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Introduccién y objetivo

INTRODUCCION Y OBJETIVO

INTRODUCTION AND OBJECTIVE



Introduccion y objetivo

La alimentacién durante las primeras etapas de la vida es
fundamental para asegurar un buen desarrollo y crecimiento del
lactante y por influir en su futuro estado de salud. Los alimentos para
lactantes constituyen el primer alimento para el recién nacido, cuando
la lactancia materna no es posible, o como alimentacion
complementaria cuando aumentan sus necesidades nutritivas. La
fraccion lipidica de estos alimentos tiene importancia no soélo por la
contribucién al valor energético, sino también por sus efectos sobre el
desarrollo, estructura y funcion de 6rganos, en especial de los tejidos

cerebrales y de la retina.

En la actualidad, se comercializa una amplia variedad de
productos para la alimentacion infantil. La calidad de las materias
primas, los tratamientos tecnolégicos y las condiciones de
almacenamiento de los mismos pueden modificar el valor nutritivo de
la fraccion lipidica e influir en su seguridad por la formacion de
compuestos toxicos. Este hecho tiene mayor importancia en este tipo
de alimentos por el grupo de poblacion a quien va dirigidos (mas

sensibles) y a que su consumo es cada vez mayor.

El conocimiento de la estabilidad de la fraccidon lipidica en
alimentos infantiles permite evaluar los efectos que el procesado y/o
almacenamiento ejercen sobre ella y optimizar los procesos

tecnoldgicos empleados en su elaboracidn.



Introduccién y objetivo

Por todo ello, el objeto del presente trabajo es:

= Conocer la evolucién de la fraccién lipidica en papillas listas
para el consumo destinadas a la alimentacién infantil a lo

largo de su vida util.

En concreto se estudiara la influencia del tiempo y temperatura de

conservacion sobre dicha fraccion lipidica.

Este trabajo se encuadra dentro de un proyecto mas amplio cuyo
objeto es la busqueda de indicadores de rutina que permitan evaluar y
estudiar la estabilidad durante el periodo de vida util de las fracciones
proteica y lipidica de alimentos para lactantes (formulas para

lactantes y papillas de cereales con leche).



Introduccion y objetivo

In first stages of life feeding is fundamental in order to ensure a
good development and growth of babies and because it has influence
on their future health state. Infant foods are the first foodstuffs for
newborns when mother’'s lactation is not possible, or as a
complementary feeding when their nutritional necessities increase.
Lipid fraction of these products has significance not only because of its
contribution to energetic value, but also due to its effects on
development, structure and function of organs, especially brain and

retina tissues.

Nowadays, a wide range of products for infant feeding is available.
The quality of raw materials, technological treatments and storage
conditions can modify the nutritional value of the lipid fraction and
have influence on their safety due to formation of toxic compounds.
This aspect is of great importance in this kind of foodstuffs because of
the population group to which is intended for (more sensitive) and

because its consumption increases.

To know the stability of the lipid fraction in infant foods allows to
evaluate the effects exerted on it by the processing and/or storage
and optimize the technological processes used in their manufacture.

For which reason, the objective of the present work is:

= To know the evolution of the lipid fraction in ready-to-eat

foodstuffs for infant feeding throughout their shelf-life.

Specifically, the influence of time and temperature of storage on

the mentioned lipid fraction will be studied.



Introduccién y objetivo

This work is framed in a wider project whose objective is to search
routine indicators to evaluate and study the stability during shelf-life
of the protein and lipid fractions of infant foods (infant formulas and

milk and cereal-based infant foods).



Plan de trabajo

PLAN DE TRABAJO

WORK PLAN



Plan de trabajo

Para alcanzar el objetivo mencionado se propone un plan de

trabajo que consta de los siguientes puntos:

Actualizaciéon bibliografica de todos los aspectos relativos a la
fraccion lipidica de los alimentos destinados a la alimentacion
infantil.

Adaptacion a las muestras problema de métodos de
determinacion del perfil lipidico de acidos grasos puestos a
punto y validados en formulas para lactantes y productos
carnicos en trabajos previos.

Optimizacion y validacion de métodos para la determinacion de
compuestos indicadores de la evoluciéon de la oxidacion lipidica
en papillas de cereales con leche:

- Puesta a punto y validaciéon de un método de determinacion
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

- Puesta a punto y validaciéon de un método de determinacion
de compuestos volatiles procedentes de la oxidacion lipidica
por microextraccion en fase soélida y cromatografia gaseosa.

- Adaptacién, a las muestras problema, de un método de
determinacion de productos de oxidaciéon de los esteroles
puesto a punto y validado en margarinas y grasas para untar
enriquecidas con fitosteroles en trabajos previos.

Disefio experimental del muestreo: seleccién de las muestras,
temperaturas y tiempos de muestreo durante el
almacenamiento.

Aplicacion de los métodos a las muestras objeto de estudio.
Tratamiento estadistico y evaluacién de los resultados.

Discusion de los resultados.
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Revisidn bibliografica

A. NECESIDADES NUTRICIONALES EN LA INFANCIA

(Hernandez y Sastre, 1999; Cervera, 2000; Bueno, Sarrid y Pérez-
Gonzalez, 2002)

El hecho fisioldgico que define al nifio y lo diferencia del adulto
es el crecimiento, que consiste basicamente en un aumento de la
masa corporal que se acompafia de un proceso de remodelacion
morfolégica y maduracién funcional. Para que se realice con
normalidad es necesario un aporte adicional de energia y nutrientes
esenciales para la sintesis y aposicion de nuevas moléculas. Por otra
parte, en la infancia se adquieren los habitos dietéticos que van a
mantenerse en la edad adulta. Una situacion nutricional adecuada en
las primeras etapas de la vida -desde la vida intrauterina hasta el
final de la primera infancia — es fundamental, por los efectos que tiene
sobre el desarrollo fisico, mental, emocional y psicomotor y la

influencia de todo ello en el futuro desarrollo del nifho.

La alimentacion infantil debe cumplir un triple objetivo:

- Cubrir las necesidades energéticas y plasticas para permitir
un crecimiento y desarrollo normales.

- Evitar carencias y desequilibrios entre los distintos nutrientes.

- Contribuir a la prevencién de una serie de enfermedades del

adulto relacionadas con la nutricion.

Los dos primeros anos de vida del nifo, se caracterizan por un
crecimiento rapido, que se desacelera de forma progresiva ya desde el
nacimiento. Durante estos dos anos, el ser humano experimenta una
serie de cambios antropomeétricos y en la composicion de sus tejidos
con disminucion del contenido de agua, aumento de grasa, de

proteinas y de algunos iones intracelulares, como potasio, vy
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extracelulares, como calcio que se deposita mayoritariamente en el

tejido dseo.

Las proteinas constituyen aproximadamente el 11% de la masa
corporal del recién nacido y aumentan hasta el 15% al afio de edad.
Los aminoacidos se utilizan para sintetizar las proteinas corporales vy,
ademads, aportan nitrogeno para la sintesis de otros compuestos
fisioldgicos importantes. La ingestién de grasas durante la infancia es
fundamental, no sélo para satisfacer las necesidades energéticas sino
también como fuente de nutrientes esenciales. Debido a su reducida
capacidad gastrica, el recién nacido necesita una dieta de elevada
densidad energética por lo que la contribucién de las grasas al aporte
energético total debe ser superior al 40%, a diferencia del adulto, en
cuya dieta las grasas deberian contribuir como maximo en un 30% al
aporte energético total (Ronayne de Ferrer, 1998).

El modelo para establecer la contribucién de los distintos
principios inmediatos al aporte energético total es la leche de mujer,
por lo que las grasas deben contribuir en un 50-54%, los hidratos de

carbono en un 36-40% vy las proteinas en un 7%.
En el cuadro n° 1 se resumen las recomendaciones de energia

y nutrientes propuestas por el “Food and Nutrition Board” de la

Academia Nacional de Ciencias de los EE.UU.

12
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Cuadro n© 1. Necesidades nutricionales en la infancia.
Recomendaciones de los principales nutrientes durante los primeros
tres afios de vida.

Necesidades 0-6 [ 1-3 afos
meses meses
Agua® I/dia 0.7 0.8 1.3
Energia® kcal/dia 438-645 608-844 837-1184
Proteinas?® g/dia 9.1 11.0 13
Hidratos de carbono? g/dia 60 95 130
Grasas?® g/dia 31 30 n.d.
Calcio® mg/dia 210 270 500
Fésforo® mg/dia 100 275 460
Magnesio® mg/dia 30 75 80

(Food and Nutrition Board RDA 22002/2005,°1997; n.d: no determinado)

B. ETAPAS DE LA ALIMENTACION EN LA PRIMERA INFANCIA

(Hernandez y Sastre, 1999; Cervera, 2000; Bueno, Sarrid y Pérez-
Gonzalez, 2002)

Teniendo en cuenta las necesidades nutricionales, la capacidad
digestivo-absortiva y la maduracién de los sistemas organicos que
intervienen en la nutricién, en la alimentacién durante la infancia

pueden distinguirse tres periodos:

- Lactancia (0 a 6 meses): la leche materna constituye el
elemento nutricional esencial y Unico. Cuando la lactancia natural no
es posible se utilizan formulas para lactantes (FL). Su composicion es
adecuada para satisfacer los requerimientos de energia y nutrientes
del lactante. La lactancia natural proporciona al nifo una proteccion

pasiva a través de su contenido de anticuerpos, células viables y otras

13
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sustancias que impiden la colonizacidon por microorganismos
patdégenos y el paso de antigenos. Ademas, el calostro tiene una
accion tréfica sobre el crecimiento y maduracion de la mucosa que
contribuye a mejorar su funcion de barrera y la resistencia a la

infeccion y a otros agentes patdgenos.

- Transicién o diversificacién progresiva (6 a 12 meses):

tradicionalmente denominado Beikost o alimentacién complementaria,
en la que se introducen de forma paulatina otros alimentos - aparte
de la leche que se debe mantener - con el fin de cubrir las
necesidades nutritivas crecientes del nifio e iniciar el paso a la
alimentacién omnivora propia del adulto. El nifo comienza a conocer
los alimentos basicos, los sabores fundamentales y las distintas

texturas.

- Adaptacién a la alimentacién del adulto (1 a 3 afios): las

funciones digestivas y metabdlicas del lactante han alcanzado un
grado de madurez suficiente para que la tolerancia a la alimentacion
variada se aproxime a la del adulto; el nifio puede recibir la misma
dieta que el adulto, aunque ajustada a sus particularidades fisiologicas

y a las variaciones en el gasto energético por actividad fisica.
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C. PRODUCTOS DIETETICOS UTILIZADOS EN LA
ALIMENTACION DEL LACTANTE

(Hernandez y Sastre, 1999; Cervera, 2000; Bueno, Sarrid y Pérez-
Gonzalez, 2002)

C.1. LECHE HUMANA'Y LECHE DE VACA

Las condiciones anatémicas y fisiolégicas del lactante exigen
que el alimento utilizado en esta época de la vida tenga unas
determinadas caracteristicas.

La leche humana es el alimento ideal durante los 4 6 6
primeros meses, ya que cubre todas las necesidades nutritivas del
lactante y evita riesgos innecesarios; por ello constituye el modelo
optimo para la composicién de las FL. Puesto que éstas se elaboran a
partir de leche de vaca, de composicion sensiblemente diferente, es
necesario modificarla para hacerla similar a la leche materna (OMS,
1981).

La leche de mujer tiene un menor contenido proteico y mineral
que la leche de vaca, lo que esta relacionado con la menor velocidad
de crecimiento del recién nacido. La mayor relacion proteinas del
suero/ caseina, en la leche humana que en la leche de vaca, asegura
una mejor digestibilidad de la leche, asimismo, la leche materna tiene
un mayor contenido de nitrdgeno no proteico (acidos nucleicos,
nucledsidos y nucledtidos), que interviene en la maduracion del
intestino y el desarrollo inmunitario (Kunz y Lénnerdal, 1992; Blanco
y Telleria, 1995).

Las leches de mujer y de vaca difieren en la composicion
cualitativa y cuantitativa de su fraccion grasa, lo que tiene
importantes consecuencias nutricionales. En comparacion con la leche

de vaca, la leche de mujer es mas rica en acidos grasos esenciales

15



Revisién bibliografica

(AGE), en acidos grasos monoinsaturados (AGMI) (oleico vy
palmitoleico) y contiene menos acidos grasos saturados (AGS) de
cadena larga, ademas difiere en la estructura de los triglicéridos (TG).
Estos factores condicionan la digestibilidad y la biodisponibilidad de los
AGE en el lactante, ya que la grasa de la leche materna se absorbe en
mas del 90%, siendo menor la absorcién de la correspondiente a la
leche de vaca.

La lactancia materna incrementa los contenidos séricos de
colesterol total y de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
(LDL-colesterol) durante la infancia, pero a largo plazo, en la etapa
adulta, éstos son menores, lo que sugiere que la lactancia materna
podria tener una accidon beneficiosa sobre la salud cardiovascular
(Owen et al., 2002).

La leche humana tiene un mayor contenido de lactosa que la
leche de vaca para mantener el equilibrio osmético y hacerla isoténica
con el plasma sin aumentar la concentracion de sales minerales;
ademas contiene otros hidratos de carbono que apenas existen en la
de vaca.

Los contenidos de vitaminas de la leche de mujer dependen del
estado nutricional de la misma, pero todas las que contiene se
transfieren, en principio, al nifio, mientras que las presentes en la
leche de vaca pueden sufrir pérdidas, mas o menos importantes, en el
curso de su recogida, en las diferentes etapas del tratamiento de
higienizacion, conservacion y almacenamiento.

La leche humana es un liquido dinamico, los contenidos de
algunos de sus componentes pueden presentar un coeficiente de
variacion de hasta un 30%. La composicion del calostro (primeros 4-6
dias de vida), difiere de la correspondiente a la leche de transicion
(6°-15° dia de vida) y ésta de la leche madura. Ademas, la

composicion se modifica a lo largo de la toma, siendo al comienzo

16



Revisidn bibliografica

mas rica en hidratos de carbono y agua y al final mas abundante en

lipidos y pobre en agua.

C.2. FORMULAS PARA LACTANTES

Los preparados industriales destinados a la alimentacion del
lactante son Utiles cuando la lactancia materna no es posible o resulta
insuficiente. En las directivas publicadas por a Comunidad Europea
(CE) relativas a los productos utilizados para la alimentacién de los
lactantes (91/321/CE, de 14 de mayo, 96/4/CE, de 16 de febrero,
99/50/CE, de 25 de de mayo, 2003/14/CE, de 10 de febrero y
2006/141/CE de 22 de diciembre), se denominan “preparados para
lactantes” a los productos alimenticios destinados a la alimentacién
especial de los lactantes durante los primeros 4 a 6 meses de vida,
gue satisfacen por si mismos la necesidades nutritivas de este grupo
de personas; “preparados de continuacién” a productos alimenticios
destinados a la alimentacion especial de los lactantes de mas de 4
meses, que constituyen el principal alimento liguido de una dieta
progresivamente diversificada de esta categoria de personas; “leche
para lactantes” y “leche de continuacidon” cuando los preparados son
elaborados exclusivamente a partir de proteinas procedentes de leche
de vaca. La composicién de las férmulas comercializadas en Espafa
debe ajustarse a lo indicado por la Reglamentacion Técnico-Sanitaria
(RTS) especifica relativa a los preparados para lactantes y preparados
de continuacion (Real Decreto (RD) 72/1998, de 23 de enero,
modificado por RD 1446/2000, de 31 de julio, estando actualmente en
vigor el RD 500/2004, de 1 de abril).

17
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C.3. PAPILLAS DE CEREALES

Son el primer integrante del Beikost que suele ofrecerse al
lactante en muchos paises, debido a su consistencia fluida, su buena
aceptacion y su facil deglucion.

Los cereales son alimentos ricos en hidratos de carbono, que
aportan a la dieta no sdlo energia, sino también proteinas, minerales
y vitaminas (especialmente tiamina). Los lipidos proporcionan a los
recién nacidos y lactantes la mayor parte de la energia dietética, pero
el bebé que consume papillas de cereales ya esta mas desarrollado,
tiene un estdbmago con una mayor capacidad, por lo que disminuye la
importancia de la contribucion de los lipidos al aporte energético, por
lo tanto, el contenido de grasa es bajo, pero son relativamente ricos
en acidos grasos esenciales.

Los alimentos destinados a la alimentaciéon infantil que
contienen cereales, pueden estar constituidos por un solo tipo de
cereal o por una mezcla de varios, y pueden estar enriquecidos con
leche, vegetales, miel, frutos secos, cacao o frutas. Los cereales
destinados a nifios de corta edad deben recibir un tratamiento
tecnoldgico (dextrinacién) que permita su rapida dispersiéon en agua,
leche u otro liquido, y facilite su digestion. Para ello, los cereales
pueden tratarse de dos maneras: por calor o con enzimas; las dos
acortan el tiempo de coccion o pueden, incluso, eliminar por completo
la necesidad de ésta. Los cereales pueden incorporarse al biberéon a
partir del 50 o 6° mes, en una concentracion de un 3-5%,
aumentando ésta de forma progresiva hasta un 10-12%, que es la
consistencia usual de una papilla, comenzando por cereales sin gluten
y administrando cereales con gluten a partir del 8° mes.

Los alimentos elaborados a base de cereales y alimentos

infantiles para lactantes (niflos menores de 12 meses) y nifios de

18
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corta edad (nifios entre 1 y 3 afios) estan regulados por la Directiva
2006/125/CE, de 5 de diciembre de 2006, que deroga la anterior,
modificada en diversas ocasiones (Directiva 96/5/CE, de 16 de febrero
(RD 490/1998, de 27 de marzo), actualizada mediante la Directiva
98/36/CE de 2 de junio (Orden de 14 de julio de 1999) y modificada
por la Directiva 99/39/CE, de 6 de mayo (RD 1445/2000, de 31 de
julio) y la Directiva 2003/13/CE, de 10 de febrero (RD 480/2004, de
26 de marzo)).

Son productos alimenticios destinados a una alimentacion
especial, que satisfacen las necesidades especificas de los lactantes y
ninos de corta edad en buen estado de salud, destinados a los
lactantes durante el periodo de destete y a los nifios de corta edad,
como complemento de su dieta y/o para su progresiva adaptacion a
los alimentos normales. Se clasifican en dos grupos:

1. “Alimentos elaborados a base de cereales”, que se dividen

en las cuatro categorias siguientes:

a). Cereales simples reconstituidos o que deben
reconstituirse con leche u otro liquido alimenticio
adecuado.

b). Cereales con adicion de otro alimento rico en
proteinas reconstituidos o que deben reconstituirse con
agua u otro liquido que no contenga proteinas.

c). Pastas que se deben cocer en agua hirviendo o en
otros liquidos apropiados antes de su consumo.

d). Bizcochos y galletas que pueden consumirse
directamente o, una vez pulverizados, con adicién de
agua, leche u otro liquido adecuado.

Los alimentos elaborados a base de cereales se prepararan a

partir de uno o varios cereales o raices feculentas, previamente
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triturados. La cantidad de cereal y/o raiz feculenta serd como

minimo del 25% en peso de la mezcla final seca.

2. “Alimentos infantiles” distintos de los alimentos elaborados a

base de cereales.

Los alimentos elaborados a base de cereales y los alimentos
infantiles se fabrican con ingredientes cuya adecuacion a la
alimentacién especial de los lactantes y nifios de corta edad haya sido
determinada mediante datos cientificos generalmente aceptados. La
Directiva regula la composicion de estos alimentos, las sustancias
nutritivas que pueden adicionarse en su fabricacion y el limite
maximo, asi como el etiquetado.

No pueden contener ninguna sustancia en cantidad tal que
ponga en peligro la salud de los lactantes y nifios de corta edad. Asi,
se especifican los limites maximos de plaguicidas y de residuos de
plaguicidas en el producto listo para el consumo o reconstituido
conforme a las instrucciones del fabricante.

La edad a partir de la cual pueden consumirse estos alimentos
es de 4 meses.

Las papillas de cereales con leche, objeto de esta Tesis
Doctoral, se integran en la categoria 1.b (alimentos elaborados a base
de cereales con adicion de otro alimento rico en proteinas). Su
composicion en proteinas, hidratos de carbono y lipidos, debe

adaptarse a los siguientes criterios:

- El contenido en proteinas serd como maximo de 5.5 g/100
kcal. Se deberan afiadir como minimo 2 g de proteinas/100 kcal. El
indice quimico de las proteinas anadidas sera equivalente como

minimo al 80% de la proteina de referencia (caseina) o el coeficiente
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de eficacia proteica de la mezcla serd equivalente como minimo al
70% de la proteina de referencia.

- Hidratos de carbono: si se anade al producto sacarosa,
fructosa, glucosa, jarabes de glucosa o miel, la cantidad de hidratos
de carbono procedente de estas fuentes no sera superior a 5 g/100
kcal. La cantidad de fructosa afiadida no sera superior a 2.5 g/100
kcal.

- El contenido de lipidos sera como maximo 4.5 g/100 kcal. Si
es superior a 3.3 g/100 kcal, la cantidad de acido laurico y acido
miristico serdan como maximo del 15% del total del contenido en
lipidos y la cantidad de &cido linoleico debera estar entre 300 y 1200
mg/100 kcal.

Debido a que el objetivo de esta Tesis Doctoral se centra en el
estudio de la fraccion lipidica de las papillas, en este apartado se hace
especial referencia al aporte lipidico en la alimentacién durante la

infancia.

D. LOS LIPIDOS EN LA ALIMENTACION DURANTE LA INFANCIA

Existe un interés creciente en la calidad de los lipidos de la
dieta en la infancia, puesto que es un factor importante en el
crecimiento, desarrollo y salud a largo plazo. La eleccién de los lipidos
de la dieta durante los primeros afios de vida se considera ahora de
gran importancia (Uauy y Castillo, 2003).

Los lipidos de los alimentos estan constituidos en su mayor
parte por TG de acidos grasos (AG), en su mayoria (90%) de cadena

larga, y una pequefia proporciéon por mono y diglicéridos, AG libres,
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esteroles y compuestos mas complejos, como fosfolipidos vy

glicolipidos.

D.1. TRIGLICERIDOS

Los TG constituyen una fuente concentrada de energia
practicamente insustituible. Ademas contribuyen a hacer los alimentos
mas agradables al paladar y son el vehiculo de las vitaminas mas
liposolubles y el o6rgano de proteccion y aislamiento térmico
(Hernandez y Sastre, 1999).

D.2. FOSFOLIPIDOS Y GLICOLIPIDOS

Los fosfo y glicolipidos cumplen importantes funciones
estructurales en las membranas celulares y en los o6rganos
intracelulares (mitocondrias, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi),
vainas de mielina, y forman parte de sistemas enzimaticos
importantes. Los fosfolipidos, junto con el colesterol, se encuentran en
las membranas biolégicas y modulan importantes funciones
fisiolégicas como, por ejemplo, la fluidez y permeabilidad de las
membranas, la actividad de los enzimas y receptores fijados a la
membrana, y la respuesta eléctrica a la excitacion (Hernandez y
Sastre, 1999).

D.3. ACIDOS GRASOS

Los AG de los alimentos son compuestos de cadenas
hidrocarbonadas lineales y monocarboxiladas, de longitud variable
desde 4 hasta 22-24 atomos de carbono. Los AG de los alimentos son

mavyoritariamente de nimero par de atomos de carbono, aunque se
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pueden encontrar AG de numero impar, pero sus contenidos son
extraordinariamente bajos. Soélo los primeros son utilizados por el
organismo (Hernandez y Sastre, 1999). Los AG no se encuentran en
la naturaleza como tales, sino que forman parte de los TG, ésteres de
esteroles y fosfolipidos (Jensen, 1995; Hamosh, 1995).

En funcidén de su grado de saturacion los AG se clasifican en:
saturados (AGS), AGMI y poliinsaturados (AGPI).

D.3.1. Acidos grasos saturados

Una elevada ingesta de AGS favorece el aumento de LDL-
colesterol en sangre, debido especialmente a los AGS de entre 12y 16
atomos de carbono. El acido estearico no tiene efecto alguno sobre el
LDL-colesterol, aunque presenta un efecto perjudicial al disminuir el
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol). La
ingesta de AGS esta directamente relacionada con la incidencia de

enfermedad cardiovascular (Dwyer, 1995; Hu, 2001).

D.3.2. Acidos grasos monoinsaturados

Los AGMI de las series n-7 y n-9 pueden ser sintetizados de
novo por los seres humanos y los animales a partir de los AGS, por lo
que no se consideran AGE. La A9-desaturasa es la responsable de la
sintesis de los principales AGMI: a partir del acido palmitico se obtiene
el palmitoleico (16:1 n-7) y del estedrico se obtiene el acido oleico
(18:1 n-9) (Uauy y Castillo, 2003). El acido oleico, presente en
elevada proporcion en la leche materna, se absorbe mejor que los
AGS, es menos sensible a la oxidacion que los AGPI y parece tener
efectos favorables frente al riesgo aterosclerdtico (Aggett et al.,
1991).
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D.3.3. Acidos grasos poliinsaturados

Los mas usuales en los alimentos presentan una serie de
caracteristicas comunes, tales como: numero de insaturaciones
comprendido entre 1 y 6, posiciones preferentes en lo que concierne a
los dobles enlaces, que permite clasificar a los AG en tres series: n-3,
n-6 y n-9, y todos ellos con una configuracion espacial (isomeria
geométrica) en forma cis.

La calidad y la composicion de la grasa de la dieta suministrada
a los nifios tienen efectos estructurales y funcionales en el desarrollo
de los drganos, especialmente en el enriquecimiento lipidico de los
tejidos neuronales como el cerebro y la retina (Decsi y Koletzko,
1994). El desarrollo neuronal perinatal se caracteriza por una rapida
multiplicacion de las células neuronales, la arborizacién dendritica y la
mielinizacion. Estos procesos requieren lipidos, en especial, AGPI en
membranas, por lo tanto el aporte de lipidos puede maodificar el

crecimiento y el desarrollo del sistema nervioso.

En estados de malnutricién, el acido oleico es elongado en los
tejidos animales por la A6-desaturasa y la A5-desaturasa hasta los
derivados de cadena larga. Estos derivados poliinsaturados de cadena
larga son fisiolégicamente muy importantes en el cerebro, por ser

componentes estructurales de la mielina.

Los AGPI de 18 atomos de carbono de las series n-3 y n-6 no
pueden ser sintetizados de novo por el ser humano debido a que éste
no puede insertar dobles enlaces por la falta de enzimas A12- y A15-
desaturasas, responsables de la introduccion de dobles enlaces en las

posiciones n-6 y n-3. Por lo tanto, se consideran nutrientes esenciales
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y se deben obtener a partir de la dieta (Burr, 1929). Los precursores
de ambas familias son los acidos linoleico (18:2 n-6) y a-linolénico

(18:3 n-3) que se consideran AGE.

La importancia de los AGE (acidos linoleico y a-linolénico)
radica en que son precursores de los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (AGPI-CL), tanto de la serie n-6, como de la serie n-3
(ver figura n° 1). Ambos AG se transforman, en los tejidos animales,
en sus derivados de cadena larga por procesos alternativos de
elongacién y desaturacion, que aumentan la longitud de la cadena de
carbonos e introducen nuevos dobles enlaces a los AG precursores
(Sprecher et al., 1995; Ferdinandusse et al., 2001; Innis, 2003).

Los AG de las series n-9, n-6 y n-3 compiten por el mismo
sistema enzimatico y por eso influyen en el metabolismo de los AG de
sus respectivas familias. Los tres acidos precursores (acidos oleico,
linoleico y linolénico) compiten por la A6-desaturasa, primer enzima
de las vias de sintesis de los AGPI-CL (ver figura n° 1), que se
convierte asi en enzima limitante. Su afinidad por los acidos muestra
el siguiente orden de preferencia: n-3 > n-6 > n-9. El predomino de
una u otra via metabdlica depende de la cantidad de AG presente, por
lo tanto, la sintesis de los diferentes AGPI-CL depende directamente
de la concentracién de los respectivos precursores y es de esencial
importancia un aporte correctamente equilibrado. Ademas, la
actividad de esta enzima puede quedar inhibida por un proceso de

retroalimentacion por exceso de producto.

El derivado de cadena larga mas importante de la serie n-6 es
el acido araquiddénico (AA) (20:4 n-6), precursor de la biosintesis de
varias series de eicosanoides (prostanoides y leucotrienos). En la serie

n-3, los derivados mas importantes son los acidos eicosapentaenoico
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(EPA) (20:5 n-3) y docosahexaenoico (DHA) (22:6 n-3). El EPA es
también precursor de varias series de eicosanoides, con estructuras
guimicas distintas y funciones antagdnicas a los derivados del AA. El
DHA y AA son componentes estructurales importantes del sistema
nervioso central. Estos AG se transfieren al feto a través de la
placenta, estan presentes en la leche humana, y se acumulan en el
cerebro y la retina durante el desarrollo fetal y primeras semanas de
vida postnatal, existiendo una elevada concentracion de DHA en la
retina, y de DHA y AA en la materia gris del cerebro. En los lipidos del
cerebro de los recién nacidos, el contenido de AGPI-CL n-6 duplica
practicamente al del AGPI-CL n-3 (Uauy y Hoffman, 2000; Lauritzen
et al., 2001; Innis, 2003).

En nifios prematuros se describen deficiencias de acido linoleico
cuando se retrasa la introduccion de la ingesta de grasa. En lactantes,
la deficiencia de acido linoleico (aporte inferior al 1% de ingesta
energética total) se manifiesta por piel seca y escamosa, de mayor
grosor, acompafada de un retraso en el crecimiento. La deficiencia de
AG n-6 puede también provocar, entre otros, polidipsia y poliuria
(Burguess et al., 2000).
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Figura n® 1. Los lipidos en la nutricion de la infancia. Sintesis
metabdlica de acidos grasos de cadena larga a partir de los acidos
grasos esenciales.

Acido oleico Acido linoleico Acido a-linolénico
(18:1 n-9) (18:2 n-6) (18:3 n-3)

A6-Desaturasa

. . "

y-linolénico

(18:2 n-9) (18:3 n-6) (18:4 n-3)
Elongasa

v v v

— Dihomo y-linolénico Ao
(20:2 n-9) (20:3 n-6) (20:4 n-3)

| | '

A5-Desaturasa

v } "

Eicosatrienoico* Araquiddnico* Eicosapentaenoico*
(20:3 n-9) (20:4 n-6) (20:5 n-3)
|  FElongasa |
(22:4vn-6) (22:5 n-3)
| Elongasa |
(24:4'n-6) (24:9 n-3)

| A6-Desaturasa |

(24:5'n-6) (24:6 n-3)

| p-Oxidacién parcial |

Docosa pe‘r'taenoico Docosahexaenoico
(22:5 n-6) (22:6 n-3)

*: Precursores inmediatos de prostaglandinas y otros eicosanoides.
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En cuanto al acido linolénico, la informacion relativa a su
deficiencia en seres humanos es escasa, la mayoria de datos
disponibles proceden de estudios en animales, que han demostrado
gue la disminucion de DHA en la retina y el cerebro reduce la funcion
visual y del aprendizaje, produce polidipsia, y cambios en el
comportamiento (Innis, 2000; Salem et al., 2001). De forma similar,
los nifos pequefios incapaces de sintetizar DHA (sindrome de
Zellweger) tienen bajos contenidos de este AG en la retina y el
cerebro y padecen de ceguera y atonia general. Algunos de estos
sintomas revierten con los suplementos de DHA (Gibson y Makrides,
2000).

Los AGPI-CL desempefan varias funciones en: la permeabilidad
de la membrana, la diferenciacién del fotorreceptor, la activacién del
pigmento visual de la rodopsina, la actividad de algunos enzimas, la
funcién de los canales idnicos y en los niveles y el metabolismo de

neurotransmisores y eicosanoides (Sellemayer y Koletzko, 1999).

Debido a que durante el periodo fetal se produce Ila
diferenciacion celular, se ha evaluado el efecto de la suplementacion
de la dieta materna con DHA durante la gestacion (Judge et al.,
2007), y se ha mostrado una mayor capacidad en la resolucion de
problemas aunque sin diferencias en la capacidad intelectual a los 9
meses de edad.

Durante las primeras etapas de la vida los requerimientos de
AGPI-CL pueden sobrepasar la capacidad enddgena para su sintesis a
partir de los precursores, especialmente en nifios prematuros ya que
no reciben la suplementacion intrauterina de DHA durante el ultimo
trimestre de embarazo (Helland et al., 2003) y su via metabdlica para

obtener DHA es inmadura (Gibson y Makrides, 1999). Por lo que,
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durante este periodo los AGPI-CL se consideran nutrientes esenciales
que deben aportarse con la dieta (Aggett et al., 1991). Los nifos
alimentados con lactancia materna reciben un aporte de AGPI-CL
suficiente para satisfacer los requerimientos para el crecimiento,

inclusive cuando se trata de prematuros.

El DHA y el AA se han utilizado en la suplementacién de
preparados para lactantes. Sin embargo, los estudios realizados para
analizar el efecto que produce dicha suplementacion sobre el recién
nacido a término no han sido concluyentes (Helland et al., 2003), ya
que algunos han mostrado una mejora en la agudeza visual, en la
resolucién de problemas y/o en el desarrollo neuroldgico del recién
nacido (Makrides et al., 1995; Willatts et al., 1998; Birch et al., 1998
y 2000), mientras que en otros estudios no se ha visto efecto alguno
(Makrides et al., 2000; Auestad, 2001).

