de Lipidex-5000.
3° columna de TEAP-Lipidex.

4° saponificacién con NaOH

etandlica 2N (en caliente).

cartucho de gel de silice

CG: TR.
CG-EM (40 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Tri-Sil.

CG con CC de metil silicona
(258 °C).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observacién: se dan LD.

Nourooz-Zadeh

y

Appelqvist, 1988b.

1° cartucho de gel de silice

(Sep-Pak).
2° columna de TEAP-Lipidex.

3% saponificacién con NaOH

etanélica 2N (en caliente).

CCF con gel de
silice: Rf.
CG: TR.
CG-EM (40 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Tri-Sil.

CG con CC de metil silicona
(270 °C).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observacién: se dan LD.

Nourooz-Zadeh
Appelqvist, 1989.

y

1° cartucho de gel de slice|

(Sep-Pak).
2° columna de Lipidex-5000.
39 columna de TEAP-Lipidex.

4° saponificacién con NaOH

etanélica 2N (en caliente).

CCF con gel de
silice: Rf.
CG: TR.
CG-EM (40 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Tri-Sil.

CG con CC de metil silicona
(270 °C).

Cuantificados:  «a-CE,
7a-HC, 78-HC, 25-HC y
20a-HC.
Observacién: se|
identifica el 7a-
hidroxicolest-4-en-3-ona
por CG-EM.

* Inicio programa de temperatura de horno.
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Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliografica

Park y Addis,|Patrones por separado o como|a-CE, 7a-HC, 78-HC, 25- —_ R

1985a. mezclas. HC, CT, 7-CC, 48-HC, 6-

CCL, colesta-3,5-dien-7-ona
y 5a-CL?.

Park y Addis,|Patatas fritas; pollo frito;|7«-HC, 78-HC, 25-HC, CT,|CLO/MET (2:1, —_

1985b. concentrados de cerebro e|7-CC y 3B-hidroxipregn-5-en-|v/v).
higado; carne, higado y|7,20-diona® (7-
cerebro de buey; etc. cetopregnenolona).

Park y Addis,|Sebo de buey calentado a|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, — KOH metandlica 2N

1986a. diferentes temperaturas. CT, 7-CC y 5a-CL?, (en frio).

Park y Addis,[Sebo calentado a diferentes|a-CE, 7-CC y 5a-CL2. —_ KOH metanélica 1N

1986b. temperaturas. (en frio).

Park y Addis,|Camnes (buey, cerdo y pavo)|a-CE, 7a-HC, 78-HC, CT,|CLO/MET (2:1,|KOH metandlica 2N

1987. cocinadas y precocinadas.|7-CC y 5a-CL?. vIv). (en frio).

Carne de cerdo liofilizada
almacenada durante tres afios.

Pie et al., 1990. Mantequilla  calentada  aa-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|Etanol (0.002%|KOH metanélica 1N
diferentes  temperaturas y[25-HC, CT, 7-CC, 20-HC,|BHT)/diclorometano|(en frio).
almacenada durante periodos|26R-HC, 26S-HC y 19-HC?. |(1:1, v/v). Para la
de diferente duracién. mantequilla se
Galletas de mantequilla y aplica directamente
ovoproductos. la saponificacién.

Pie et al., 1991, Carnes (Buey, ternera y|a-CE, B-CE, 7a-HC, 78-HC,|CLO/MET (2:1,|KOH metanélica IN
cerdo) frescas, cocidas 0)25-HC, CT, 7-CC y 19-HC?.|v/v) con 0.002% de|(en frio).
almacenadas. BHT.

Pie y Seillan, 1992.|Aortas de bévidos, células|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,|CLO/MET  (2:1,|KOH metandlica IN
musculares de tejido liso|{25-HC, CT, 7-CC y 19-HC?.|v/v) con 0.002% de|(en frio).
bovino y monocitos de la BHT.
linea U937.

# Patrén interno.
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Tabla Il
Métodos en la identificacién y/o cuantificacion de OE

Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles
bilbliogrdfica detectados.
Park y Addis, —_ CG: TR. Con o sin derivatizacién (TMS)|Se da separacién de los
1985a. CG-EM de los|Sylon BTZ. patrones bajo las
patrones silanizados| CG  con CC. Estudio deljdiferentes condiciones
(70 ev). comportamiento de los patrones|ensayadas. Se dan los
ante tres fases estacionarias a|FRR y la linealidad.
diferentes condiciones: DB-1 (* de
200 °C - 260 °C a 3°C/min y * de
180 °C - 250 °C a 3°C/min); DB-5
(* de 220 °C - 260 °C a 4°C/min y
* de 230 °C - 260 °C a 2°C/min);
y DB-1701 (260 °C).
Park y Addis,|Minicolumna de gel|CLAE: TRy CoC.|CLAE con columna de u-Porasil: | Cuantificados: 7a-HC,
1985b. de silice. CG-EM (20 ev). -FM, HEX/ISO (93:7, v/v); 78-HC y 7-CC.
-detector, UV (208 nm para el 7a-|Observaciones: se dan
HC y 78-HC y 233 nm para el 7-|FRR, linealidad y
CC). recuperaciones. Método
no vilido para
cuantificar 25-HC 'y
CT.
Park y Addis, _ CG: TR y CoC. Con derivatizacién (TMS) con| Cuantificados: todos los
1986a. CG-EM (70 ev). |Sylon BTZ. patrones de OE.
CG con CC DB-1 (de 180 °C -»|Observaciones: se dan
250 °C a 3°C/min). precisidén y
recuperaciones del|
método.
Park y Addis, o CG: TR y CoC. CG con CC segiin Park y Addis,|Cuantificados: a-CE y
1986b. CG-EM (70 ev). |1985a. 7-CC.
Park y Addis, —— CG: TR y CoC. Con derivatizacién (TMS) con| Cuantificados: todos los
1987. CG-EM (70 ev). |Sylon BTZ. patrones de OE.
CG con CC DB-1 (de 180 °C —»
250 °C a 3°C/min).
Pie et al., 1990. CCF preparativa con|CG: TR. Con derivatizacién (TMS) con|Cuantificados: «-CE,
gel de silice. CG-EM (70 ev). hexametildisilazano/[B-CE, 7a-HC, 78-HC,
triclorometilsilano (1:1, v/v). 25-HC, CT, 7-CC y
* CG con CC DB-5 (280 °C). 20-HC.
Observaciones: se dan
FRR, linealidad,
recuperaciones y LD.
Pie et al., 1991. CCF preparativa con|CG: TR. Con derivatizacién (TMS) con|Cuantificados: todos
gel de silice. CG-EM (70 ev). hexametildisilazan o/|los patrones de OE.
triclorometilsilano (1:1, v/v).
CG con CC DB-5 (280 °C).
Pie y Seillon, 1992.|CCF preparativa con|CG: TR. Con derivatizacién (TMS) con|Cuantificados: todos
gel de silice. hexametildisilazano/|los patrones de OE.
triclorometilsilano (1:1, v/v).
CG con CC DB-5 (280 °C).

