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Oxidos de colesterol en alimentos cocinados con
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RESUMEN

Los productos de oxidacién del colesterol (COPs) poseen demostrados efectos
toxicos y estan implicados en el desarrollo de aterosclerosis. Pueden estar presen-
tes en organismos animales y por ende, en alimentos de origen animal, siendo
susceptibles de ser absorbidos a través de la dieta. Su formacion en los alimentos
se favoreceria, al tratarse de un proceso de oxidaciéon quimica, por la elevacién de
la temperatura y la presencia de oxigeno. En este trabajo se presenta una estima-
cion de la presencia de COPs en diferentes tipos de alimentos cocinados mediante
diferentes tecnologias culinarias y almacenados mediante distintas modalidades de
conservacion. El analisis se llevé a cabo por cromatografia de gases-espectrometria
de masas. Tanto pescados (salmén y langostinos) como carnes (hamburguesas,
pechugas de pollo, lomo y salchichas tipo frankfurt) mostraron valores bajos de
COPs en crudo (0.003-0.552 mg/100 g alimento), incrementandose significativa-
mente tras el cocinado (hasta 0.7 mg/100 g alimento). El cocinado con microondas
supuso el mayor incremento de COPs en comparacién con la fritura, plancha y
asado. El almacenamiento a vacio disminuyé drasticamente la formacién de COPs
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respecto al almacenamiento en aerobiosis. La congelacién ralentizé6 mas eficaz-
mente la formacién de COPs que la refrigeracion.

Palabras clave: COPs, oxidacion, aterosclerosis, tecnologias culinarias, micro-
ondas.

ABSTRACT

Cholesterol oxidation products in common cooked foods.

Cholesterol oxidation products (COPs) have shown different toxic effects and
are involved in the development of atherosclerosis. These compounds can be found
in animal organisms, and inconsequence in animal origin foods, and they are
susceptible to be absorbed from the diet. Their formation in foods would be in-
creased by high temperatures and the presence of oxygen, as it is a chemical
oxidation process. In this paper, an estimation of the presence of COPs in different
types of foods treated by different cooking technologies are shown. Also different
storage conditions are studied. The analysis was carried out by gas chromatogra-
phy-mass spectrometry. Both fish (salmon and shrimps) and meat (hamburgers,
breast chicken, pork loin and frankfurters) showed low COPs values in raw pro-
ducts (0.003-0.552 mg/100 g food), increasing significantly after the application of
cooking technologies (up to 0.7 mg/100 g food). Microwave treatment leaded to the
highest increase of COPs in comparison to frying, grilling and roasting. Vacuum
storage dramatically decreased COPs formation with regard to aerobic storage.
Freezing minimized COPs formation more efficiently than refrigeration.

Key words: oxidation, atherosclerosis, cooking technologies, microwaves.

INTRODUCCION

Las primeras citas acerca de la existencia de 6xidos de colesterol,
también denominados COPs (colesterol oxidation products) en pro-
ductos animales data de 1940. En la década de los 80 gracias a los
avances de la técnicas cromatograficas se comienza a cuantificar e
identificar este tipo de compuestos en diversos alimentos. Fue Smith
en 1981 (1) quien llegé a sugerir que los hidroper6xidos formados
durante la oxidacién lipidica de los acidos grasos poliinsaturados
podrian iniciar la oxidacién del colesterol. En 1995, Paniagvait et al.
(2) publicaron una revisién en la que se recogen todos los trabajos
realizados hasta la fecha sobre presencia de 6xidos de colesterol en
diversos tipos de alimentos. Paralelamente fueron apareciendo evi-
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dencias cientificas que demuestran que los 6xidos de colesterol cons-
tituyen un potencial riesgo para la salud, ya que la mayoria tienen
efectos biol6gicos adversos. En 1999, Tai et al. (3) publicaron una
nueva revisién sobre anélisis, formacién e inhibicién de los produc-
tos de oxidacién del colesterol en alimentos, en la que se afirma que
estos productos estan adquiriendo cada vez mas relieve en relacién
con la seguridad del consumidor.