Otro tipo de AG importantes en la nutricién infantil son los
isdbmeros trans de los AGPI, los cuales, segin la ESPGHAN (European
Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition)
pueden ser absorbidos, metabolizados e incorporados a la sangre y
tejidos por los lactantes (Aggett et al., 1991). Estos AG pueden tener
potenciales efectos adversos sobre el crecimiento y desarrollo fetal e
infantil, posiblemente a través de la inhibicion de las reacciones de
desaturacion de los AG n-6 y n-3, linoleico y a-linolénico,
respectivamente para dar lugar a sus respectivos AGPI-CL (Koletzko,
1982; Sugano y Ikeda, 1996; Decsi et al., 2001; Elias e Innis, 2001).
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D.4. ESTEROLES

Aunque son componentes minoritarios de la grasa de la dieta
humana, algunos de estos compuestos tienen una gran importancia
bioldgica.

El colesterol es el principal esterol animal, mientras que B-
sitosterol, campesterol, estigmasterol y brassicasterol son los
principales fitosteroles o esteroles vegetales.

Los esteroles pueden clasificarse en 4-desmetilesteroles, 4a-
monometilesteroles y 4,4-dimetilesteroles. Los 4a-monometilesteroles
y 4,4-dimetilesteroles son intermediarios biosintéticos en la formacion
de los 4-desmetilesteroles. El término 4-desmetilesteroles incluye
compuestos sin grupo funcional metilo en el carbono 4 (C-4), y se
considera sinénimo del término esterol (Akihisa et al., 1991; Goad,
1991).

Los fitosteroles mas frecuentes con estructuras de 28 o 29
atomos de carbono y el colesterol, con 27 carbonos, son 4-
desmetilesteroles (Moreau et al., 2002). Estos tienen un nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno, con un grupo hidroxilo en el C-3,
grupos metilo en C-10 y 13 y una cadena lateral alquilica de 8-10
carbonos en el C-17 (Moss, 1989; Goad, 1991).

Las estructuras de los fitosteroles y del colesterol son muy
similares: se diferencian principalmente por un grupo metilo o etilo en
el C-24 de la cadena lateral (figura n° 2). La mayoria de los
fitosteroles y también el colesterol tienen un doble enlace entre C-5y
C-6 en el nlcleo tetraciclico y por ello se llaman A®-esteroles. Los
fitosteroles saturados, sin dobles enlaces en su estructura, reciben el
nombre de fitostanoles (Akihisa et al., 1991; Goad, 1991; Moreau et
al., 2002).
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D.4.1. Colesterol

Se encuentra en la mayoria de los tejidos del organismo
(cerebro, higado, sangre, etc.). Proviene, bien de los alimentos ricos
en colesterol (yema de huevo, visceras, leche, nata), bien de una
sintesis endodgena (principalmente en el higado). Aunque poco
abundante, es muy importante desde un punto de vista estructural y
funcional, en particular como componente de las membranas
celulares, mediando en su fluidez y permeabilidad. También es
necesario para la sintesis de acidos biliares, hormonas esteroideas y
es precursor de la vitamina D; ademas, interviene en los mecanismos
gue regulan su sintesis y catabolismo.

Las dietas occidentales aportan alrededor de 300-600 mg de
colesterol/dia; a esta ingestion hay que sumarle una cantidad
adicional (1000-1500 mg) producida por fuentes enddgenas,
principalmente el higado y otros tejidos (Homan y Krause, 1997;
Ellsworth y Starr, 1998; Hur et al., 2007).

D.4.2. Fitosteroles

Tienen diversas funciones esenciales en los vegetales, como
regular la fluidez y permeabilidad de las membranas celulares, son
precursores biogenéticos de compuestos relacionados en el
crecimiento de las plantas y, ademas, son sustratos para la sintesis de
numerosos metabolitos secundarios, como glucoalcaloides y saponinas
(Hartmann, 1998; Peng et al., 2002; Read y Bacic, 2002). Los
esteroles vegetales tienen un importante efecto
hipocolesterolemiante, reduciendo las concentraciones de colesterol
total y de LDL-colesterol (Moghadasian, 2000; Moreau et al., 2002).
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Se estima que la ingesta dietética de fitosteroles procedentes
de fuentes naturales oscila entre 150 y 440 mg/dia (De Vries et al.,
1997; Schothorst y Jekel, 1999; Ostlund, 2002), en Espafa
concretamente, se estima que es de 275.5 mg/dia (Jiménez-Escrig et
al., 2006). Sin embargo, en personas vegetarianas, la ingesta puede
aumentar hasta 1 g/dia (Vuoristo y Miettinen, 1994; Ling y Jones,
1995; Piironen et al., 2000).

La proporcion fitosterol:colesterol de la dieta normalmente
varia entre 0.5 y 1, pero recientemente se ha comprobado que excede
de 1 (Valsta et al., 2004).

D.5. RECOMENDACIONES RELATIVAS A LA COMPOSICION DE
LA FRACCION GRASA EN LOS PREPARADOS PARA LACTANTES

La ESPGHAN recomienda un contenido en grasas de 4.4-6 g
por 100 kcal (40-54% de las calorias totales) que es similar a los
valores encontrados normalmente en leche humana. El aporte de
acido linoleico deberia estar entre 300 mg y 1200 mg/100 kcal
(aproximadamente entre 2.7 y 10.8% de la energia), se considera asi
que cubre los requerimientos minimos de este AG evitando los efectos
perjudiciales que, con respecto al metabolismo lipoproteico, funcién
inmune, balance de eicosanoides y estrés oxidativo, podria producir
un aporte mayor (Koletzko et al., 2005).

Con respecto al acido a-linolénico, se recomienda una ingesta
minima de 50 mg/100 kcal (aproximadamente 0.45% de la energia)
(Koletzko et al., 2005) y se considera aconsejable que la proporcion
acido linoleico/ acido linolénico esté comprendida entre 5/1 y 15/1,
que es la presente en la leche materna (Aggett et al., 1991; Koletzko
et al., 2005). En las DRI (2002/2005) para nifios menores de un afio,

se recomiendan de 4.4-4.6 g/dia de acido linoleico y 0.5 g/dia de
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acido a-linolénico, para nifios entre 1-3 afos, las recomendaciones
son de 7 y 0.7 g/dia, respectivamente.

Se recomienda que los AGPI-CL n-6 y n-3 no superen el 2 y el
1%, respectivamente, de los AG totales en las férmulas lacteas, ya
que un enriguecimiento excesivo puede tener efectos indeseables,
como aumento de la peroxidacion de los lipidos presentes en las
membranas celulares, inhibicién de la sintesis de AA, de AGPI-CL de la
serie n-3 como el EPA y el DHA y de prostaglandinas, al competir con
el acido linolénico por las enzimas responsables de la elongacién-
desaturacion (ver figura n© 1, apartado D.3.3). También se
recomienda que los preparados para lactantes nacidos a término,
aporten como minimo un 0.2% de los AG totales en forma de DHA y
un 0.35% como AA. Dado que los prematuros tienen menores
contenidos corporales que los nacidos a término, las férmulas
destinadas a ellos tendran como minimo un 0.35% y un 0.4% de los
AG totales en forma de DHA y AA, respectivamente (Koletzko et al.,
2001).

Se ha planteado la posibilidad de establecer recomendaciones
para el resto de AGPI de las series n-3 y n-6 debido a los importantes
efectos bioldgicos de los AGPI-CL, de ambas series, sobre el desarrollo
del sistema nervioso (Uauy et al., 1992; Kleinman y Stoker, 1995;
Ballabriga y Carrascosa, 1998).

El colesterol no se afiade de forma rutinaria a las FL, excepto
en productos destinados a ensayos clinicos.

En cuanto a los acidos laurico y miristico, se considera que su
contenido en conjunto no debe exceder el 20% del contenido total de
grasa, debido a sus potenciales efectos negativos sobre el colesterol

sérico y las concentraciones de lipoproteinas (Koletzko et al., 2005).
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E. OXIDACION LIPIDICA

La oxidacion lipidica constituye uno de los principales
problemas que afectan a la calidad de los alimentos procesados
(Eriksson, 1987; Frankel, 1991); la estabilidad de la fraccion lipidica
es muy importante desde el punto de vista nutricional, organoléptico y
toxicolégico (Eriksson, 1982; Love, 1983; Fennema, 1993; Nawar,
1996).

E.1. ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos insaturados (AGI), en especial los AGPI, con
posiciones alilicas muy reactivas y que son capaces de reaccionar, con
relativa facilidad, con el oxigeno favorecen la oxidacién lipidica. En
este proceso, el oxigeno de la atmdsfera reacciona con ciertos AGI,
siendo los AGPI que son esenciales, especialmente para el desarrollo
del cerebro y del sistema nervioso, los mas susceptibles a la
peroxidacion (Halliwell, 1996). Aunque la oxidacion enzimatica y la
fotoxidacion tienen un papel destacado, el proceso mas comun e
importante por el cual los AG reaccionan con el oxigeno formando
radicales libres es la autoxidacién lipidica (Frankel, 1980; Porter,
1990; Kappus, 1991; Hamilton et al., 1997; Frankel, 1998; Belitz y
Grosch, 1999; Gordon, 2001; Erickson, 2002b).

E.1.1. Autoxidacion
La oxidacion de los AGPI es una reaccion auto-catalitica que se
produce mediante un mecanismo de propagacion en cadena de

radicales libres, el cual comprende cuatro etapas. Una primera
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reaccion que produce un radical libre por la abstraccion de un radical
hidrogeno de un AG (iniciacion). Después, las reacciones se
encadenan para producir mas radicales libres (propagacion vy
ramificacion) que se combinan para formar compuestos no

radicalarios (terminacion).

a). Iniciacion

Se genera un radical libre lipidico centrado en un carbono, por
abstraccion de un atomo de hidrégeno adyacente a un doble enlace de
un AGI (RH), debido a un agente iniciador (X) que propicia la cesién
del oxigeno a los lipidos. Son agentes iniciadores la exposicion a la
luz, el calor, otro AG, sistemas enzimaticos o quimicos productores de
especies activas del oxigeno, las trazas de metales o el oxigeno

molecular.

RH + X — R+ XH

La abstraccidon del hidrégeno del carbono adyacente al doble
enlace se favorece por la formacion de un “radical alilico” muy estable
en el que los electrones estan deslocalizados sobre tres atomos de
carbono (Knight et al., 1951). Ello conduce a la formacion de una
mezcla de hidroperdxidos isoméricos debido a la estructura de

resonancia del sistema alilico.

b). Propagacion

Los radicales libres formados (R ) reaccionan con el oxigeno
molecular para dar un radical peroxilo muy reactivo (ROO * ). Este
radical puede actuar sobre otro AGI, abstrayéndole un radical

hidrégeno, generando asi, un nuevo radical centrado en el carbono
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gue iniciaria a su vez la cadena de propagacion. Estas consideraciones
no se limitan so6lo al oxigeno molecular, sino también a otras especies
como 0,7, HO * , H,0, (Coxon et al., 1987).

R'+ 0, —> ROO’ (reaccion rapida)

ROO + RH —> ROOH + R"  (reaccion lenta)

Durante esta fase, se forma una elevada cantidad de

hidroperoxidos.
c). Ramificacién

Se produce una descomposicion de los hidroperdxidos
formados en la etapa anterior, con lo que aumenta la concentracién

de radicales libres. La descomposicion bimolecular es mas probable ya

gue requiere menos energia de activacion.

Monomolecular: ROOH — RO’ + HO°®

Bimolecular: 2 ROOH — ROO' + RO" + H,0

d). Terminacidén
La reaccion en cadena, que se propaga por si misma, se

interrumpe por medio de conjugaciones, rupturas, descomposiciones o

por reacciones de peroxiradicales con antioxidantes.
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ROO + ROO —> Productos inactivos

ROOH —— Productos de descomposicién

ROO + Antioxidantes — ROOH + Antioxidantes’

Los hidroperoxidos (ROOH) productos primarios de la oxidacion
lipidica, son compuestos, sin olor especifico, muy inestables que
sufren reacciones sucesivas de estabilizaciéon y escisidon, originando
diversos productos de descomposicion de menor peso molecular que

los lipidos no oxidados (productos secundarios de la oxidacion).

E.1.2. Fotoxidacion

La fotoxidacion es una via importante de produccion de
hidroperoxidos en presencia de oxigeno, energia luminosa y de
fotosensibilizadores, tales como las hemoproteinas o la riboflavina.
Los fotosensibilizadores absorben la energia luminosa y pasan al
estado de triplete excitado e intervienen en la oxidacién de los lipidos
segun dos tipos de mecanismos: fotosensibilizadores tipo I (del estado
excitado abstraen un atomo de hidrégeno, o un electrén a las
moléculas lipidicas para formar un radical capaz de reaccionar con el
oxigeno) o tipo II (desde el estado excitado reaccionan con el oxigeno

triplete para convertirlos en oxigeno singlete).

E.1.3. Oxidacién enziméatica

Las dos principales enzimas implicadas en los fendmenos de la
oxidacion enzimatica de los AGI son la lipoxigenasa vy la cicloxigenasa.
La lipoxigenasa cataliza la insercidon de una molécula de oxigeno en un

AG segln una reaccidn esteroespecifica. La cicloxigenasa es una
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lipoxigenasa que incorpora dos moléculas de oxigeno a un AG para

formar hidroperodxidos.

E.1.4. Escisidon de los hidroperdéxidos

La descomposicion de los hidroperoxidos, en varias etapas,
origina diversos compuestos de menor peso molecular segun la
posicion del grupo hidroperdoxido en la molécula inicial tales como
dienos conjugados, cetonas, alcoholes, acidos, hidrocarburos (etano,
pentano, etc.), aldehidos volatiles (pentanal, hexanal, hexenal, 2-
octenal, 2,4-decadienal) y no volatiles (4-hidroxinonenal, 4-
hidroxihexenal) o dialdehidos como el malondialdehido (MDA), que es
el aldehido mas representativo de la oxidacion lipidica (Esterbauer et
al., 1990) (ver figura n° 3); estos compuestos tienen interés desde el
punto de vista sensorial ya que juegan un papel importante en el olor
y sabor de los alimentos y también desde un punto de vista
toxicolégico (Frankel, 1980, 1982 y 1993a; Esterbauer y Cheeseman,
1990; Hageman et al., 1992).

Entre los hidroperéxidos que se forman a partir de los AGI,
destacan los 8- y 11-hidroperdxidos del acido oleico, 9- y 13-
hidroperdxidos del acido linoleico, 9-, 12-, 13- y 16-hidroperdxidos del
acido linolénico, del cual los 12- y 13-hidroperdxidos sufren una
rapida ciclacion (Frankel et al., 1961; Gardner, 1989).
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La escision del enlace oxigeno-oxigeno del grupo
hidroperoxido, que da lugar a un radical alcoxilo y un radical hidroxilo
marca la primera etapa en la descomposicion. A continuacién, se
produce la rotura del enlace carbono-carbono a cada lado del grupo
alcoxilo (rotura homolitica) generando productos como aldehidos,
cetonas, alcoholes, hidrocarburos, ésteres, furanos y lactonas. En
general, la rotura sobre el lado acido produce un aldehido y un acido,
mientras que la escisién en el lado hidrocarbonado genera un
hidrocarburo y un oxoacido u oxoéster. Asi, la escisién de los
hidroperdxidos formados a partir del acido linoleico da lugar a hexanal
y pentano (Frankel, 1982 y 1991) (figura n° 4).

Figura n° 4. Oxidacién de los acidos grasos. Escision del 13-
hidroperdxido del acido linoleico en pentano y hexanal.
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En medio acido también puede producirse una escision
heterolitica, dando éteres de iones carbonio como intermediarios, los
cuales pueden escindirse en los mismos compuestos que se obtienen
en la rotura homolitica (Frankel et al., 1984).

Los aldehidos formados durante la oxidacion secundaria son
responsables de los off-flavors, directa o indirectamente a través de
sus formas endlicas o tautdmeras. Ademas estan relacionados con los

efectos bioldgicos de la oxidacidn lipidica (Frankel, 1982).

Ademas, los hidroperdéxidos pueden reaccionar de nuevo con
oxigeno para formar productos secundarios como
epoxihidroperoxidos, oxohidroperoxidos, dihidroperoéxidos,
hidroperoxiepidiéxidos, perdéxidos ciclicos y bicicloendoperdxidos.
Estos productos secundarios pueden, a su vez, descomponerse del
mismo modo que los monohidroperdéxidos para formar compuestos
volatiles, concretamente, los hidroperoxiepidiéxidos y
bicicloendoperéxidos son precursores del MDA (figura n° 5).
Alternativamente, los hidroperdxidos pueden condensar en dimeros o
polimeros (Dahle et al., 1962; Prior et al., 1976; Coxon et al., 1981;
Frankel, 1984, 1985 y 1991; Hama et al., 1990).
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Figura n° 5. Oxidacion de los acidos grasos. Formacion de MDA a
partir de hidroperoxiepididoxidos y bicicloendoperdxidos del acido

linolénico (Frankel, 1991).
HOQ
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E.1.5. Productos de interaccion entre productos de oxidacion

lipidica y proteinas

Los hidroperdéxidos y los productos secundarios provenientes
de la oxidacion de los lipidos interaccionan con las proteinas y los
aminoacidos (ver cuadro n© 2). Estas interacciones tienen un impacto
importante en la degradacion de las propiedades funcionales,
sensoriales y nutricionales de los alimentos (Pokorny, 1977). La

naturaleza de esta interaccion depende del estado de oxidacion de los
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lipidos, es decir, del contenido de hidroperdxidos o de productos

secundarios (Ladikos y Lougovois, 1990).

a). Hidroperdxidos

Los hidroperdxidos son mas reactivos con los grupos amino y sulfidrilo
de las proteinas. La reaccion entre un hidroperdxido y un grupo a-
amino conduce a la formacion de un aldehido, mientras que la
reaccién entre un hidroperdéxido y un grupo e-amino libre genera una
imina. Las modificaciones quimicas inducidas por las interacciones
entre los hidroperoxidos de los lipidos y las proteinas dan lugar a
polimeros proteina-proteina, productos de adicion lipido-proteina vy
degradaciones de aminoacidos, particularmente lisina, cisteina,

metionina y triptofano (Gardner, 1979).

b).Compuestos carbonilicos

Los compuestos carbonilicos, principalmente los aldehidos,
productos de la oxidacion lipidica, pueden participar en reacciones de
pardeamiento no enzimatico (reaccion de Maillard, RM) por la reaccién
con los grupos aminos libres de aminoacidos y proteinas para formar
las bases de Schiff (productos no volatiles y sensorialmente neutros)
(Pokorny et al., 1976; Stapelfeldt y Skibsted, 1994; Refsgaard et al.,
2000):

Condensacion

R;-CH,-CHO 7#\» R;-CH,-CH=N-R,

H,N-R, H,0
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Cuadro n© 2. Oxidacion de los acidos grasos. Grupos reactivos en las
interacciones entre los productos de oxidacion de los lipidos con las
proteinas segun la naturaleza del enlace formado (Pokorny, 1977).

Grupos reactivos de los Grupos reactivos de las
productos de oxidacion lipidica proteinas
Enlaces covalentes
Hidroperdxidos Aminas primarias
R -OOH R-NH,
Aldehidos saturados Aminas secundarias
R-CH,-CHO R-NH-R’
Aldehidos insaturados Tioles
R-(CH=CH),-CHO R-SH
Cetonas Disulfuros
R-CH=CH-CO-R’ R-S-S-R’
Cetoles Disulfuros
R-CHOH-CO-R’ R-S-S-R’
Dicetonas Fenoles
R-CO-CO-R’ ::;
HO R
Epdxidos Indoles
O R
A )
R’ R N
Puentes de hidrégeno
Hidroxilos Hidroxilos
R-CH=CH-CHOH-R’ R-OH
Dihidroxilos Enlaces peptidicos
R-CHOH-CHOH-R’ R-CO-NH-R’
Carboxilico Carboxilico
R-COOH R-COOH
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Los aldehidos reaccionan preferiblemente con los grupos tiol de
la cisteina y los grupos g-amino de la lisina (Gardner, 1979). Pokorny
et al., (1987) observan una relacién inversa entre la longitud de la
cadena de los aldehidos y su reactividad con las proteinas. Las
reacciones del MDA con las proteinas conducen a la formacion de
grupos carbonilos en la cadena aminoacidica (Burcham y Kuhan,
1996).

Posteriormente, las bases de Schiff polimerizan por
condensacién alddlica repetida dando lugar a polimeros pardos
macromoleculares de elevado peso molecular. Estos polimeros son
inestables y pueden generar nuevos compuestos volatiles por escisién
de las macromoléculas, o deshidratacién. Se producen asi cambios en
el color, flavor, propiedades fisicas y funcionales (solubilidad,
propiedades emulsificantes y reoldgicas) y una disminucion del valor
nutricional (Zamora e Hidalgo, 2001). La reaccion de los productos de
oxidacion lipidica con aminas, aminoacidos y proteinas se relaciona
desde hace tiempo con el pardeamiento observado en muchos
alimentos durante el procesado y almacenamiento (Pokorny et al.,
1976; El-Zeany y Fattah, 1982; Hidalgo et al., 1992; Fischer y
Widder, 1997; Belitz y Grosch, 1999; Zamora e Hidalgo, 2005).

Ademas, los aldehidos, formados por peroxidaciéon lipidica,
junto con epoxialquenales, pueden reaccionar con aminas,
aminoacidos y proteinas dando lugar a hidroxialquilpirroles N-
sustituidos y a pirroles N-sustituidos. Estos compuestos polimerizan
de forma espontanea dando dimeros, trimeros, tetrameros vy
polimeros de mayor tamafio, pardos con fluorescencia caracteristica
(Hidalgo y Zamora, 1993).

Por la accidon del oxigeno atmosférico, los aldehidos pueden
también degradarse por oxidacion siendo los correspondientes AG los

productos mayoritarios de su oxidacién. Asi, pentanal, hexanal y
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heptanal pueden oxidarse, respectivamente, a acido pentanoico,
hexanoico y heptanoico (Michalsky y Hammond, 1972; Frankel, 1982;
Pokorny et al., 1985). Ademas, los aldehidos saturados pueden
oxidarse dando una multitud de aldehidos de cadena corta y
dialdehidos. Los aldehidos insaturados pueden a su vez oxidarse por
ataque del oxigeno a la posicion a-metilénica formando compuestos
volatiles (dimeros, polimeros, hidroperoxiepéxidos,
hidroperoxiepidiéxidos y  dihidroperdoxidos), los cuales se
descomponen del mismo modo que los monohidroperdéxidos dando
compuestos volatiles similares (hidrocarburos de cadena corta,
aldehidos y dialdehidos, como por ejemplo el MDA) segln se muestra
en la figura n° 3 (Frankel, 1982; Frankel, 1991).

Las reacciones mencionadas son muy dependientes de la
temperatura, por lo que incrementos de ésta reducen los contenidos
de aldehidos volatiles, ya que se favorece su reaccion y desaparecen

del medio.

Como consecuencia del proceso de oxidacion se produce el
enranciamiento, factor decisivo en la determinacion de la vida util de
los alimentos, se observan cambios en la palatabilidad (generacién de
sabores desagradables), en la funcionalidad y en el valor nutritivo
(pérdida de nutrientes esenciales como las vitaminas liposolubles A y
E, vy AGE) (Shantha y Decker, 1993; Frankel, 1993b) y cambios en la
textura y color de los alimentos (por oxidacion de compuestos
coloreados o por pardeamiento no enzimatico) (Pokorny et al., 1987;
Hidalgo y Zamora, 2000). Las reacciones oxidativas afectan a los
lipidos y a las proteinas y, como resultado, se altera la calidad de los

alimentos.
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Por otro lado, se ha demostrado que compuestos pardos
productos de la RM, pueden reducir la oxidacion de los lipidos (Ames,
2001), debido a su potente actividad antioxidante que enlentece el
proceso de peroxidacion lipidica (Alaiz et al., 1997; Zamora et al.,
1997; Ahmad et al., 1998; Hidalgo et al., 2001b).

Efectos adicionales de los productos de oxidacidn lipidica son

los téxicos (ver apartado E.1.7).

E.1.6. Factores que afectan a la oxidacion de los acidos grasos

Los factores que influyen en la oxidacion lipidica se pueden

clasificar en intrinsecos y extrinsecos.

a). Factores intrinsecos

a.1) Contenido y estructura de los AGI

Los contenidos de AGI constituyen un factor clave en la
oxidacion del alimento, ya que son el sustrato susceptible de sufrirla.
También se ha de considerar la estructura de los mismos pues el
numero, la posicién y la geometria de los dobles enlaces afectan al
grado de oxidacién y al perfil de productos de oxidacién que se
puedan obtener. Asi, los AG cis se oxidan mas facilmente que sus
isdmeros trans, y los dobles enlaces conjugados son mas reactivos
gue los no conjugados. La autoxidacion de los AGS es muy lenta; a
temperatura ambiente practicamente no se oxidan, sin embargo, a
elevada temperatura los AGS pueden sufrir un elevado grado de

oxidacion.
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a.2) Actividad del agua (a,,)

El enranciamiento se produce mas rapidamente a niveles de a,
muy altos (> 0.5), o muy bajos (< 0.2) (Labuza, 1971). La oxidacion
aumenta, a a, muy altas, a través de los metales de transicion y por
reacciones de oxidacidon enzimatica (por la lipooxigenasa), que se
favorecen a a, elevadas. Por otra parte, la eliminacion del agua crea
canales que favorecen la migracion del oxigeno y la ruptura de los
globulos de grasa, generando asi una mayor superficie de contacto

con el medio (Berset y Cuvelier, 1996).

a.3) Contenido de prooxidantes

Como metales de transicién (cobalto, cobre, hierro, manganeso
y niquel), enzimas (como lipo-oxigenasas y ascérbico-oxidasa) y
sistemas prooxidantes (como el sistema ascoérbico-hierro y ascoérbico-
cobre) (Bondet et al., 2000). Los metales de transicidon aceleran las
reacciones de oxidacién mediante la abstraccion de un radical
hidrégeno y la descomposicion de peréxidos, dando lugar a la
formacion de radicales libres (Frankel, 1998). Es importante mantener
la integridad celular de los alimentos, pues al destruirla se liberan
sustancias prooxidantes (ascérbico oxidasa, lipoxigenasas, hierro
ferroso de los grupos hemos, etc.) y se produce una mayor exposicion
de los lipidos al oxigeno atmosférico, con lo que se incrementa la
susceptibilidad a la oxidaciéon (Berk, 1976). Por otro lado, los
alimentos pueden contener quelantes de los metales de transicion,
con grupos carboxilicos (EDTA vy acido citrico) o fosfato (polifosfatos y
fitatos); sin embargo, no todos los quelantes inhiben la oxidacion
(Decker, 1998).
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a.4) Estructura del alimento

En sistemas con una alta relacién superficie/volumen, los AG se
oxidan rapidamente, casi con independencia de la presion de oxigeno
(Berk, 1976). Los lipidos dispersos en la matriz formada por polidsidos
y proteinas son facilmente oxidables. La creacién de interacciones
hidrofdbicas entre las cadenas de los AG y las hélices de amilasa (Rao
y Artz, 1989) o la encapsulacién de los lipidos por proteinas, gliadina
del trigo o zeina de maiz, ralentizan las oxidaciones (Iwami et al.,
1988; Wang et al., 1991a y b). En la carne y el pescado, una fraccién
importante de la materia grasa estda en forma de fosfolipidos
componentes de las estructuras de las membranas; la estabilidad de
los AG esta directamente relacionada con la integridad de estas

membranas (Berset y Cuvelier, 1996).

a.5) Heterogenicidad quimica de la fase lipidica

Los lipidos de los alimentos son mezclas de TG, monoglicéridos
y diglicéridos, AG libres, glicolipidos, fosfolipidos, esteroles,
tocoferoles, vitaminas y pigmentos. Los fosfolipidos de membrana de
productos animales son mas susceptibles a la oxidacién por los
tratamientos tecnoldgicos, que otras fracciones lipidicas (Berset y
Cuvelier, 1996).

a.6) Presencia de secuestradores de radicales libres

Estos compuestos pueden ayudar a controlar la oxidacion. Los
grupos hidroxilo asociados a compuestos fendlicos (por ejemplo:
tocoferoles, catequinas, ubiquinona, butilhidroxitolueno (BHT),
butilhidroxianisol (BHA), etc) son los secuestrantes de radicales libres

mas usuales en los alimentos (Decker, 1998).
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a.’) Presencia de antioxidantes

Disminuye el grado de oxidacion de las sustancias susceptibles
a la misma. Los principales antioxidantes lipidicos que se utilizan en
los alimentos son fenoles mono o polihidroxilicos con varios

sustituyentes en el anillo.

b). Factores extrinsecos

b.1) Temperatura

Puede influir tanto a nivel del tratamiento tecnolégico como
durante el almacenamiento. Por su relacidn con la energia de
activacion, la autoxidacion es directamente proporcional a la

temperatura (Nawar, 1996).

b.2) Concentracion de oxigeno (presién parcial de oxigeno)

Cuando el oxigeno es abundante, la oxidacién es independiente
de su concentracion, pero inversamente, cuando la concentracion de
oxigeno es baja, el grado de oxidacion es aproximadamente
proporcional a ésta. Sin embargo, en el efecto de la concentracidon de
oxigeno en el grado de oxidacion influyen otros factores como la

temperatura y el area de la superficie (Fennema, 1996).

b.3) Oxigeno singlete

Es un estado excitado del oxigeno que puede interaccionar con
los AGI para formar peroxidos lipidicos. Pero, puede inactivarse via
guimica (a través de reacciones con compuestos insaturados, tales
como carotenoides, tocoferoles, aminoacidos, péptidos, proteinas,
compuestos fendlicos y ascorbato) (Dahl et al., 1988; Bradley y Min,
1992) y via fisica por bloqueo (inactivacién por carotenoides debido a

la transferencia de energia del oxigeno singlete al carotenoide, esta
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energia la libera posteriormente el carotenoide mediante interacciones
vibracionales o rotacionales con el entorno, volviendo asi a su estado
elemental) (Decker, 1998).

b.4) Procesos de manipulacion del alimento

Pueden afectar a su susceptibilidad frente a la oxidacion. Por
ejemplo, durante el refinado de los aceites se produce una pérdida
importante de sus sistemas antioxidantes. La leche y derivados
lacteos congelados son mas susceptibles a la oxidacion que los
refrigerados (Weihrauch, 1988).

b.5) La luz visible (VIS), radiacion ultravioleta (UV) y la radiacion
gamma ()

Son promotoras eficaces de la oxidacion (Fennema, 1996). La
radiacion UV suele tener un efecto activador tanto de sustancias
prooxidantes (riboflavina) como del sustrato oxidable (dobles enlaces,
en especial si estan conjugados). El envasado en atmodsfera inerte y
con proteccion frente a la luz permite reducir la peroxidacion lipidica
en un 85-90% en carnes esterilizadas (Gutensperges y Escher, 1994)
o en yema de huevo en polvo, donde se evita la oxidacion, en
especial, del AA y DHA (Guardiola et al., 1995a).

E.1.7. Implicacidn nutricional y sanitaria de la oxidacion de los

acidos grasos

Los efectos bioldgicos negativos de los lipidos oxidados son el
resultado del desequilibrio entre el grado de oxidacion de las grasas
ingeridas y la capacidad del sistema de defensa antioxidante (Kubow,
1990). Pueden evitarse o paliarse con un aporte adecuado de

vitaminas antioxidantes (Fennema, 1993), pero los sistemas de
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proteccién antioxidante pueden resultar insuficientes para neutralizar
los radicales libres generados en los procesos fisiologicos vy
ambientales, y el resultado es la aparicion de diversos compuestos
que se han relacionado con la patogenia de ciertas enfermedades,
tales como el «céncer, la artritis reumatoide, enfermedades
inflamatorias, las cataratas, la diabetes, las enfermedades renales, la
pancreatitis, la esclerosis multiple, el Parkinson, disfunciones
pulmonares, reacciones con farmacos, o lesiones dérmicas. Ademas,
se ha demostrado que pueden acelerar las tres fases de la
aterosclerosis: iniciacién-dano endotelial, progresién-acumulaciéon de
placa, y terminaciéon-trombosis (Namiki, 1990; Kubow, 1990; Jacob,
1995).

Los centros diana de los radicales libres, especies muy
inestables y reactivas, son, basicamente, algunos componentes intra y
extracelulares de indiscutible importancia vital, como las proteinas, los
glucidos, los lipidos, las enzimas, el acido desoxirribonucleico (ADN) y
el acido ribonucleico (ARN) (Addis, 1986; Kanazawa et al., 2000),
siendo la oxidacidon de los AGI el proceso oxidativo mas usual en
nuestro organismo (Halliwell, 1997), sobre todo los AGPI de las
membranas bioldgicas, por su abundancia, disponibilidad y afinidad.

La interaccién de los radicales libres de oxigeno con los atomos
de carbono de los dobles enlaces y la posterior abstraccion de un
radical hidrégeno, ya mencionada, provoca la desestabilizacidén de la
estructura fosfolipidica, dando lugar a una serie de derivados
peroxidados (perdxidos e hidroperdxidos lipidicos). Estos son el origen
de compuestos de degradacion muy citotéxicos, mutagenos y capaces
de lesionar otras estructuras lipidicas alejadas del foco inicial.

Estos compuestos son similares, en cuanto a su naturaleza
quimica se refiere, a los productos del enranciamiento lipidico en los

alimentos.
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Los derivados peroxidados son capaces de oxidar otros
compuestos como, por ejemplo, las proteinas y los acidos nucleicos.