* Inicio programa de temperatura de horno.
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Tabla Il

Métodos en la identificacion y/o cuantificacion de OE

Grasas y Aceites

diferentes periodos de tiempo.

aplica directamente|
la saponificacién.

Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogréfica
Prasad y|Mantequilla clarificada|CEy CT —_ KOH 15% (en
Subramanian, 1992.|(ghee). caliente y en
atmésfera de
nitrégeno).
Sander et al. 1988. |Estudio de la formacién de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-|CLO/MET (2:1,| KOH metandlica
OE durante la elaboracién y|HC, CT, 7-CC y Sa-CL*. viv). 1N (en frio).
almacenaje de la matequilla y
el queso Cheddar.
Sander et al. 1989. |Estudio de almacenaje de|a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-|CLO/MET (2:1,|KOH metandlica
derivados ldcteos en polvo.|HC, CT, 7-CC y Sa-CL®. v/v). En el caso del| 1IN (en frio).
Aceite de mantequilla aceite de
calentado a 110 °C durante mantequilla se

Teng, 1991.

mezclas.

20a-HC, 24-HC, 26-HC, 7a-
HPC, 78-HPC, S5«a-
hidroperoxicolest-6-en-38-0l 'y
S5a-colest-6-en-38,5-diol.

Teng, 1990. Patrones por separado y como|7a-HC, 78-HC, 25-HC, 7-CC, —_— —_—
mezclas. 20a-HC, 24-HC, 26-HC, 7a-
HPC, 78-HPC, S5a-
hidroperoxicolest-6-en-38-o0l 'y
Sa-colest-6-en-38,5-diol.
Patrones por separado y como|7«-HC, 78-HC, 25-HC, 7-CC, _— _—

Teng et al., 1973.

Patrones por separado y como
mezclas.

Ta-HC, 78-HC, 7-CC, 7a-HPC,
78-HPC, S5a-hidroperoxicolest-6-
en-38-0l, Sa-colest-6-en-38,5-
diol, colesta-3,5-dien-7-ona,
colesta-4,6-dien-3-ona y colest-
2,4,6-trieno.

Tsai
1981.

y Hudson,

Patrones por separado y como
mezclas.

a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC, 25-
HC, CT, 7-CC, 20-HC, 22-CC,
5a-CL, 6-CCL, 7-CCL, S5a-
colestan-38-ol, 58-colestan-38-ol,
Sa-colestan-38,68-diol, Sa-
colestan-3-ona, colest-5-en,
colest-5-en-3a-ol, colest-5-en-3-
ona, colesta-3,5-dien, colesta-3,5-
dien-7-ona, colesta-5,7-dien-38-o0l
y colesta-5,24-dien-38-0l|
(desmosterol).

Tsai
1984.

y Hudson,

Ovoproductos en polvo.

a-CE y B-CE.

Acetona

2 Patrén interno.
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Tabla ll

Métodos en la identificacion y/o cuantificacion de OE

Referencia
bilbliografica

Purificacién

Identificacién

Cuantificacién

Oxiesteroles

detectados.

Prasad y
Subramanian, 1992.

CCF con gel de
silice: Rf.

Identificados: CE y CT.
Observacién: el método
no distingue entre los
dos isémeros del CE.

Sander et al. 1988.

CG: TRy CoC.
CG-EM (70 ev).

CG con CC segiin Park y
Addis, 1985a.

Cuantificados: «-CE, 8-
CE, 7a-HC, 78-HC, CT
y 7-CC.

Sander et al. 1989.

CG: TRy CoC.
CG-EM (70 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Sylon BTZ.

CG con CC DB-1 (de 180
°C - 250 °C a 3°C/min).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.

Teng, 1990. CCF preparativa con gel de B — CLAE con columna|Se da separacién de los
silice para separar algunos Ultrasphere SIL: patrones ensayados.
OE que no se separan por -FM, HEX/ISO (100:2.3,
CLAE. vIv).
-detector, UV (205 y 235
nm).
Teng, 1991. R — CCF con gel deJCLAE estudio de la]Se dan cromatogramas

silice de las
diferentes  fases|
eluidas en CLAE.

separacién de los patrones

en tres columnas:

-Columna y FM, HEX/ISO
p-Porasil 100:3
Ultrasphere SIL 100:2
Zorbax SIL 100:2.2
-detector, UV (234 nm para
7-CC y 210 nm para el resto

de OE).

en donde se ve el orden
de eluciébn de los
compuestos en las
diferentes columnas y la
resolucién.

Teng et al., 1973.

CCF preparativa con gel de
silice para comprobar la
pureza de los patrones.

Sin derivatizacién.

CG con columnas de}
relleno: 2 y 3% OV-210y 2
y 3% SP-2401 (en los cuatro
casos a 230 °C).

Se da separacién en las
diferentes columnas de
los patrones ensayados.

Tsai
1981.

y Hudson,

CLAE
Porasil:
-Fases méviles, HEX/ISO
(diferentes  proporciones,
v/v), HEX/acetato de etilo
(diferentes  proporciones,
v/v) y HEX/tetrahidrofurano
(diferentes  proporciones,
viv).

-detector, refractémetro y
UV (210 .nm) al mismo
tiempo.

con columna p-

Se da separacién de los
patrones con las
diferentes fases méviles.

Tsai
1984.

y Hudson,

Columna de Bio-Sil HA.

EM (70 ev).
IR.
'H-RMN
MHz).

(99.5

CLAE con columna de
LiChrosorb Si 60:

-FM, HEX/ISO (98:2, v/v),
-detector, refractémetro.

Identificados: a-CE y 8-
CE.
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Tabla ll

Métodos en la identificacién y/o cuantificacion de OE

Grasas y Aceites

por atomizacién con fuente de
calor directa e indirecta a
diferentes temperaturas.

CE.

Referencia Muestra Patrones de oxiesteroles Extraccién Saponificacién
bibliogréfica
Tsai y Hudson,|Ovoproductos en polvo. Yema|a-CE y 8-CE. Patrén externol CLO/MET (2:1, v/v). B —
1985. de huevo en polvo obtenidajuna mezcla de «-CE + 8-

Tsai et al., 1980.

Ovoproductos en polvo.

a-CE y B-CE. Patrén externo
una mezcla de a-CE + 8-
CE.

CLO/MET (2:1, v/v).

Van de Bovenkamp|
et al., 1988.

Ovoproductos en  polvo.
Componentes de la dieta
holandesa frescos 'y
cocinados.

a-CE, 78-HC, 25-HC, CT,
7-CC, 5a-CL? y betulina®.

CLO/MET (2:1, vIv).

Yan y White, 1990.

Manteca de cerdo a la que se
adicionan distintos niveles de
colesterol y se calienta.

a-CE , 7a-HC, 78-HC, 25-
HC, CT, 7-CC y 5¢-CL?.