Desde entonces se han identificado mas de 70 6xidos de coleste-
rol pero son 8 a los que mas atencion se les ha prestado: 7o-hidroxi-
colesterol, 7B-hidroxicolesterol 7-cetocolesterol, 20 y 25-hidroxico-
lesterol, 5, 6a-epoxicolesterol, 5, 6B-epoxicolesterol y colestanetriol
ya que son los que mas cominmente se encuentran en los alimentos.

En los dltimos 30 anos a los COPs se les ha atribuido diversos
efectos toxicos. Se han establecido efectos citotoxicos en diversas
lineas celulares: tejido muscular, fibroblastos y células endoteliales
de vasos sanguineos (4-7). Hay varias investigaciones que muestran
la induccién de apoptosis celular por parte de estos compuestos (8).
Se han comprobado efectos mutagénicos para varios de ellos (9, 10)
y se han establecido correlaciones entre diversos 6xidos de colesterol
y cancer de colon, mama y préstata (11-13). Asimismo, pueden in-
terferir en la regulacién del metabolismo de otros compuestos este-
roideos y en concreto producen la inhibicién de la actividad 3-hi-
droxi 3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa)
que regula la sintesis de colesterol (14). Pero quiza, el efecto mas
conocido y por el que se les ha dado mas importancia, es su impli-
cacién en los procesos de aterosclerosis (15-16).

Larsson et al. (8) en un estudio in vitro sobre el efecto de una
mezcla de oxiesteroles (24-hidroxicolesterol, 27-hidroxicolesterol, 73-
hidroxicolesterol y 7-cetocolesterol) establecieron que los 4 COPs
mas abundantes en las lesiones de ateroma humano son proapopté-
ticos y podrian contribuir al desarrollo de la lesién aterosclerética.
En concreto, se podria pensar, segun sefiala Lizard (17) en un re-
ciente articulo sobre el interés clinico de los resultados obtenidos en
dicho trabajo, que el riesgo de aterosclerosis depende probablemente
de la relacién entre los diferentes oxiesteroles, especialmente 7j-
hidroxicolesterol/7-cetocolesterol/27-hidroxicolesterol/25-hidroxico-
lesterol lo que, segin este investigador, conduce a la suposicién de
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que la simultanea identificacién y cuantificacion de estos compues-
tos puede contribuir a definir la relacién entre los COPs y los acon-
tecimientos que se producen durante el proceso de aterosclerosis,
tales como la ausencia o presencia de marcadores fenotipicos de
oxidacién y de apoptosis en las lesiones ateroscleréticas.

La posibilidad de absorcién a partir de la dieta se ha puesto en
evidencia, aunque existe controversia acerca de los porcentajes de
absorcioén para los diferentes compuestos (18, 19).

En este trabajo se trata de ofrecer una estimacion, basada en los
diversos trabajos de nuestro grupo de investigacién, de la presencia
de COPs en diferentes tipos de alimentos cocinados mediante dife-
rentes tecnologias culinarias y modalidades de conservacion.

MATERIAL Y METODOS

Las distintas muestras objeto de estudio (pechugas de pollo, sal-
moén (Salmo salar), hamburguesas de ternera, hamburguesas de
pollo, salchichas y langostinos frescos y congelados (Penaeus vanna-
mei)) fueron adquiridas en el mercado. Cada muestra se analiz6 por
cuadruplicado en crudo y tras ser sometida a distintas tecnologias
culinarias habituales para cada uno de los alimentos (20-30). La
tecnologia de fritura se aplicé con aceite de oliva (180°C) en las
muestras de salmén y hamburguesas, y con aceite de girasol (160-
180°C) en las muestras de lomo, alcanzando temperaturas en el in-
terior del alimento del orden de 85-90°C. El asado se aplicé en
muestras de salmén y pechuga de pollo, alcanzando temperaturas
entre 95-100°C. El microondas se aplicé en salmén, hamburguesas,
pechuga de pollo y salchichas, a una potencia de 650W, alcanzando
temperaturas entre 82-88°C en el interior de los alimentos. La plan-
cha se utilizé en el caso de los langostinos y pechugas de pollo, a una
temperatura de 180°C, durante 1.5 min por cada lado, alcanzando
temperaturas en el interior de los alimentos del orden de 85-90°C.
En todos los casos las temperaturas internas se midieron con un
termémetro digital (51 J/K RS 614-299, Fluke, USA).