La oxidacion de los AGPI de los fosfolipidos de las membranas
celulares, también puede dar lugar a especies reactivas del oxigeno
(* OH, !'0,, ROO *, etc). Su formacién podria ser el origen de una
compleja secuencia de especies reactivas, que de forma similar a las
correspondientes a la autoxidacién, fotoxidacién y catalisis por
lipogenasas de los alimentos, pueden ser téxicas y hallarse implicadas
en la patogenia de determinados procesos degenerativos, como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares. En este caso se habla de
biodegradacion oxidativa del organismo (de la Torre y Lopez, 1997).

Productos de bajo peso molecular, procedentes de Ia
descomposicion de peroxidos de AG, se absorben en el tracto
gastrointestinal, pasan al sistema circulatorio y se incorporan al
higado o tienen acceso a otros tejidos del organismo. El MDA, al ser
un aldehido bifuncional, es un compuesto muy reactivo en reacciones
de entrecruzamiento (cross-linking) con ADN vy proteinas (Addis,
1986; Kubow, 1990).

En los alimentos el MDA se halla a menudo en forma de N-¢-(2-
propenal)lisina (¢PL), producto de la reaccién entre el MDA libre y los
grupos s-amino de las proteinas, principalmente de la lisina. En el
transcurso de la digestidon el MDA se libera y, una vez en los tejidos,
reacciona con la lisina para formar de nuevo el ¢PL (Mahmoodi et al.,
1995). El MDA es mutagénico y carcinogénico por su capacidad de
formar aductos con el ADN (Shamberger et al., 1974; Basu y Marnett,
1984; Burcham, 1998; Marnett, 1999 y 2000), puede actuar como
catalizador de la sintesis de N-nitrosaminas, y participa en otros
procesos patoldgicos, tales como la formacion de pigmentos
fluorescentes de lipofuscina tipicos del envejecimiento celular (Bidlack
y Tappel, 1973; Trombly y Tappel, 1975; Pearson, 1983).
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Se dispone de numerosas pruebas de que las enfermedades
relacionadas con los radicales libres, se pueden prevenir o hasta cierto
punto retardar con una dieta adecuada, con disminucion de la ingesta
de grasa y aumento del consumo de frutas, cereales y verduras. Dado
que la eficacia de las defensas enddgenas no es del 100%, parece
razonable sefialar la importancia de los antioxidantes dietéticos en la
reduccion de los efectos acumulativos del dafio oxidativo a lo largo de
la vida humana, hecho que justifica algunos de los efectos
beneficiosos derivados del consumo de frutas, cereales y hortalizas
(Halliwell, 1996; Johnson, 2001; Virgili et al., 2001). Los productos de
peroxidacion lipidica pueden representar graves y serios problemas
para la salud humana, por lo que seria conveniente un control
adecuado de la calidad de los alimentos que ingerimos, especialmente

en el caso de las grasas.

E.2. ESTEROLES

Los esteroles son compuestos insaturados (alcoholes
esteroidicos), y por tanto susceptibles a la oxidaciéon. Los o6xidos de
esteroles se incluyen entre los compuestos mutagenos procedentes de
alimentos sometidos a tratamiento térmico, junto con la acrilamida,
aminas heterociclicas, nitrosaminas e hidrocarbonos aromaticos

policiclicos (Jagerstad y Skog, 2005).

Los esteroles se oxidan de forma similar a los AGI, por un
mecanismo de radicales libres, que puede iniciarse por:
calentamiento, incidencia de luz, presencia de aire, agua y/o de
metales de transicion (Smith, 1981; Dutta et al., 1996); asi, se
obtienen productos de oxidacion del colesterol (cholesterol oxidation

products, COP) y de los fitosteroles (phytosterol oxidation products,
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POP), que en conjunto se denominan productos de oxidacién de los
esteroles (sterol oxidation products, SOP).

Los fitosteroles se han estudiado con mayor detalle,
probablemente debido a su presencia en alimentos enriquecidos con
los mismos, su creciente demanda en el mercado y la tendencia actual
a consumir grasas vegetales frente a las de origen animal; en
cualquier caso, los alimentos ricos en fitosteroles deberian controlarse
por su potencial contribucion como factores de riesgo dietéticos
asociado al consumo de compuestos oxidados (Wasowicz, 2003).

Debido a la similitud de sus estructuras (ver figura n° 2,
apartado D.4) los mecanismos de oxidaciéon del colesterol son
aplicables a los fitosteroles (Smith, 1981; Dutta y Savage, 2002;
Dutta, 2004).

Aungue los esteroles pueden sufrir oxidacion, en estado puro
son bastante estables a temperaturas < 100 ©°C. Sin embargo,
tratamientos a mayor temperatura facilitan la oxidacion de esteroles
(Osada et al., 1993).

La presencia de distintas especies de oxigeno como: oxigeno
triplete (30,), oxigeno singlete (!0,), ozono (03®), hidroperdxidos
(H;0,), catiéon dioxigeno (0,*) y radical hidroxi (HO "), y las
reacciones enzimaticas (Smith, 1992; Dutta et al., 1996) favorecen la

oxidacion.
E.2.1. Autoxidacion

El triplete de oxigeno (°0,) es la especie de oxigeno mas
comunmente implicada en la oxidacién de los esteroles, siendo la

autoxidacién el mecanismo de oxidacion mas frecuente (Porter et al.,
1995).
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El proceso (ver figura n® 6) comienza con la eliminacién de un
hidrogeno alilico reactivo en el carbono 7 (C-7), debido al efecto
activador de un doble enlace entre los C-5 y C-6 (Smith, 1987). El
radical libre formado reacciona con 30, para dar el radical 7-peroxi
(Dutta, 2004). Como iniciadores de esta reaccion se sefialan especies
activas del oxigeno, metales y temperaturas elevadas (Labuza, 1971;
Dutta et al., 1996). La adicion de hidrégeno a este radical, durante el
almacenamiento y/o calentamiento, da lugar al 7-hidroperdxido v,
tras su degradacién, a los 7a-hidroxiesteroles, 7p-hidroxiesteroles y
7-cetoesteroles (Yanishlieva et al., 1983; Smith, 1987; Smith, 1996;
Lercker y Rodriguez-Estrada, 2002). Los 7p-hidroxiesteroles son mas
estables termodindmicamente que los 7a-hidroxiderivados (Smith,
1981).

La oxidacién en otras posiciones de la molécula, como C-4, no
suele darse debido a un posible efecto escudo (shielding effect) de los
carbonos adyacentes (C-3 con grupo hidroxilo y C-5 trialquil-
sustituido) (Maerker, 1987).

Otros productos mayoritarios resultantes de la oxidacién del
anillo son los epdxidos y trioles. La formacion de epodxidos por
autoxidacion ocurre mediante un mecanismo bimolecular que incluye
un radical hidroperdxido y un esterol intacto, dando lugar al a- y B-
epoxido (ver figura n° 6), al no derivar de hidroperéxidos se considera
una via indirecta de formacion de SOP (Smith, 1987; Bortolomeazzi et
al., 1999; Lampi et al., 2002; Lercker y Rodriguez-Estrada, 2002;
Grandgirard et al., 2004a). En muchos estudios, el 5B,6B-epoxisterol
ha prevalecido sobre el 5a,6a-epoxisterol, lo que puede ser debido al
impedimento estérico del grupo hidroxilo en C-3 (Lercker y Rodriguez-
Estrada, 2002).

Sin embargo, la autoxidacidon a elevadas temperaturas no

genera trioles, éstos se forman tras la hidratacion de los epdxidos en
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un medio acido (ver figura n® 6) (Smith, 1981; Maerker, 1987). Es
interesante resaltar que la hidratacion de cualquier epimero de estos
epoxidos da lugar a la formacién del mismo triol; sin embargo, el
impedimento estérico que sufre el C-5 por un grupo metilo en C-19
produce, probablemente, una menor velocidad de hidratacién del
5a,6a-epoxisterol (Maerker, 1987), por ello el 5a,6a-epoxisterol es

mas estable termodinamicamente (Smith, 1981).

Otra posible formacion de SOP es por oxidacion de la cadena
lateral de los esteroles, aunque esta oxidacidn es menos pronunciada
que la del anillo de la molécula (Smith, 1992). En ambos casos, el
mecanismo de oxidacion es el mismo e incluye la formacion de

hidroperdxidos que generan productos secundarios de oxidacion.

Debido a la naturaleza ternaria de los C-24 y C-25 de los
fitosteroles, éstos son los sitios mas favorables para la formacion de
los hidroperdxidos (Yanishlieva et al., 1980; Smith, 1992; Johnsson y
Dutta, 2003; Johnsson et al., 2003). En un estudio de oxidacion del
colesterol, se han detectado 20-hidroxicolesterol y 26-
hidroxicolesterol (Smith, 1987). Aunque es posible la formacién de
productos de oxidacion en la cadena lateral, los estudios al respecto

son escasos (Dutta, 2004).
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E.2.2. Fotoxidacion

La oxidacion de los esteroles puede iniciarse por un estado
excitado del oxigeno, que se conoce como oxigeno singlete (10,); este
mecanismo de oxidacién no radicalario recibe el nombre de
fotoxidacion.

El 'O, tiene en los orbitales externos dos electrones
desapareados con spin opuesto, que provocan una fuerte repulsion

electrostatica (Frankel, 1998). El 0, es unas 1500 veces mas reactivo

que el *0, y puede producir un ataque electrofilico en el esterol a
cualquiera de los lados del doble enlace (Kulig y Smith, 1973; Dutta,
2004).

El oxigeno singlete puede generarse de varias formas; el
mecanismo mas importante se produce cuando fotosensibilizadores
como la clorofila o la riboflavina, absorben luz y quedan excitados
electronicamente. En este estado, interaccionan con el oxigeno
triplete y generan oxigeno singlete (Frankel, 1998; Saynajoki et al.,
2003).

Debido a la elevada energia del oxigeno singlete, los productos
resultantes de la fotoxidacion difieren de los formados en la
autoxidacién. En la fotoxidacién, el hidroperdoxido primario que se
forma es el 5a-hidroperdxido (ver figura n® 7) (Yanishlieva et al.,
1980; Smith, 1992; Bortolomeazzi et al., 1999), aunque
recientemente se ha observado la formacién de hidroperdxidos en los
C-6 y C-7 durante la fotoxidacion y por degradacion de 5-
hidroperoxidos (Saynajoki et al., 2003).

Como se ha mencionado anteriormente, los hidroperdxidos son
moléculas de elevada energia y tienden a generar productos

secundarios de oxidacidon mas estables tales como 7-hidroxiesteroles y
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7-cetoesteroles. No obstante, la informacion disponible relativa a la

fotoxidacion de los fitosteroles es limitada (Saynajoki et al., 2003).

E.2.3. Oxidacion enzimatica

Las principales enzimas implicadas en la oxidacién de los
esteroles son las monooxigenasas, dioxigenasas, dehidrogenasas y
oxidasas. Algunos productos resultantes de la oxidacidon enzimatica
del colesterol, como el 7a-hidroxicolesterol, el 25-hidroxicolesterol y el
26-hidroxicolesterol, son intermediarios en la sintesis de acidos
biliares, mientras que otros, como el 22-hidroxicolesterol, estan

relacionados en la biosintesis de hormonas esteroideas (Smith, 1992).

Se ha identificado un elevado nimero de SOP, los mas usuales

se indican en el cuadro n© 3.
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Cuadro n°© 3. Oxidaciéon de los esteroles. Nombres comunes y

sistematicos del

brassicasterol,

estigmasterol, campesterol, B-

sitosterol y colesterol y sus principales productos de oxidacion.

Nombre comun

Nombre sistematico

Brassicasterol
7a-Hidroxibrassicasterol
7B-Hidroxibrassicasterol
7-Cetobrassicasterol
5a,60-Epoxibrassicasterol
583,6B-Epoxibrassicasterol
Brassicastanotriol

Estigmasterol
7a-Hidroxiestigmasterol
7B-Hidroxiestigmasterol
7-Cetoestigmasterol
5a,60-Epoxiestigmasterol
5B,6B-Epoxiestigmasterol
Estigmastanotriol

Campesterol
7a-Hidroxicampesterol
7B-Hidroxicampesterol
7-Cetocampesterol
5a,60-Epoxicampesterol
583,6B-Epoxicampesterol
Campestanotriol

B-Sitosterol
7a-Hidroxisitosterol
7B-Hidroxisitosterol
7-Cetositosterol
5a,60-Epoxisitosterol
5@3,6B-Epoxisitosterol
Sitostanotriol

Colesterol
7a-Hidroxicolesterol
7B-Hidroxicolesterol
7-Cetocolesterol
5a,6a-Epoxicolesterol
583,6B-Epoxicolesterol
Colestanotriol

(24S)-Metilcolest-5,22-dien-3p-ol
(24S)-Metilcolest-5,22-dien-3p,7a-diol
(24S)-Metilcolest-5,22-dien-3f3,73-diol
(24S)-Metilcolest-5,22-dien-33-ol-7-ona
(24S)-50,60.-Epoxy-24-metilcolest-22-en-3p-ol
(24S)-5p,6B-Epoxy-24-metilcolest-22-en-3-ol
(24S)-Metilcolest-22-en-3f3,5a,6pB-triol

(24S)-Etilcolest-5,22-dien-3p-ol
(245S)-Etilcolest-5,22-dien-3p,7a-diol
(245S)-Etilcolest-5,22-dien-3p3,73-diol
(24S)-Etilcolest-5,22-dien-3B-ol-7-ona
(24S)-50a,6a-Epoxi-24-etilcolest-22-en-3f3-ol
(24S)-5pB,6B-Epoxi-24-etilcolest-22-en-3-ol
(24S)-Etilcolest-22-en-33,50,6p-triol

(24R)-Metilcolest-5-en-3p-ol
(24R)-Metilcolest-5-en-3p3,7a-diol
(24R)-Metilcolest-5-en-3p3,7B-diol
(24R)-Metilcolest-5-en-3B3-0l-7-ona
(24R)-50,60-Epoxi-24-metilcolestan-3f3-ol
(24R)-5pB,6B-Epoxi-24-metilcolestan-3[-ol
(24R)-Metilcolestan-3p,5a,6pB-triol

(24R)-Etilcolest-5-en-3f-ol
(24R)-Etilcolest-5-en-33,7a-diol
(24R)-Etilcolest-5-en-3p3,7B-diol
(24R)-Etilcolest-5-en-3p3-0l-7-ona
(24R)-50.,60.-Epoxi-24-etilcolestan-3p3-ol
(24R)-5pB,6B-Epoxi-24-etilcolestan-3f3-ol
(24R)-Etilcolestan-3p,5a,63-triol

Colest-5-en-3-ol
Colest-5-en-3p,7a-diol
Colest-5-en-3p,7p3-diol
3B-Hydroxycholest-5-en-7-ona
5,6a-Epoxi-5a-colestan-3f3-ol
5,6B-Epoxi-5p-colestan-3[3-ol
5o0-Colestan-383,5,6p-triol
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E.2.4. Implicacién nutricional y sanitaria de la oxidacién de los

esteroles

a). Oxidos de colesterol

Los COP tienen, a través de variados mecanismos, efectos
citotéxicos, carcinogénicos, mutagénicos, aterogénicos y algunos de
ellos pueden inhibir la biosintesis del colesterol y funciones de la
membrana (Bosinger et al., 1993; Guardiola et al., 1996; Schroepfer,
2000; Garcia-Cruset et al., 2002; Leonarduzzi et al., 2002; Osada,
2002).

Los seres humanos absorben del 30 al 60% del colesterol total
de la dieta y sdlo se oxida un pequefio porcentaje (Li et al., 1998;
Bosner et al., 1999).

a.1) Aterogenicidad

El principal riesgo toxico de los COP esta relacionado con la
aterosclerosis. Existen numerosos estudios que demuestran que los
COP estdn asociados a un posible desarrollo de la enfermedad
aterogénica. Se cree que el proceso de aterosclerosis se inicia por un
dafio en la arteria que modifica la funcién de barrera del endotelio
vascular, aumentando la permeabilidad de los componentes del
plasma, entre ellos las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las
plaquetas. Las LDL acumuladas en la pared arterial se oxidan y son
degradadas por células musculares lisas y macrofagos; éstos se
transforman entonces en células espumosas. El colesterol procedente
de las LDL se almacena en y entre las células espumosas (Babiker et
al., 1997). Se produce asi una acumulacién de colesterol y de sus

ésteres, proliferacion celular, sintesis de colageno y elastina y
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depositos de calcio que dan lugar a la formacidn de placas de
ateroma.

La identificacion de los agentes que pueden modificar la
funcion del endotelio como barrera es uno de los puntos mas
controvertidos en este proceso. Estos agentes pueden ser tanto
guimicos como mecanicos, y entre ellos destacan: virus, factores
hemodinamicos (como hipertensién), nicotina, radicales libres
formados por fumar tabaco, toxinas bacterianas, lipasas, proteasas,
quininas, histaminas y los lipidos oxidados, incluyendo los COP
(Hubbard et al., 1989; Berliner y Heinecke, 1996; Gimbrone, 1999;
Ross, 1999; Erridge et al., 2007).

Segun se ha mencionado anteriormente, tanto los COP como
las LDL oxidadas que los contienen (LDL-COP), pueden participar en el
desarrollo temprano de la lesién aterosclerotica mediante Ia
modificacion de la funcién barrera del endotelio y la transformacion de
los macréfagos en células espumosas. Ademas, los COP y las LDL-COP
pueden ejercer un papel en estadios intermedios y avanzados de la
lesién aterosclerdtica por la induccién de la muerte celular mediante
apoptosis y necrosis. Asi, en un estudio de Leonarduzzi et al. (2001)
se sugiere una relacion entre algunos COP y procesos caracteristicos
de fases avanzadas de la aterogénesis como la apoptosis y la
fibrogénesis. Ademas, se ha sefalado un posible mecanismo de
calcificacién de las células vasculares en lesiones ateroscleréticas
avanzadas (Watson et al., 1994). Por otro lado, asi como el 7a-
hidroxicolesterol se forma en el higado por la enzima colesterol-7a-
hidroxilasa como parte de la sintesis normal de la bilis, el 7p-
hidroxicolesterol se admite que tiene un origen autoxidativo, por lo
que sus niveles en plasma se pueden considerar como un indicador de
la peroxidacion lipidica in vivo (Salonen et al., 1997; Zieden et al.,
1999).
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a.2) Efectos sobre la permeabilidad vascular y la estructura y
funcionalidad de las membranas

El endotelio vascular actlia como una barrera, mostrando una
permeabilidad selectiva a los distintos componentes del plasma. En
estudios in vitro se ha demostrado que la transferencia de albumina a
través de células vasculares del endotelio aumenta por la presencia
de COP (Hennig y Boissonneault, 1987; Boissonneault et al., 1991a,
1991b). Esto podria explicar el hecho de que contenidos plasmaticos
elevados de LDL sean un factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad coronaria, porque las LDL-COP pueden modificar la
selectividad de la barrera vascular del endotelio, aumentando asi la
penetracion de diferentes componentes del plasma, incluidas las LDL,
en la pared vascular.

Esta disfuncién del endotelio podria ser resultado de la
alteraciéon de las caracteristicas de la membrana (fluidez,
permeabilidad y estabilidad, asi como viabilidad, morfologia vy
crecimiento celular), incluyendo también cambios en la actividad de
ciertas enzimas unidas a la membrana (Ramasamy et al., 1992). De
hecho, en estudios realizados in vitro se ha visto que los COP pueden
incorporarse a las membranas donde sustituyen al colesterol y
provocan cambios en la modulacién de la funciéon y estructura de la
membrana (Theunissen et al., 1986; Crastes de Paulet et al., 1988;
Guardiola et al., 1996).

Smith (1990b) postulé tres posibles origenes de los COP
hallados en las membranas bioldgicas: oxidacion in situ del colesterol
de las membranas, incorporacion de COP generados por oxidacion
intracelular del colesterol, y absorcion de los COP procedentes de la

sangre o fluidos extracelulares.
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a.3) Efectos sobre la sintesis de prostaglandinas, agregacion
plaquetaria y reactividad vascular

La prostaciclina I, (PGI,) se sintetiza basicamente en las
células endoteliales y es esencial para la integridad vascular (Weksler
et al., 1977). Una disminucién en la sintesis de PGI, favorece la
agregacion plaquetaria y la contraccién de la pared arterial. Peng et
al. (1983) y Hu et al. (1990) observaron, en cultivos celulares, que el
colestanotriol y 25-hidroxicolesterol reducian la biosintesis de
prostaglandinas. En otros estudios (Peng et al., 1993; Ross, 1999) se
observa que la reduccién de la sintesis de PGI, en células endoteliales
inducida por COP, favorecia la adherencia de las plaquetas a estas
células, lo que puede favorecer el desarrollo de los estadios iniciales
de la lesidn aterosclerdtica. Sin embargo, en otro estudio (Martinez-
Sales et al., 1985) se observd un ligero aumento de PGI, en las aortas

de ratas alimentadas con una dieta alta en COP.

a.4) Citotoxicidad

Aungque no se conoce totalmente el mecanismo de accion
citotéxica de los COP, se ha atribuido a sus acciones sobre la
modulacién del crecimiento celular, la viabilidad de las células, el
transporte de moléculas de pequefio tamafo, asi como la actuacion
sobre enzimas celulares y la sintesis de ADN.

Es sabido que algunos COP son tdxicos para las células aorticas
de animales y seres humanos. Este efecto in vitro se relaciona de
forma directa con el efecto aterogénico de los COP y, de hecho,
algunos COP son capaces de inducir la formacion de lesiones
ateroscleréticas in vivo (Peng et al., 1977; Taylor y Peng, 1985;
Naseem y Heald, 1987; Guyton et al., 1990). Ademas, otros autores
sugieren que los COP pueden ser los lipidos oxidados principalmente

responsables de la toxicidad inducida de las LDL oxidadas para las
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células vasculares (Sevanian et al., 1995; Colles et al., 1996). Aunque
se requiere un estudio mas profundo de los agentes que inducen
muerte celular en la pared vascular y sus mecanismos de accion, se
sugiere que en este proceso complejo las LDL oxidadas, y sus
componentes, juegan un papel critico (Luc y Fruchart, 1991; Witztum
y Steinberg, 1991; Jialal y Devaraj, 1996; Berliner y Heinecke, 1996;
Salonen et al., 1997; Steffen et al., 2006).

Algunos COP pueden estar relacionados en la muerte celular
por apoptosis, lo cual puede asociarse a que las LDL oxidadas inducen
en cultivos celulares de musculatura lisa, macréfagos, células
endoteliales y células linfoides cambios morfoldégicos y la
fragmentacion caracteristica del ADN durante la apoptosis (Wyllie,
1981; Orrenius et al., 1989; Hardwick et al., 1996; Escargueil-Blanc
et al., 1997; Dimmeler et al., 1997). Recientemente, se ha
demostrado la toxicidad in vivo debido a la liberaciéon de citocromo c
al citosol y apoptosis, por parte de los COP procedentes de la dieta
frente a las células vasculares, sobre todo por la acumulacién de
colestanotriol en ellas y por la activacion de la via mitocondrial de la

apoptosis (Meynier et al., 2005; Leonarduzzi et al., 2007).

a.5) Efectos sobre los receptores de LDL

El colesterol exdgeno llega a la mayoria de las células por
captacion de las LDL por los receptores de LDL (LDLr). Tras su unién a
receptores de membrana especificos, las LDL se incorporan y son
degradadas por células como fibroblastos, células de la musculatura
lisa, células endoteliales, y células linfoides (Goldstein y Brown,
1977). La disminucion o modificacion de la funcion de los LDLr
produce hipercolesterolemia, una mayor acumulacion de colesterol en
los macrofagos, y predisposicion al desarrollo de aterosclerosis
(Goldstein et al., 1983).

68



Revisién bibliogréfica

En varios estudios (Brown y Goldstein, 1975; Lorenzo et al.,
1987) se ha visto que algunos COP pueden inhibir de forma especifica
la unién, captacion, y degradacion de las LDL en fibroblastos
humanos. El mecanismo mas aceptado para explicar este efecto es la
disminucidon de LDLr, ejercida por la modulacion de los COP sobre la

transcripcion génica de los LDLr (Schroepfer, 2000).

a.6) Efectos sobre el metabolismo del colesterol

Los COP influyen en la actividad de varias enzimas especificas
del metabolismo del colesterol, como la 3-hidroximetilglutaril CoA
reductasa (HMG-CoA reductasa), implicada en la sintesis de novo de
colesterol (Bjorkhem, 2002).

Se han propuesto varios mecanismos por los que los COP
pueden inhibir la actividad de la HMG-CoA reductasa: inhibicién de la
sintesis de la enzima (Sinensky et al., 1979), degradacién de la
misma (Chang et al., 1981), modificacion de la estructura de la
enzima (Beime et al., 1977) o unién de los COP a las proteinas

citosolicas (Taylor y Peng, 1985).

a.’) Mutagénesis

La actividad mutagénica de varios COP se ha demostrado en
ensayos in vitro. Blackburn et al. (1979) y Sevanian y Peterson (1984,
1986) indican efectos mutagénicos del a-epoxicolesterol, en
contradiccion a lo sefialado por Kadis (1978), Kelsey y Pienta (1979),
Glatt et al. (1983) y Ansari et al. (1992). Mas adelante, Peterson et al.
(1988) encuentran que el B-epoxicolesterol es unas tres veces mas
mutagénico que su epimero y que, para ambos, la intensidad
mutagénica aumenta con la dosis.

Es de destacar el trabajo de revision de Smith y Johnson

(1989) sobre los estudios acerca de la inhibicidon de la sintesis de ADN
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por algunos COP. Moog et al. (1986) sugieren como posible
mecanismo el incremento de la entrada de calcio a través de la

membrana.

a.8) Enfermedades crénicas y degenerativas

Céancer: Se ha sefalado la actividad carcinogénica de algunos
COP, de los cuales soélo el a-epoxicolesterol se ha detectado en
alimentos y muestras bioldgicas (Morin et al., 1992). Parsons y Goss
(1978) encuentran que el a-epoxicolesterol produce, en fibroblastos
de piel humana, un grado similar de dafio cromosémico y de
estimulacién de la reparacion del ADN, que dosis bajas de radiacion
UV. En tejidos humanos asociados a cancer, y en secreciones y
excreciones de personas con problemas hiperplasicos, se han
identificado grandes cantidades de oa-epoxicolesterol y colestanotriol
(Sporer et al., 1982; Gruenke et al., 1987; Wrensch et al., 1989).

Enfermedad de Alzheimer: Los trastornos neurodegenerativos
se caracterizan por una pérdida masiva de células nerviosas. La
muerte de células neuronales va acompafiada de un aumento de
liberacion de colesterol. La conversion de colesterol en un metabolito
polar, (24S)-hidroxicolesterol, parece ser un mecanismo importante
del sistema nervioso central para eliminar colesterol del cerebro
(Kolsch et al., 1999). Ademas, este metabolito dafia las células
neuronales, a estos efectos puede atribuirse el inicio de la enfermedad
neurodegenerativa. Los niveles plasmaticos de (245)-hidroxicolesterol
pueden utilizarse como marcador bioquimico temprano de la
alteracion de la homeostasis del colesterol en el sistema nervioso
central, ya que este compuesto esta incrementado en pacientes con
Alzheimer y demencia vascular (Lutjohann et al., 2000; Bogdanovic et
al., 2001).
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Diabetes: Al hallar niveles aumentados de COP en el miocardio
de ratas diabéticas, Matsui et al. (1997) sugieren que los COP pueden
estar relacionados con el desarrollo de cardiomiopatia diabética.
Postulan que ello podria deberse a un metabolismo alterado del
miocardio por deficiencia de insulina y no a niveles altos de lipidos
circulantes.

Cataratas: Los COP pueden estar relacionados con la formacion
de cataratas (Schroepfer, 2000). Se ha estudiado la presencia de
algunos COP en cataratas de seres humanos (Girao et al., 1998). La
degradacion de la membrana lipidica por la edad y el ataque de
radicales libres pueden contribuir a la formacion de COP en el

desarrollo de cataratas.

b). Oxidos de fitosteroles

Aunque los productos de oxidacion del colesterol y de los
fitosteroles son similares, los conocimientos sobre los posibles efectos
biolégicos y sobre la salud de los POP son limitados y, en algunos
casos, contradictorios. Sin embargo, debido a la similitud estructural
entre el colesterol y los fitosteroles, se piensa que los POP poseen
caracteristicas perjudiciales analogas a las de los COP (Oehrl Dean y
Boyd, 2004).

b.1) Toxicidad

La mayoria de trabajos, con estudios in vitro e in vivo, sobre
los efectos bioldgicos de los POP se han centrado en su toxicidad,
estableciendo que el patrén de citotoxicidad de los éxidos de B-
sitosterol y de los COP es similar, aunque menos severo para los POP
(Kakis et al., 1977, Meyer et al., 1998, Adcox et al., 2001).
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Maguire et al. (2003) estudian los efectos de los Oxidos de
sitosterol sobre la citotoxicidad, apoptosis, estado antioxidante vy
genotoxicidad de una linea celular de monocitos de sangre humana
(células U937). En funcidon de la concentracién, estos Oxidos
demuestran efectos bioldgicos similares al 7p-hidroxicolesterol
(reduccién de la viabilidad celular, induccién de apoptosis, disminucién
de los niveles de glutatién), pero no producen efectos genotdxicos.
Ademas el 5a,60-epoxisitosterol en solitario no muestra toxicidad
hacia estas células. Se destaca la necesidad de tener en cuenta, a la
hora de evaluar la toxicidad, el distinto comportamiento que pueden
mostrar los 6xidos segun se encuentren en forma aislada o como
componentes de mezclas de oxidos.

En un estudio mas reciente (Ryan et al., 2005) se evallan los
efectos de POP sobre la citotoxicidad y apoptosis de lineas celulares
(U937, CaCo-2 y HepG2). De los POP estudiados, el 7-cetositosterol y
el 7p-hidroxisitosterol son los mas citotéxicos, mientras que el 5a,60-
epoxisitosterol no muestra toxicidad alguna. En general, los efectos
téxicos de los POP son similares a los de los COP, pero se necesitan
mayores cantidades de POP para alcanzar resultados comparables.
Ademas, se observa que las vias apoptoticas provocadas por COP vy
POP pueden ser diferentes.

Sin embargo, otros autores no hallan indicios de toxicidad de
los POP: Hiroko et al. (2004) no detectan contribucion alguna de los
POP en el desarrollo de aterosclerosis en ratones deficientes de apo-E,
a pesar de la absorcidon y acumulacion de los POP, y Lea et al. (2004)
no hallan indicios de genotoxicidad ni de toxicidad subcrénica en ratas
Wistar alimentadas durante 90 dias con una dieta que contiene un

concentrado de fitosteroles con 30% de POP.
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b.2) Absorcion

Los estudios sobre la absorcion de POP son escasos. Debido a
la baja absorcién intestinal de los fitosteroles, la accion de sus
productos de oxidacién no ha sido de interés, pero el enriquecimiento
de los alimentos y la posible formacién de POP en estos productos han
incrementado el interés por el esclarecimiento de la forma en que se
metabolizan y excretan estos 6xidos y su incorporacién a los tejidos
(Grandgirard, 2002; Dean y Boyd, 2004).

Se han detectado POP en plasma de ratas y de humanos sanos
y con fitosterolemia (Brooks et al., 1983; Plat et al.,, 2001;
Grandgirard et al., 2004b). Se ha estudiado la absorcion linfatica de
POP en ratas (Grandgirard et al., 1999; Tomoyori et al., 2004) y la
importancia de la longitud de la cadena de la molécula del esterol en
la absorcion ya que a mayor longitud del sustituyente en C-24 de la
cadena lateral, menor es la absorcion del POP, hecho ya observado en
los fitosteroles sin oxidar (Grandgirard et al., 1999; Ostlund et al.,
2002). Ademas, se ha demostrado que la incorporacién de POP en

tejidos es dosis-dependiente (Grandgirard, 2002).

En otro estudio realizado en humanos (Grandgirard et al.,
2004b) se hallan contenidos plasmaticos de 5p-sitostanol-6p-epdxido
y sitostanotriol mucho mas altos que los de otros POP, indicando que
los POP proceden tanto de los alimentos como de la oxidacion in vivo
en el plasma. Datos sobre la acumulacion de POP de la dieta en
tejidos de hamsteres alimentados con mezclas de POP de sitosterol o
campesterol (Grandgirard et al., 2004c), sugieren que los derivados
7a-hidroxiesteroles se metabolizan mejor in vivo que otros dxidos y

que los 5a,6a-epoxiesteroles se transforman en trioles.
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E.3. INDICADORES DE LA OXIDACION LIPIDICA

En la figura n® 8 se muestra un esquema de los compuestos
gue se pueden producir en las distintas etapas de la oxidacion de los

AGPI y los diferentes métodos utilizados para su evaluacion.

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han evaluado
productos secundarios de oxidacion lipidica, por lo que, a
continuacion, se hace una revisién de los métodos propuestos para la
determinacion de estos compuestos y de los productos de oxidacion

de esteroles.