KOH metandlica
1N (en frio).

Zhang y Addis,
1990.

Estudio de la formacién de
OE en un medio de fritura
(sebo 90%/aceite de semilla
de algodon 10%) durante la
coccién de patatas.

a-CE, B-CE, 7a-HC, 78-HC,
25-HC, CT, 7-CC y 5a-CL*.

KOH metanélica
IN (en frio).

Zhang et al., 1991.

Patatas fritas en medio de
fritura mezcla de grasa animal
y aceite vegetal.

a-CE, 8-CE, 7a-HC, 78-HC,
25-HC, CT, 7-CC y 5a-CL".

CLO/MET (2:1, v/v).

KOH metanélica
1N (en frio).

Zubillaga y
Merker, 1991.

Carnes (pollo, ternera, buey y|
cerdo) frescas y almacenadas
durante diferentes perfodos.

a-CE, B-CE, 7-CC y 6-CCL*

En columna de una
mezcla de gel de silice
+ Celita 545 +
CaHPO, 2H,0.
Elucién con fracciones
de polaridad creciente.

2 Patr6n interno.
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Tabla ll

Métodos en la identificacion y/o cuantificacion de OE

225 °C - 265 °C a 4 °C) no
separa los dos isémeros del
CE.

CLAE con columna de pu-
Porasil:
-FM,
viv);
-detector, refractémetro.
Separa los isémeros del CE
y permite calcular la
relacién a-CE/B-CE.

HEX/ISO  (100:3,

Referencia Purificacién Identificacién Cuantificacién Oxiesteroles

bilbliografica detectados.
Tsai y Hudson,|Minicolumna de gel de|segin Tsai y|Sin derivatizacién. Cuantificados: a-CE y 8-
1985. silice. Hudson, 1984. CG con CR 3% OV-17 (de|CE, con CG se halla el

total de CE y con CLAE
se halla la relacién entre
los dos isémeros.

Tsai et al., 1980.

Minicolumna
silice.

de gel de

CG: TR.
CLAE: TR.

Sin derivatizacién.

CG con CR 3% OV-17 (de
225 °C -» 265 °C a 4 °C) no
separa los dos isémeros del
CE.

CLAE con columna de pu-
Porasil:
-FM,
vIv);
-detector, refractémetro.
Separa los isémeros del CE
y permite calcular la|
relacién a-CE/B-CE.

HEX/ISO  (100:3,

Cuantificados: a-CE y 8-
CE, con CG se halla el
total de CE y con CLAE
se halla la relacién entre
los dos isémeros.
Observaciones: se dan
precisién y recuperacién
para CG y precisién para
CLAE.

et al., 1988.

Van de Bovenkamp

1° columna de gel de silice.
2° columna de gel de silice.

CG: TR.
CG-EM.

Derivatizacién (TMS) con
hexametildisilazano/
triclorometilsilan (2:1, v/v).
CG (introduccién de 1la
muestra  directamente en
cabeza de columna) con CC
CP-Sil 5 CB (de 70 °C —»
200 °C a 15°C/min y de 200
°C - 295 °C a 10°C/min).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observaciones: se dan
FRR, precisién,
recuperaciones y LD.

Yan y White, 1990.

CG: TR.
CG-EM.

Derivatizacién (TMS) con
Sylon BTZ.

CG con CC DB-1 (de 80 °C
- 250 °C a 3°C/min).

Cuantificados: «-CE ,
7a-HC, 78-HC, CT y 7-
CC.

1990.

Zhang y Addis,

CG: TRy CoC.
CG-EM (70 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Sylon BTZ.

CG con CC DB-1 (de 180
°C - 250 °C a 3°C/min).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.

Zhang et al., 1991.

CG: TRy CoC.
CG-EM (70 ev).

Derivatizacién (TMS) con
Sylon BTZ.

CG con CC DB-1 (de 180
°C -» 250 °C a 3°C/min).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.

Zubillaga
Maerker, 1991.

CCF preparativa con gel de|
silice.

CG: TRy CoC.

Sin derivatizacién.

CG con CC Ultra-2 (3 min a
100 °C, de 100 °C - 260 °C
a 30 °C/min, de 260 °C -
280 °C a 0.6 °C/min, de 280
°C - 310 °C a 30 °C).

Cuantificados: todos los
patrones de OE.
Observacién:  se
recuperaciones.

dan

* Inicio programa de temperatura de horno.
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- Frente del disolvente

v
111

I |
I

Figura 1
Migracion de los patrones eluidos en una placa de gel de silice con hexa-
no/éter dietilico/acetato de etilo (50:50:50). 1, CT; 2, 7a-HC; 3, 19-HC; 4,
7B-HC; 5, 7-CC; 6, a-CE; 7, B-CE; 8, 25-HC; 9, 20-HC; y 10, colesterol
(Pie y Seillan, 1992). Cuando se trabaja con muestras reales se rascan,
extraen y analizan separadamente por CG las 4 bandas marcadas en la
figura con nimeros romanos

4.1. LA CROMATOGRAFIA DE GASES.

La cromatografia de gases es el método mas utilizado
para la determinacion de OE en alimentos y muestras bio-
l6gicas. Inicialmente, se utilizaban columnas de relleno con
fases apolares como: SE-30 (100% metil silicona), OV-17
(50% fenilmetil silicona), QF-1 o OV-210 (50% 3,3,3-tri-
fluoropropil silicona), etc. No obstante, actualmente estas
columnas han caido practicamente en desuso, siendo sus-
tituidas por columnas capilares con fases muy apolares

Grasas y Aceites

como las de 100% metil silicona (DB-1, CP-Sil 5 CB, Ultral-
1, OV-101, etc) o un poco menos apolares como las de 5%
fenil + metil silicona (DB-5, CP-Sil 8 CB, Ultra-2, SE-54, etc).
En alguna ocasion (Morgan y Armstrong, 1989, 1992) tam-
bién se han utilizado fases con polaridad intermedia como
las de 50% fenil + 50% metil silicona (HP-17).

En relacién con la polaridad de estas columnas, Park y
Addis (1985a) realizaron un estudio en donde compararon
la separacion que se obtenia con tres columnas de pola-
ridad creciente (DB-1, DB-5 y DB-1701, 1% vinil + 7%
fenil + 7% cianopropil + 85% metil silicona), llegando a la
conclusién de que la columna mas apolar era la que mejor
resolucion proveia.

Toda columna empleada en la determinacién de OE
debe resistir elevadas temperaturas, ya que el punto de
ebulliciéon de estos compuestos o de sus derivados silani-
zados es bastante elevado, llegandose a trabajar a tem-
peraturas de horno de 300 °C (tabla II).

4.1.1.Separacion.