Para el estudio de las condiciones de almacenamiento de pechu-
gas de pollo se introdujeron las muestras cocinadas en bolsas de
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plastico de poliamida/polietileno 90 um (Corsan, Pamplona, Esparfia)
y se cerraron en condiciones de aerobiosis o a vacio (selladora
Modelo VP-1000, Ramon, Barcelona, Espana). Se mantuvieron du-
rante 6 dias en condiciones de refrigeracién (4°C) o durante 3 meses
en congelaciéon (-18°C).

Tanto en las muestras crudas como cocinadas se analizaron
los siguientes parametros de composicién general: grasa mediante
la Norma internacional AOAC 960.39 (31), colesterol por el método
descrito por Kovacs et al. (32). La extracciéon lipidica con cloro-
formo/metanol (2/1) se realiz6 mediante el método de Folch et
al. (33).

Determinacién de Oxidos de colesterol: la saponificacién en frio,
purificacién en cartuchos de silice y derivatizacién se llevaron a
cabo segin el método descrito por Guardiola et al. (34). La posterior
separacion, identificacién y cuantificaciéon de los trimetilsililéteres
de los 6xidos de colesterol se llevé a cabo segtin el protocolo descrito
en Echarte et al. (20). Se emple6 un Cromatégrafo de gases HP 6890
GC System (Hewlett-Packard) acoplado a un detector de masas 5973
Mass Selective Detector (Hewlett-Packard). Las condiciones croma-
tograficas fueron: Columna: HP-5MS (30m 250 um didmetro interno
x 0.25 um espesor fase); Gas portador: Helio (1 ml/min); Tempera-
tura del inyector: 250°C; Temperatura del horno: 80°C, mantenida
durante 1 min y rampa hasta 250°C ascendiendo a 10°C/min, seguida
de una segunda rampa hasta 280°C a 4°C/min manteniéndose esa
temperatura durante 20 min. En la Figura 1 se muestra un croma-
tograma que muestra el orden de eluciéon y los tiempos de retencién
de los ocho compuestos analizados.

Para la estimacioén de la ingesta de 6xidos de colesterol de distin-
tos alimentos cocinados se estableci6 la racién de carnes en 125 gy
la de pescados y mariscos en 150 g, de acuerdo con los criterios
expuestos en Mufioz et al. (35).

Tratamiento estadistico: Las tablas y graficos muestran los valo-
res medios obtenidos para cada uno de los parametros en estudio.
Se determind la t de Student para establecer diferencias significati-
vas entre las muestras crudas y cocinadas. Se consideraron diferen-
cias significativas con un valor de p > 0.05. El programa estadistico
aplicado fue SPSS (SPSS 9.0 para Windows, SPSS Inc., Chicago, Ill.)
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FiGura 1. Cromatograma correspondiente al andlisis por cromatografia de
gases-espectrometria de masas de una mezcla de patrones de éxidos de
colesterol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se puede afirmar que son 3 los factores que influyen en la forma-
cién de 6xidos de colesterol en los alimentos: la naturaleza del pro-
ducto alimenticio, el tipo de procesado industrial o culinario aplica-
do y las condiciones de almacenamiento. Los 6xidos de colesterol se
forman en la mayoria de los productos procesados que contienen
colesterol, siendo dificil prevenir su formacién (36).