E.3.1. Métodos de determinacién de sustancias reactivas al

acido tiobarbiturico

La determinacion de sustancias reactivas al acido 2-
tiobarbiturico (TBARS) es el método mas utilizado para la evaluacion
de la oxidacién de la grasa en alimentos. El acido 2-tiobarbiturico
(TBA) es un compuesto ampliamente usado debido a su reactividad,
mayoritariamente con compuestos carbonilicos (aldehidos, cetonas),
entre las principales sustancias reaccionantes con el TBA se encuentra
el MDA (producto secundario procedente de la oxidacién de los AG). El
MDA es un dialdehido de 3 atomos de carbono con los grupos
carbonilo en las posiciones C-1 y C-3, cada uno de ellos reacciona, por
condensacion, con una molécula de TBA (figura n° 9), produciendo un
pigmento rojizo que se cuantifica por espectrofotometria o fluorimetria
(Sinnhuber et al., 1958; Schmidt, 1959).
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Figura n° 8. Indicadores de la oxidacion lipidica. Esquema del
proceso de oxidacion de los acidos grasos insaturados vy
determinaciones que se han propuesto para su estudio en distintas
etapas (Sanchez-Moreno y Larrauri, 1998).

Fases
AGPI
INICIACION
+ O,
CONSUMO DE O,

PROPAGACION Formacién de
estructuras
dieno
conjugadas
DIENOS

CONJUGADOS

v
PEROXIDOS LIPIDICOS
RAMIFICACION (Hidroperéxidos, perdxidos

ciclicos, endoperdxidos PEROXIDOS
ciclicos)

Fragmentacion
y 7
polimerizacion
de productos

, v,
TERMINACION ALDEHIDOS PRODUCTOS DE
(Pentanal, hexanal, heptanal, DESCOMPOSICION
4-hidroxinonenal, MDA,...) DE LOS PEROXIDOS
LIPIDICOS: TBARS,
VOLATILES,...

BASES DE SCHIFF PRODUCTOS (MALONDIALDEHIDO),
FLUORESCENTES

A la derecha, en negrita, se sefalan las determinaciones Utiles para detectar oxidacion
lipidica.
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Figura n° 9. Indicadores de la oxidacion lipidica. Condensacion del

MDA con dos moléculas de TBA.
H N OH

s N OH H N
= X =
2 | OHC-CH,-CHO PH acido |
N + -CHp- _— N N
80-100 °C CH-CH=CH
OH OH

OH

SH

Aunque el MDA es el principal compuesto que reacciona con el
TBA no es el Unico; otros compuestos que pueden formar complejos
con él, como es el caso de otros aldehidos procedentes de la oxidacion
lipidica (Valenzuela, 1991), hidroximetilfurfural (HMF) vy furfural
(Espinosa-Mansilla et al., 1993) y azlcares (Du et al., 1992). Por otra
parte el MDA se encuentra mayoritariamente unido a diferentes
compuestos, especialmente a proteinas y aminoacidos y se debe
recurrir a una hidrélisis acida para su liberacion (Hageman et al.,
1992).

Los factores que determinan la formacidon del MDA a partir de
los AGPI peroxidados son: grado de insaturacidon de los AG (Dahle et
al., 1962; Pryor et al., 1976), presencia de metales (Janero y
Burghardt, 1989), pH (Chen y Waimaleongora-Ek, 1981), temperatura
y duracién del calentamiento (Pikul et al., 1984).

La mayor parte del MDA que se detecta durante el ensayo de
TBARS, se forma durante la oxidacion lipidica; sin embargo, también
puede proceder de la descomposicion de perdxidos lipidicos por las
condiciones de calor y acidez del ensayo, por lo que se afaden
antioxidantes o quelantes para evitar la autoxidacion de otros AGI de

la muestra (Gutteridge y Halliwell, 1990).

La determinacion de TBARS es, a pesar de su baja
especificidad, uno de los procedimientos mas Uutiles para evaluar
productos procedentes de la oxidacién de los AGPI. Cuando en la

determinacion se hace paralelamente un control y se aplica a
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muestras parcialmente purificadas, los resultados se correlacionan
bien con otros métodos mas especificos de estimacion de las
alteraciones quimicas inducidas por la oxidaciéon (Wallin et al., 1993;

Guillén-Sans y Guzman-Chozas, 1998).

El 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) se utiliza como patrén, ya
que la hidrdlisis acida de este acetal produce MDA en una reaccion

equimolecular (Sinnhuber y Yu, 1958).

Los métodos propuestos para el analisis de MDA mediante el
ensayo de TBARS son, generalmente, medidas espectrofotométricas o
fluorimétricas, ya sean directas (sobre la muestra, la fraccién grasa de
la muestra, un extracto acuoso acido de la muestra o una porcién del
destilado de Ila muestra) o posteriores a wuna separacion
cromatografica (cromatografia liquida de alta resolucion -CLAR- o
gaseosa -CG-) (cuadros n° 4 y 5). En algunos casos (Tarladgis et al.,
1960; Pikul et al., 1989; Azevedo Gomes et al., 2003; Ulu, 2004) se
propone una destilacion previa de la muestra, de esta forma se
minimizan las interferencias por componentes no lipidicos de la

misma.

Los protocolos propuestos para la determinacion del aducto
MDA-TBARS son muy variados, y se basan en el tratamiento de la
muestra con acido tricloroacético (TCA) y una solucion de TBA. Tras la
incubacién en caliente, la solucidon toma una coloracion rosacea que se
cuantifica mediante espectrofotometria o fluorimetria, siendo mas
sensible ésta Ultima. En la cuadro n° 4 se indican distintos métodos

utilizados en la determinacion espectrofotométrica del MDA.
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El ensayo de TBA se ha intentado mejorar mediante la separacion
por cromatografia del complejo MDA-TBA de las distintas sustancias
interferentes. En general, se forma en primer lugar el complejo MDA-
TBA, a continuaciéon se neutraliza la muestra (Lee y Csallany, 1987), y
se procede a la extraccidn con n-butanol o a una cromatografia en
columna (Draper et al., 1993; Chirico, 1994). La separacion del
complejo MDA-TBA por CLAR se suele llevar a cabo en fase inversa
con fases moviles que contienen metanol o mezclas de éste con agua
y acetonitrilo o fases de tampdn fosfato. Para la deteccion se utilizan
detectores UV-VIS o de fluorescencia (Tatum et al., 1990; Draper et
al., 1993; Chirico, 1994; Fenaille et al., 2001). La determinacién de
MDA por CG requiere su derivatizaciéon previa. Los procedimientos
propuestos para la determinacion de MDA por cromatografia se

indican en la cuadro n© 5.
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E.3.2. Métodos de determinacion de compuestos volatiles

La determinacion de los compuestos volatiles es habitual en Ia
evaluacion de la oxidacidon lipidica. Durante ésta, se generan
pequenas cantidades de compuestos volatiles, algunos sensibles al
calor y/o oxigeno, por lo que se requieren métodos que aislen los
analitos, y también los concentren, pero se deben tomar precauciones
durante estos procesos para asegurar que permanecen inalterados y

para minimizar las pérdidas de los mismos.

Para el muestreo y aislamiento de los volatiles generados por
la oxidacion lipidica se han desarrollado una gran variedad de
métodos analiticos. Por lo general, para el muestreo se aplican
métodos de: extraccidon (con disolventes o por destilacién), analisis
del espacio de cabeza o microextraccion en fase soélida (SPME), con
cualquiera de ellos se consigue separar de la matriz y pre-concentrar
los compuestos volatiles. Para la separacién de estos compuestos

volatiles extraidos se utiliza la CG o la CLAR.

El método por destilacion mas usado para el andlisis de
volatiles es la destilacion y extraccién simultanea (SDE) (Parliment,
2002). En este método la muestra, dispersada en agua, se coloca en
un matraz y el disolvente extractor en otro. Una vez acoplados cada
uno de los recipientes a su correspondiente rama del destilador se les
aplica una fuente de calor; durante la destilacion, el disolvente
organico va extrayendo los componentes volatiles que contiene el
vapor liberado por la muestra. Tras destilar la muestra durante unas
horas, el disolvente se elimina lentamente por evaporacion y la
determinacion se realiza por CG. Aunque esta técnica es ampliamente

utilizada, puede presentar una serie de problemas: una baja
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recuperacion de los componentes muy volatiles, el disolvente puede
contaminar la muestra y, si el proceso no se lleva a cabo bajo
condiciones de baja presion, los compuestos inestables pueden sufrir

descomposicion térmica (Mariaca y Bosset, 1997).

El analisis del espacio de cabeza puede ser estatico o dinamico.
En el modo estatico, la muestra se equilibra, a una determinada
temperatura, en un vial sellado. Una vez alcanzado el equilibrio entre
la muestra y el espacio de cabeza, se toma una alicuota del mismo vy
se inyecta en el CG. La principal ventaja de esta técnica, es la
capacidad de analizar compuestos de bajo peso molecular sin Ila
presencia del pico del disolvente, ademas la preparacién de la
muestra es sencilla y el proceso puede automatizarse. Sin embargo, la
sensibilidad de la técnica puede ser insuficiente ya que sélo se analiza
una fraccién del espacio de cabeza. Una combinacion de destilacién y
posterior analisis, en modo estatico, del espacio de cabeza del
destilado ha sido propuesta por Ulberth y Roubicek (1995).

En el muestreo dindmico, la muestra se purga de forma
continua con un gas inerte (gas de purga), que arrastra los
compuestos volatiles de la muestra hasta una trampa de material
absorbente (purga y trampa - purge & trap), que retiene los volatiles.
Por calentamiento de la trampa o por elucidn con un disolvente
apropiado, los compuestos volatiles se desorben, a continuacion, se
concentran por enfriamiento (cryo-focusing) y se introducen en el CG
(Wamper, 2002). En esta técnica, la sensibilidad es mayor, pero la
instrumentacion que se requiere es mas compleja (necesita la
monitorizacidon de varias etapas como purga, trampa y analisis) vy

costosa. Comparado con las técnicas estaticas, se requiere mas
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tiempo de analisis por muestra (Washall y Wampler, 1990; Steffen y
Pawliszyn, 1996).

En la SPME la extraccidon de los analitos, del espacio de cabeza
de la muestra o por inmersion en ella, se realiza mediante una fibra
cubierta por una pelicula polimérica. Tras la extraccién, los analitos se
desorben en el inyector del CG para su analisis. En el modo de espacio
de cabeza, los analitos deben difundir desde la matriz al aire y, a
continuacion, desde éste a la fibra. En el modo por inmersion, los
analitos difunden directamente de la muestra a la fibra. Con la
incorporacién de agitacién y/o calentamiento de la muestra, se
consigue aumentar la eficiencia de la extraccién; la afinidad por el
analito es muy diferente en las distintas fibras existentes en el
mercado. La naturaleza quimica de los compuestos volatiles y el tipo
de recubrimiento de la fibra va a condicionar el perfil de volatiles de la
muestra. El control de variables (pH, temperatura, tiempo y volumen
de la muestra) durante el muestreo con SPME es critico para
minimizar la variabilidad en los resultados (Arthur y Pawliszyn, 1990).
La SPME ofrece las ventajas de no requerir una extensa preparacion
de la muestra, lo cual implica una reduccion del tiempo de anélisis,
ademas es mas barata y se ha demostrado su superioridad frente al
andlisis de purga y trampa, con respecto a la repetibilidad, ruido de

fondo y contaminacion de unas muestras a otras (Marsili, 1999).

Sin embargo, la SPME no es una técnica de extraccion
extensiva, ya que durante el proceso de extraccion se alcanza un
equilibrio entre la matriz y la fase estacionaria que recubre la fibra
(Zhang y Pawliszyn, 1993). Por lo tanto, esta técnica no permite la
cuantificacion absoluta de los compuestos volatiles, pero permite

comparar cantidades relativas entre muestras cuando se utilizan
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exactamente las mismas condiciones de extraccién (Roberts et al.,
2000).

La CLAR no es una técnica habitual en la determinacién de
volatiles, pero se usa como un método alternativo para su separacion.
En general, previo a su analisis por CLAR, los aldehidos se derivatizan
y extraen con un disolvente. Este método resulta muy sensible y
muestra buena linealidad, pero la preparacion de la muestra es mas

compleja y se requiere una instrumentacion mas especializada.

En el cuadro n° 6 se resumen los métodos de determinacion de

compuestos volatiles en alimentos.
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E.3.3. Métodos de determinacion de 6xidos de esteroles

No existe una metodologia validada vy reconocida
internacionalmente para el analisis de POP. Los métodos utilizados se
basan en los desarrollados para la determinacién de COP (Piironen et
al., 2000; Dutta, 2002; Zhang et al., 2005a), aunque tampoco se
dispone de métodos validados para estos compuestos (Appelgvist,
2004).

En la determinacion de SOP se debe tener en cuenta que
(Ulberth y Buchgraber, 2002; Dutta, 2002; Guardiola et al., 2004):

- Los SOP estan presentes en pequefias cantidades en los
alimentos, de ppm (ng/g) a ppb (ng/g), por lo que el método debe ser
muy sensible.

- El método analitico debe poseer una elevada resolucion
porque los SOP son numerosos y algunos con estructuras muy
similares.

- Las fracciones lipidicas de algunos alimentos son muy
complejas, por lo que se requiere una purificacion previa muy
exhaustiva.

- Durante la manipulacion de la muestra y el analisis se debe
evitar la formacién de nuevos 6xidos de esteroles o la degradacién de

los existentes.
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Los métodos de determinacién de SOP incluyen habitualmente
las siguientes etapas:

a) Extraccion lipidica

b) Purificacion

c) Analisis cuantitativo por CG o cromatografia liquida (CL) e

identificacion por espectrometria de masas (EM).

a). Extraccién lipidica

El aislamiento de los SOP de los alimentos comienza
normalmente con la extraccion lipidica si las muestras no se
encuentran en forma de extractos lipidicos, como los aceites
vegetales.

La fraccion lipidica puede extraerse con disolventes, bien en
extracciéon sdlido-liquido (Dutta, 2004) o mediante Soxhlet (Christie,
2003) y con fluidos supercriticos (supercritic fluid extraction, SFE)
(Johnson y Barnett, 2003). Lo mas habitual es la extraccion con
mezclas de disolventes organicos.

Durante la extraccidon de la fraccién grasa las pérdidas deben
minimizarse y sélo deben extraerse los compuestos de interés para
posteriores analisis. Es importante que el disolvente utilizado tenga la
polaridad optima para evitar que se extraigan junto con los lipidos
otros componentes de la muestra (Dutta et al., 1996).

La mezcla de disolventes mas utilizada para la extracciéon de
lipidos de alimentos es cloroformo:metanol (Folch et al., 1957).
También se usa hexano:isopropanol (Hara y Radin, 1978), cloruro de
metileno/etanol y cloruro de metileno/metanol (Ulberth y Buchgraber,
2002). Turchetto et al. (1993) describen la extraccion en frio con

cloroformo aplicada a muestras de café.
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Una alternativa para la extraccion con disolventes, es Ia
separacion mediante una columna cromatografica y su posterior
eluciéon con disolventes apropiados, este método se llama “flash
chromatography” o “método columna seca”. La columna esta rellena
con acido silicico, Celite 545 y fosfato monocalcico. La primera elucion
se realiza con hexano:acetato de etilo (9:1, v/v) y contiene los lipidos
neutros y la mayoria del colesterol (sin COP); la segunda fraccion,
eluida con acetato de etilo, contiene COP, algo de colesterol y lipidos
polares. A continuacion esta fraccion se purifica por cromatografia en
capa fina (CCF) con gel de silice. La aplicacion de este método como
purificacion de la fraccién lipidica de la carne (Highley et al., 1986;
Zubillaga y Maerker, 1991) proporciona recuperaciones de COP del
97%.

También es posible omitir la extraccién lipidica y comenzar el
analisis de SOP con una saponificacién directa, o transesterificacion
del alimento. Para la determinacion de COP en leche en polvo, Dionisi
et al. (1998) comparan la eficacia del método directo con otros tres
que implican extraccion previa de la grasa: con hexano:isopropanol
(3:2, v/v), con cloroformo:metanol (2:1, v/v) y mediante columna
cromatografica con diclorometano:metanol (9:1, v/v). Las cantidades
de COP obtenidas con la saponificacion directa y con la extraccién con
cloroformo:metanol fueron similares, en cambio con
hexano:isopropanol se obtuvieron valores mas bajos, probablemente
debido a la baja polaridad de los disolventes utilizados en la
extraccidon. Ademas, la saponificacion directa produjo una minima
formacion de artefactos y buena repetitividad y exactitud.

Otras técnicas mas avanzadas y muy eficientes para la
extraccién de lipidos donde se trabaja con fluidos presurizados, tales
como la SFE o la extraccion acelerada con disolventes (pressurized

liquid extraction, PLE o también llamada accelerated solvent
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extraction, ASE), no han encontrado una gran aceptacion en la
determinacion de COP.

Boselli et al. (2001) encuentran recuperaciones similares de
COP en huevo en polvo por Folch et al. (1957) y PLE
(hexano:isopropanol, 3:2, v/v, a 60 °C y 15 MPa). La PLE presenta,
ademas, como ventajas la reduccién del tiempo de analisis, menores
costes en disolventes y evita el uso de disolventes clorados.

Distintos sistemas de extracciéon lipidica utilizados por algunos

autores en la determinacion de SOP se muestran en el cuadro n© 7.

b). Purificacién

Para mejorar la sensibilidad y eficiencia del analisis, ya que los
SOP son componentes minoritarios en el extracto lipidico, del orden
de 0.1-1% en aceites vegetales (Dutta et al., 1996), la purificacién es
esencial para separarlos de TG, fosfolipidos, esteroles no oxidados y
otros compuestos.

Se suelen aplicar las siguientes metodologias:

b.1) Hidrdlisis

b.2) Transesterificacién

b.3) Fraccionamiento cromatografico

b.1) Hidrdlisis

La hidrdlisis se debe realizar cuidadosamente para evitar la
formacion de artefactos y evitar contenidos erréneos de SOP, por lo
gue esta fase se considera, generalmente, la mas controvertida en el
analisis de SOP (Bodin y Diczfalusy, 2002). La hidrdlisis se puede

realizar mediante alcalis o enzimas.
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La saponificacion es, probablemente, el método mas comun y
como resultado de la misma, los acilgliceroles se convierten en
compuestos solubles en agua y los esteroles conjugados, si existen,
se hidrolizan.

En la saponificacion de forma directa, el medio alcalino se
afade a la muestra, sin extraccion previa de la fraccién grasa (Rose-
Sallin et al., 1995; Dionisi et al., 1998; Louter et al., 2004; Zhang et
al., 2006; Saldanha et al., 2006).

La saponificacion es fundamental en la determinacién de los
esteroles totales (oxidados y no oxidados) porque libera los esteroles
conjugados, permaneciendo los esteroles disueltos en la fase organica
y extrayéndose con un disolvente adecuado (Dutta et al., 1996;
Ulberth y Buchgraber, 2002). Los disolventes mas frecuentemente
usados en el analisis de SOP son diclorometano y dietiléter. El
disolvente de eleccion debe ser algo polar ya que los SOP son mas

polares que los esteroles sin oxidar.

Tradicionalmente, la saponificacion se hacia calentando la
muestra con una solucion metandlica o etandlica de NaOH o KOH,
procedimiento que se ha reemplazado por una saponificacién fria o a
temperatura ambiente, pues se ha demostrado que algunos COP,
como 7-cetocolesterol y el a-epoxicolesterol, se pueden degradar por
el calor, y existe la posibilidad de la formaciéon de epimeros a partir
del 7-hidroxicolesterol y 7-cetocolesterol (Tsai et al., 1980; Maerker y
Unruh, 1986; Smith, 1987; Park et al., 1996). Ademas, se ha
demostrado que en la saponificacién a temperatura ambiente durante
toda una noche las pérdidas de COP son minimas y practicamente no
se forman artefactos (Park y Addis, 1986; Guardiola et al., 1998;
Louter, 2004).
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Diferentes procedimientos de saponificacion aplicados en Ia

determinacidn de SOP se muestran en el cuadro n© 8.

La hidrdlisis enzimatica de ésteres de colesterol mediante
hidrolasas se ha empleado en una metodologia en varias etapas para
la determinacién de COP (Nourooz-Zadeh, 1990).

b.2) Transesterificacion

Otro método, menos estudiado, para separar los compuestos
no deseados de los esteroles y SOP es la transesterificacion. Este
método elimina la necesidad de lavar tras la saponificacion, lo que
constituye una fuente de error, minimiza el tiempo de permanencia de
la muestra en un medio basico fuerte y la formacion de artefactos
(Schmarr et al., 1996; Bodin y Diczfalusy, 2002).

La fraccién grasa, inicialmente compuesta en su mayoria por
esteroles y SOP esterificados y TG, se convierte tras |la
transesterificacion realizada con un alcohol o reactivo donante de
grupos alquilo en esteroles libres, SOP, ésteres metilicos de AG y
otros compuestos minoritarios. Los compuestos de una polaridad
menor que los SOP se eliminan mediante un cartucho de extraccion en
fase solida (SPE) de aminopropilo (LC-NH,) usando disolventes de
polaridad creciente para la elucion (Ulberth y Buchgraber, 2002;
Guardiola et al., 2004). Johnsson y Dutta (2006) concluyen que este
método es rapido, eficiente y comparable con otros en términos de

recuperacion de POP polares y de polaridad media.
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En el analisis de los esteroles los estudios de transesterificacion
se limitan, principalmente, a la determinacién de colesterol y COP en
carnes (Zubillaga y Maerker, 1988), grasas y aceites comestibles
(Biedermann et al., 1993), productos carnicos y quesos (Schmarr et
al., 1996), grasas animales (Johnson, 1996; Ubhayasekera et al.,
2004), leche en polvo y FL (Przygonski et al., 2000), y sdblo se
referencia uno en la determinacion de SOP (POP + COP) en aceites

vegetales (Johnsson y Dutta, 2006).

b.3) Fraccionamiento cromatografico

La purificacion, por técnicas cromatograficas, previa a la
identificacion y cuantificacion de SOP, se usa frecuentemente junto
con la saponificacion (Guardiola et al., 2004). La separacion de los
SOP de sus esteroles sin oxidar es especialmente importante para
evitar la coelucién en CG (Dutta y Appelqvist, 1997).

En la purificacion de extractos de COP se ha usado Ia
cromatografia clasica en columna con acido silicico (Tsai et al., 1980;
Park y Addis, 1985; Bovenkamp et al., 1988) o CCF con gel de silice
(Chicoye et al., 1968; Bjorkhem, 1986).

Sin embargo, estos métodos se han sustituido de forma
progresiva por SPE, debido a su elevada eficacia, sensibilidad y bajo
coste. La SPE se basa en las diferencias de polaridad entre las
sustancias interferentes y los analitos, por lo que una buena
separacion se obtiene mediante una elucidon gradual utilizando
disolventes de polaridad creciente (Piironen et al., 2000; Guardiola et
al., 2004).

Los rellenos de los cartuchos de SPE mas usados en la fase
normal (adsorcidn) son de silice (Si-), Florisil, y aminopropilo (NH,), y

en la fase inversa (particion) de ODS (octadecil). Para la purificacion
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de SOP, los SPE con fases de silice y NH, son los que han mostrado
una mayor eficiencia y reproducibilidad (Piironen et al., 2000).

Los SOP son mas polares que sus correspondientes esteroles,
es decir, éstos son ligeramente menos retenidos que los 25-
hidroxiesteroles, 7-cetoesteroles y 5,6-epoxiesteroles, mientras que
los trioles son fuertemente retenidos. El paso por SPE es critico para
conseguir una buena separaciéon entre los esteroles oxidados y sin
oxidar asi como para una buena recuperacion de los Oxidos con
distinto grado de retencién. Son varios los estudios donde se utilizan
cartuchos de silice y mezclas de hexano:dietiléter de polaridad
creciente, para eliminar las interferencias, y acetona y/o metanol para
eluir los SOP. Cuando existen problemas para la eliminacién de los
esteroles sin oxidar, se suele usar una SPE doble y otras técnicas
cromatograficas (ver cuadro n° 9).

Ulberth y Rossler (1998) comparan distintos métodos de
purificaciéon por SPE para la determinacion de COP, y concluyen que la
menor eficacia en la purificacion de COP corresponde a los cartuchos
de ODS y de silice. Guardiola et al. (1995b) estudian la recuperacion
de esteroles con cuatro sistemas diferentes de eluciéon (combinaciones
de hexano y dietiléter) con cartuchos de silice, obteniendo con uno de
ellos una mayor eficacia en la separacién de los esteroles de los COP y
una mayor recuperacién de COP (ver cuadro n© 9).

La combinacion de una saponificacion fria y la purificacion de la
fraccion insaponificable por CCF o SPE mejora la eficacia en la
determinacion de SOP y se incluye en la mayoria de métodos
descritos para la determinacion de COP y POP (Guardiola et al.,
1995b; Rose-Sallin et al., 1995; Schmarr et al., 1996; Dutta, 1997;
Dionisi et al., 1998; Lampi et al., 2002; Bortolomeazzi et al., 2003;
Conchillo et al., 2005). Las ventajas de esta combinacion son: la

eliminacién de los TG al convertirse en jabones hidrosolubles y la
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hidrdlisis de los ésteres de esterol; se consigue asi determinar los SOP
totales (libres y esterificados).

Diferentes métodos cromatograficos (cromatografia en
columna, cromatografia liquida preparativa y CCF) se han usado para
la purificacion de SOP de extractos lipidicos sin el paso previo de
saponificacion. Se evita asi la formacion de artefactos y la destruccion
de o6xidos que se dan en un medio basico; sin embargo, sélo se
pueden determinar los SOP formados a partir de esteroles libres
(Dutta et al., 1996; Guardiola et al., 2004).

Algunas de las condiciones de SPE aplicadas para la
purificaciéon en la determinacién de SOP se muestran en la cuadro n°®
9.

d). Analisis cuantitativo por CG o CL e identificacion por EM

Hasta la fecha, la CG ha sido la técnica mas utilizada para el
analisis de SOP en alimentos (Dutta et al., 1996, Guardiola et al.,
2004). Ademas, como resultado de un estudio interlaboratorio de
determinacién de COP en alimentos, se recomienda el uso de CG para
el andlisis cuali y cuantitativo de SOP (Appelqgvist, 2004), aunque el
aumento de la disponibilidad de detectores como EM y detector
evaporativo de dispersion de la luz (evaporative light-scattering
detector, ELSD) para la CL, favorece el desarrollo de nuevas
metodologias para la determinacion de SOP por CL (Guardiola et al.,
2002; Rodriguez-Estrada y Caboni, 2002).
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d.1). Cromatografia gaseosa

Debido al elevado nimero de posibles SOP, se precisa de la
elevada eficiencia de las columnas capilares en combinaciéon con los
detectores de ionizacion de llama (FID) y EM, para obtener un sistema
analitico muy especifico. El detector FID en CG proporciona una buena
sensibilidad y selectividad, propiedades que se han ampliado con el
uso de EM, especialmente en el modo SIM (selected ion monitoring).
El uso de EM ha disminuido la identificacion errénea de los SOP en
presencia de contaminantes y compuestos coeluyentes (Dutta et al.,
1996; Guardiola et al., 2002).

- Derivatizacion: Para aumentar la volatilidad del compuesto, su
estabilidad térmica y mejorar la forma del pico durante la separacion
a altas temperaturas (Guardiola et al.,, 1996), las muestras se
derivatizan por sililacion, generando trimetilsililéteres (TMSE). Los
reactivos usados con este fin son: hexametildisilazano (HMDS), N,O-
bis(trimetilsilil)-acetamida (BSA), N, O-bis(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA), N-trimetilsililimidazol (TMSI) y
trimetilclorosilano (TMCS); estos reactivos se mezclan en distintas
proporciones, BSA:TMSI:TMCS (3:3:2) o BSTFA:TMCS (99:1). La
sililacién se realiza en piridina, que actia como disolvente y también
como aceptor de acido clorhidrico (HCI) cuando se emplean
organoclorosilanos, como TMCS, en la derivatizacion. Es importante
eliminar las trazas de humedad antes de la silanizacién, porque el
agua compite con los grupos hidroxilo de los SOP por el grupo silil,
provocando que la reaccion no sea completa y que los derivados TMSE
sean menos estables (Guardiola et al., 2004). Otras condiciones,

como temperatura y tiempo, pueden afectar a la derivatizacion,
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especialmente en el caso de derivados trioles de esteroles (Dutta y
Appelqvist, 1997; Zhang et al., 2005a).

Para superar problemas de degradacion, separacién, formas
del pico y/o adsorcidn irreversible a la fase estacionaria de la
columna, también es posible la determinacion de oxidos no

derivatizados o acetato-derivados (Guardiola et al., 2004).

Si el detector a emplear es EM con ionizacion electronica, la
derivatizacion proporciona generalmente un patrén de fragmentacion

mas favorable (Bodin y Diczfalusy, 2002).

- Separacién: En la mayoria de trabajos de determinacién de SOP, se
utilizan columnas capilares con fases estacionarias no polares (100%
metilsilicona, 100% dimetilpolisiloxano, 5% fenil-95% metilsilicona,
5% difenil-95% dimetilpolisiloxano), de 0.20-0.32 mm de didametro
interno y 25-30 m de longitud (Dutta y Appelqgvist, 1997;
Bortolomeazzi et al., 2003; Lambelet et al., 2003; Apprich y Ulberth,
2004; Grandgirard et al., 2004a; Louter, 2004; Johnsson y Dutta,
2005). También se han utilizado columnas de mayor longitud (50-60
m) (Lampi et al., 2002; Conchillo et al., 2005; Zhang et al., 2005a y
b).

A pesar de las distintas fases estacionarias, dimensiones de las
columnas y programas de temperaturas, algunos autores han descrito
casos de coelucion entre distintos SOP y una mala separacion de la
linea base debido al elevado nimero de SOP presentes en las
muestras (Dutta, 1997; Dutta, 2002; Lampi et al., 2002; Apprich y
Ulberth, 2004; Grandgirard et al., 2004a; Conchillo et al., 2005;
Jonson y Dutta, 2005). Ademas, la coelucion de fitosteroles sin oxidar

con algunos POP, como 7B-hidroxicampesterol y sitosterol constituye

99



Revisién bibliografica

un problema (Lampi et al., 2002; Bortolomeazzi et al., 2003) o 7a-
hidroxisitosterol y estigmasterol (Louter, 2004).

Para resolver los posibles problemas en la separacion por CG,
se ha ensayado la combinacién de dos columnas capilares de diferente
polaridad (no polar — DB5-MS - y polaridad media - DB35-MS). La
separacion de la linea base mejora, pero coeluyen tres pares de picos:
24-hidroxisitosterol/5p3,6B-epoxicampesterol, 5B,6p-epoxiestigmasterol
/5a,6a-epoxicampesterol y 5a,6a-epoxiestigmasterol/campestanotriol
(Johnsson y Dutta, 2005).

Este hecho se puede evitar usando detectores mas selectivos
que el FID, como EM en modo SIM, que permite la identificacion y
cuantificacion de picos superpuestos; esta es la razén por la que su
uso va en aumento (Guardiola et al., 2002).

La identificacion de SOP se puede realizar, inicialmente,
mediante la comparacion de los correspondientes tiempos de
retencidon relativos (relative retention times, RRT), pero debe
confirmarse mediante EM por impacto electréonico. Existen muchos
trabajos donde se describen los espectros de masas de SOP,
derivatizados o sin derivatizar, obteniendo asi los iones caracteristicos
de los SOP mas comunes, lo cual resulta muy util para la identificacion
de los compuestos. Los patrones de fragmentacion y espectros de
masas de COP han sido revisados por Park y Addis (1992) y Addis et
al. (1996). También se han publicado los espectros de masas de los
POP (Dutta, 1997; Dutta y Appelqvist, 1997; Lampi et al.,, 2002;
Dutta, 2002).

- Cuantificacion: En la cuantificacion de los SOP se usa, generalmente,
patrén interno (PI) (Apprich y Ulberth, 2004; Guardiola et al., 2004),
para compensar la pérdida de analito durante el procesado de la

muestra. El 5a-colestano es uno de los PI mas utilizados (Dutta vy
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Appelqvist, 1997; Oehrl et al.,, 2001; Grandgirard et al., 2004a;
Louter, 2004), sin embargo, al no poseer grupo hidroxilo es menos
polar que los SOP, por lo que no puede afadirse antes de la
purificacion. En este caso se utilizan otros PI, como 19-
hidroxicolesterol, 6-cetocolestanol o 5a-androstan-3p-ol-17-ona que,
al ser de polaridad similar a los SOP, pueden adicionarse al inicio del
tratamiento de la muestra. El 19-hidroxicolesterol es el PI mas
comunmente usado, sin embargo, no esta exento de problemas: la
separacion de la linea base puede que no sea buena, dependiendo de
las condiciones cromatograficas, si hay 7a-hidroxicampesterol
presente (Grandgirard et al., 2004d). Alun asi, es el mejor compuesto
de eleccion porque tiene un comportamiento bastante similar a los
SOP y puede afiadirse a las muestras antes de la saponificaciéon, por lo
qgue compensa las pérdidas que se puedan producir a lo largo del
proceso (Zhang et al., 2005a).

Guardiola et al. (1995b) estudian cuatro compuestos como
potenciales PI en la determinacion de COP, resultando que el 19-
hidroxicolesterol es el PI mas fiable cuando la purificacidon se realiza
con un cartucho de silice. Algunos autores usan dos PI, afaden uno en
los primeros estadios del andlisis y otro antes de la silanizacién
(Dutta, 1997; Lampi et al., 2002). En los ultimos afios se ha sefialado
el uso de COP y colestanol como PI en la determinacién de POP
(Lampi et al., 2002; Bortolomeazzi et al., 2003) y el de los
correspondientes COP deuterados, es decir, donde de 3 a 6 atomos de
hidrégeno se han sustituido con deuterio, en la determinacién de COP
(Dzeletovic et al., 1995), siendo éste ultimo un método muy fiable
aunque caro y laborioso.