Indiscutiblemente, las columnas capilares con fases
apolares son las que proporcionan una mayor resolucion.
La resolucién también se ve incrementada mediante la
derivatizacion de los OE en forma de trimetilsilil éteres
(TMS). Mediante esta silanizacién se produce un cambio en
los TR y en el orden de elucion de los OE (TMS); v, al
mismo tiempo, se obtienen picos mas estrechos y simé-
tricos, aumentando el nimero de platos tedricos del siste-
ma cromatografico (Figura 2). Ademas, con esta derivati-
zacién, se obtiene la ventaja adicional de la
termoestabilidad de los productos, con lo cual se evita el
problema de descomposicion térmica descrito para los 7-
HCs y otros hidroxicolesteroles no derivatizados (Park y
Addis, 1985a; Teng et al., 1973; Van Lier y Smith, 1968).

A
R ) 1 " . r 2 8 |u
9
s |
1 ks 10,
4
' [
3
12 13
—_—
L ~—M
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
0 10 20 30 40 - 50 60 10 20 30 40 50 60
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 2

Cromatograma de patrones de OE. (A) Sin derivatizar. (B) En forma de trimetilsilil éteres. 1, tetradecanoato de tetradecilo; 2, colesterol;
3, 5a-colestan-3-ona; 4, colesta-3-5-dien-7-ona; 5, B-CE; 6, a—-CE; 7, 7a-HC; 8, 25-HC; 9, 7B-HC; 10, 6-CCL; 11, 7-CC; 12, 3B,5a-dihidroxicolestan-6-ona;
13, CT (Maerker y Unruh, 1986).
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Sa-Colestano
Colesta-3,5-dien-7-ona
Colesterol
Ta-Hidroxicolesterol
Colesterol-Sa,6a-Epéxido
78-Hidroxicolesterol
4-Hidroxicolesterol
Colestantriol
7-Cetocolesterol
25-Hidroxicolesterol

N YA W —
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Tiempo (minutos)

Ta-Hidroxicolesterol
Colesterol
19-Hidroxicolesterol
Colesta-3,5-dien-7-ona
78-Hidroxicolesterol
Colesterol-Sa,6a-Epéxido
Colesterol-58,68-Epdxido
20-Hidroxicolesterol
Colestantriol

10.  25-Hidroxicolesterol
1. 7-Cetocolesterol

12, 26-Hidroxicolesterol

B o—1 11V

1 A A i 1
Inj s 10 15 20 25 30 3s

Tiempo (minutos)

Figura 3
Separacion de patrones derivatizados de OE (TMS) columnas de
diferente polaridad. (A) columna de metil silicona (Park y Addis, 1985a).
(B) columna de 5% fenil + 95% metil silicona (Pie et al., 1990).
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La silanizacion de los OE se puede lograr mediante una
serie de agentes silanizantes, entre los cuales se encuen-
tran: hexametildisilazano (HMDS), N, O-bis(trimetilsilil)ace-
tamida (BSA), N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA), N-trimetilsililimidazol (TMSI), etc. Como catali-
zador de esta reaccion se suele utilizar el triclorometilsila-
no (TMCS). Para conseguir esta silanizacién, normalmen-
te, se disuelve el concentrado final de OE en piridina y se
afade el agente silanizante o una mezcla de éste con el
catalizador. Las condiciones de reacciéon dependen, esen-
cialmente, del agente silanizante empleado, siendo el
Sylon BTZ (BSA/TMCS/TMSI, 3:2:3, vivlv) una de las mez-
clas silanizantes mas potentes y por tanto, también, una de
las mas empleadas. Concretamente, con esta mezcla de
reactivos con s6lo 20-30 minutos a temperatura ambiente
se consiguen los trimetilsilil éteres. Cabe tener en cuenta
que tanto el concentrado de OE como la piridina no deben
presentar, en absoluto, humedad, ya que en esta reaccion
el agua compite con los grupos hidroxil de los OE, con lo
cual en su presencia la silanizacion puede ser incompleta.
Por otro lado, estos derivados silanizados permanecen
sin hidrolizarse tan sélo unos dias a -20 °C.

La separacién de estos derivados silanizados en colum-
nas capilares apolares (100% metil silicona y 5% fenil +
metil silicona) ha sido ampliamente estudiada (Korahani et
al., 1981; Park y Addis, 1985a; Pie et al., 1990). Se ha
observado que en funcién de la fase varia el TR y orden de
elucion de los analitos (figura 3).

La inyeccién de las muestras, mayoritariamente, se
realiza trabajando con la técnica de particién (split). No obs-
tante, algunos autores trabajan con inyeccién de la mues-
tra directamente en la cabeza de la columna (on-column)
(tabla I1). Con esta ultima técnica, se evita el problema de
la discriminacién, que muy posiblemente también se pre-
sente en el analisis de los OE (Park y Addis, 1992).

4. 1.2 .Identificacion.

Una primera aproximacion de la identidad de los picos
de una muestra se realiza comparando los TR de los
patrones de OE con los de los picos de dicha muestra. A
continuacion, se vuelve a inyectar la muestra adicionada de
uno o varios de los patrones de OE, que presumiblemente
corresponden a alguno de los picos de esta muestra. La
adicion se debe realizar de tal manera que la cantidad de
patrén afadida suponga un aumento en el area del pico
problema de entre un 50-100 %. Esta mezcla muestra-
patrén(es) se inyecta en el cromatégrafo de gases utili-
zando diferentes programas de temperatura de horno. Si
pico y patrén corresponden a un mismo compuesto se
obtendrd, con todos los programas de temperatura ensa-
yados, un pico completamente simétrico. Para los com-
puestos mayoritarios, previamente a la adicion de patrén,
se realiza una dilucién para trabajar con picos pequefios, en
los cuales se observa mas facilmente asimetria o desdo-
blamiento si pico y patrén no son el mismo compuesto. Con
esta técnica de adicion de patrones llamada también
Cocromatografia se consigue una identificacién bastante
exacta que en algunas ocasiones es comprobada por
CCF con gel de silice o por CLAE (tabla Il). Una vez reali-
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zada la identificacion se puede pasar a la cuantificacion,
pero teniendo en cuenta que es practicamente indispen-
sable confirmar la identificacion mediante EM.

4. 1 .3.Cuantificacion.

La cuantificacién por CG debe presentar como carac-
teristica mas importante una buena repetibilidad. Para
ello, se debe optimizar, en primer lugar, el método croma-
tografico (condiciones de silanizacion, conservacion de
los derivados silanizados, condiciones cromatogréficas,
condiciones de integracion, etc.) y, a continuacién, todo el
método analitico en sus diferentes fases.