Los resultados de los trabajos realizados por nuestro grupo pu-
sieron de manifiesto que todos los alimentos analizados, tanto pes-
cados (salmén, langostinos) como carnes (hamburguesas, pechugas
de pollo, lomo y salchichas tipo frankfurt) presentaron bajos valores
de 6xidos de colesterol en crudo (Figuras 2-5). En el caso de los
pescados el contenido total de COPs fue inferior a 0.01 mg/100 g
alimento, para salmén y langostinos congelados, no asi en los lan-
gostinos refrigerados en los que se elevé a 0.03 mg/100 g. En este
caso existe una clara influencia del método de conservacién aplica-
do, tal y como se comentara posteriormente.

En las muestras de carnes los resultados fueron mas variables,
asi las hamburguesas mostraron valores de 0.02 a 0.04 mg/100 g. La
diferente especie, ternera y pollo, de las hamburguesas podria expli-
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mg/100 g
alimento

B Crudo
B Fritura

Salmén Hamburguesa Hamburguesa Lomo
Ternera Pollo

Ficura 2. Resultados del total de COPs en los diversos alimentos en crudo y
tras su cocinado mediante fritura. * p < 0.05; ns p > 0.05.

mg/100 g
alimento

B Crudo
B Asado

Salmon Pechuga de Pollo

Ficura 3. Resultados del total de COPs en los diversos alimentos en crudo
tras su cocinado mediante asado. * p < 0.05.

mg/100 g
alimento

Il Crudo
[ Microondas

Salmén Hamburguesa Hamburguesa Pechuga Salchichas
Ternera Pollo Pollo

Ficura 4. Resultados del total de COPs en los diversos alimentos en crudo y
tras su cocinado mediante microondas. * p < 0.05.
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mg/100 g
alimento

B Crudo
[ Plancha

Pechuga Pollo Langostinos frescos Langostinos
congelados

Ficura 5. Resultados del total de COPs en los diversos alimentos en crudo y
tras su cocinado mediante fritura. * p < 0.05.

car la diferencia encontrada entre ambas muestras. Parece demos-
trado que la mayor presencia de insaturaciones, es decir, alimentos
ricos en acidos grasos insaturados, especialmente poliinsaturados,
favorece la formaciéon de 6xidos a partir del colesterol presente. Las
pechugas de pollo mostraron valores muy bajos (0.003 mg/100 g)
que estarian acordes con los bajos porcentajes de grasa de estas
muestras. Por el contrario, el lomo y las salchichas mostraron los
valores mas altos (0.09 y 0.552 mg/100 g alimento, respectivamente).

Hay que tener en cuenta que productos como hamburguesas y
especialmente las salchichas estian condicionados no sélo por la
naturaleza de la especie animal utilizada como ingrediente, sino
también por las operaciones de procesado utilizadas en su elabora-
ciéon. Ambos alimentos han sufrido una operacién de picado que
favorece los procesos oxidativos. Ademas, en el caso de las salchi-
chas se ha producido también un calentamiento por el tratamiento
de pasterizacion, lo que explicaria el maximo valor obtenido en estos
alimentos en crudo.

El tratamiento culinario supuso un incremento en el contenido
de COPs de todos los alimentos analizados. Las figuras muestran
que, efectivamente, salvo en el caso de las hamburguesas de ternera
cocinadas mediante la aplicacién de fritura, se produjo un incre-
mento significativo del total de COPs en el producto cocinado frente
al alimento crudo. Diversos trabajos en la bibliografia muestran in-
crementos en la concentracién de 6xidos en alimentos cocinados a
temperaturas de 85°C (37-40). Sarantinos et al. (41) sefialaron que
tiempos prolongados de cocinado incrementaban el contenido de
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COPs en huevos fritos y cocidos. Estos mismos autores mostraron
que mientras que en huevos o leche calentados menos del 5% del
colesterol se transformaba en COPs, en productos elaborados con
huevos y/o leche el porcentaje de transformacion era del 20-45.7%
en galletas, 16-29% en pasteles y 37.2% en mayonesa.