En la cuantificacion mediante PI, deberian establecerse los
factores de respuesta relativos (relative response factors, RRF) y la

linealidad de la respuesta para cada componente. La calibracion del
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CG para el analisis de POP constituye, sin embargo, un reto debido a
la ausencia de patrones puros comercializados de POP, y para una
calibracién exacta, se deben sintetizar. Los POP, se preparan en el
laboratorio, a partir de patrones de fitosteroles, lo que permite la
formacion de algunos 6xidos (Daly et al., 1983; Bortolomeazzi et al.,
1999; Grandgirard et al., 2004a; Conchillo et al., 2005; Zhang et al.,
2005b; McCarthy et al., 2005).

En la mayoria de los estudios el contenido de un determinado
POP se calcula por comparacién de su area con el area de una
concentracion conocida de PI (Dutta y Appelqvist, 1997; Dutta, 1997;
Louter, 2004; Conchillo et al., 2005; Johnsson y Dutta, 2006). En
otros estudios, las calibraciones se obtienen a partir de COP y, en
base a la similitud estructural entre el colesterol y los fitosteroles, los
RRF obtenidos para los COP se han aplicado a los POP (Lampi et al.,
2002; Apprich y Ulberth, 2004).

En solo dos estudios (Bortolomeazzi et al., 2003; Zhang et al.,

2005a), se sintetizan los POP que se utilizan en las calibraciones.

d.2) Cromatografia liquida

La CL se ha usado como una alternativa a la CG por ser una
técnica no destructiva; optima, por lo tanto, para el estudio de
compuestos termolabiles como hidroperéxidos de esteroles, y muy
versatil, ya que puede utilizarse en fase normal (Chen y Chen, 1994;
Caboni et al., 1997), o inversa (Fillion et al., 1991; Razzazi-Fazeli et
al., 2000), y acoplada a distintos detectores (universales o
especificos). La posibilidad de conectar dos detectores en linea
distintos, potencia sus posibilidades (Rodriguez-Estrada y Caboni,
2002).
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- Derivatizacion: La derivatizacién en la determinaciéon de SOP por CL,
estd menos difundida que en CG. El aumento del uso de detectores
como ELSD y EM disminuye la necesidad de la derivatizacion para
aumentar la absorciéon UV y fluorescencia de SOP, mientras que la
derivatizacion para incrementar la fluorescencia y quimioluminiscencia
de hidroperoxidos de esteroles y de ésteres de esteroles estd mas
extendida (Rodriguez-Estrada y Caboni, 2002; Saynajoki et al.,
2003).

- Separacion: La separacion de SOP por CLAR en fase normal se ha
aplicado a tejidos animales (Csallany et al., 1989), FL y papillas de
cereales y leche (Zunin et al., 1990) (columna de silice), pescados y
mariscos (Saldanha et al., 2006; Sampaio et al., 2006) y productos
carnicos (Baggio y Bragagnolo, 2006) (columna de ciano). La fase
inversa se ha utilizado para la determinacion de SOP en leche
humana, FL y papillas de cereales (Zunin et al., 1998; Scopesi et al.,
2002) y distintos alimentos procesados ricos en grasa (Razzazi-Fazeli
et al., 2000) (columna de octadecil).

El sistema de deteccion mas popular es el espectrofotométrico
UV, pero algunos COP (epoxicolesteroles y colestanotriol) no absorben
en el UV y otros, como 7-cetocolesterol, muestran una sensibilidad
mayor que los hidroxicolesteroles debido a los dobles enlaces
conjugados (Csallany et al., 1989). Por lo tanto, en el analisis de COP
con deteccidn UV debe utilizarse el intervalo UV bajo (206 nm) lo que
es una tarea dificil si se consideran las bajas concentraciones a las
que suelen encontrarse (Razzazi-Fazeli et al., 2000). El detector de
ELSD tiene una sensibilidad similar al UV; el EM es mas sensible, pero
como prerrequisito debe darse una ionizacion eficiente, y se suele

utilizar con CL en fase inversa porque muestra una mayor
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repetibilidad y favorece la ionizacidon positiva (Osada et al., 1999;
Rodriguez-Estrada y Caboni 2002).

La CLAR con deteccidn electroquimica se ha empleado para la
separacion y determinacion de hidroperdxidos de colesterol
(Korytowski y Bachowski, 1991), los correspondientes hidroxidos no
se reducen bajo las condiciones empleadas y, por lo tanto, no
interfieren en el analisis. Para la determinacion simultadnea de 6xidos
de colesterol, se debe emplear un segundo detector en serie con el
eletroquimico (Brown et al., 1997) o emplear una combinacion de UV
y ELSD (Caboni et al., 1997).

La combinacion de CLAR con EM es una buena opcién para la
determinacion de compuestos traza que o son demasiado polares o
demasiado labiles para ser analizados por CG-EM sin derivatizacion
previa. La CL unida a ionizacion quimica a presién atmosférica
(atmospheric pressure chemical ionization, APCI)-EM/EM, se ha usado
para la determinacion de COP en alimentos y muestras bioldgicas sin
derivatizacion previa (Manini et al., 1998; Razzazi-Fazeli et al., 2000;
Burkard et al., 2004; Raith et al., 2005). Sin embargo, la
identificacion inequivoca es dificil debido a que la energia empleada en
la disociacidn inducida por colisién (collision-induced dissociation, CID)
es insuficiente para romper los enlaces carbono-carbono en los
esteroles (Raith et al., 2005), por lo que una buena separacion de la
linea base es mucho mas importante que para CL-EM y CG-EM. El
detector ionizacion mediante electrospray (electrospray ionization,
ESI)-EM es, en general, mas sensible que el APCI-EM para
compuestos con grupos polares, como los esteroles, pero los SOP, que
son relativamente no polares, se deben derivatizar (mediante la
insercion de un grupo mas polar que un hidroxilo o un grupo con
carga) para aumentar su eficiencia en la ionizacidon. Los derivados

pueden ser, entonces, analizados por ESI-EM y/o desorcién/ionizacion
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mediante laser asistida por matriz (matrix-assisted laser
desorption/ionization, MALDI)-EM con una gran sensibilidad (Liu et al.,
2000; Griffiths et al., 2003; Griffiths et al., 2006; Jiang et al., 2007).

- Cuantificacion: En la cuantificacion de COP se puede utilizar tanto PI
como externo. Los PI mas utilizados son los mismos que en CG,
ademas de 7-cetopregnenolona, aunque el método mas usado es el
de patron externo. Es de resaltar el hecho de que cuando se usa el
detector UV, se necesita mas de un patrén, por la distinta intensidad

de respuesta que tienen los COP frente a este detector.

F. EVALUACION DE LA OXIDACION LIPIDICA EN ALIMENTOS
INFANTILES

Son varios los estudios hallados en la bibliografia relativos a la
evaluacion de la oxidacién lipidica en alimentos infantiles vy
especialmente en FL de base lactea en polvo (cuadro n° 10).

El ensayo de TBARS, con distintas variantes, se utiliza
frecuentemente como parametro clasico para evaluar el estado de la
fraccién lipidica, bien por si solo (Botsoglou et al., 1994; Cesa, 2004)
o en combinacién con otras determinaciones de las distintas fases de
oxidacion lipidica: primaria (dienos conjugados, indice de perdxidos
(IP)) (Turoli et al., 2004; Manglano et al., 2005) y secundaria
(hexanal) (Giammarioli et al., 1997).

Recientemente, se han evaluado los cambios en la fraccion
lipidica de FL durante un almacenamiento prolongado (Rodriguez-
Alcala et al., 2007), mediante el analisis de las pérdidas de los acidos
oleico y linoleico y tocoferoles, y el aumento de compuestos polares

no volatiles.
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También se hallan estudios que determinan aldehidos volatiles
(butanal, propanal, pentanal, hexanal y heptanal) mediante el analisis
del espacio de cabeza de la muestra (Giammarioli et al., 1995;
Fenaille et al., 2003; Romeu-Nadal et al., 2004; van Ruth et al.,
2006) y, en algunas ocasiones, lo relacionan con otros parametros,
como indice de p-anisidina, IP, ... (Roozen y Linssen, 1992; Ulberth y
Roubicek, 1995; Romeu-Nadal et al., 2007).

La oxidacion de la fracciéon lipidica, iniciada durante Ia
elaboracién, en las FL y papillas de cereales con leche se evalla
mediante la determinacién de COP (Evangelisti et al., 1999), asi como
de MDA y hexanal (Fenaille et al., 2006), relacionandose con
parametros de la RM (furosina, lisinoalanina, N°-(carboximetil)lisina,
lisina bloqueada, ...).

La determinacion de SOP se ha centrado, especialmente, en el
estudio del contenido en COP en FL (Angulo et al., 1998; Rose-Sallin
et al., 1995; Przygonski et al., 2000; Scopesi et al., 2002; Calvo et
al., 2003). En papillas de cereales con leche y en alimentos infantiles
con ingredientes no lacteos se han determinado COP (Sander et al.,
1989; Evangelisti et al., 2004) y como POP, el 7-cetositosterol (Zunin
et al., 1990, 1998 y 2006), pero no se encuentra, hasta la fecha,
referencia de trabajo alguno que determine los POP de otros

fitosteroles en alimentos infantiles.

En el cuadro n° 10 se recogen trabajos realizados en alimentos

infantiles sobre la evaluacién de la oxidacién lipidica.
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PARTE EXPERIMENTAL

EXPERIMENTAL SECTION
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A. MUESTRAS

A.1. RELACION DE MUESTRAS

Se dispone para este estudio de dos muestras de papillas
compuestas por leche y cereales, que difieren en un ingrediente
minoritario:

- Muestra A: contiene miel

- Muestra B: contiene frutas (platano, naranja y manzana).

Ademas, se dispone de seis tipos de formulas para lactantes
(FL) en polvo:
- Cuatro FL adquiridas en establecimientos de venta (C,
D, E y F): las muestras C y D son FL de inicio y ésta ultima
contiene aceites de pescado para proporcionar AGPI-CL; las
muestras E y F son FL de continuacién. De cada FL se
adquieren muestras correspondientes a dos lotes de fabricacién
distintos y a dos tiempos de almacenamiento distintos (4 y 7
meses).
- Una FL de continuacidon (G), proporcionada por una
empresa del sector: almacenada a 25, 30 y 37 °C durante O, 1

y 2 meses.

A.2. DESCRIPCION DE LAS PAPILLAS DE CEREALES CON LECHE

A.2.1. Ingredientes

Las materias primas utilizadas en la fabricacion de las

muestras Ay B son:

112



Parte experimental

- Leche desnatada en polvo secada por atomizacion (88%). El
proceso al que se somete la leche comprende las siguientes etapas:
pasteurizado, desnatado, concentrado, enfriado, mezclado con Ia
grasa, pasteurizacion, homogeneizacion, secado por atomizacion.

- Harina de 8 cereales (trigo, maiz, arroz, avena, cebada,
centeno, sorgo y mijo) hidrolizada con a-amilasa y tostada (8.8%)

- Frutas (platano, manzana y naranja) en forma de copos
deshidratados (s6lo en muestra B, 1.1% )

- Miel (sélo en muestra A, 0.9%)

- Mezcla de vitaminas (A, By, By, niacina, acido pantoténico, Bg,
biotina, acido fdlico, B;», Cy D)

- Mezcla de minerales (calcio, fésforo y hierro)

- Azucar

- Aceites vegetales

- Aroma de vainilla (s6lo en muestra A)

- Aromas naturales (sélo en muestra B)
A.2.2. Composicién

El valor energético y los principios inmediatos se muestran en
el cuadro n° 11. Los contenidos de vitaminas y minerales se muestran
en el cuadro n® 12. Todos los datos corresponden a lo indicado por el

fabricante en el etiquetado.

La actividad del agua (a,) de ambas muestras, medida a 24
0C, al inicio y al final del estudio es de 0.992 + 0.004.
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Cuadro n° 11. Descripcién de las papillas de cereales con leche.

Valor energético y principios inmediatos.

Muestra A Muestra B
Energia kcal/100 g 96.1 97
Proteinas g/100 g 3.5 3.5
Hidratos de carbono g/100 g 15.7 15.8
Grasas g/100 g 2.6 2.6

Cuadro n® 12. Descripcion de las papillas de cereales con leche.

Contenidos de vitaminas y minerales (por 100 g).

Vitaminas Minerales

A (ng) 82.1 Sodio (mg) 54.0
D (ng) 1.3 Calcio (mg) 118.0
E (ng) 1.1 Cinc (mg) 0.4

C (mg) 9.7 Fosforo (mg) 108.0
B; (mg) 0.2 Hierro (mg) 1.1

B, (mg) 0.1 Yodo (ng) 6.5

Acido pantoténico (mg) 0.4

Niacina (mg) 1.1

Be (mg) 0.1

Acido félico (ug) 15.0

Bi2 (1g) 0.2

Biotina (ng) 6.5
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A.2.3. Fabricacion

En la figura n® 10 se esquematiza el proceso de elaboracion de estas
muestras.

Figura n° 10. Descripcién de las papillas de cereales con leche.
Diagrama de fabricacién.

MATERIAS PRIMAS ENFRIAMIENTO
PREPARACION CARGAS

ALMACENAMIENTO
ASEPTICO (atmosfera N,)
LLENADO Y CERRADO

(atmosfera Ny)

CALENTAMIENTO CORTO 90°C >
CODIFICACION

DESAIREACION EMPAQUETADO Y
PALETIZADO

HOMOGENEIZACION HIGIENICA 1
ALMACENAMIENTO

UHT INDIRECTO l

CUARENTENA

PREENFRIAMIENTO l

EXPEDICION

ADICION DE MIEL O
FRUTAS Y MEZCLA

HOMOGENEIZACION HIGIENICA
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A.2.4. Muestreo

Para conocer la influencia del tiempo y de la temperatura de
almacenamiento en la estabilidad de la fraccidn lipidica de las papillas,
se aplica un disefo factorial completo que consta de 3 factores, con
distinto numero de niveles:

a) Tiempo de almacenamiento con 8 niveles (0, 1, 2, 4, 5,7, 8

Yy 9 meses)

b) Temperatura de almacenamiento con 3 niveles (25, 30 y 37

°C)

c) Tipo de muestra con 2 niveles (muestras A y B)

Las muestras de papillas se almacenan a 25, 30 y 37 °C en la
empresa elaboradora, que las envia en la fecha correspondiente a
cada punto de muestreo. Tras la recepcién y hasta el momento de su
analisis las muestras se mantienen a 4 °C. En cada punto de
muestreo y para cada determinacidon se elige, de modo aleatorio, un
brik de cada temperatura y de cada tipo de muestra.

Se realiza un minimo de tres determinaciones de cada uno de
los parametros analiticos considerados tomando tres alicuotas de un
mismo brik. En el caso de la determinacion del contenido en SOP, se
realiza una extraccion lipidica por muestra, y cada parametro se
determina por triplicado para cada extraccion.

El estudio abarca un periodo total de almacenamiento de 9
meses. En el cuadro n© 13 se indica la correspondencia entre punto de

muestreo y mes de almacenamiento.
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Cuadro n° 13. Descripcién de las papillas de cereales con leche.
Disefio experimental. Puntos de muestreo.

Puntos de muestreo Meses de almacenamiento

N O gl | W[ N| =] O
O| 0| N| | M| N| Rr| O

A.2.5. Parametros a determinar a lo largo del estudio

Se estudian la fraccién lipidica y los productos de degradacién

de ésta que puedan limitar su periodo de vida Uutil.
Los parametros que se determinan son:
- Composicion cuali y cuantitativa de AG y esteroles.
- Productos secundarios de degradacion de la fraccion lipidica:

TBARS, volatiles (pentano, pentanal, hexanal y heptanal) y
SOP.

A.3. DESCRIPCION DE LAS FORMULAS PARA LACTANTES

A.3.1. Ingredientes

Los ingredientes utilizados en la fabricacion de las muestras C,

D, Ey Fson:
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- Suero lacteo desmineralizado

- Aceites vegetales

- Leche descremada

- Lactosa

- Minerales

- Lecitina

- Colina, taurina, inositol y carnitina

- Vitaminas (C, B3, B, niacina, acido pantoténico, Bs, A, acido
folico, K, biotina, By, D3 y E)

- Aminoacidos (arginina, histidina y triptéfano) (en muestras C
y D)

- Maltodextrinas (en muestras Ey F)

- Nucleédtidos (en muestras D y F)

- Grasa lactea (s6lo en muestra D)

- Proteinas de suero lacteo desmineralizado enriquecidas con
a-lactalbimina (sélo en muestra D)

- Fosfolipidos de huevo (s6lo en muestra D)

- Aceites de pescado (sélo en muestra D)

- Galacto-oligosacaridos (sélo en muestra F)

- Fermentos lacticos (sélo en muestra F, 0.12%)

A.3.2. Compaosicion

El valor energético y los principios inmediatos se muestran en
el cuadro n° 14; los contenidos de acido linoleico y a-linolénico, que
cumplen los niveles maximos y minimos regulados por la Directiva
2006/141/CE, se muestran en el cuadro n© 15. Los contenidos de
vitaminas y minerales se muestran en los cuadros n°® 16 y 17,
respectivamente. Todos los datos corresponden a lo indicado por el

fabricante en el etiquetado.
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Cuadro n© 14. Descripciéon de las formulas para lactantes. Valor

energético y principios inmediatos.

Muestras
C D E F
kcal/100 g 522 516 500 485
Energia

Kcal/100ml* 68 67 70 68

Proteinas g/100 g 10.2 10.2 15 15
HC g/100 g 55.2 56.9 53.7 49.9
Grasas g/100 g 29.0 27.5 25 25

(*de férmula infantil reconstituida al 13%; HC: hidratos de carbono)

Cuadro n® 15. Descripcion de las formulas para lactantes. Contenidos

de acido linoleico y a-linolénico.

, Muestras
Acido
C D EyF
Linoleico mg/100 g 4510 4129.5 3890
mg/100 ml 586.3 536.8 544.6
o-Linolénico mg/100 g 430 311.8 370
mg/100 ml 55.9 40.5 51.8
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Cuadro n® 16. Descripcion de las formulas para lactantes. Contenidos
(por 100 g) de vitaminas.

Muestras

C D EyF
Vitamina A (ng) 523.0 523.0 497.0
Vitamina D (ng) 7.8 7.8 7.4
Vitamina E (mg) 7.8 7.8 7.4
Vitamina K (ug) 52.0 52.0 49.4
Vitamina C (mg) 52.0 52.0 49.4
Vitamina B; (ng) 523.0 523.0 496.8
Vitamina B, (ng) 785.0 785.0 745.7
Acido pantoténico (ng) 2353.0 2353.0 2235.3
Niacina (mg) 5.2 5.2 4.9
Vitamina Bes (ng) 523.0 523.0 497.0
Acido félico (ug) 78.0 78.0 74.1
Vitamina Bi> (ng) 2.1 2.1 2.0
Biotina (ng) 16.0 16.0 15.2
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Cuadro n® 17. Descripcion de las formulas para lactantes. Contenidos
(por 100 g) de minerales.

Muestras

C D EyF
Sodio (mg) 130.0 154.0 250.0
Potasio (mg) 497.0 495.0 850.0
Cloro (mg) 366.0 326.0 550.0
Calcio (mg) 392.0 387.0 600.0
Cinc (mg) 4.2 4.2 4.0
Fosforo (mg) 220.0 246.0 425.0
Relacion Ca/P 1.8 1.6 1.4
Magnesio (mg) 42.0 46.0 60.0
Hierro (mg) 6.3 6.6 9.0
Cobre (ng) 314.0 314.0 300.0
Yodo (ug) 78.0 78.0 75.0
Selenio (ng) 7.0 7.0 7.0

B. METODOS DE ANALISIS SELECCIONADOS

(En cada apartado se indicaran los reactivos mas especificos, véase el
resto de instrumentacion, material y reactivos en los anexos II, IV y

V, respectivamente)

B.1. EXTRACCION Y DETERMINACION DE LA FRACCION
LIPIDICA

Reactivos
- Mezcla cloroformo:metanol (1:1, v/v)

- Cloruro de potasio (KCl) 1 M (disolucién acuosa)
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Modo operatorio

Para la extraccion de la fraccion grasa de las papillas de cereales con
leche se utiliza una modificacion (Boselli et al., 2001) del método de
Folch et al. (1957): A 50 g de muestra contenidos en un frasco
cilindrico de vidrio Pyrex con tapon roscado de 500 ml, se le afiaden
200 ml de una mezcla cloroformo:metanol (1:1, v/v), se homogeniza
con un UltraTurrax durante 3 min y se mantiene en estufa a 60 °C
durante 20 min.

A continuacién, se afiaden 100 ml de cloroformo, se
homogeneiza de nuevo durante 2 min y la muestra se centrifuga a
2500 rpm durante 8 min. La fase organica obtenida se transfiere a
otro frasco de vidrio Pyrex de 500 ml, se le afiaden 100 ml KCI 1M, se
agita vigorosamente durante 1 min y se deja en refrigeracion durante
toda la noche.

Al dia siguiente, el contenido del frasco se transfiere a un
embudo de decantacion y se deja en reposo hasta separacién de las
fases. Entonces, se recoge en otro frasco cilindrico de vidrio la fase
organica, se le adicionan tres cucharadas de sulfato sdédico anhidro
(Na,S0,) granulado y se mantiene en refrigeracion durante 2 h.
Transcurrido este tiempo, se filtra por papel plegado con Na,SO,
anhidro y se recoge en un matraz de 500 ml previamente tarado. El
disolvente se evapora en un rotavapor con el bafio a 40 °C y se pesa

el matraz.
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B.2. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

B.2.1. Papillas de cereales con leche

El perfil lipidico de las papillas se determina en muestras recién

fabricadas.

Reactivos

- Diazometano: Preparado a partir de p-
toluensulfonilnitrosometilamida (Diazald®), monoetiléter de

dietilenglicol, éter dietilico no estabilizado, hidréxido potdsico (KOH)
segun el método descrito en Fieser y Fieser (1967).

- KOH 2N en metanol

- PI éster metilico del acido tridecanoico (C13-EMAG) 10.3 mg/ml en

hexano.

Modo operatorio

a). Extraccién de la fraccién grasa

Se aplica la metodologia descrita en el apartado B.1.

b). Obtencién de los ésteres metilicos de los acidos grasos (EMAG)

Unos 10 mg de grasa son metilados dos veces con 100 ul de
diazometano, para metilar los AG libres, y, después, se realiza una
transesterificacion con 20 ul de KOH 2N en metanol, para metilar los
glicéridos (Reglamento (CE) 796/2002). A continuacion, se afaden 1
mg de C13-EMAG como PI (100 pl de una disolucién de 10.3 mg/ml) y
0.5 ml de hexano. La muestra se agita, se centrifuga a 2000 x g

durante 3 min y 1 ul del sobrenadante se inyecta en el CG-FID. Las
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condiciones cromatograficas aplicadas se muestran en el cuadro n©
18.

Los distintos AG se identifican mediante comparacion de su
tiempo de retencion con los correspondientes a una mezcla de
patrones de EMAG (GLC 463, Nu-Chek); la cuantificacion se realiza
por comparacion de las areas cromatograficas del PI y su
concentracion y las areas de los picos de los AG en los cromatogramas
de las muestras. El factor de respuesta de los AG cuantificados se

considera igual a 1.

Cuadro n° 18. Determinacion del perfil lipidico. Condiciones
cromatograficas aplicadas a las papillas de cereales con leche.

Aparato HRGC Fractovap 4160, Carlo Erba®

RTX 2330, 30 m x 0.25 mm; f.e: 0.2 um,
Columna

Restek®

T; = 60 °C, AT; = 4 °C/min; T, = 240 °C;

Programa del horno
t, = 20 min
Gas portador (He
P (He) 1.25

(ml/min)
Inyector (°C) 240
Split 1:42
Detector (°C) 240

(T: Temperatura; t: tiempo)
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B.2.2. F6rmulas para lactantes

El perfil lipidico de las FL se determina en muestras recién fabricadas.

Reactivos

- Carbonato potasico (K,CO3) al 6% (disolucién acuosa).
- Mezcla metanol:hexano (4:1, v/v).

- PI tripentadecanoina (C15) 2 mg/ml en hexano.

- PI acido tricosanoico (C23) 2 mg/ml en metanol:hexano (4:1, v/v).

Modo operatorio

Para la determinacion del perfil lipidico de las FL los EMAG se
preparan directamente con las muestras en polvo. Se aplica el método
de Lepage y Roy (1986) de derivatizacidn por transesterificacion en
una Unica etapa. En un tubo de ensayo de 10 ml de vidrio Pyrex con
tapdn roscado se introducen 50 mg de las FL, como PI se afiaden 0.6
mg de C15 (300 ul de una disoluciéon de 2 mg/ml) y 0.3 mg de C23
(150 pl de una disolucién de 2 mg/ml). A continuacion, se afiaden 2
ml de una mezcla metanol:hexano (4:1, v/v), se agita y se adicionan
200 ul de cloruro de acetilo.

Los tubos, bien cerrados, se mantienen en bafio de agua a 80
oC durante una hora, tras dejar enfriar los tubos en un bano agua-
hielo, se anaden 5 ml de una disolucién acuosa de K,COzal 6% y 1 ml
de hexano para favorecer la extraccion de los EMAG.

A continuacion, los tubos se centrifugan a 1500 x g y 10 °C
durante 20 min. La fase superior hexanica, que contiene los EMAG, se
transfiere a un vial de 1.5 ml de capacidad. 1 ul del extracto hexanico
se inyecta en el CG-FID aplicando las condiciones descritas en el

cuadro n° 19. Cada muestra se analiza por triplicado.
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Los distintos acidos grasos se identifican por comparacion de su
tiempo de retencidén con los correspondientes a patrones y se calculan

sus porcentajes de area con respecto al total de AG.

Cuadro n° 19. Determinacion del perfil lipidico. Condiciones
cromatograficas aplicadas a las formulas para lactantes.

Aparato Autosystem XL, Perkin-Elmer®
SP-2560, 100 m x 0.25 mm; f.e: 0.2 um,
Columna
Supelco®

T, = 80 OC, ti =5 mln, AT = 10 OC/mln, T, =
160 °C; AT, = 6 °C/min; T3 = 200 °C, t3 = 20
min; ATs = 5 °C/min; T, = 230 °C, t4 = 50

min.

Programa del horno

T, =700°C, t; = 0.5 min; AT; = maxima

Inyector
potencia; T, = 250 °C

Gas portador (H,)

) 22
(psi)
Split 1:70
Detector (°C) 250

(T: Temperatura; t: tiempo)

B.3. DETERMINACION DE SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO
TIOBARBITURICO

B.3.1. Ensayos preliminares. Seleccion del método

Reactivos

- BHT 58 ug/ml en etanol 95-96%.
- BHT al 2% en etanol 959°-960°.

- TEP 0.1 mM en etanol 950-96°.
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- TEP 32.4 uM (disolucién acuosa).

- HCI 0.25 N (disolucién acuosa).

- HCl 4 N (disolucién acuosa).

- TBA 0.02 M en &cido acético: agua (9:1, v/v).
- TBA al 0.6% en HCI 0.25 N.

- TCA al 10% (disolucién acuosa).

a). Determinacién de TBARS con TCA (Angulo, 1997)

Inicialmente se aplica a las muestras el procedimiento utilizado por

Angulo (1997) y modificado por Manglano (1999) para FL.

Modo operatorio

A 2 g de muestra se le adicionan 0.5 ml de agua destilada, 2
ml de BHT al 2% en etanol, 2 ml de TCA al 10% en agua y 2 ml de
TBA al 0.6% en HCI 0.25 N. Se agita y se calienta a 80 °C (en bafio
de agua) durante una hora, a continuacidn se enfria en bafio de agua-

hielo y se centrifuga a 3000 x g y 4 °C, durante 30 min.

a.l). Ensayo de interferencia de matriz

Para evaluar el posible efecto de la matriz en la determinacion
del MDA se hace un ensayo con patrones acuosos y patrones
adicionados de matriz.

Como se indica en la revisién bibliografica (apartado E.3.1), la
hidrdlisis acida de TEP produce MDA en una reaccion equimolecular,
por lo que el TEP se usa como patroén.

Patrones acuosos: Se toman 0, 25, 45, 115, 170 y 230 ul de la
disolucién de TEP de 0.1 mM en etanol y se completan hasta 2.3 ml
con agua. A dichas disoluciones patron se les aplica el mismo

tratamiento que a las muestras.
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Patrones adicionados de matriz: Se toman 0, 20, 40, 100, 150 y
200 pul de la misma disolucién de TEP, se completan con agua hasta
0.5 ml y se afiaden 1.8 ml de muestra. A las disoluciones obtenidas se
les aplica el mismo tratamiento que a las muestras.

Se mide la fluorescencia de patrones y muestras a Aexcitacisn = 515
NM Y Aemision = 553 nm.

Las ecuaciones de las rectas y sus coeficientes de regresidon se

muestran en el cuadro n© 20.

Cuadro n° 20. Determinacién de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Ecuaciones de las rectas de calibrado acuosa vy
adicionada de matriz en la determinacion con TCA.

Recta acuosa y = 4.320 + 2309.465 x r=0.988

Recta matriz y = 7.310 + 1021.461 x r =0.986

(y: unidades de fluorescencia; x: umol; r: coeficiente de correlacion)

Las pendientes de las rectas de calibrado se comparan
mediante un test “t”, para detectar posibles diferencias significativas
(p < 0.05) entre ellas, lo que indicaria la existencia de interferencias
de matriz. Los intervalos de confianza obtenidos para las pendientes
no se solapan (acuosa: 1813.811 a 2798.697, matriz: 700.670 a
1342.252). En consecuencia, deberan utilizarse patrones adicionados
de matriz o, de forma alternativa, aplicar un método que reduzca o

elimine la interferencia.
a.2). Validacion del método
Para evaluar la calidad del método se determinan sus

parametros analiticos:

Precision: Se preparan seis alicuotas de una misma muestra y

se les aplica el procedimiento descrito, se utiliza una recta de
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calibrado de patrones adicionados de matriz. Se calculan las medias,
desviaciones estandar y la precision expresada como coeficiente de
variacion (C.V.). Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro
no 21.

Cuadro n° 21. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Ensayo de precisién de la determinacién con TCA.

Contenido de MDA

Muestra Precision (C.V. 20)
(XzD.E.)

Papilla (n = 6) 10.49 8.95 + 0.94 nmol

(X: media; D.E: desviacidon estandar; C.V: coeficiente de variacion; n = ndmero de
alicuotas)

Limite de deteccion: Se estima a partir de los valores obtenidos
en seis blancos, constituidos por 2 ml de agua, y tratados del mismo
modo que las muestras.

El limite de deteccion (L.D.) se calcula aplicando la féormula:
L.D. = (3 x D.E.) / b (American Chemical Society, 1980); donde: D.E.
= desviacién estandar de las lecturas de los blancos; b = pendiente
de la recta de calibrado

La recta de calibrado, la desviacion estandar de las lecturas
realizadas y el limite de deteccion obtenido se muestran en el cuadro
no 22,

Cuadro n° 22. Determinacidon de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Limite de deteccién (L.D.) de la determinacién con TCA.

Recta de calibrado D. E. L.D.
y = 7.310 + 1021.461 x 0.02 uM
0.0154
r =0.986 (2 ng/g muestra)

(D.E: desviacion estandar; y: unidades de fluorescencia; x: umol; r: coeficiente de
correlacién)
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Exactitud: La exactitud se evalia mediante ensayos de
recuperacion del TEP adicionado a la matriz. Se preparan seis
alicuotas de la muestra, se les adiciona una cantidad conocida de TEP
y se aplica el procedimiento descrito.

El porcentaje de recuperacion se calcula aplicando la formula:
% Recuperaciéon = (C - C;)) x 100/ C,q; donde: C = Contenido de las
muestras adicionadas; C; = Contenido de las muestras sin adicionar;
Caq = Contenido de TEP adicionado a las muestras.

En el cuadro n° 23 se muestran los resultados obtenidos.

Cuadro n© 23. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Exactitud de la determinacién con TCA.

Presente Adicionado Hallado
%06 Recuperacion
nmol
18.74 108.55
16.27 86.06
19.15 112.25
6.80 11
17.37 96.03
15.05 74.99
15.25 76.78

% Recuperaciéon: 92.44 + 15.84%

(* expresado como media + desviacion estandar)

Comparacion de parametros analiticos del método en dos tipos
de muestra: En el cuadro n® 24 se comparan los parametros analiticos
del método obtenidos con dos tipos de muestras, FL en polvo
(Manglano, 1999) y papillas liquidas. En el primer caso, al no existir

interferencia de matriz se utilizan patrones acuosos.
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Aunque la recuperacion y el limite de deteccion son aceptables,
se decide ensayar otro procedimiento para la determinacion de MDA
en papillas liquidas debido a la presencia de particulas, procedentes
del precipitado, dificiles de eliminar y que interfieren en la medida

fluorimétrica.

Cuadro n° 24. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico. Comparacién de parametros analiticos de Ia
determinacion con TCA en féormulas para lactantes (FL) y papillas
liquidas (P.).