La cuantificaciéon normalmente se realiza por el método
del patrdn interno, aunque algunos autores han utilizado el
del patrén externo (Morgan y Armstrong, 1987; Tsai y
Hudson, 1985; Tsai et al., 1980). El patrén interno debe
afiadirse a la muestra cuanto antes mejor. Con toda cer-
teza, el compuesto mas utilizado como Pl es el 5a~coles-
tano, este compuesto puede afadirse al principio del méto-
do analitico, siempre y cuando, no se realice una
purificacién por CCF con gel de silice o en columna del
mismo material, ya que en estos dos casos el 5a~colestano
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eluye con los componentes mas apolares de la fraccion lipi-
dica y no se recoge junto a los OE. La solucién a este pro-
blema es buscar un patrén que eluya junto a los OE, como
en los trabajos de Pie (Pie y Seillan, 1992; Pie et al.,
1990, 1991), o bien seguir trabajando con el 5a—colestano,
pero afadiendolo tras la purificaciéon (normalmente pre-
viamente a la silanizaciéon). En este ultimo caso el Pl corri-
ge esencialmente la variabilidad en los volimenes inyec-
tados, mientras que si se afiade al principio corrige, entre
otros errores, las posibles pérdidas durante la manipulacién
de la muestra. La cuantificacion utilizando el Pl se puede
realizar basicamente de dos maneras:

- utilizando los factores de respuesta relativos (FRR);
- utilizando la curva de calibrado.

Los FRR de los OE en forma de trimetilsilil éteres,
como norma general, presentan valores proximos a la
unidad, siendo los factores de o-CE y del 7-CC los que mas
se alejan de este valor unitario. Este hecho se puede
observar en la tabla lil, en donde se presentan los FRR
para el colesterol y algunos OE calculados por diferentes
autores.

Tabla Il
FRR del colesterol y de los OE obtenidos por diversos autores

Compuesto | Guardiola® | Nawar et al. | Maerker y Jones | Park y Addis| Pie et al. (1990) | Van de Bovenkamp
(1991)° (1992)° (1985a)* et al. (1988)*

Colesterol 0.88 0.74 0.97 1.00 0.92° —

a-CEf 1.03 0.85 1.05 1.13 1.108 1.23

78-HC 0.98 0.86 1.14 0.98 0.99¢ 0.93

CT 0.99 -_— 1.36 1.03 1.138 1.07

7-CC 1.24 0.91 L1 1.13 1.20¢# 1.10
25-HC 0.94 — —_ 0.98 1.14¢ 0.93

* Patrén interno Sa-colestano. Patrones silanizados.

b Patrén interno Sa-androstan-3B-ol-17-ona. Patrones silanizados.
¢ Patrén interno colesta-5,24-dien-38-ol (desmosterol). Patrones sin derivatizar.

4 Patrones silanizados.
¢ Patrén interno Sa-colestan-38-ol (colestanol).

f Simbolos: a-CE (5,6a-epoxi-Sa-colestan-38-ol), 78-HC (colest-5-en-38,78-diol), CT (Sa-colestan-38,5,6B-triol), 7-CC

(3B-hidroxicolest-5-en-7-ona) y 25-HC. (colest-5-en-38,25-diol).
& Patrén interno colest-5-en-38,19-diol (19-hidroxicolesterol).
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La cuantificacion utilizando curva de calibrado es mas
exacta que empleando los FRR.

Ademas, la exactitud de ambos métodos de cuantifi-
cacién puede mejorarse teniendo en cuenta, para el célculo
de la concentracion de los analitos en la muestra, su recu-
peracion y la del Pl a lo largo del método analitico.

4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICACIA.

En el analisis de OE, la CLAE va abriéndose camino,
dia a dia, frente al método ampliamente estudiado y utili-
zado de la CG. Para la determinacién de los OE por CLAE
se han utilizado columnas con fase normal de gel de silice
y con fase inversa. De estos dos tipos de columna las
mas introducidas en este analisis son las de fase normal.

La CLAE presenta ventajas y desventajas frente a la
CG. Entre las ventajas estan la no presencia de problemas
de descomposicion térmica y que es un analisis con detec-
cién no destructiva, con lo cual se pueden recoger los
eluatos para posteriores determinaciones, como por ejem-
plo, para la identificacién. No obstante, presenta como
desventaja que algunos de los OE son dificilmente detec-
tables por los sistemas de deteccion utilizados en la CLAE.

4.2.1. Resolucion.

Existen una serie de trabajos en los que se evallia
muy profundamente la capacidad resolutiva de esta técni-
ca con diferentes columnas y fases méviles (Teng, 1990,
1991; Tsai y Hudson, 1981). Para ello, en estos trabajos se
utiliza un amplio nimero de patrones. De los tres estudios
citados, en los tres se trabaja con fase normal y posible-
mente el mas destacable es el de Tsai y Hudson. En este
trabajo se compara la separacion de 24 patrones en una
columna de pPorasil utilizando diferentes fases moviles. Las
fases moviles ensayadas son: HEX/ISO (a diferentes pro-
porciones), HEX/tetrahidrofurano (a diferentes proporciones)
y HEX/acetato de etilo (a diferentes proporciones). De
todas estas fases mdviles, la mezcla HEX/ISO (100:3,
v/v) resultd ser la que proporcionaba una mejor separacion.
En este trabajo se da el factor de capacidad (K’) de cada
uno de los 24 compuestos para esta mezcla. El valor de
este factor decrece con la adicion al hexano de cantidades
crecientes de los disolventes polares. El disolvente que pro-
voca una mayor disminucién de K’ es el isopropanol y, a
continuacion, el tetrahidrofurano y el acetato de etilo, por
este orden. De esta manera, el colesterol fue eluido con
una K’ de 1.0 con HEX/ISO (100:3), HEX/tetrahidrofurano
(100:30) o HEX/acetato de etilo (100:40). Otra de las con-
clusiones interesantes de este trabajo fue que existe una
relacion entre el valor de K’ de un compuesto y su estruc-
tura. La introduccién de funciones oxigenadas en la molé-
cula del colesterol implica un aumento de K, el cual depen-
de de la capacidad de la funcion introducida para formar
puentes de hidrégeno y de la posicién y orientacion en la
que se realiza dicha introduccién. Este aumento es cre-
ciente en el siguiente orden: carbonilo en cadena lateral,
hidroxilo en cadena lateral, epdxido en el anillo B, carbonilo
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en el anillo B e hidroxilo en el anillo B (tabla IV). La intro-
duccién de un grupo polar, ya sea hidroxilo o carbonilo,
sobre la molécula de colesterol influye en diferente mag-
nitud sobre el valor de K’ en funciéon de que se realice
sobre la cadena lateral o el anillo B. Segun estos autores,
esto obedece a que el compuesto, que posee dos grupos
polares, cuando se adsorbe en la fase estacionaria median-
te la formacién de un puente de hidrégeno a través de uno
de estos dos grupos, el otro grupo queda mucho mas
accesible para la fase mévil cuanto mas separado este de
él. Esto explica, por ejemplo, que los factores de capacidad
del colest-5-en-3M,25-diol, colest-5-en-303,73-diol y colest-
5-en-3B,7a~diol con HEX/ISO (100:3) fueran 2.9, 18.5y
21.7, respectivamente. Segun estos datos vemos que
también influye sobre el valor de K’ la orientacién del
grupo hidroxilo de C-7. Esto es debido a que cuando este
grupo se encuentra situado ecuatorialmente (73-HC) el
impedimento estérico causado por los hidrégenos de C-15
es mucho mayor que cuando se sitlia axialmente (70—HC).
Un caso particular es el del CT, compuesto en el cual
existen tres grupos hidroxilos, dos mas que en el coleste-
rol, situados muy préoximos entre ellos. Este hecho confie-
re al compuesto un valor de K’ muy elevado cuando se tra-
baja con HEX/ISO (100:3, v/v), con lo cual se obtiene un
pico muy ancho y tardio, dificilmente cuantificable.