La Figura 6 representa el incremento en COPs de las muestras que
fueron sometidas a diferentes tecnologias culinarias. En todos los tra-
bajos realizados se pudo observar que la aplicacién del cocinado con
microondas supuso el mayor incremento de COPs, frente al resto de
tecnologias aplicadas (fritura, asado y plancha). Aunque no se ahon-
dé6 en estos resultados, probablemente los diferentes mecanismos de
transmisiéon de calor tengan una influencia determinante en los pro-
cesos de oxidacién del calor, independientemente de la temperatura
aplicada. Tal y como se recoge en el apartado de material y métodos,
la temperatura interna alcanzada en el calentamiento por microondas
fue del mismo orden que las alcanzadas con el resto de tecnologias.
El salmén cocinado con microondas presenté el mayor incremento
respecto al alimento en crudo (un contenido en COPs 42 veces supe-
rior al contenido en crudo). Le siguié la pechuga de pollo cocinada
también con microondas (24 veces superior a la pechuga cruda).

También fue objeto de uno de nuestros trabajos el observar la
influencia de las diferentes condiciones de almacenamiento de ali-
mentos ya cocinados en el contenido en COPs de los mismos. La
Figura 7 muestra los resultados obtenidos para pechugas de pollo
cocinadas con diferentes tecnologias y conservadas en condiciones
de refrigeracién y congelacién tanto en condiciones de aerobiosis
como a vacio (29).

Puesto que la formacién de 6xidos de colesterol en los alimentos
se produce fundamentalmente via formacién de radicales libres a tra-
vés de mecanismos de oxidacion, cabria esperar que la ausencia de
oxigeno pueda reducir su formacién durante el almacenamiento. Fi-
nocchiaro et al. (37) observaron que la mantequilla envasada en at-
moésfera de aire presentaba un contenido de 7oy 7B-hidroxicolesterol
entre 1.5 y 3 veces mayor que cuando se almacenaba en atmésfera de
nitrégeno. Ademas, almacenando dichas muestras a —20°C durante un
ano se encontraron con cantidades significativas de epoxicolesterol y
colestanetriol. Monahan et al. (42) demostraron que la velocidad de
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oxidacién del colesterol en carne de cerdo se aceleré durante el alma-
cenamiento en refrigeracién posterior al cocinado, especialmente du-
rante las primeras 48 horas, siguiendo la misma tendencia que la oxi-
dacién lipidica general. Zanardi et al. (43) estudiando la eficacia de
diversas condiciones de envasado sobre la formacién de 6xidos de
colesterol en embutidos tipo Milano concluyeron que las atmésferas
modificadas (100% N,) parecian ser mas eficaces que el vacio en la
proteccion de la oxidacion del colesterol.

a) Salmon b) Hamburguesas

Salmon Hamburguesa Ternera Hamburguesa Pollo

B Fritura B Microondas B Asado | | B Fritura B Microondas

¢) Pechuga de Pollo

Pechuga Pollo

| B Microondas O Plancha B Asado

Ficura 6. Incremento (n veces) en el contenido en COPs para cada tipo de
alimento con diferentes tecnologias culinarias.