FL P
Precision (C.V. %) 8.82 10.49
L.D. en ensayo (uM) 0.025 0.02

% Recuperacion* 94.26 + 16.67 92.44 + 15.84

(C.V: coeficiente de variacidn; L.D: limite de deteccién; * expresado como media +
desviacion estandar)

b). Determinacién de TBARS mediante destilacién (Tarladgis et al.,

1960): Ensayos de adaptacién del método a papillas

El método de destilacion utilizado para la determinacion de
MDA se basa en el propuesto inicialmente por Tarladgis et al. (1960)
para muestras de carnes, con modificaciones posteriores de Zipser y
Watts (1962), Tarladgis et al. (1964) y Pikul et al. (1989).

El método de destilacion tiene la ventaja de que puede ser
aplicado a cualquier tipo de alimento, sin necesidad de una extraccion
previa de la grasa como en otros métodos y, ademas, se evitan
interferencias con otros componentes de la matriz como puede darse
cuando se realiza el ensayo de TBA directamente sobre la muestra o

sobre el extracto lipidico.
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Modo operatorio

A la muestra se le afiade agua destilada y 1 ml de BHT 58
ug/ml en etanol en un matraz de fondo redondo de 250 ml. La mezcla
se homogeneiza mediante agitacion suave vy, tras afiadir 2 ml de HCI 4
N, perlas de vidrio y silicona, el matraz con un refrigerante acoplado
se coloca sobre una manta calefactora y se procede a destilar.

Se recogen los primeros 50 ml del destilado en un matraz
aforado que se mantiene inmerso en un bafo agua-hielo para evitar
pérdidas por volatilizacién, se agita bien y se mantiene a 4 °C hasta
su utilizacién.

El destilado se filtra; 5 ml del filtrado se introducen en un tubo
de ensayo con rosca y se afladen 5 ml de disolucién de TBA 0.02 M en
acido acético: agua (9:1, v/v). El ensayo se realiza por duplicado.

De forma paralela se prepara la recta de calibrado en el
intervalo de concentraciones entre 0.13 y 2.05 uM TEP, para ello se
toman 0, 20, 50, 75, 150 y 320 ul de la disolucién acuosa de TEP y se
completan hasta 5 ml con agua destilada. A cada una de las
disoluciones patron se le ainaden 5 ml de TBA.

Blanco, problemas y patrones se introducen en un bafio de
agua a ebullicion durante 35 min. Transcurrido este tiempo se enfrian
rapidamente sumergiendo en agua fria durante 10 min.

Con el fin de seleccionar la mejor forma de medida se utilizan,
inicialmente, un espectrofotometro y un espectrofluorimetro, y se
mide la tercera derivada en el espectrofotometro.

En la medida de la absorbancia, para confirmar la longitud de
onda del maximo se hace un barrido, entre 400 y 600 nm, con un
patrén frente al blanco; la absorbancia se mide en el maximo obtenido
a 530 nm. En el espectrofluorimetro se hace un barrido de emision

(Aemisiscn = 400 a 600 NnM Y Aexcitacisn = 515 nm), y se observa un
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maximo de emisién a A = 545 nm que corresponde al complejo MDA-

TBA formado y se selecciona para las lecturas.

b.1). Ajustes realizados sin muestra

Se comienza por hacer ensayos de recuperaciéon del patrén
(TEP) en agua. Se ensaya con distintos: volUumenes de agua (97 y 197
ml), pH (de 0.79 a 1.5, ajustados con HCI 4 N) y umoles adicionados
(2.05y 4.80).

Las destilaciones se realizan segun se ha descrito y se mide
por fluorimetria (Aexcitacisn = 515 NM Y demision = 545 nm).

Los % de recuperacién mas altos (79 y 78.1) se obtienen al

adicionar 4.8 uM de patréon TEP a 97 ml de agua y pH 0.93 y 1.5.

b.2). Optimizacién con muestra

En ensayos iniciales con 10 g de muestra y 97 ml de agua, se
observa que durante la destilacién la ebullicion es irregular y, en
ocasiones, se forma espuma que llega hasta el matraz donde se
recoge el destilado. Se realizan distintos ensayos de recuperacion
modificando: cantidad de muestra, volumen de agua, pH y volumen
de matraz de destilacion.

Se concluye que las mejores condiciones para la destilacion de
este tipo de muestra son: 15 g de muestra, 197 ml de agua, 1 ml de
BHT 58 ug/ml en etanol, pH ajustado a 1.5 y en un matraz topacio de
1000 ml de capacidad. En el sistema de destilacién, para asegurar que
no pasen componentes no volatiles al matraz de recogida, se utiliza
un acodado con bola tipo Kjeldahl. Se incorporan perlas de vidrio y
gotas de silicona al matraz y se destila en manta calefactora, a
ebullicion suave, hasta recoger un poco menos de 50 ml de destilado.

La medida se realiza por fluorimetria.
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Para evaluar la calidad del método se determinan sus

parametros analiticos:

Linealidad: Se prepara una recta de calibrado en el intervalo de
concentraciones entre 0.13 y 2.05 puM TEP, a cada una de las
disoluciones patron se le anaden 5 ml de TBA y se someten al
tratamiento descrito previamente. Las lecturas se realizan mediante
espectrofotometria, fluorimetria y la tercera derivada.

En el cuadro n° 25, se recogen las ecuaciones de las rectas

obtenidas.

Cuadro n© 25. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Linealidad de la determinacion mediante destilacion.

Técnica Ecuacion de la recta

Absorbancia y = - 0.007 + 0.068 x r=0.997
Fluorimetria y' = 0.379 + 12.104 x r = 0.999
Tercera derivada y"” = 0.001+ 0.013 x r=0.996

(y: absorbancia; x: uM; r: coeficiente de correlacién; y’: unidades de fluorescencia; y":
valor de la 3@ derivada)

La mayor pendiente de la recta de fluorescencia indica una
mavyor sensibilidad de la técnica, por lo que se confirma su eleccion.

Se comprueba que en el intervalo de concentraciones ensayado
(0.13 y 2.05 uM TEP) la respuesta es lineal.

Limite de deteccion: Se calcula a partir de los valores
obtenidos en la determinacion, del MDA de seis blancos, constituidos
por 197 ml de agua, 1 ml de BHT 58 ug/ml en etanol y HCl 4 N en

cantidad suficiente para alcanzar pH = 1.5.
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La recta de calibrado, la desviacion estandar de las lecturas
realizadas y el limite de deteccion obtenido se muestran en el cuadro
no 26.

Cuadro n° 26. Determinacidon de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Limite de deteccion (L.D.) de la determinacion
mediante destilacion.

Recta de calibrado D.E. L.D.
y = 16.732 x + 0.059 0.0038 uM
0.021
r =0.999 (0.912 pg/kg muestra)

(D.E: desviacidon estandar; y: unidades de fluorescencia; x: uM; r: coeficiente de
correlacion)

Precision intra e interdia: Se calculan a partir de |la
determinacion, en dos dias distintos, de cuatro alicuotas de una
muestra de papilla.

Las precisiones, expresadas como coeficiente de variacion, los
valores medios obtenidos de MDA y las desviaciones estandar, se

muestran en el cuadro n© 27.

Cuadro n© 27. Determinacidn de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Precision de la determinacion mediante destilacion.

ng MDA/kg muestra* Precision (CV2o)

(n =4) Intradia Interdia

Dia 1
y =0.329 + 11.835 x 68.36 + 3.10 4.53

r = 0.998

- 4.82

Dia 2
y = 0.601 + 13.919 x 70.26 + 3.74 5.32

r = 0.999

(* expresado como media + desviacidn estandar; n: numero de alicuotas; C.V:
coeficiente de variacion; y: unidades de fluorescencia; x: uM; r: coeficiente de
correlacion)
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Exactitud: Se realizan ensayos de recuperacién con y sin
matriz para conocer si ésta interfiere en los valores obtenidos.

Se preparan dos series de matraces de destilacion: a) tres con
197 ml de agua destilada y una cantidad conocida de TEP v,
paralelamente, tres con el mismo volumen de agua pero sin patrén
adicionado, y b) seis conteniendo cada uno de ellos 15 g de papilla, a
tres de ellos se les anade una cantidad conocida de TEP justo antes de
la destilacién.

Se someten todos los matraces al mismo tratamiento de
destilacion.

Los resultados obtenidos, se muestran en el cuadro n° 28.

Cuadro n© 28. Determinacidn de sustancias reactivas al acido
tiobarbitlrico. Exactitud de la determinaciéon mediante destilacion.

Ensayos sin matriz

uM
Presente Adicionado Hallado % Recuperacion
0.117 48.75
n.d. 0.24 0.095 39.58
0.094 39.17

42.50 + 5.42*

Ensayos con matriz

ug/kg muestra

Presente Adicionado Hallado % Recuperacion
61.68 89.13 41.52
63.56 61.03 91.07 45.10
60.39 91.84 46.90

44.51 £ 2.74*

(n.d: no detectable; * expresado como media + desviacion estandar)
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A la vista de los resultados de recuperaciéon obtenidos, puede
afirmarse que no parece que las bajas recuperaciones se deban a un
efecto de matriz; ademas, aunque los valores son bajos, estos son
bastante reproducibles (coeficiente de variacion: 6.15%). Para
confirmar la recuperacion obtenida (factor a tener en cuenta en el
resultado final) se repetiran los ensayos de recuperacion a lo largo del

estudio, en distintos puntos de muestreo.

c). Comparacién de métodos

En el cuadro n°® 29 se comparan los parametros analiticos del
método de determinacion de TBARS con TCA (Angulo (1997)
modificado por Manglano (1999)) (1), con el propuesto por Tarladgis
et al. (1960) de destilacion (2), aplicados a papillas liquidas.

Cuadro n® 29. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Comparaciéon de parametros analiticos en papillas de
cereales con leche: con TCA (1) y por destilacién (2).

Método aplicado (@D (@))
Precision (C.V. 2%0) 10.49 4.53
Limite de uM 0.02 0.0038
deteccion ng/kg 2 0.912

% Recuperacion* 92.44 + 15.84 44.51 + 2.74

(C.V: coeficiente de variacion; * expresado como media + desviacién estandar)

Como puede observarse, el método de destilacién, presenta
una mejor precisién, asi como LD, pero se obtiene una menor
recuperacion que con el método del TCA, lo que obliga a aplicar un

factor de correccion en los valores obtenidos por este método.
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Con objeto de comparar los resultados obtenidos, se determina
el contenido de TBARS en una muestra de papilla liquida por ambos

métodos. Los resultados se muestran en el cuadro n° 30.

Cuadro n° 30. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Comparacion de contenidos de MDA obtenidos en una
misma muestra: TCA (1) y por destilacion (2).

Factor de

;\:')‘Iéiz‘;%% ug MDA /kg recuperacion Correccion
(%6 recuperacion) ng MDA 7kg

1 252.10 1.08 (92.44%) 272.27

2 63.62 2.23 (44.78%) 141.87

El método con TCA proporciona contenidos mucho mayores que
el de destilacion, probablemente por interferencias producidas por
carbonilos (ver antecedentes bibliograficos, apartado E.3.1). El
método de eleccion es el de destilacion ya que los parametros
analiticos obtenidos son, a excepcion de los porcentajes de
recuperacion, mejores que con el método de TCA vy, los contenidos de
MDA que proporciona son inferiores, debido a que sélo reaccionan con
el TBA los componentes volatiles. Independientemente del valor
cuantificado, interesa conocer la evolucion de los compuestos que
reaccionan con el TBA a lo largo del almacenamiento y el método por

destilacion proporciona resultados mas precisos.
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B.3.2. Conservacion de la muestra antes del analisis

a). Efecto del tiempo de congelaciéon de la muestra

Se mezclan tres envases de papilla del mismo lote de
fabricacidn, se alicuotan y se mantienen en congelaciéon (-23 °C). La
determinacion del MDA se efectla en la muestra recién fabricada y
tras una y tres semanas de congelacion.

Las lecturas se hacen por espectrofotometria, fluorimetria vy
espectrofotometria de la tercera derivada. Los resultados, tras aplicar

el factor de recuperacion, se muestran en el cuadro n° 31.

Cuadro n° 31. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Efecto del tiempo de congelacion de la muestra:
contenidos medios de MDA (ug/kg).

Congelada

Técnica Fresca
1 semana 3 semanas
E 140.96 127.40 131.84
F 146.63 137.94 142.18
32D (%) 136.82 161.10 132.87

(E: Espectrofotometria; F: Fluorimetria; 33 D: Espectrofotometria de la tercera
derivada; * Valores proximos al L.D.)

Al aplicar un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores
(tiempo y técnica de medida) se comprueba que no existen
diferencias estadisticamente significativas (con un intervalo de
confianza del 95%) entre los tres estados (fresca, congelada 1 y 3
semanas), o con respecto a la técnica de medida utilizada. A la vista
de los resultados, se concluye que la muestra puede almacenarse en
congelaciéon antes de su determinacidn durante un periodo de tres

semanas.
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Los resultados obtenidos por las tres técnicas son similares,

por lo que se deduce que no existen interferencias en la lectura.

b). Estabilidad del destilado

Se cuantifica el contenido de MDA de un destilado mantenido a
4 oC durante dos dias seguidos, con el fin de comprobar si es posible
mantener los destilados en refrigeracién 24 h antes de proceder a su
medida. Como se muestra en el cuadro n® 32 los valores permanecen

sin cambios.

Cuadro n© 32. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Método por destilacion: estabilidad del destilado.

Dia 1 Dia 2
y =13.165x + 0.872 vy =13.195 x + 0.496
Recta de calibrado
r = 0.998 r = 0.999
Contenido de MDA
52.55 52.44

(ng/kg papilla)

(y: unidades de fluorescencia; x: uM; r: coeficiente de correlacién)

B.3.3. Evolucién del MDA a lo largo del tiempo: Ensayo piloto

en férmulas para lactantes

Se analiza, con el método propuesto, la muestra G que ha sido
almacenada durante 2 meses a distintas temperaturas (25, 30 y 37
°Q).

Los resultados obtenidos se recogen en el cuadro n° 33.

Se aplica un ANOVA de dos factores (T y t de almacenamiento)
para evaluar las diferencias significativas, resultando que no existen

diferencias entre las T de almacenamiento, ni entre los meses 1y 2,
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pero si entre éstos y el mes 0 (el contenido de MDA en la muestra
recién fabricada es menor que tras uno y dos meses de

almacenamiento).

Como puede observarse, el método aplicado es capaz de
detectar diferencias en el contenido de MDA entre muestras
almacenadas durante distinto tiempo, por lo que es valido para

detectar variaciones de MDA durante un almacenamiento.

Cuadro n° 33. Determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. Evolucién del MDA a lo largo del tiempo: ensayo piloto
en formulas para lactantes.

Temperatura de Tiempo de Contenido de MDA
almacenamiento almacenamiento (ug 7 roducto)™
(°0) (meses) hg7gp

0 0.411 + 0.008

25 1 0.745 + 0.073

1.104 + 0.081

0.443 + 0.013

30 1 0.930 £ 0.175

2 1.084 + 0.301

0 0.438 + 0.036

37 1 0.896 + 0.088

2 1.476 + 0.248

(* expresado como media + desviacién estandar)
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B.4. DETERMINACION DE COMPUESTOS VOLATILES

Reactivos

- PI 4-metil-2-pentanona (MIBK) 80 ug/ml en metanol.

Modo operatorio

Para proceder a la extraccidon de los compuestos volatiles de la
muestra, se pesan, a precision, unos 4 g de muestra en un vial de
vidrio topacio de 10 ml; se introduce un iman agitador y se encapsula
inmediatamente con un septum y un sello de aluminio. Con ayuda de
una jeringa de 10 ul se afiaden 3 ul de la disolucion del PI a través del
septum. El vial se mantiene a 37 °C sumergido en un bafio de agua
sobre una placa agitadora-calentadora y en agitacion durante todo el
analisis. Después del tiempo de equilibrio, una fibra cubierta con
CAR/PDMS, previamente equilibrada segun las recomendaciones del
fabricante, se expone al espacio de cabeza del vial. La extraccion se
realiza a 37 °C, estando la fibra a 1.0 en la escala del soporte de
SPME. Posteriormente, los compuestos volatiles son desorbidos en el
puerto de inyeccion del CG-FID durante 5 min.

Las condiciones cromatograficas se optimizan previamente y se

describen en el cuadro n° 34.a.

Se identifican los compuestos volatiles (pentano, pentanal,
hexanal y heptanal) en CG-FID por comparacidon de sus tiempos de
retencion con los correspondientes patrones. Para confirmar la
presencia en las muestras de estos compuestos volatiles se procede a
analizar la muestra por CG acoplada a EM. Para ello, las muestras se
someten al tratamiento descrito y se aplican las condiciones

cromatograficas del cuadro n° 34.b.
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La adquisicion de los espectros se realiza en modo scan
(barrido) y en modo SIM; los iones seleccionados son: 57 y 72 para
pentano, 44 y 86 para pentanal, 56 y 72 para hexanal y 70 y 114
para heptanal. Los compuestos se identifican por comparacion de sus
espectros de masas con los obtenidos con patrones y con los

presentes en la espectroteca NIST 05.

Cuadro n° 34. Determinacion de compuestos volatiles. Condiciones
cromatogriéficas.

a. CG-FID b. CG-EM
Autosystem XL, 6890N-5973N,
Aparato
Perkin Elmer Agilent
Equity 5%, 30 m x 0.53 ZB-5ms, 30 m x 0.32 mm;
Columna

mm; f.e: 5 um, Supelco® f.e: 1 um, Phenomenex®

Programa T1 =400°C, t; = 5 min; AT; = 4 °C/min; T, = 100 °C;
del horno AT, = 17 °C/min; T3 = 220 °C, t3 = 10 min

Gas
portador 2.1 (Hy) 3.1 (He)
(ml/min)

Inyector

S

250

Modo de
) ) Sin split
inyeccion

Temperatura de la fuente:
Detector 300 °C (FID) 230 ©°C; ionizacion por

impacto electrénico a 70 eV

(T: Temperatura; t: tiempo)
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B.4.1. Puesta a punto del método en papillas de cereales con

leche

Para la seleccidon de las condiciones analiticas dptimas (posicion
de la fibra de SPME en el inyector del CG y tiempos de equilibrado
(teq) Yy extraccion (tex) de la muestra), se tienen en cuenta la
sensibilidad y el tiempo necesario para el analisis. Para ello se utiliza

la muestra A y los compuestos volatiles hexanal y pentano.

a) Posicion de la fibra de SPME en el puerto de inyeccién del

cromatégrafo de gases

Una muestra adicionada de hexanal (41.72 ng/ml) se equilibra
durante 15 min a 37 ©°C, a continuacién, se extrae el espacio de
cabeza con la fibra durante 45 min a 37 °C y se inserta durante 5 min
en el inyector del CG en diferentes posiciones del soporte de SPME:
4.0,4.2y4.4.

Tras la primera inyeccion, la fibra se reinserta de nuevo en el
inyector del CG. El valor del area del hexanal obtenido en la segunda
inyeccion se usa para calcular el porcentaje de desorcién de hexanal
(%D) correspondiente a la primera inyeccion, que se calcula segun la
formula: % D = (A; x 100) / (A1 + A,); donde: A; = area del hexanal
en la primera inyeccidn y A, = area del hexanal en la segunda

inyeccion.

Los valores obtenidos en funcién de la posicién de la fibra se

muestran en el cuadro n© 35.

Aunque la diferencia en el porcentaje de desorcion entre las

tres posiciones es pequefia, la posicion 4.4 permite obtener el
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porcentaje de desorcidon mayor, por lo que es la elegida para los

analisis.

Cuadro n© 35. Determinacion de compuestos volatiles. Posicidén de la
fibra de SPME en el puerto de inyeccién del CG.

Posicién de la fibra Porcentaje de desorciéon
4.0 98.5
4.2 98.8
4.4 99.0

Al realizar el mismo ensayo en una muestra adicionada de
pentano (46.98 ng/ml) se obtiene un 99.71% de desorcién de

pentano con la posicidén 4.4.

b). Optimizacion del tiempo de equilibrado

La muestra se equilibra a 37 °C durante 2, 5, 10, 15, 30 y 60
min. A continuacién, el espacio de cabeza se extrae con la fibra de
SPME durante 30 min a 37 ©C, la cual se inserta en el inyector del CG
para su analisis siguiendo las condiciones indicadas en el cuadro n©
34.a. El ensayo se realiza por duplicado. La relacién entre las areas
cromatograficas de los analitos y el PI (areas relativas) se muestran

en el cuadro n® 36 y se representan en la figura n° 11.

Los incrementos en las areas relativas indican que, para ambos
analitos, el equilibrio entre el espacio de cabeza y la muestra se
alcanza a los 30 min. Sin embargo, en el caso del hexanal, las
diferencias entre el area relativa obtenida a los 15 y 30 min es
pequefa (0.02); a los 15 min se obtiene un 92.9% de la relacion de

areas obtenida a los 30 min de equilibrado; con respecto a la
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reproducibilidad, los C.V. que se obtienen a 15 y 30 min son 3.8 y

3.6%, respectivamente.

Cuadro n° 36. Determinaciéon de compuestos volatiles. Optimizacion
del tiempo de equilibrado (T = 37 ©C). Areas relativas* del hexanal y
pentano.

tex = 30 min
teq (Min)
Anx/ Api Apt/ Apy
2 0.24 + 0.00 1.19 £+ 0.02
5 0.24 + 0.00 1.22 £ 0.00
10 0.27 £ 0.01 1.28 + 0.04
15 0.26 + 0.01 1.35+0.20
30 0.28 £ 0.01 1.52+0.13
60 0.29 + 0.02 1.54 +0.17

(T: temperatura; teq: tiempo de equilibrado; te: tiempo de extraccion; Aux: area del
hexanal; Ap: area del patrdn interno; Ap: area del pentano; * expresado como media +
desviacion estandar)

Figura n° 11. Determinacion de compuestos volatiles. Optimizacion
del tiempo de equilibrado (tiempo de extraccion = 30 min,
temperatura = 37 °C). Areas relativas (media + desviacion estandar):
(a) Hexanal y (b) pentano.

(a) Hexanal (Aux = area del hexanal; Ap; = area del patrén interno).

0.32
a 1 9 I
< AT L
X
I
gL 024 %®
0.20 -
0.16 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de equilibrado (min)
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(b) Pentano (Ap: = area del pentano; Ap; = area del patrén interno).

1.6 -
1.4 -
1.2 4

Apt/Api

1.0 4
0.8

06 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de equilibrado (min)

Con respecto al pentano, las diferencias entre las areas
relativas obtenidas a los 15 y 30 min es de 0.17, y a los 15 min se
obtiene un 88.8% de la relacién de areas obtenida a los 30 min.

La pequeia diferencia obtenida en el incremento de Ia
respuesta, junto con la reduccién en el tiempo de analisis, justifican la

eleccion de 15 min como teq.

¢). Optimizacién del tiempo de extraccidon

La fibra de SPME se expone al espacio de cabeza de una
muestra equilibrada (15 min a 37 °C) durante diferentes tiempos: 5,
15, 30, 45 y 60 min. Transcurrido el tiempo de exposicién, los
compuestos son desorbidos en el inyector del CG aplicando las
condiciones descritas en el cuadro n® 34.a. El ensayo se realiza por
duplicado. Los valores de &reas relativas (en relacién al PI) se
muestran en el cuadro n® 37 y los valores de &areas absolutas y

relativas se representan en la figura n® 12.
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Cuadro n° 37. Determinaciéon de compuestos volatiles. Optimizacion
del tiempo de extraccién (T = 37 ©C). Areas relativas” del hexanal y
pentano.

teg = 15 min

tex (MiN)
Apx/Apy Apt/ Apy
10 0.27 +£0.01 2.69 +0.27
15 0.27 + 0.01 1.55+0.37
30 0.28 + 0.00 1.30 £ 0.12
45 0.27 £0.01 1.16 + 0.01
60 0.30 £ 0.01 1.08 + 0.05

(T: temperatura; teq: tiempo de equilibrado; te: tiempo de extraccidn; Auy: area del
hexanal; Ap: area del patron interno; Ap: area del pentano; * expresado como media +
desviacion estandar)

Como se muestra en la figura n® 12.a, las areas absolutas
correspondientes al hexanal aumentan con el te. Sin embargo,
cuando las areas se expresan en relacion al PI (figura n® 12.b), las

respuestas son similares para los tiempos ensayados.

En el caso del pentano, el aumento en las areas absolutas es
mas pronunciado al considerar los te, menores (5 y 15 min) en
comparacion con los mayores (ver figura n® 12.c). Sin embargo, el
comportamiento decreciente de las areas relativas (Figura n° 12.d)
con el to, puede explicarse por la distinta afinidad por la fibra del
pentano y el PI. Dado que se obtiene una mejor reproducibilidad de la
respuesta cuanto mayor es el te, con 45 min el C.V. = 0.9% y con 30
min el C.V. = 9.2%, se seleccionan 45 min para el hexanal y para el

pentano.
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Figura n® 12. Determinacion de compuestos volatiles. Optimizacion
del tiempo de extracciéon (t equilibrado = 15 min, temperatura = 37
oC). Hexanal: (a) Areas absolutas, (b) areas relativas; pentano: (c)
Areas absolutas y (d) &reas relativas. Media + desviacion estandar.

(a) (Aux = area del hexanal; Ap; = area del patrén interno).
35 -
30 -
25 |
20 - *
15 |
10 |

Apx X 10
*

0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de extraccién (min)

(b) (Anx = area del hexanal; Ap; = area del patron interno).

0.32 +
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(c) Pentano (Ap: = area del pentano).
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Apt X 10 °
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(d) Pentano (Ap: = area del pentano; Ap; = area del patrén interno).

3.5
3.0 1
2.5 4
2.0
15 4
1.0 A
0.5 |
0.0 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 1

0 10 20 30 40 50 60 70

Apt/Api
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Los tiempos seleccionados (15 min para el equilibrado, 45 min

para la extraccién y 30 min para el programa del CG) permiten
realizar el analisis completo en 1.5 h.
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d). Validacién del método

Los cromatogramas correspondientes a las dos muestras (A y
B) obtenidos mediante CG-FID aplicando las condiciones antes
descritas (cuadro n© 34.a) se muestran en la figura n°® 13.a y 13.b,
respectivamente. Se sefialan en los cromatogramas los picos
correspondientes a pentano, pentanal, hexanal y heptanal,
identificados por comparacion de sus tiempos de retencidon con

patrones y mediante CG-EM.

Como se observa en la figura n® 13.b, la muestra B (con
frutas) contiene un mayor nimero de volatiles que la muestra A vy,
ademas, que en el tiempo de retencién del hexanal (14.2 min) el pico
es mayor. En el analisis por CG-EM se confirma mediante SIM que el

hexanal coeluye con otro compuesto identificado como etilbutanoato.

No es posible mejorar la separacion de estos picos porque
debido a la polaridad de las columnas usadas, los indices de Kovats
del hexanal y etilbutanoato son muy similares (802 y 804,
respectivamente) (Adams, 2001). Por lo tanto, en las condiciones
analiticas aplicadas en el presente estudio, el hexanal no puede
utilizarse como indicador de la oxidacion lipidica en la muestra B. Sin
embargo, los picos correspondientes a pentano, pentanal y heptanal
pueden identificarse y cuantificarse claramente en ambas muestras
por CG-FID.
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Figura n© 13. Determinacion de compuestos volatiles.
Cromatogramas obtenidos por CG-FID: (a) muestra A, (b) muestra B.
Los picos numerados corresponden a 1) pentano; 2) pentanal, 3) PI,
4) hexanal y 5) heptanal.
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Para evaluar la calidad del método se determinan sus

parametros analiticos:

d.1). Linealidad

El PI (4-metil-2-pentanona) se usa para la cuantificacién. Las
curvas de calibrado se obtienen con una serie de alicuotas de las
muestras (A y B) adicionadas con una cantidad fija del PI (240 ng) y
cantidades crecientes de los compuestos volatiles a analizar (pentano,
pentanal, hexanal, heptanal). Los intervalos de concentraciones
estudiados, las ecuaciones de regresién y los coeficientes de
correlacion obtenidos se muestran en el cuadro n° 38.

Se comprueba que en los intervalos estudiados la respuesta es

lineal.

Cuadro n© 38. Determinacion de compuestos volatiles. Validacion del
método: linealidad.

Intervalo de Ecuaciones de regresion
concentraciones
(ng/kg) Muestra A Muestra B
y = 0.031x+ 1.002 y = 0.026x + 0.671
Pentano 1.05 a 79.55
r =0.990 r=0.994
y = 0.049x + 0.083 y = 0.154x + 0.398
Pentanal 0.04 a 9.66
r =0.997 r=0.999
y = 0.025x + 0.568
Hexanal 0.91 a 84.78 ---
r = 0.999
y = 0.065x + 0.09 y = 0.237x + 0.433
Heptanal 0.02 a7.16
r=0.994 r= 0.994

(y: area del analito/area del PI; x: concentracion del analito (ug/kg muestra); r:
coeficiente de correlacion)
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d.2). Sensibilidad: limites de deteccidén y cuantificacion

Se definen como el cociente entre el triple y décuplo,
respectivamente, de la desviacién estandar obtenida para los blancos
analizados y la pendiente de la recta de calibrado (American Chemical
Society, 1980).

Se preparan cuatro blancos y se someten al método descrito.

Los resultados se muestran en el cuadro n° 39.

Cuadro n© 39. Determinacion de compuestos volatiles. Validacion del
método: limites de deteccion (L.D.) y cuantificacion (L.C.).

Muestras Pentano Pentanal Hexanal Heptanal

b A 0.54 0.04 0.91 0.02

(hg/kg) B 1.05 0.01 0.01
A 0.9 0.14 3.03 0.07

L.C.

(hg/kg) B 3.50 0.04 0.02

d.3). Precisiéon
Se evalla mediante el cdlculo del C.V. de tres medidas
efectuadas expresadas en ug analito/kg de muestra. Se muestran en

el cuadro n° 40.
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Cuadro n® 40. Determinacion de compuestos volatiles. Validaciéon del
método: precision.

Muestra A Muestra B
analito/ k analito/ k
ugmuestra/* 7oy (0 Mgmuestra/* 7oy ()
Pentano 26.40 + 0.91 3.46 19.96 + 0.66 3.32
Pentanal 1.57 £ 0.06 3.97 5.49 +0.17 3.02
Hexanal 71.52 + 2.03 2.84 --- ---
Heptanal 0.27 £+ 0.01 2.08 0.56 + 0.02 3.13

(* expresado como media + desviacién estandar)

d.4). Exactitud

Se determina mediante ensayos de recuperacion de los
compuestos hexanal y pentano adicionados a la muestra. Se preparan
siete alicuotas de la muestra, a cuatro de ellas se les adiciona una
cantidad conocida de patrén y a todas ellas se les aplica el método
descrito. El porcentaje de recuperaciéon se calcula aplicando Ia
formula: % Recuperacidn = (Xaq - X) x 100 / Y; donde X = contenido
de las muestras no adicionadas, X.q = contenido de las muestras
adicionadas de patrén, Y = cantidad de patrén adicionado a las

muestras.

Los resultados se muestran en el cuadro n© 41.
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Cuadro n® 41. Determinacion de compuestos volatiles. Validaciéon del
método: exactitud.

Muestra A Muestra B
Contenido (ng/kg)
Pentano Hexanal Pentano
Presente 26.30 24.13 22.04
Adicionado 25.25 21.15 18.52
Hallado 50.39 + 0.99 46.67 + 1.81 42.3+1.17

% Recuperacion* 95.39 + 4.28 106.60 + 7.01 109.45+6.70

(* expresado como media + desviacion estandar)

B.4.2. Aplicacion del método a férmulas para lactantes

Para la aplicacion del método a la determinacién de hexanal en
FL, las muestras C, D, E y F se disuelven en agua destilada al 0.5%
(p/v), concentracion idénea para detectar el analito sin saturar la
fibra. 4 ml de la disolucién se introducen en un vial, se aplica el
tratamiento de la muestra descrito para las papillas liquidas y se
analiza por CG-FID en las condiciones descritas en el cuadro n° 34.a.

Para confirmar la presencia de hexanal, se analizan las FL por
CG-EM aplicando las condiciones descritas en el cuadro n°© 34.b. Es de
resaltar que incluso a una concentracién del 4% (p/v), no se detecta

pentano en las FL.

a). Linealidad — interferencias de matriz

El PI (4-metil-2-pentanona) se usa para la cuantificacion. Se
preparan dos series de curvas de calibrado: con patrones acuosos y
con patrones adicionados de matriz (muestra C). Para ello, a 4 ml de
agua destilada, o de FL al 0.5%, se les adiciona una cantidad fija del

PI (240 ng) y cantidades crecientes de hexanal (120 a 417 ng). Las
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ecuaciones de regresion y los coeficientes de correlacion obtenidos se

muestran en el cuadro n© 42,

Se comprueba que en los intervalos estudiados la respuesta es

lineal.

Cuadro n© 42. Determinacién de compuestos volatiles. Aplicacién del
método a formulas para lactantes: ecuaciones de las curvas de
calibrado acuosa y adicionada de matriz.

Ecuaciones de regresion

0.998

Recta acuosa y = 0.010 x- 0.325 r

Recta matriz (muestra C) y = 0.012 x+ 1.348 r=0.997

(y: area del hexanal/drea del PI; x: concentraciéon del analito (ng); r: coeficiente de
correlacion)

Se comparan las pendientes de las rectas de calibrado
mediante un test “t” al 95%, para detectar posibles diferencias
significativas (p < 0.05) entre ellas, lo que indicaria la existencia de
interferencias de matriz. Los intervalos de confianza de las pendientes
se solapan (acuosa: 0.0091 a 0.0111, matriz: 0.0094 a 0.0154). En
consecuencia, se pueden utilizar patrones acuosos para la

cuantificacion de hexanal en FL.
b). Precisién

Se evalla mediante el calculo del C.V. de tres medidas
efectuadas expresadas en ng hexanal/g de muestra. El valor medio

obtenido, la desviacién estandar y el coeficiente de variacién se

muestran en el cuadro n© 43.