La solucién a este problema es utilizar una fase movil
mas polar (HEX/ISO, 100:10, v/v) con lo cual el compues-
to eluye antes, pero como contrapartida el uso de esta fase
mévil (FM) implica una gran disminucién en la resolucién de
los compuestos menos polares.

En un estudio mas reciente de Teng (1990), en donde
se utiliza una columna de Ultrasphere SIL, se da la sepa-
racién con HEX/ISO (100:2.3, v/v) de 9 patrones, entre los
cuales se encuentran 3 hidroperéxidos del colesterol. La
elucién a 0.5 ml/min con esta mezcla de disolventes no con-
siguié separar los epimeros del 7-HC y, ademas, el pico
correspondiente al 7a—HC + 78-HC eluyé con un tiempo de
retenciéon muy alto. Posteriormente, Teng (1991) realizé un
trabajo en el que comparaba la separacion de 12 patrones,
entre los cuales figuraban también 3 hidroperéxidos del
colesterol, en 3 columnas con fase normal y bajo las
siguientes condiciones:

Fase estacionaria FM HEX/ISO (viv)  Velocidad de flujo
u-Porasil 100:3 1ml/min
Ultrasphere SIL 100:2 1 ml/min
Zorbax SIL 100:2.2 1ml/min

La principal conclusion de este trabajo fue que la reso-
lucion de estas columnas depende del nimero de grupos
silanol (Si-OH) superficiales presentes en la columna lo cual
depende del tamafio de las particulas de gel de silice, de su
diametro de poro y, como es légico, del tamafo de la pro-
pia columna. Las columnas de p-Porasil y Zorbax SIL pre-
sentaron mejor resolucién que la de Ultrasphere SIL,
columna en la cual no se separan los epimeros del 7-HC.
No obstante, en el caso de que el objeto del andlisis fueran
sélo los hidroperdxidos del colesterol esta ultima columna
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serfa la mas indicada por presentar buena resolucion y un
tiempo de andlisis corto para estos compuestos. En estos
dos estudios de Teng ( 1990 y 1991), como en el de Tsai y
Hudson (1981), se presentaba el problema de que los
compuestos mas polares eluian muy tardiamente y con
picos muy anchos, dificilmente cuantificables. Este hecho
cuestiona la aplicabilidad de estos métodos isocraticos al
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analisis de muestras. Tanto es asi, que sélo se han apli-
cado para determinar OE de polaridad parecida. Los mis-
mos Tsai y Hudson (1984 y 1985), con posterioridad a
su trabajo de 1981, utilizaron la CLAE tan sélo para cuan-
tificar o—CE y B-CE. En relacién con el tema existen una
serie de trabajos que sélo cuantifican C-7 OE (Herian y Lee,
1985; Park y Addis, 1985b).

Tabla IV
Factores de capacidad (K') en una columna de p-Porasil de una serie de compuestos
con el nucleo del colestano (Tsai y Hudson, 1981).

FASE MOVIL
HEX/ISO | HEX/ISO | HEX/acetato de etilo
(100:3) (100:10) (100:5)

PATRONES K* K’ K’
Sa-colestano 0.05 0.05
colest-5-en 0.05 0.05
colesta-3,5-dien 0.05 0.05
colesta-3,5-dien-7-ona 0.14 0.70
Sa-colestan-3-ona 0.22 1.4
colest-5-en-3-ona 0.30 1.6
colest-5-en-3x-ol 0.46 5.1
58-colestan-38-ol 0.70 6.5
colest-5-en-38-ol 1.0 0.38 10.4
Sa-colestan-38-ol 1.1
colesta-5,24-dien-38-ol 1.2
colesta-5,7-dien-38-o0l 1.2
3B-hidroxicolest-5-en-22-ona 1.4
colest-5-en-38,20-diol 1.5 0.38
colest-5-en-38,25-diol 2.9 0.70
5,6a-epoxi-Sa-colestan-38-ol 4.4 1.0
5,6B-epoxi-58-colestan-38-ol 5.0
3B-hidroxi-5a-colestan-6-ona 5.8
3B-hidroxi-5a-colestan-7-ona 7.3
3B-hidroxicolest-5-en-7-ona 7.6 1.4
colest-5-en-38,7B-diol 18.5 2.2
colest-5-en-38,7«-diol 21.7 2.7
Sa-colestan-38,68-diol 21.7 3.1
Sa-colestan-38,5,68-triol >50.0 12.2

*K’ = (Vg-Vp)/V,, donde V; es el volimen de retencién del compuesto y V, el voliimen de

retencién de un compuesto no retenido.
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Por otro lado, Csallany et al. (1989), por ejemplo,
desarrollaron un método isocratico (HEX/ISO, 93:7, v/v)
con columna de p-Porasil para determinar C-7 OE, en la
misma columna también determinaron 25-HC, pero usan-
do HEX/ISO (97:3, v/v). Como hemos visto, los méto-
dos isocraticos no son validos para determinar, de una
forma precisa y exacta, OE que difieran mucho en pola-
ridad.

La solucidn a este problema se encuentra en la elucién
mediante gradientes de polaridad. En un trabajo de
Maerker et al. (1988) ,en el que se utilizaron patrones, la
elucién se programé de la siguiente forma: en 15 min
se pasé de 100% de la mezcla A (HEX/ISO, 97:3) a
98.5% de Ay 1.5% del disolvente B (ISO); en los 10
minutos siguientes se llegd hasta el 97 % de Ay el 3 % de
B; y finalmente durante los ultimos 15 minutos la elu-
cion se realizé con 50 % de Ay 50 % de B. Con este
método se obtuvieron picos simétricos y buena resolucion.
La aplicacion de una elucién con un gradiente lineal (0-10
%) de butanol en hexano permitié determinar en mante-
quilla, al mismo tiempo, 25-HC, 4B-HC, 7-CC, 7a-HC y
7B-HC, con columna de Nucleosil NO,.

Por otro lado, la CLAE con fase inversa se encuentra
todavia en un estado de evolucién menos avanzado,
presentando problemas de resolucién practicamente idén-
ticos a los de la CLAE con fase normal. Para evitar estos
problemas de resolucién, en un trabajo de Higley et al.
(1986), se determinan en carnes y productos carnicos los
OE menos polares (22-CC, 19-HC, 6-CC, 70-HC y
7B-HC) por CLAE fase normal y el CT por CLAE fase
inversa. De esta manera, se realizan dos analisis para
cada muestra, lo cual implica un tiempo de andlisis largo,
pero, por otro lado, permite una buena resolucién y la
determinacién de un amplio nimero de compuestos.
Entre los estudios en los que se trabaja con fase inversa
destaca el de Finocchiaro et al. (1984) en el cual se
determinan en productos lacteos OE con polaridad bas-
tante diferenciada: CT, 7a~HC, 7B-HC, B-CE y o~CE.
En este trabajo se utilizé una columna p-Bondapak C18 y
como fase mévil ACE/agua (9:1, v/v).