0,3+
0,251
0,21
0,15
0,1
0,051
04

Plancha Asado Microondas

Refrigeracion-Aire M Congelacion-Aire
M Refrigeracion-Vacio M Congelacidn-Vacio

Ficura 7. Efecto del almacenamiento en distintas condiciones sobre la
formacion de é6xidos de colesterol en pechugas de pollo (mg/100 g alimento).
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En nuestros trabajos se observé que el almacenamiento en con-
diciones de vacio de alimentos cocinados disminuye de forma dras-
tica la formacion de 6xidos de colesterol. Asimismo, se ha podido
observar que en condiciones normales de presencia de oxigeno la
congelacién resulta mas eficaz que la refrigeracién para inhibir la
oxidacién del colesterol. Efectivamente en la Figura 7 se puede ob-
servar que tanto en condiciones de aerobiosis como en condiciones
de vacio el contenido de COPs es mayor en los alimentos mantenidos
en refrigeracién (4°C durante 4 dias) que en los alimentos manteni-
dos en congelacién (-18°C durante 3 meses). Estos resultados avalan
la idoneidad de la congelacién como método de conservacién de
alimentos cocinados, anadiendo a su estabilidad microbiolégica una
mayor seguridad por la ralentizaciéon de los procesos oxidativos que
afectan al colesterol.

Estos resultados del almacenamiento se confirman con los en-
contrados cuando se analizaron langostinos refrigerados frente a
langostinos congelados a nivel comercial. La congelacién de estos
ultimos suele realizarse de forma inmediata a su captura por lo que
se produce una eficaz inhibicién de los procesos de deterioro micro-
biolégico y quimico-enziméatico. De ahi que resulta razonable que
los langostinos congelados presentasen menores concentraciones de
oxidos de colesterol que los refrigerados, esos ultimos comercializa-
dos como «frescos».

Diversos autores apuntan la necesidad de estimar las ingestas
diarias de COPs, para lo que conviene tener en cuenta que los COPs
no se ingieren independientemente a otros compuestos de oxidacién
lipidica que también se han relacionado con el desarrollo de ateros-
clerosis, y que hace falta disponer de la metodologia apropiada para
ello.

En la Tabla 1 se presentan las estimaciones de ingesta de 6xidos
de colesterol procedentes de raciones habituales aplicadas a los di-
ferentes alimentos objeto de nuestros estudios. Obviamente no se
han tenido en cuenta los alimentos en crudo ya que el consumo de
todos ellos se realiza una vez cocinados.
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Tasra 1. Estimacion de la ingesta de éxidos de colesterol por racion (mg

COPs/racion).
mg COP/racion
Fritura Salmén 0.090
Hamburguesa Ternera 0.045
Hamburguesa Pollo 0.154
Lomo de cerdo 1.187
Asado Salmén 0.094
Pechuga Pollo 0.041
Microondas Salmén 1.011
Hamburguesa Ternera 0.152
Hamburguesa Pollo 0.328
Pechuga Pollo 0.091
Salchichas 0.743
Plancha Pechuga Pollo 0.049
Langostinos frescos 0.115
Langostinos congelados 0.034

Raciéon de carnes: 125 g; Racién de pescados: 150 g. (Muioz et al., 2004).

Los alimentos que aportan mayores cantidades de COPs son el
salmén cocinado a microondas (>1 mg/racién), seguido de las ham-
burguesas de pollo cocinadas al microondas (0.33 mg/racién), el
salmoén asado almacenado en condiciones de congelacion (0.27 mg/
racion), las hamburguesas de pollo cocinadas por fritura y las de
ternera al microondas (0.15 mg/racién). La interpretacion de estos
resultados resulta dificil al no existir estudios que indiquen cuales
pueden ser las cantidades de COPs ingeridas que puedan suponer un
riesgo para la salud. Hay algin trabajo que sefiala como limite se-
guro < 0.1 mg/dia, aunque esta referencia no esta avalada por evi-
dencias cientificas. Otros autores sefialan como peligrosos porcenta-
jes de oxidacién referidos al colesterol superiores al 0.5% (44). Esta
cifra es solo superada por el salmén cocinado al microondas, con un
valor de 0.80%.
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CONCLUSION

En general, se puede considerar que los contenidos de COPs en

los alimentos objeto de este trabajo se encuentran en valores que no
suponen riesgo para la salud. Sin embargo, los demostrados efectos
negativos de los 6xidos de colesterol, junto con la evidencia cienti-
fica de su formacion en los alimentos y de su absorcién a partir de
los mismos, hace que sea necesario conocer y controlar la ingesta de
este tipo de compuestos en la dieta habitual.
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