157



Parte experimental

Cuadro n© 43. Determinacion de compuestos volatiles. Aplicacion del
método a formulas para lactantes: precision.

ng hexanal/g de muestra* 6074.75 + 212.57

C.V (%) 3.50

(* expresado como media + desviacidon estandar; C.V: coeficiente de variacion)

B.5. DETERMINACION DE ESTEROLES Y OXIDOS DE ESTEROLES

B.5.1. Sintesis de 6xidos de fitosteroles

Reactivos

- Patron p-sitosterol 1 mg/ml en hexano:isopropanol (3:2, v/v).

- Patrén estigmasterol 1 mg/ml en hexano:isopropanol (3:2, v/v).

- Patrones de COP, 0.127 mg/ml en hexano:isopropanol (3:2, v/v).

- Sal sddica de 2',7'-diclorofluoresceina al 0.2% en etanol.

- PI 19-hidroxicolesterol 0.5 mg/ml en hexano:isopropanol (3:2, v/v).
- Mezcla silanizante: Piridina:HMDS:TMCS, 5:2:1 (v/v/v).

- Mezcla hexano:isopropanol (3:2, v/v).

- Mezcla éter dietilico:hexano:etanol (70:30:3, v/v/v).

- Mezclas de hexano:éter dietilico en distintas proporciones (v/v):
95:5, 90:10 y 80:20.

- Mezcla sulfocrémica: acido sulfurico al 80% (v/v).

Modo operatorio
Para la sintesis de patrones de éxidos (7a-hidroxi-, 7p-hidroxi-,
7-ceto-, a-epoxi- y B-epoxiderivados) de B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol se aplica el método descrito por Conchillo et al. (2005).
Se colocan 10 ml de cada disolucion de patrones de fitosteroles
en sendas placas Petri, se evapora el disolvente bajo corriente de N, y

se llevan a una estufa a 150 °C durante 2 h. A continuacién, se
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recoge el residuo con hexano:isopropanol (3:2, v/v), que se transfiere

a un matraz aforado y se enrasa a 10 ml.

Para la separacion e identificacion de los POP se realiza una
CCF con gel de silice; para ello se toman 5 ml de la disolucion de los
POP, se evaporan hasta sequedad y se disuelven en 150 ul de
cloroformo que se siembran en la placa. Una mezcla de patrones
comerciales de COP se siembra en la misma placa como referencia
para la identificaciéon de derivados andlogos de los fitosteroles. La fase
movil es una mezcla de éter dietilico:hexano:etanol (70:30:3, v/v/v).
Tras la elucién, 1/3 de la placa se pulveriza con una acido sulftrico
(80%, v/v) y los 2/3 restantes con una disolucidn metandélica de 2’,7'-
diclorofluoresceina, se deja secar y las bandas se visualizan bajo luz
UV (254 nm).

Las bandas de interés de la parte revelada con 2’,7'-
diclorofluoresceina se raspan de la placa y se extraen tres veces con 1
ml de cloroformo. A continuacién, se anaden 10 pg de 19-
hidroxicolesterol como PI (20 ul de una disolucion de 0.5 mg/ml) y el
disolvente se evapora. Para obtener los derivados trimetilsililados
(TMSE), se afiaden 200 pl de la mezcla silanizante y se mantienen a
40 ©°C durante 20 min (Sweeley et al., 1963). Transcurrido este
tiempo, se evaporan los restos de reactivo bajo corriente de nitrégeno
y se disuelve en 50 pul de hexano para su analisis en un CG-FID,
aplicando las condiciones cromatograficas descritas en el cuadro n©
44.a, y en un CG-EM utilizando las condiciones cromatograficas

descritas en el cuadro n° 44.b.
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Cuadro n© 44. Sintesis de Oxidos de fitosteroles. Condiciones

cromatograficas.
a. CG-FID b. CG-EM
HRGC 5300 Mega Series,
Aparato 6890N-5973N, Agilent®
Carlo-Erba®

HP-5MSi, 30m x 0.25
CP-Sil 8CB, 50 m x 0.25 um;

Columna mm; f.e: 0.25 um,
f.e: 0.25 mm, Varian®
Agilent®

T, = 280°C, t; = 20 min;

AT; = 0.2 °C/min; T, = 290
Programa T, = 25009C; AT, = 0.8

oC, t; = 2 min; AT, = 30

del horno °C/min; T, = 310 °C

O0C/min; T3 = 320 °C, t3 =

10 min
Gas
portador
2.6 1
(He)
(ml/min)
Inyector
325 310
o)
Split 1:20 1:10
Temperatura de la fuente:
230 °C; ionizacién por

Detector 325 °C (FID)

impacto electrénico a 70
eV; intervalo: 40-650 m/z
a 1500 amu/s

Para confirmar la identificacion de los POP, se emplean los

espectros de masas de los COP y 7-cetoestigmasterol comercializados,
asi como los espectros de POP hallados en la bibliografia (Nourooz-

Zadeh and Appelqvist, 1992; Dutta, 1997; Dutta and Appelqvist,
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1997; Bortolomeazzi et al., 1999; Grandgirard et al., 1999; Plat et al.,
2001; Dutta, 2002; Lampi et al., 2002; Bortolomeazzi et al., 2003;
Johnsson and Dutta, 2003; Grandgirard et al., 2004; Conchillo et al.,
2005).

B.5.2. Determinacion de esteroles y 6xidos de esteroles

Reactivos

- PI 19-hidroxicolesterol 0.5 mg/ml en hexano:isopropanol (3:2, v/v).
- PI 5a-colestano 1 mg/ml en hexano.

- KOH 1 N en metanol.

- KOH 0.5 N (disolucién acuosa).

- Cloruro de sodio (NaCl) al 20% (p/v) (disolucion acuosa).

- Mezcla cloroformo:metanol (1:1, v/v).

- Mezclas de hexano:éter dietilico en distintas proporciones (v/v):
95:5, 90:10 y 80:20.

- Mezcla silanizante: Piridina:HMDS:TMCS, 5:2:1 (v/v/v).

Modo operatorio

Se aplica el método descrito por Conchillo et al. (2005).

a). Extraccién de la fraccion grasa

Para la extraccion de la fraccidon grasa se aplica la metodologia

descrita en el apartado B.1.

b). Saponificacion y extraccion de la fraccidn insaponificable

Se pesan, con exactitud, unos 600 mg de grasa en un tubo de

ensayo de vidrio Pyrex, con tapdn roscado, de 15 ml de capacidad; se
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anaden los PI: 10 ug de 19-hidroxicolesterol (20 ul de una disolucién
de 0.5 mg/ml) y 0.5 mg de 5a-colestano (0.5 ml de una disolucién de
1 mg/ml). Se evapora el disolvente bajo corriente de nitrégeno y se
afiaden 10 ml de una disolucién metandlica de KOH para saponificar
en frio (Sander et al., 1989). Se forra el tubo con papel de aluminio y
se mantiene a temperatura ambiente, bajo agitacion continua,
durante 18-20 h.

Pasado este tiempo, se transfiere el contenido del tubo a un
embudo de decantacidn y se enjuaga el tubo consecutivamente con 3
y 7 ml de agua, y 3, 7 y 10 ml de éter dietilico, transfiriendo dichos
voliumenes al embudo. Se agita el embudo durante 30 s, se deja
reposar para que se separen las fases y se transfieren en matraces
diferentes las fases acuosa y organica. La fase acuosa se extrae dos
veces mas con 10 ml de éter dietilico, reuniendo todas las fases
etéreas, las cuales son lavadas dos veces con 5 ml de una disolucion
acuosa de KOH 0.5 N y, a continuacién, con una disolucion acuosa de
NaCl al 20%, hasta que el pH del ultimo lavado es neutro. Se
transfiere la fase organica a un matraz, se le afiade Na,S0O, granulado
y se mantiene en refrigeracion durante 2 h. Tras filtrar el contenido

del matraz, el éter dietilico se evapora con un rotavapor a 40 °C.

¢). Determinacién del contenido de esteroles

Se toma 1/10 del material insaponificable obtenido y se
derivatiza para obtener los TMSE (Sweeley et al., 1963). Tras
evaporar el resto de reactivo, se disuelve en 250 ul de hexano. Para la
cuantificacion de los esteroles, 1 ul de esta disolucion se inyecta en un
CG-FID (cuadro n° 44.a) y, con fines identificativos, el mismo

volumen se inyecta en un CG-EM (cuadro n© 44.b).
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La identificacion de los esteroles se realiza por comparacion de
su tiempo de retencién y espectro de masas con patrones
comercializados. La cuantificacion de los esteroles se realiza por
comparacion de las areas cromatograficas del PI 5a-colestano y su
concentracién con las areas de los picos de los esteroles de los
cromatogramas de las muestras. El factor de respuesta en CG de los

esteroles con respecto al PI se considera igual a 1.

d). Purificacién y determinacion de los 6xidos de esteroles

Se toman 9/10 del material insaponificable y se disuelven en
100 pl de una mezcla hexano:éter dietilico (95:5, v/v). La purificaciéon
se realiza mediante SPE segun el método descrito por Guardiola et al.
(1995b) con cartuchos previamente acondicionados con 5 ml de
hexano, y se afiade la siguiente secuencia de disolventes: 5 ml de
hexano, 10 ml de hexano:éter dietilico (95:5, v/v), 30 ml de
hexano:éter dietilico (90:10, v/v) y 10 ml de hexano:éter dietilico
(80:20, v/v). A continuacion, los SOP se eluyen con 10 ml de acetona,
el disolvente se evapora bajo nitrégeno, se someten a sililacion
(Sweeley et al., 1963) y, finalmente, se disuelven en 40 ul de hexano
para su analisis por CG-FID y en 30 pl para el CG-EM. Las condiciones
cromatograficas utilizadas son las descritas en el cuadro n® 44.a y
44.b).

Los SOP son identificados por comparacion de su tiempo de
retencién y espectro de masas con los de patrones comercializados de
COP y 7-cetoestigmasterol, y con los patrones de POP sintetizados
(apartado B.5.1).

La cuantificacién de los SOP se realiza por comparacion de las

areas cromatograficas del PI 19-hidroxicolesterol y su concentracion
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con las areas de los picos de los SOP de los cromatogramas de las
muestras. El factor de respuesta en CG de los SOP con respecto al PI

se considera igual a 1.

B.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para la aplicacion de los tratamientos estadisticos, se recurre a

la ayuda del paquete informatico Statgraphics v. 3.1.

Para detectar las posibles diferencias entre los contenidos de
AG de las muestras A, B, C, D, Ey F, se aplica un ANOVA de un factor
y un test de Tukey (HSD, honest significant difference) a un nivel de
probabilidad del 95% (p < 0.05). Se procede del mismo modo para
evaluar las diferencias estadisticamente significativas entre los

contenidos de esteroles en las muestras A y B.

La influencia de los tres factores estudiados, tipo de muestra
(A y B), temperatura (25, 30 y 37 °C) y tiempo de almacenamiento
(0,1, 2, 4, 5, 7, 8 y 9 meses) en los contenidos de MDA, pentano,
pentanal y heptanal, es estudiada mediante un ANOVA de tres
factores y un test de Tukey para identificar diferencias significativas.
Para analizar el efecto de la muestra B con respecto a la muestra A en
los contenidos de pentano, pentanal y heptanal, se utilizaron variables
cualitativas (dummy variables). En el caso del hexanal, para evaluar
la influencia de temperatura y tiempo de almacenamiento, se aplica

un ANOVA de dos factores y un test de Tukey.
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En cuanto a los 6xidos de esteroles, el ANOVA aplicado es de
dos factores (tiempo de almacenamiento y tipo de muestra) y también

se aplica un test de Tukey.

En el caso de los componentes volatiles, se realizan analisis de
regresion multiple, con el fin de obtener modelos predictivos del
contenido en funcién del tiempo de almacenamiento, la temperatura

y/o tipo de muestra.
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A. EAT CONTENT

The fat content of the ready-to-eat infant foods is shown in
table 45. The results are presented as mean value =+ standard

deviation of five replicates of each sample.

Table 45. Fat content. Amount (g and percentage of 100 g of sample)
and extraction yield (% with respect to fat content declared by
manufacturer in labeling, (2.6%)) of lipid extraction.

Sample A
sample (g) Extracted fat Yield (%)
g % of sample
50.63 1.22 | 2.41 92.68
50.40 1.34 | 2.66 102.26
50.24 1.29 | 2.57 | 252+ 0.11* | 98.76 | 96.83 +4.04*
50.53 1.28 | 2.53 97.43
50.45 1.22 | 2.42 93.01
Sample B
Sample () Extracted fat vield (%)
g % of sample
50.70 1.22 | 2.41 92.55
50.19 1.26 | 2.51 96.56
50.24 1.23 | 2.45 | 2.52+0.10* | 94.16 | 96.92 + 3.72*
50.23 1.31 | 2.61 100.31
50.63 1.33 | 2.63 101.03

*Expressed as mean =+ standard deviation

The fat content of both types of samples is 2.5% and the
extraction yields surpass in both cases the 95% of the declared fat

content.
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B. EATTY ACID PROFILE

B.1. MILK AND CEREAL-BASED INFANT FOODS

In order to better understand the oxidative behavior of ready-
to-eat infant foods, as well as to obtain more information about the
quality and unsaturation degree of their lipid fraction, total fatty acid

(FA) composition of these food products was determined.

A chromatogram, corresponding to the FA profile (main FA
identified) of the milk and cereal-based infant foods (sample A)

obtained by GC-FID is reported in figure 14.

The FA profile of the liquid infant foods, determined by GC-FID
as fatty acid methyl ester (FAME) is presented in table 46. The
composition in FA is expressed in g/100 of lipids as mean value +
standard deviation of three replicates of lipid extract. Since no
significant differences (p > 0.05) were found between the FA

composition of A and B, only FA of sample A are reported.

The most abundant FA were the C18:1 isomers, followed by
linoleic acid and saturated FA (SFA) - palmitic, lauric, myristic, stearic.
The total FA composition of the samples here analyzed
displayed a wide range of FA, which reflect the original composition of

the raw materials and/or ingredients.
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Table 46. Fatty acid profile (g/100 g of lipids) of sample A (values are given as
mean value *+ standard deviation of three replicates), fatty acid classes (g/100 g of

lipids) and their ratios.

Fatty acid g/100 g lipids
C4:0 0.25 + 0.04
C6:0 0.17 + 0.02
C7:0 0.07 + 0.00
C8:0 1.63 + 0.08
C9:0 0.02 + 0.00
C10:0 1.31 + 0.10
C12:0 10.52 + 0.62
c12:1 0.02 + 0.00
C14:0 4.40 =+ 0.00
ci4:1 0.03 + 0.00
C15:0 0.06 + 0.00
C16:0 18.55 + 1.06
C16:1t 0.03 + 0.00
Cc16:1 0.13 + 0.02
C17:0 0.05 = 0.00
ci7:1 0.03 =+ 0.00
C18:0 3.20 + 0.01
C18:1c® +C18:1tP 38.23 + 3.66
C18:1 c11° 0.84 + 0.04
c18:2t¢ 0.17 + 0.03
c18:2° 18.92 + 1.36
C20:0 0.27 + 0.00
c18:3t’ 0.16 + 0.01
C18:3¢ 1.04 + 0.07
C20:1 0.25 =+ 0.03
C22:0 0.35 + 0.02
c22:1 0.04 + 0.01
C24:0 0.13 + 0.02
Fatty acid class (96)"

SFA 40.98
MUFA 39.57
PUFA 19.96
TFA 0.36
PUFA/SFA 0.49
UFA/SFA 1.45
n-6/n-3 18.19

3C18:1c is the oleic acid; "C18:1t is the sum of all positional trans isomers (t4 C18:1 to t16 C18:1);
°C18:1 cl11 is the cis vaccenic acid; C18:2t is the sum of the positional trans isomers of linoleic acid
(c9,t12 C18:2; c9,t13 C18:2; t8,c12 C18:2; t9,t12 C18:2; t9,c1l2 C18:2); °C18:2 is the linoleic acid;
fC18:3t is the sum of the positional trans isomers of linolenic acid (c9,c12,t15 C18:3; c9,t12,c15 C18:3;
19,c12,t15 C18:3; t9,c12,c15 C18:3); 9C18:3 is the linolenic acid; hFatty acid class (expressed as
percentages in 100 g of lipids): SFA (saturated fatty acids); MUFA (monounsaturated fatty acids); PUFA
(polyunsaturated fatty acids); UFA (unsaturated fatty acids); TFA (trans fatty acids)
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Short-chain FA (C4-C8) probably derive from skimmed milk.
The high oleic acid content, as well as the relatively limited amount of
linoleic acid (18.9 g/100 g lipids), may correspond to the addition of
high-oleic sunflower oil as ingredient; this can be further confirmed by
the occurrence of 7-stigmastenol, which is characteristic of this type
of vegetable oil. Such level of linoleic acid, nevertheless, could be also
attributed to soybean and rapeseed oils. On the other hand, the
presence of large amounts of saturated FA (mainly palmitic, lauric and
myristic acids) could be ascribable to palm oil, coconut or palm kernel
oil. Other essential FA a-linolenic, which may be from rapeseed or
soybean oil, exhibited lower amounts (1.04 g/100 g lipids) (Kamm et
al., 2001).

Since the contents of the long-chain fatty acid C22:1 (erucic
acid) are very low, canola oil or other kind of low erucic rapeseed oil

could have also been used in the formulation.

Trans isomers of C16:1, C18:2 and C18:3 were the
predominant trans FA (TFA) group, reaching levels of 0.03, 0.17 and
0.16 g/100 g of lipids, which can be considered within the usual TFA
range for refined, non hydrogenated fats. Although total TFA content
is relatively low (0.36 g TFA/100 g lipids), their occurrence should be
taken into account since TFA can be absorbed, metabolized and
incorporated into blood and tissue lipids by unweaning babies,
according to the ESPGHAN (Aggett et al., 1991). TFA have been
suggested to exhibit potential adverse effects on fetal and infant
growth and development, possibly through inhibition of desaturation
of the parent n-6 and n-3 FA, linoleic acid and a-linolenic acid,
respectively to their respective long-chain polyunsaturated fatty acids
(LC-PUFA) metabolites (Koletzko, 1992; Sugano and lkeda, 1996;
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Decsi et al., 2001; Elias and Innis, 2001). The maximum level of TFA
in infant formulas (IF) and follow-on formulas is proposed to be 3% of
the total FA (European Commission (EC), 2003; Koletzko et al.,
2005). A recent EC Directive states that TFA content in IF shall not
exceed 3% of the total fat content (Directive 2006/141/CE); however,
no regulations have been published about TFA content in processed
cereal-based baby foods yet (Directive 2006/125/CE). Furthermore,
according to this Directive, as our samples do not exceed 4.5 g of
lipid/100 kcal, any regulations exist on lauric, myristic and linoleic

acids contents.

Table 46 shows the sums of the different FA fractions
(expressed as percentages in 100 g of lipids) as well as the
polyunsaturated FA (PUFA)/SFA and the unsaturated FA (UFA)/SFA
ratios. UFA approximately accounted for 60% of total FA, resulting in
a linoleic/a-linolenic ratio of 18.2, higher than the one suggested by
the EC Directive for IF (5-15) (Directive 2006/141/CE) which is used
to ascertain a proper balance between the precursors of the n-6 and
n-3 fatty acid series, as well as the LC-PUFA and eicosanoids resulting

from their metabolism (Koletzko et al., 2005).
B.2. INFANT FORMULAS

Figure 15 exhibits the GC trace of the FA profile of sample C
obtained by GC-FID under the assay conditions above-mentioned;
main FA are identified.

Table 47 reports the FA profiles of samples C, D, E and F,

determined by GC-FID as FAME. The FA composition is given as

percentages of the total FA content.
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Table 47. Fatty acid profile (percentage of total fatty acids) of infant formulas
(samples C, D, E and F) (values are given as mean value + standard deviation of
three replicates), fatty acid classes (percentage of total fatty acids) and their ratios.

Fatty acid Sample

(%0) c D E E

C6:0 0.11 = 0.01 0.21 = 0.09 0.03 =+ 0.05 0.09 = 0.02
C8:0 1.25 = 0.15 0.95 +0.31 1.04 £ 0.10 1.07 £ 0.16
C10:0 1.08 = 0.05 1.37 £ 0.08 0.99 =+ 0.17 1.32 £ 0.20
C12:0 9.98 + 0.57 10.15 = 1.72 10.43 = 0.38 11.09 = 0.89
C14:0 4.74 = 0.10 5.88 = 0.23 4.87 = 0.02 5.06 = 0.10
C16:0 20.94 = 0.15 22.58 £ 0.30 21.96 = 0.22 20.41 = 0.12
Cl16:1 0.12 = 0.01 0.40 = 0.04 0.15 + 0.04 0.15 + 0.01
C18:0 4.35 + 0.42 5.76 = 0.39 4.49 = 0.15 4.35 = 0.38
Cc18:1¢? 40.04 = 0.70 36.49 +1.16 39.54 + 0.63 39.04 £ 0.75
c18:2° 15.07 = 0.25 13.42 = 0.38 13.69 = 0.14 14.97 = 0.33
C20:0 0.32 = 0.01 0.29 = 0.02 0.32 £ 0.02 0.33 = 0.01
y-C18:3° 0.13 = 0.00 0.12 = 0.01 0.19 = 0.01 0.13 = 0.01
a-C18:3¢ 0.91 = 0.04 0.85 = 0.03 0.91 = 0.01 0.97 = 0.03
Cc22:0 0.31 = 0.00 0.29 = 0.02 0.30 = 0.02 0.33 +0.01
C20:4° n.d. 0.09 + 0.01 n.d. n.d.
c20:5 0.12 = 0.01 0.11 =+ 0.01 0.11 + 0.01 0.13 = 0.01
Cc22:6° n.d. 0.20 = 0.01 n.d. n.d.
Fatty acid class (26)"

SFA 43.08 47.48 44.43 44.05
MUFA 40.16 36.89 39.69 39.19
PUFA 16.23 14.79 14.90 16.20
PUFA/SFA 0.38 0.31 0.34 0.37
UFA/SFA 1.31 1.09 1.23 1.26
n-6/n-3 (*) | 14.76 (16.56)  11.75 (15.79)  13.61 (15.04)  13.73 (15.43)

3C18:1c is the oleic acid; °C18:2 is the is the linoleic acid; ®%-C18:3 is the y-linolenic acid; “a-C18:3 is the
a-linolenic acid; °C20:4 is the eicosatetraenoic acid; ‘C20:5 is the eicosapentaenoic acid; 9C22:6 is the
docosahexaenoic acid; "Fatty acid class (expressed as percentages of total fatty acids): SFA (saturated
fatty acids); MUFA (monounsaturated fatty acids); PUFA (polyunsaturated fatty acids); UFA (unsaturated
fatty acids (MUFA + PUFA)); n.d. = not determined (below the limit of quantitation (LOQ = 0.01 g/100 g
of lipids)); * linoleic/a-linolenic ratio as requested by EC regulation (Directive 2006/141/CE)

When a one way factor (type of sample) ANOVA was applied to
FA contents, except for C20:4 and C22:6 FA, no significant differences
(p value = 0.99) in the individual FA contents among the analyzed

samples were found.
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In all the samples, the most abundant FA was the oleic acid,
followed by palmitic, linoleic acid and SFA - lauric, myristic, stearic
(table 46).

The oleic acid content could be attributed to high-oleic
sunflower or soybean oils used in the formulation, which could have
also provided linoleic acid. Other vegetable oils, as palm oil and
coconut or palm kernel oils, could have been used as ingredients in
order to provide palmitic acid and lauric and myristic acids,
respectively. Other essential FA a-linolenic, which may derive from
rapeseed or soybean oil, exhibited lower amounts (Kamm et al.,
2001).

MUFA approximately accounted for 39% of total FA. Regarding
SFA, a mean percentage of 44.8% was found in the samples and, as
the EC Directive 2006/141 described, lauric and myristic acids did not
surpass the 20% of the total fat content when are separately or as a
whole. Moreover, the milk fat used only for the formulation of sample
D did not result in significant (p < 0.05) higher short-chain SFA
contents. The PUFA supply was 15.5% (mean percentage) of total FA.

As it can be seen from table 46, the LC-PUFA C20:4 (n-6) and
C22:6 (n-3) were only detected in sample D as expected, due to fish
oils and egg phospholipids added in the formulation; furthermore, this
fact was also reflected in a lower n-6/n-3 ratio, but it still was within
the range of 5-15 as recommended for a correct LC-PUFA and
eicosanoids metabolism (Koletzko et al., 2005). The corresponding n-
6/n-3 ratios of the rest of samples were also in this range. However,
when only linoleic and a-linolenic acids were considered, their ratios

were above the range specified in the EC regulations (Directive
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2006/141/CE). Specifically, the highest contents for LC-PUFA (20 and
22 carbon atoms) regulated by this Directive, were accomplished
when they are added in the formulation of IF: 1% of the total fat
content for n-3 LC-PUFA and 2% for n-6 LC-PUFA.

Regarding C20:5, it was identified in all samples although only
one of them is enriched in LC-PUFA; it could have been provided by

the choline used in the formulation of all the IF.

C. THIOBARBITURIC ACID REACTIVE SUBSTANCES

After checking the validity of the proposed method for
evaluating MDA variations of IF during storage (see experimental part,
section B.3.3), recovery assays were performed throughout the study,
in order to confirm the accuracy of the method. For every assay, Six
aliquots of infant foods were prepared, three of them were spiked with
known amounts of TEP standard just before the distillation, and all of
them were treated for TBARS determination as the samples. Results

are shown in table n® 48.

When a one-way factor ANOVA (time of storage) was applied
to the different recovery values obtained, no significant differences
were found (p value = 0.522) and, therefore the mean recovery factor

(2.23) was applied to MDA contents obtained throughout the storage.

Other authors that applied also the distillation method have
obtained similar recovery values: Hoyland and Taylor (1989) used a
steam distillation apparatus for MDA determination in different food
samples and percentage recoveries ranged from 36 to 46%. In

another study (Cesa, 2004), recoveries ranging from 40 to 80% were

176



Results, statistical evaluation and discussion

obtained when applying a HPLC method. Although the TBA test was
mostly used to compare similar samples, the results obtained confirm
the need of determining recovery values for different types of sample

if absolute values are to be recorded.

Table 48. Thiobarbituric acid reactive substances. Recovery assays
performed throughout the study (expressed as mean + standard
deviation).

Month Present* Added* Found* Recovery (20)

234.92 155.12

1 58.95 233.02 153.85 41.23 +£0.72
233.23 157.30
67.28 97.71

2 60.13 69.85 90.62 47.64 +7.18
69.72 90.32
43.52 83.21

5 64.92 44.68 91.61 48.33 £ 9.97
43.96 83.85
61.68 89.13

7 63.56 61.03 91.07 4451 +2.74
60.39 91.84
61.94 102.30

8 74.36 61.63 101.41 42.23 £ 4.02
60.57 97.14

Mean recovery (26) = 44.79 + 3.16

Mean recovery factor = 2.23

(*ng/kg sample)

The MDA contents quantified in the infant foods stored at 25,

30 and 37 °C are presented in table 49 and in figure 16; a recovery
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factor of 2.23 was applied. The results are expressed in pug/kg, as the

mean value * standard deviation of three aliquots of each sample.

As it can be seen in figure 16, it was not possible to find a

trend or behavior of MDA contents throughout the study.

When a three-way factor ANOVA (type of sample, time and
temperature of storage) was applied, significant differences were
found (p value = 0.01) according to the storage time (figure 17).
Application of Tukey’s test showed differences between months 2 and
8 with respect to 9. An unpredictable response was observed along

the study, with no clear increase or decrease trend of MDA contents.

The observed irregular behavior of MDA values throughout
storage time has already been reported in studies on lipid oxidation in
different foods (Angulo et al., 1998; Manglano et al., 2005); this is
partly due to the volatility of some of the formed compounds, and
partly to reaction between these compounds and amino groups from
different matrix components. Thermal treatments favor the reaction
between carbonyl groups from reducing sugars and amine groups
from amino acids (Maillard reaction, MR) which, among other
compounds, yields furfural and HMF products. Furfural and HMF can
be volatilized in steam and, for this reason, can also react with TBA to
increase the TBARS values (see literature review, section E.3.1
Burcham and Kuhan, 1996; Vidaud et al., 1999; Manglano et al.,
2005).
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Figure 17. Thiobarbituric acid reactive substances. Tukey’s honest
significant difference test on MDA contents at different storage times
(expressed as ug/kg sample).
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Therefore, although the TBA assay used in this study resulted
in good analytical parameters, it was not suitable for monitoring lipid
oxidation in this type of sample, because of the reasons

aforementioned, which may either increase or decrease MDA contents.

D. VOLATILE COMPOUNDS

D.1. MILK AND CEREAL-BASED LIQUID INFANT FOODS

The contents of volatile compounds indicative of lipid oxidation
in infant foods stored at 25, 30 and 37 ©C are presented in table 50
and in figure 18. The results are expressed in pug/kg, as the mean
value + standard deviation of three aliquots of each sample. As it can
be observed, there was an important decrease in pentanal, hexanal
and heptanal contents throughout storage, while pentane contents

increased in contrast.
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Figure 18. Volatile compounds. Evolution during storage at different
temperatures (expressed as pg/kg). a). Hexanal (in sample A); b).
Pentanal (in samples A and B); c¢). Heptanal (in samples A and B), and
d). Pentane (in samples A and B).
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The highest aldehyde (pentanal, hexanal and heptanal)
contents corresponded to just-manufactured samples (zero time).
Consequently, the formation of these aldehydes can be mainly
ascribed to thermal lipid degradation (Frankel, 1982) as a
consequence of the heating processes included in the manufacture of

these infant foods.

The values obtained show that from zero time and until the
fourth storage month, the aldehyde reduction rate depends on length
of the carbon chain: 82.2% for pentanal, 75.8% for hexanal and
71.4% for heptanal. The different reactivity according to the number

of carbon atoms has been reported elsewhere (Pokorny et al., 1977).
Storage temperature exerted a significant effect on the

decrease in hexanal content, being lower at higher temperatures (37
©°C < 30 °C < 25 ©C) (table 50 and figure 18.a).
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The two-factors (storage time and storage temperature)
ANOVA showed significant differences (p values = 0.00) in hexanal
content. Application of Tukey’s test (figure 19) indicated that hexanal
contents corresponding to months 0, 1 and 2 of storage differed
among them and, also, from the rest of storage months. During the
first three storage months, the hexanal content decreased with
increasing storage time, even though no significant differences among
different storage times were found from the fourth storage month

onwards.

Figure 19. Volatile compounds. Tukey’s honest significant difference
test on hexanal contents at different storage times (expressed as
ug/kg sample).
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Regarding to pentanal and heptanal, as shown in table 50 and
figure 18. b and 18.c., the contents were lower in sample B than in
sample A and, as in the case of hexanal, contents were lower at
higher storage temperatures.

When an ANOVA was applied, significant differences (p values
= 0.00) were found with respect to storage time, storage temperature

and type of sample. Application of Tukey’s test indicated that pentanal
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and heptanal (figure 20) contents corresponding to storage months 0O,
1 and 2 differed from the rest, and both decreased with increasing

storage time, as occurred with hexanal.

Figure 20. Volatile compounds. Tukey’s honest significant difference
test on pentanal and heptanal contents at different storage times.
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When pentanal and heptanal interactions were evaluated, it
was shown that, for both aldehydes, their behavior throughout
storage time or at a specific storage temperature depended on the

type of samples (p values = 0.00) (figure 21).
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Figure 21. Volatile compounds. Interactions between type of sample
and storage temperature. a). Pentanal and b). Heptanal.
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Throughout storage of samples, no rancid odor of fats was
detected. However, a conspicuous increase in the color of the infant
foods with storage temperature and time was consistent with the
development of MR as the main cause of aldehyde degradation in the

analyzed samples (see literature review, section E.1.5; Pokorny,
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1977; Pokorny et al., 1977; Pokorny, 1981). Oxidation did not seem
to be the main cause of the aldehyde degradation during storage,
because samples were packed in an inert atmosphere from

manufacture until analysis.

Changes in physical properties as a consequence of the
interactions between oxidized lipids and proteins may also affect the
organoleptic value of foods (see literature review, section E.1.5).
These reactions are enhanced at water activities (a,) higher than 0.4

(Pokorny et al., 1983), this being the case in our samples.

In just-manufactured samples (zero time), no differences in
pentane contents (mean: 19.9 ug/kg) among samples were found.
Pentane contents increased throughout storage (table 50 and figure
18.d.). Therefore, degradation of the lipid fraction initiated in the
manufacturing process continues throughout storage. However,
hydrocarbons (pentane) are more stable than aldehydes (Léliger,
1990), and pentane steadily accumulates during the considered
storage period.

The increase in pentane content throughout storage
underscores the oxidation of linoleic acid in the samples, which would
also produce volatile aldehydes from the hydroperoxide decomposition
(see literature review, section E.1.4) (Frankel, 1982); however, the
samples evolution shows that the aldehyde disappearance rate, due to
MR, exceeds the rate of aldehyde formation due to lipid oxidation.