4.2.2.Deteccion e identificacion.

El sistema de deteccion mas utilizado en la CLAE es
el espectrofotométrico UV (tabla Il). No obstante, no
todos los OE absorben en la zona del UV y la mayoria de
los que lo hacen, lo hacen débilmente. Concretamente,
los colesterol epéxidos y el CT no absorben en esta
zona. La mayoria de los OE que se encuentran en ali-
mentos se detectan a longitudes de onda inferiores a 212
nm, constituyendo una excepcion a esta regla el 7-CC por
detectarse normalmente a 233 nm. En la figura 4 se
presentan los espectros de absorcion al UV de los OE
mas comunes, en esta figura se observa que el 7-CC pre-
senta un maximo de absorcién aproximadamente 3 veces
superior al resto de OE, con lo cual no existen problemas
de deteccién para este compuesto. En cambio, la detec-
cién por este sistema es mas problematica para el resto
de OE e imposible para el CT y los colesterol epéxidos.
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Este problema se ha intentado solucionar mediante una
derivatizacion de los OE, consistente en la esterifica-
cién de sus grupos hidroxilo con grupos benzoato o dini-
trobenzoato. Con esta esterificacion se consigue un
aumento de la absorcién en la zona UV. Los derivados
benzoilados presentan su maximo de absorcién a 230
nm, mientras que los dinitrobenzoilados lo presentan a
254 nm. El agente derivatizante empleado es, respecti-
vamente, cloruro de benzoilo y cloruro de dinitrobenzoi-
lo. La utilizaciéon de estos sistemas de derivatizacion
arranca de los afios 70 (Carey y Persinger, 1972;
Fitzpatrick y Siggia, 1973), pero recientemente han sido
revisados en un trabajo de Fillion y Zee (1991), en el cual
se concluye que la benzoilacién es mas util que la dini-
trobenzoilacién. En estas derivatizaciones son factores
criticos las condiciones de reaccion y la estabilidad de los
derivados, que son facilmente hidrolizables. Fillion y Zee
en su trabajo dan condiciones de benzoilaciéon en las
que se obtiene un maximo rendimiento de la reaccion y
una estabilidad de los derivados durante dos dias. Las
ventajas de estas derivatizaciones son: la deteccion del
CT y epoxidos de colesterol; el aumento de la sensibilidad
en general; y la utilizacién de una unica longitud de onda
para la deteccion de todos los analitos. A pesar de todas
estas ventajas, estas derivatizaciones han sido poco
empleadas en la determinacién de OE, ya que la reaccién
de derivatizacion introduce alta variabilidad y los com-
puestos resultantes son facilmente hidrolizables.

Por otro lado, otro de los sistemas de deteccién amplia-
mente utilizado en el andlisis de OE por CLAE es el refrac-
tométrico (tabla Il). La ventaja de este sistema es que es
universal, pero su desventaja es que presenta baja sensi-
bilidad. En algunos trabajos, este sistema se utiliza com-
binado con el espectrofotdémetro para detectar los OE que
no presentan absorcion al UV (Finocchiaro et al., 1984; Tsai
y Hudson, 1981).

Ademas de estos dos sistemas de deteccién también se
han utilizado como detectores el de EM (Park y Addis,
1992) y, bastante recientemente, el DIL (Maerker et al.,
1988).

La identificacién de estos compuestos mediante CLAE
se efecttia de forma idéntica a como se realiza en la CG,
mediante TR y cocromatografia. En ciertas ocasiones la
identificacion se comprueba por CCF con gel de silice.
Una vez realizada la identificacién se puede pasar a la
cuantificacion, pero teniendo en cuenta que es practica-
mente indispensable confirmar la identificacién mediante
espectrometria de masas.

4.2.3.Cuantificacion.

El método de cuantificacion mas utilizado es el del
patrén externo (tabla Il). En caso de utilizar como detector
el espectrofotometro UV no se puede emplear un unico
patrén como patrén externo, ya que los OE responden
de forma diferente frente a este detector. Por otro lado, en
un trabajo de Park y Addis (1987) se utilizé el método del
PI. El compuesto utilizado como patrén interno fue en este
caso la 7-cetopregnenolona.
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Espectros de absorcién al UV de los OE més comunes

(Csallany et al., 1989)
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5. CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La espectrometria de masas en el andlisis de OE se
aplica basicamente para confirmar la identificaciéon de
posibles OE separados por cromatografia. Esto se hace
comparando los espectros de masas de estos posibles
OE con los de los patrones. La espectrometria de masas
cada vez es mas importante en este andlisis y existen
muchos trabajos en los que aparecen los espectros de
masas de los OE, ya sea en forma de trimetilsilil (TMS) éte-
res o bien sin derivatizar (tabla V). Gracias a esto, se pue-
den establecer de forma inequivoca los iones caracteristi-
cos de los OE mas comiunmente analizados, lo que resulta
muy Util como trabajo de referencia.

Ocasionalmente, la espectrometria de masas se ha
utilizado en el andlisis de OE para elucidar estructu-
ras.

5.1.I0NES CARACTERISTICOS DE LOS
OXIESTEROLES EN FORMA DE TRIMETILSILIL
ETERES.

Los OE por CG comuinmente se analizan en forma de
trimetilsilil éteres y por tanto sus espectros de masas en
esta forma son relativamente conocidos.

TMS éteres de los 7-hidroxicolesteroles: La diferen-
ciacion de estos dos epimeros es basicamente cromato-
gréfica, ya que sus espectros de masas son practicamente
idénticos. Estos dos compuestos presentan unos espectros
bastante sencillos en donde el pico mas intenso posee
m/z 456 (M-90) y otros picos caracteristicos poco intensos
son: 546 (M), 441 (M-90-15), 366 (M-180) y 351 (M-180-15)
(tabla V). En cambio, otros hidroxicolesteroles como el
48-HC dan lugar a espectros mucho mas complicados. El

Tabla V

Referencias bibliograficas en donde aparecen espectros de masas de algunos OE

Diferentes formas de los OE

Sin

Derivatizar

Derivatizados en forma de

Trimetilsilil éteres

Combinaciones de OE

con otras moléculas

Cleveland y Harris, 1987
De Vore, 1988
Finocchiaro et al., 1984

Gray et al., 1971

Park y Addis, 1985b, 1992
Tsai y Hudson, 1984

Aringer y Eneroth, 1974
Brooks et al., 1968, 1973

Nourooz-Zadeh y Appelqvist,
1987, 1989

Park y Addis, 1985a, 1986a,
1987, 1989, 1992

Zhang et al., 1991

Pannecoucke et al. 1992
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4B-HC presenta los siguientes picos caracteristicos con
una intensidad notable: 541 (M), 456 (M-90), 417 y 366
(M-180). Ademas también presenta otro pico intenso que es
el 129, pico caracteristico de todos los esteroles con un
doble enlace en la posicién 5 (Dumazer et al., 1986).

TMS éteres de hidroxicolesteroles con grupo hidro-
xilo en la cadena lateral: El mas importante de estos
OE es el 25-HC que presenta el pico base a m/z 131 y
otros picos caracteristicos menos intensos a 546 (M), 531
(M-15), 456 (M-90), 441 (M-90-15), 366 (M-180), 351
(M-180-15), 327 y 271 (figura 5). Algunos de estos Uitimos
picos no se aparecen en todos los trabajos revisados. El
espectro de masas del 20-HC presenta el pico base a
m/z 201 y otro pico caracteristico a m/z 461 (M-85).

TMS éteres de los colesterol epdxidos: Los iones
mas caracteristicos de estos dos epimeros son los pre-
sentes a 474 (M) y a 384 (M-90). Los espectros de estos
compuestos son muy parecidos pero existen algunas dife-
rencias entre ellos. No obstante, estas diferencias son
ampliamente controvertidas. Los picos a m/z 366 y 369 (M-
90-15) han sido observados en el a—CE; en cambio, en el
B-CE Park y Addis (1986a) sélo observaron el pico a 369,
mientras que otros autores también observaron el pico a
366 (Aringer y Eneroth, 1974; Nourooz-Zadeh y Appelqvist,
1987). Por otro lado, los iones a m/z 459 (M-15) y 456 tam-
bién son caracteristicos de estos dos epimeros. Esta con-
troversia no tiene mayor importancia, ya que estos picos se
diferencian cromatograficamente, de forma clara.

TMS éteres del 7-cetocolesterol: En algunos trabajos
el ion molecular de este compuesto (m/z 472) fue el pico
base. Otros dos picos a m/z 382 (M-90) y 367 (M-90-15)
presentan intensidades considerables. Ademas, existen
otros iones caracteristicos no citados en todos los trabajos
como son: 457 (M-15), 187, 174 y 161 (figura 6). Es impor-
tante mencionar que el pico base del espectro se encuen-
tra a m/z 472 cuando se utilizan sectores magnéticos
(Park y Addis, 1985a; Brooks et al. 1968) y a m/z 129
cuando se utiliza el sistema de los cuatro polos (cuadru-
polo) (Park y Addis 1986a; Guardiola).

TMS éter del CT: EI CT presenta tres grupos hidroxilo.
Una completa trimetilsilil eterificacién de los tres grupos
hidroxilo se consiguié calentando a 60 °C durante 60 hr con
una mezcla de BSA/TMCS/TMSI (3:2:3) (Brooks et al.,
1968). Cuando la derivatizacion se realiz6 a temperatura
ambiente durante 1 hr se formé el bis-TMS éter en lugar del
tris-TMS éter, siendo el hidroxilo no silanizado el de la
posicion 5a, que es el mas estéricamente impedido. Los
espectros de masas de estos dos derivados fueron muy
parecidos. No obstante, el pico base para el bis-TMS se
situé a m/z 129 mientras que para el tris-TMS lo hizo a 456
(Brooks et al., 1973). Mas recientemente, Park y Addis
(1989) reincidieron sobre el tema en un estudio en donde
se comprob6 que, cuando la derivatizacion se realizaba con
BSA/TMCS/TMSI (3:2:3) a 70 °C por un largo periodo de
tiempo, a expensas del pico de bis-TMS iba apareciendo un
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Figura 5
Espectros de masas del 25-HC en forma de TMS éter. (A) Ampliacién de
la zona final del espectro sin normalizar. (B) Espectro normalizado
(Guardiola).

nuevo pico de tris-TMS. Estos dos picos perfectamente dife-
renciados de forma cromatografica presentaron espectros
de masas muy parecidos. No obstante, en el espectro de
masas del tris-TMS aparecen dos picos a m/z 636 (M) y
621 (M-15) no presentes en el espectro de masas del bis-
TMS, en donde, en cambio, aparece un pico exclusivo de
él a m/z 564 (M). Asi, mediante estos tres picos se dife-
rencian de forma clara estos dos derivados del CT. Por otro
lado, existen una serie de picos comunes a ambos com-
puestos que se sitlan a m/z: 546, 531, 456, 441, 403,
367 y 321. En algunos trabajos se detecta un pico a m/z
351 (Park y Addis 1987; Guardiola).

5.2. IONES CARACTERISTICOS DE LOS OXIESTE-
ROLES SIN DERIVATIZAR.

El andlisis de OE por CLAE se realiza normalmente sin
derivatizacion previa. Para la identificaciéon de estos com-
puestos se puede utilizar la introduccién directa del anali-
to puro, procedente de la elucién de la muestra por CLAE,
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Espectros de masas del 7-CC en forma de TMS éter (Guardiola).

en la camara de ionizacién del espectrometro de masas o,
en contadas ocasiones, la CLAE acoplada directamente a
la EM.

7-HCs: Ambos epimeros presentan espectros de masas
muy parecidos con el pico base situado a m/z 384 (M-18).
Otros picos caracteristicos son: 402(M), 366 (M-18-18),
351 (M-18-18-15) y 247 (M-42-cadena lateral) (tabla V).

25-HC: Para este compuesto Kou y Holmes (1985)
observaron los siguientes iones caracteristicos a m/z: 402
(M), 384 (M-18) y 369 (M-18-15).

Colesterol epoxidos: Los espectros de estos dos epi-
meros son bastante parecidos y presentan sus picos carac-
teristicos a m/z 402 (M), 384 (M-18), 369 (M-18-15), 271
(M-18-cadena lateral), 247 (M-42-cadena lateral) y 229
(M-18-42-cadena lateral). No obstante, Tsai y Hudson
(1984) observaron que a m/z 331 aparece un pico en el
espectro del o—CE que no lo hace en el del B-CE y ademas
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que el o—~CE presenta a 356 un pico mucho mas intenso
que el que presenta el B-CE.

7-CC: El pico base se sittia a m/z 400 (M), otros picos
observados en el espectro de masas se encuentran a m/z
382 (M-18), 367 (M-18-15), 287 (M-cadena lateral), 205,
192y 174 (De Vore, 1988; Park y Addis, 1985b).

CT: Para este compuesto Finocchiaro et al. (1984)
observaron los siguientes iones caracteristicos a m/z: 420
(M), 402 (M-18), 387 (M-18-15), 366 (M-18-18), 351 (M-18-
18-15), 271 (M-18-cadena lateral), 247 (M-42-cadena late-
ral) y 229 (M-18-42-cadena lateral).
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