Pentane formation is favored by the increase in storage
temperature, and its presence is greater in B samples (table 50 and
figure 18.d.). This fact could be attributed to a more effective
prevention of lipid oxidation by honey (A) as compared to dehydrated
fruits (B) (Wang et al., 2004).
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In the case of pentane, the application of a three-factor ANOVA
indicated significant differences (p values = 0.00) with respect to
storage time, temperature and type of sample. Tukey’s test showed
that only samples stored at 25 ©C differed from the rest, having
pentane contents lower than those stored at 30 and 37 ©C. Regardless
of the storage temperature, B samples had higher pentane contents
than A.

With regard to storage time, pentane contents increased
(figure 22) in three steps: the lowest pentane contents corresponded
to just-manufactured samples (month 0), followed by higher pentane
contents in samples stored for 1, 2 and 4 months (without differences
among these timepoints), and further higher levels during the
following storage months (5, 7, 8 and 9) (without differences among

these months).

Figure 22. Volatile compounds. Tukey’s honest significant difference
test on pentane contents at different storage times.
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Interactions between the type of sample and storage time (p
value = 0.00) were found (figure 23): the pentane contents in sample
B stood out in this sense, because they experienced a greater increase

than A in the first storage month.

Figure 23. Volatile compounds. Pentane interactions between type of
sample and storage time.
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The evolution of the analyzed volatile compound contents
according to the storage variables (month and temperature) was
adjusted (p value = 0.00) to the models shown in table 51. In
pentanal and heptanal equations, the effect of z (indicator-dummy
variable) was negative, i.e., pentanal and heptanal contents were
lower in B than in A. The opposite occurred in relation to pentane
behavior. Considering a given storage time and temperature, the
correlations obtained can provide information on the level of analyzed

volatile compounds and the effects of storage.
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A correlation (p value = 0.00) between pentanal, heptanal and
storage time was also noted in table 51, which could be used to
estimate the storage time of the infant food from the corresponding

pentanal and heptanal contents.

Table 51. Volatile compounds. Correlations between volatile contents,
storage variables and type of sample.

Analytes Model R?

Hexanal y = 65.186 — 0.624 T/t 0.908
Pentanal  y = 9.969 — 3.015z — 0.089 T~/t 0.721
Heptanal  y =1.348 — 0.507z — 0.01 T/t 0.798
Pentane y = 15.812 + 10.893z + 0.250 T/t 0.830

Pentanal and

pentanal = 1.143 + 6.840 heptanal — 0.765+4/t  0.920
heptanal

y: analyte content (ug/kg sample); T: storage temperatura (°C); t: storage time
(months); z: indicador (dummy) variable (z = 0 for sample A, z = 1 for sample B); R?:
squared correlation coefficient)

A review of the literature shows that several studies have
evaluated the evolution of volatile compounds content as a
consequence of oxidation of the lipid fraction in different foodstuffs
(Robards et al., 1988, Frankel, 1993; Brunton et al., 2000; Sunesen
et al., 2001; Sanches-Silva et al., 2004; Kalua et al., 2006).

Increases in volatile aldehyde contents in milk exposed to
different types and intensities of light have been reported (Marsili,
1999; Chung et al., 2002; van Aardt et al., 2005), but comparison
with the results of the present study was not possible, because of the
differences in the origin of the lipid fraction; the analyzed samples had
greater linoleic acid contents than milk and also contained cereals,

thus yielding a more complex matrix.
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A general increase in volatile compound contents in UHT milk,
as a consequence of thermal treatment - with differences according to
the intensity of such treatment and the compound considered
(pentanal, hexanal and heptanal) — even though also a decrease
throughout storage (90 days at room temperature), have been
reported (Contarini et al., 1997). However, increases in aldehydes in

UHT milk during storage have also been reported (Jeon et al., 1978).

In the present study, hexanal was the most abundant volatile
compound, followed by pentanal and heptanal - though the contents
of these aldehydes decrease as the storage time increases. In the
liguid infant foods, their high a, does not allow important
development of lipid oxidation, which can be monitored through
pentane formation. In addition, some products of nonenzymatic
browning with antioxidant activity, can affect lipid oxidation (Ahmad
et al., 1998).

The results obtained show that pentane is a good indicator of
lipid oxidation in the analyzed liquid infant foods, and can be used to
monitor the stability of their lipid fraction and, anyway, these products

show a low oxidation level.

D.2. INFANT FORMULAS

The chromatogram from a powdered IF (sample C) obtained
under the mentioned assay conditions is reported in figure 24. The
peaks corresponding to hexanal, heptanal and nonanal were identified
by comparing their retention times to those of the standards and also

by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis.
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Figure 24. Volatile compounds. Chromatogram obtained from sample C by GC-FID. Peaks numbered correspond to 1)

hexanal, 2) heptanal and 3) nonanal.
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Results, statistical evaluation and discussion

Hexanal was quantified in IF because it was the most
representative. The contents after 4 and 7 months manufacturing are
given in table 52 as ug/kg of powdered formula and as ng/ml of the
ready-to-eat reconstituted formula (13%, w/v). The results are
expressed as the mean value *+ standard deviation of three aliquots of

each sample.

Table 52. Volatile compounds. Hexanal contents in powdered IF
(samples C, D, E and F) after four and seven months manufacturing
(expressed as average + standard deviation).

Hexanal
Sample Months ug/kg ng/ml”
4 7172.7 + 454.2 932.5+59.1
C 7 6074.8 + 212.6 789.7 + 27.6
Mean 6623.8 861.1
4 5877.7 + 804.6 764.1 + 104.6
D 7 3482.6 + 270.5 452.7 + 35.2
Mean 4680.2 608.4
4 2515.2 + 135.2 327 +17.6
E 7 1017.1 + 139.7 132.2 +18.2
Mean 1766.2 229.6
4 4650.8 + 627.4 604.6 + 81.6
F 7 3627.4 + 340.5 471.6 + 44.3
Mean 4139.1 538.1

*IF reconstituted at 13% (w/v)

The hexanal contents were lower in samples stored for seven
than for four months (table 52), which could at first seem amazing,
but it must be noted that the samples came from different batches
because they were bought from a local supermarket, and their storage
conditions before the purchase were unknown. The decrease in
hexanal content could be due to its reaction with other sample
components such as the MRP (see literature review, section E.1.5),

although this assertion can not be categorical, because the differences
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could also be ascribed to the manufacturing process (two different

batches) and also to different storage conditions.

Hexanal contents from IF are also expressed as ng/ml (table
52) of the reconstituted formula to allow comparison with the
analyzed cereal and milk-based liquid infant foods (samples A and B)
(see section D.1). The values obtained show that in all cases, the
hexanal content in IF was higher than in liquid infant foods at any
storage time, partly because in IF the low a, and a fat content of 25%
(w/w) favour oxidation process.

It has to be noted that the liquid infant foods were provided by
the manufacturer so they came from the same batch, the storage

conditions were controlled and the same for both samples.

Despite the similarity in FA profile between the IF and the
liguid infant foods, they differ in their physical state; in fact, IF were
available as powder, while the analyzed milk-cereal based infant foods
were liquid; in addition, the lower a, in IF favors lipid oxidation.
Furthermore, it should be noted that reconstituted IF and liquid milk
and cereal-based products have rather, the same vitamin E contents
(1 mg/100 ml in both types of products), whereas vitamin C contents
were 6.5 and 9.7 mg/100 ml in IF and liquid infant foods, respectively
(see experimental part, sections A.2 and A.3). However, in the
storage conditions, IF had higher antioxidant contents than liquid
infant foods and a lower a,, favouring the antioxidant activity. In this
sense, Frankel (1991) indicates that o-tocopherol (hydrogen donor
compound) reduces and increases the relative percentages of pentane
and hexanal, respectively.

The results obtained by Ulberth and Roubicek (1995) in milk

powder samples, with a fat content of 26% and stored for 130 days at

195



Results, statistical evaluation and discussion

30 ©C, support the latter observation; in fact, hexanal contents rose

up to 106 ug/kg but no pentane was found.

Studies on the evolution of volatile compounds during milk-
based infant foods storage are scarce in the reviewed literature, and
only on powdered milk-based IF have been found.

The effect of antioxidant addition to stored powdered IF was
evaluated by Fenaille et al. (2003); hexanal, pentanal and heptanal
were detected, but only hexanal contents were reported. Hexanal
contents ranged from 1181 to 3430 pug/kg (after 3 weeks of storage at
37 ©C), and from 466 to 1022 ug/kg (after 4 weeks of storage at 37
°C) in IF without and with added antioxidants, respectively. In
another study (Romeu-Nadal et al., 2004), the amounts (ug/kg) of
propanal, pentanal and hexanal detected in powdered IF just
manufactured and stored for 4 weeks, were as follows: 1440, 1510
and 4660 in just-manufactured IF, and 5630, 8970 and 39840 after 4
weeks of storage at 50 °C, respectively. In both studies, the principal
product of fat oxidation that increase during storage was hexanal, and
its contents were similar to those obtained in our study, except for the

4-week storage at 50 ©C.

The stability of n-3 and n-6 LC-PUFA added to powdered IF was
evaluated throughout a 15-month storage (at 25 and 37 ©C) by
measuring hydroperoxides, headspace aldehydes (propanal, pentanal
and hexanal), fatty acid content and sensory analysis (Romeu-Nadal
et al., 2007). Logically, propanal resulted the most abundant aldehyde
in IF supplemented with higher amounts of n-3 LC-PUFA (up to 45000
ng/kg after 15 months of storage at 37 ©C), and pentanal and hexanal
were the most abundant in n-6 LC-PUFA supplemented IF (20000 and
45000 ug/kg after 15 months of storage at 37 ©C). The sample D from
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our study was the one supplemented with LC-PUFA, but this fact was
not reflected in higher hexanal amounts with respect to the other
samples, probably due to their non-controlled storage.

A recent study (Fenaille et al., 2006) analyzed the
modifications in lipid and protein fractions induced by manufacturing
production in powdered and liquid IF randomly sampled (without
considering their storage time or temperature); hexanal was not
quantified but it was monitored by mass spectrometry response for
m/z 56 (corresponding to hexanal). The highest lipid oxidation
corresponded to powdered IF, followed by liquid IF, whereas
hypoallergenic powdered IF gave even a lower oxidized level, which
could be due to the tendency of aldehydes to react with peptides in
this type of sample.

Following this last study, the results obtained in the
determination of volatiles in the milk and cereal-based infant foods
and the IF show that, in any case, the lipid fraction is more stable in

the liquid products than in powdered IF.

E. DETERMINATION OF STEROL AND STEROL OXIDATION
PRODUCTS

E.1. SYNTHESIS OF PHYTOSTEROL OXIDATION PRODUCTS

Standards of POP are not commercially available, so 7a-
hydroxy, 7p-hydroxy, 7-keto, a-epoxy and B-epoxy derivatives of -
sitosterol, campesterol and stigmasterol were produced by thermo-
oxidation according to Conchillo et al. (2005). The thin-layer
chromatography (TLC) plates performed in order to separate the

synthesized derivatives of each sterol (B-sitosterol and stigmasterol)
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are shown in figure 25. Bands corresponding to different oxidation
compounds are identified by comparing their Rf with those of COP
standards also loaded on the same plates as reference. Five TLC
bands were identified (table 53), from the non-oxidized phytosterols

(Rf = 0.59, band 1) to the 7o-hydroxy derivatives (R = 0.21, band 5).

As it can be observed from the figure 25, the bands
corresponding to 7a-hydroxy and 7p-hydroxy derivatives displayed a
blue color after treatment with sulfuric acid (80% v/v), which is in
agreement with Chicoye et al. (1968), Daly et al. (1983) and

Bortolomeazzi et al. (1999).

Figure 25. Synthesis of POP. TLC plates of synthesized oxides: (a) B-
sitosterol and (b) stigmasterol.
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b). Stigmasterol

COP
standards Stigmasterol oxides

Band 1<«

Band 2 «—

Band 34—

Band 4 «—
Band 5 +—

The R; of the TLC bands, the RRT (with respect to 19-
hydroxycholesterol, used as 1S) from gas chromatography-flame
ionization detector (GC-FID) and GC-MS analysis and the identification
of the main synthesized POP are shown in table 53. The GC elution
order of the different classes of oxidation products was identical for
every phytosterol: 7a-hydroxy, non-oxidized phytosterol, 7p-hydroxy,
B-epoxy, a-epoxy and 7-keto derivatives; the serie of campesterol
derivatives were the first to elute, followed by those of stigmasterol

and p-sitosterol derivatives.
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Results, statistical evaluation and discussion

E.2. CONTENTS OF STEROLS AND STEROL OXIDATION
PRODUCTS

The amount of unsaponifiable fraction obtained from the
samples is shown in table 54 as the mean value + standard deviation
of ten replicates. The percentage of unsaponifiable fraction with

respect to 100 g of lipids was 3.7% for both types of samples.

A GC chromatogram of the sterol composition of sample A
obtained under the analytical conditions described is shown in figure

26.

Table 55 shows the sterol composition of the analyzed infant
foods. B-Sitosterol was the most representative sterol (3.37 and 3.47
mg/100 g of B and A, respectively) followed by cholesterol (1.31 and
1.34 mg/100 g of B and A, respectively) and campesterol (1.16 and
1.18 mg/100 g of B and A, respectively). Stigmasterol and
brassicasterol were the less abundant sterols (0.36 and 0.18 mg/100
g, respectively); the latter might derive from rapeseed oil added as
vegetable oil in the product formulation. Cholesterol occurrence may
be attributed to skimmed milk and palm or palm-kernel oil (up to 7%
cholesterol in these oils) (Kamm et al., 2001), as deduced from the FA

composition.
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Table 54. Contents of sterols and sterol oxidation products. Amount
(mg/100 g of lipids) and percentage (expressed in lipid basis) of the
unsaponifiable fraction of samples A and B.

Sample A

Fat extract (g)

Unsaponifiable fraction

mg %

0.61 26 4.26

0.61 24.4 4.00

0.67 18.4 2.75

0.67 19 2.84

0.65 26.2 4.06 *
0.65 23.3 3.61 3.72+0.53
0.64 25.4 3.97

0.64 23.2 3.63

0.61 24.4 4.00

0.61 24.9 4.08

Sample B
Unsaponifiable fraction
Fat extract (Q)
mg %

0.61 22.4 3.67

0.61 18.1 2.97

0.63 26 4.13

0.63 22.8 3.62

0.62 24.7 4.02 -
0.62 22.8 3.71 3.70+0.43
0.66 24.9 3.80

0.66 26.2 4.00

0.67 27.5 4.14

0.67 19.6 2.95

*With respect to 100 g of lipids expressed as mean * standard deviation
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Table 55. Contents of sterols and sterol oxidation products. Main
sterols (mg/100 g of product) found in samples A and B (values are
given as mean value =+ standard deviation of three replicates).

Sterol mg/100 g of sample A mg/100 g of sample B
Cholesterol 1.34 = 0.13 1.31 = 0.10
Brassicasterol 0.18 = 0.02 0.17 = 0.02
Campesterol 1.18 + 0.09 1.16 + 0.07
Stigmasterol 0.37 = 0.05 0.35 + 0.04
B-Sitosterol 3.47 = 0.37 3.37 £ 0.31
Total
Shytosterols 5.20 = 0.53 5.06 + 0.44
Total sterols 6.54 + 0.66 6.37 £ 0.54

Limit of quantitation (LOQ) = 0.1 mg/100 g of sample calculated at a signal to noise
ratio equal to 6:1)

A one way factor (type of sample) ANOVA was applied to sterol
contents and no significant differences (p value = 0.09) in the

individual sterol contents among the analyzed samples were found.

In figure 27, a chromatogram of the SOP present in sample A

at zero time of storage is shown.
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Table 56 reports the amount of sterol oxides found in ready-to-
eat infant foods, during storage. The total amount of SOP ranged from
81.1 to 97.8 ug/100 g in sample A and from 77.9 to 96.1 ug/100 g in

B. Brassicasterol oxides were not analyzed in these samples.

The main SOP found was 7-ketositosterol, followed by the
coeluting pair a-epoxysitosterol+stigmastanetriol and cholestanetriol.
Other SOP were detected at trace levels by GC-MS: 25-
hydroxycholesterol, 7B-hydroxycampestanol (tentative), 5-
hydroxysitosterol, 7B-hydroxysitostanol (tentative) and 6-
ketositosterol. Among these SOP, only the latter was quantifiable and
ranged from 2.2 to 2.8 ug/100 g of sample.

B-epoxycholesterol coeluted with minor amounts of stigmasterol,
so a correction factor was calculated considering sterol concentration
before and after SPE purification; cholesterol was used for this scope,
assuming that both cholesterol and stigmasterol are sterols with
similar SPE adsorption coefficient. About 5.7% of the calculated B-
epoxycholesterol corresponded to the coeluting stigmasterol, so it was

subtracted from the reported amounts.
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Results, statistical evaluation and discussion

The type and total amount of SOP were similar in both types of
infant food, regardless of the flavor ingredients (fruit and honey). No
significant differences (p > 0.05) in the single SOP content were found
with respect to storage time and type of sample, except for o-
epoxycampesterol and sitostanetriol. The two-factor (storage time and
type of sample) ANOVA, showed significant differences in o-
epoxycampesterol content with regard to time of storage (p value =
0.02) and type of sample (p value = 0.04). Application of Tukey’s test
indicated that a-epoxycampesterol contents corresponding to months
4 and 9 differed from month 0. Regarding to sitostanetriol, significant
differences (p value = 0.04) were found with respect to type of
sample. However, no clear trends were observed with respect to both

factors.

Although 7-keto derivatives of sterols have been previously used
as reliable markers of the extent of sterol oxidation in foods (Lercker
and Rodriguez-Estrada, 2000; Scopesi et al., 2002; Cercaci et al.,
2006), their formation may vary depending on the type of food
matrices and their corresponding oxidation phase/status as well
(Kemmo et al., 2005). In fact, the large quantitative differences found
between 7-ketositosterol (mean value: 14.5 ug/100 g of sample) and
7-ketocholesterol (mean value: 0.8 ung/100 g) might be due to diverse
initial levels of sterol oxidation of the raw materials (milk and
vegetable oils), as well as to the processing technologies and
conditions used for their production. Vegetable oils are usually
subjected to refining, which leads to the formation of different types
and amounts of SOP, depending on the sterol content, on the
chemical structure of the sterol oxides produced and the refining
process applied to the oils (Bortolomeazzi et al., 2003). On the other

hand, milk, the other main ingredient, is also subjected to different
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Results, statistical evaluation and discussion

processes during manufacturing, such as pasteurization and spray-
drying steps, which have been reported to cause sterol oxidation in
milk cereals, infant formulas and powdered milks (Zunin et al., 1998;
Angulo et al., 1998; Przygonski et al., 2000). All these events may

have led to different oxidation stages in vegetable oils and milk fat.

The very low amounts of SOP found in these infant foods should
not represent a health risk, because negative biological effects of SOP
seem to manifest at relatively higher concentrations as compared to
the daily intake that these foods would represent (Sevanian, 1991;
Schroepfer, 2000; Ryan et al., 2005).

7-ketositosterol and 7-ketocholesterol detected in ready-to-eat
infant foods here analyzed are apparently much lower than those
found in a previous study on powdered infant milk cereals (Zunin et
al., 1998). Zunin et al. (1998) reported that 7-ketositosterol and 7-
ketocholesterol contents varied from 5.9 to 49.0 ug/100 g of sample
and from 3.3 to 42.1 pug/100 g of sample, respectively. However, the
powdered samples require water addition (about 19 g product/100 ml
water) before consumption, which would result in a dilution of 7-
ketositosterol and 7-ketocholesterol concentrations (1.1-9.3 and 0.6-8
ug/100 g of reconstituted product, respectively). Considering the
reconstituted samples, their 7-ketositosterol content was about 3
times lower than those found in the infant foods here analyzed, even
though B-sitosterol contents of both reconstituted and ready-to-eat
samples were similar. On the other hand, reconstituted samples
exhibited 7-ketocholesterol levels about 4 times higher than those
detected in this study, due to their higher cholesterol content. -
Sitosterol and cholesterol displayed similar oxidation levels in

powdered samples, whereas 7-ketositosterol was significantly higher
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Results, statistical evaluation and discussion

in ready-to-eat infant foods, though. The greater extent of p-sitosterol
oxidation in the samples here analyzed, evinces that the ingredients
from vegetable origin had a higher degree of oxidation, probably due

to the quality of the raw materials and/or processing conditions.

Table 57 reports the single sterol oxidation rates (OR) found

ready-to-eat infant foods.

No significant differences (p < 0.05) were found among the
sterol OR of sample A and B and no particular OR trend was observed
with respect to storage. In both types of samples, stigmasterol had
the highest OR (2.4-3.4%), followed by cholesterol (1.5- 2.1%) and
B-sitosterol (1.3-1.5%). Due to its scarce presence, stigmasterol OR
might be more influenced by analytical errors, thus leading to a

relatively higher OR with respect to those of the other sterols.

Table 57. Contents of sterols and sterol oxidation products. Sterol
oxidation rates (SOP/sterol in percentages) found in samples A and B
during storage (values are given as mean value + standard deviation
of three replicates).

Oxidation rates (%6)

Sample A
Months 0 2 4 7 9
Cholesterol 21+00 1.8+0.1 1.9+0.1 1.9+0.0 1.7+0.3
Campesterol 0.6 0.0 0.5x0.0 0.5x0.0 0.6 0.1 0.5+0.2
Stigmasterol 28+0.2 2.8+0.2 3.1+0.6 29+0.4 2.3+0.6
B-Sitosterol 1.5+0.2 1.3+00 14+£00 1.4+0.1 1.3+0.4
Sample B
Months 0 2 4 7 9
Cholesterol 1.8+0.0 20+£0.2 1.9+£0.2 1.9+£0.1 1.5+x0.1

Campesterol 0.3x0.1 0.6 0.0 0.5xx0.0 0.6 0.1 0.5x0.1

Stigmasterol 28+x0.8 3.1+0.0 34x+1.2 3.1+04 2.6 +0.0

B-Sitosterol 14+0.1 1.5+0.2 1.4+£0.0 1.5+0.1 1.3+0.1
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These remarkable differences, anyway, might be caused by the
different processing technologies applied to milk and vegetable oils, as
well as to the diverse sterol susceptibility to oxidation. Since ready-to-
eat infant foods are oil-in-water emulsions, oxidation likely occurs at
the emulsion droplet interface. In fact, phytosterols are surface active,
so they could be particularly prone to oxidation (Cercaci et al., 2007);
this susceptibility also depends on the sterol relative concentrations at

the oil-water interface.

If only 7-keto derivates are considered, cholesterol OR is
drastically reduced to 0.05-0.08% and 0.04-0.11% in A and B,
respectively, whereas B-sitosterol OR decreases to 0.41-0.48% in both
types of samples. Zunin et al. (1998) reported 0.02-0.62% and 0.08-
0.46% of cholesterol and B-sitosterol OR in powdered infant milk
cereals, respectively, which further confirms the higher extent
oxidation of raw materials from vegetable origin used in the samples

here analyzed.

Figure 38 compares the percentages of p-sitosterol and
cholesterol oxides (expressed with respect to the corresponding
unreacted sterol), detected in sample A at 0 months of storage. Since
sterol oxides remain roughly constant during storage in both A and B,
data reported in figure 38 are representative of sterol oxide
percentages (%SO) in these infant foods; %SO at the beginning of
the storage may provide a better picture of the original sterol

oxidation level in the raw materials utilized for these products.
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Figure 38. Contents of sterols and sterol oxidation products. Relative
percentages of B-sitosterol and cholesterol oxides (expressed with
respect to the corresponding unoxidized sterol) found in sample A at O
months of storage. Data points represent means (n = 3) + standard
deviations (some error bars may lay within the data points).

1.0

O Cholesterol oxides
08 O B-sitosterol oxides|
0.6 - _I_

Lalal

7a-hydroxy- 7B-hydroxy-  B-epoxy- 0-€POXY- triol-der. keto-der.
der. der. der. der.

Percentage of sterol oxides
(mg/100 g of sterol)

Sterol oxides

*The relative amount of a-epoxysitosterol would be likely overestimated, due to its
overlapping with an unknown amount of stigmastanetriol under the analytical
conditions used in this study

This figure shows that the percentages of the single B-sitosterol
oxides are significantly different from those of the corresponding
cholesterol oxides. In fact, the ratio between the relative amount of
the 7a-/7B-hydroxy derivatives of cholesterol and pB-sitosterol was
5.99 and 0.27, respectively. The majority of 5,6-epoxy derivatives of
cholesterol were present in their g configuration, whereas those of p-
sitosterol were mostly present as a-epoxy; this influenced the B-/a-
epoxy derivatives ratio, which was equal to 0.44 and 2.07 for B-
sitosterol and cholesterol, respectively. It must be pointed out,
though, that the %SO of o-epoxysitosterol would be likely
overestimated, due to its overlapping with an unknown amount of

stigmastanetriol under the analytical conditions here used. The
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percentages of B-sitosterol and cholesterol triol derivatives were equal
to 0.33% and 0.85%, respectively. As aforementioned, the large
difference between the relative amounts of 7-keto derivatives of p-
sitosterol and cholesterol further confirms their diverse stage of

oxidation.

Besides the 7-keto derivatives, the other B-sitosterol oxides
seem to have reached the most stable forms from the
thermodynamics standpoint (Smith, 1981), i.e. 7p-hydroxy and o-
epoxy rather than 7a-hydroxy and p-epoxy derivatives; cholesterol
exhibits the opposite trend, though. Furthermore, the sums of the
relative amounts of 7a-hydroxy, 7p-hydroxy and 7-keto derivatives
were 20.6% and 43.3% for cholesterol and B-sitosterol, respectively,
whereas the sums of a-epoxy, p-epoxy and triol derivatives of
cholesterol and B-sitosterol were 79.4% and 56.7%. Considering that
7-hydroxy and 7-keto compounds are generated by a different
oxidation pathway than epoxy and triol derivatives (Smith, 1981),
these results confirm the diverse oxidation stage and origin of
cholesterol and B-sitosterol in samples here analyzed. Lysis of epoxy
derivatives into triols might be partly due to the interaction with
hydrogen peroxide, which is released by microbial enzymes before
milk UHT treatment (Lewis, 2003).

The ready-to-eat infant foods analyzed showed a low sterol

oxidation level, which remains roughly constant during storage.

The low sterol oxidation level observed in these ready-to-eat
infant foods might be attributed to the efectiveness of the packaging
system (inert atmosphere), to the slight enrichment with vitamins

having antioxidant properties (vitamins A, C and E) and to the
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presence of Maillard reaction products (MRP) found in these samples
(Bosch et al., 2007). The antioxidant capacity of MRP (Alaiz et al.,
1997; Ames, 2001) might have prevented sterols from oxidizing
during storage, thus maintaining the same oxidative status reached
after processing. In addition, the physical state (liquid) of the milk-
cereal-based infant foods could have also favored MRP solubilization,

thus contributing to the product stability (Garcia-Llatas et al., 2006).
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Conclusions

Del estudio de la estabilidad de la fraccion lipidica de alimentos

para lactantes se concluye:

1. Las papillas de cereales analizadas tienen un contenido de
grasa del 2.5%, con una fraccidn insaponificable del 3.7% con
respecto a 100 g de lipidos. El perfil de acidos grasos de las papillas
recién fabricadas indica que en los dos tipos de papillas (A y B) se

utiliza las mismas grasas.

2. Los acidos grasos saturados y monoinsaturados se
encuentran en igual porcentaje, que duplica al correspondiente de los
poliinsaturados. El contenido de isdmeros trans es de 0.36 g/100 g
lipidos, claramente inferior al 3% indicado en la Directiva
141/2006/CE para foérmulas para lactantes; no se dispone de

legislacién especifica para las papillas.

3. El método aplicado para la determinacion de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico es aceptable desde el punto de vista
analitico. No obstante, debido a las reacciones entre los distintos
componentes de las papillas, durante el almacenamiento se producen
aumentos y disminuciones del malondialdehido, que lo hacen poco util

para monitorizar el estado de oxidacién.

4. El método por microextraccion en fase sélida-cromatografia
gaseosa, puesto a punto y validado para la determinacién de
compuestos volatiles, es Util para evaluar la estabilidad de la fraccion

lipidica de formulas para lactantes y papillas de cereales con leche.

5. A lo largo del almacenamiento disminuyen los contenidos de

pentanal, hexanal y heptanal de las papillas, mientras que el de
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pentano aumenta; en ambos casos influye la temperatura. Se propone
un modelo predictivo Gtil para estimar el tiempo de almacenamiento

de las papillas a partir de los contenidos de pentanal y heptanal.

6. ElI aumento del contenido de pentano durante el
almacenamiento indica que la degradacién lipidica iniciada en el
procesado continla. Su determinacion puede usarse para evaluar la

oxidacién de las papillas.

7. El hexanal es el compuesto volatil mayoritario de papillas y
formulas para lactantes. El mayor contenido de hexanal de las
formulas para lactantes puede atribuirse a la menor actividad del agua

y al mayor contenido de grasa (25%) de este tipo de productos.

8. Las papillas de cereales tienen un contenido de esteroles de
6.4%, de los cuales el 5.1% son fitosteroles. El B-sitosterol es el
mayoritario (3.4%), seguido del campesterol (1.2%); estigmasterol y

brassicasterol son menos abundantes.

9. Se han detectado y cuantificado un total de 22 compuestos
distintos procedentes de la oxidacién de esteroles, siendo mayoritario
el 7-cetositosterol. El almacenamiento no influye en los contenidos de
esteroles oxidados, a excepcion del epoxicampesterol y el

sitostanotriol.

10. Las diferencias obtenidas entre los productos de oxidacion
de esteroles, con respecto a los esteroles de procedencia, indican el
distinto grado de oxidacion de la grasa de la leche y los aceites
vegetales; estas diferencias pueden atribuirse a las distintas

condiciones a que han sido sometidos durante su procesado.
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Como conclusion general del estudio realizado se sefiala que
durante la vida (til de las papillas de cereales, el grado de oxidacion
de los acidos grasos y de los esteroles es bajo. Sin embargo, los
potenciales efectos negativos para la salud de los productos de
oxidacion lipidica hacen necesario su control.

Otro factor a destacar es la gran influencia que ejercen la
calidad de las materias primas y el proceso de elaboracion sobre el
estado de la grasa del producto final, pues sus efectos son superiores

a los del almacenamiento.
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From the study on the stability of the lipid fraction of infant

foods, it can be concluded that:

1. The fat content of the analyzed milk and cereal-based infant
foods is 2.5% and the unsaponifiable fraction is 3.7% with respect to
100 g of lipids. The fatty acid profile of the just manufactured cereal-
based infant foods indicates that the same fats were used in both

types of infant foods (A and B).

2. There s the same percentage of saturated and
monounsaturated fatty acids, which is twice as much that of
polyunsaturated fatty acids. The content of trans fatty acids is 0.36
g/100 g lipids, markedly lower than what is indicated for infant
formulas (3%) in the EC Directive 141/2006/CE; no legislation is

established for processed cereal-based baby foods.

3. The method applied for thiobarbituric acid reactive
substances determination is suitable from an analytical point of view.
However, due to reactions between the different components of the
cereal-based infant  foods, increases and  decreases on
malondialdehyde contents are produced, which makes the

determination inadequate for monitoring the oxidation status.

4. The solid-phase microextraction-gas chromatography
method, developed and optimized in this study, for the determination
of volatile compounds, is useful to evaluate the stability of the lipid

fraction of infant formulas and milk and cereal-based infant foods.
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5. Pentanal, hexanal and heptanal contents decrease through
storage, whereas pentane content increases, temperature has an
important effect on both cases. A predictive model useful for
estimating the storage time of the cereal-based infant foods from their

pentanal and heptanal contents is proposed.

6. The increase of pentane content throughout storage points
out that lipid oxidation initiated during processing continues. Its
determination can be used in order to evaluate the oxidation in cereal-

based infant foods.

7. Hexanal is the main volatile compound in cereal-based infant
foods and infant formula. The major hexanal content in infant
formulas may be attributed to their lower water activity and higher fat
content (25%).

8. The sterol content of cereal-based infant foods is 6.4%, from
which a 5.1% are phytosterols. B-Sitosterol is the most representative
(3.4%), followed by campesterol (1.2%), stigmasterol and

brassicasterol were the less abundant.

9. A total of 22 different compounds from sterol oxidation have
been identified and quantified, being the 7-ketositosterol the most
abundant. The storage do not have influence on sterol oxidation

products contents, except for epoxycampesterol and sitostanetriol.

10. The differences obtained between sterol oxidation products,
with respect to the original sterols, indicate the different oxidation
level of milk and vegetable oils; these differences may be attributed to

the different conditions applied during processing.
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As a final conclusion of the present study, it can be stated that
during the shelf-life of cereal-based infant foods, fatty acids and
sterols show a low oxidation pattern. However, the potential negative
health effects of the lipid oxidation products confirm the need of their
control.

Another notable aspect is the great influence exerted by the
quality of the raw materials and the manufacturing process on the
lipid status of the final product, because their effects are stronger

than those of storage.
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ANEXO I — ABREVIATURAS - ABBREVIATIONS

Y Gamma

oEp o-Epoxicolesterol

BEp B-Epoxicolesterol

ePL N-¢-(2-propenal)lisina

19-OH 19-Hidroxicolesterol

25-0OH 25-Hidroxicolesterol

5a-col 5a-Colestano

70 7a-Hidroxicolesterol

7B 7B-Hidroxicolesterol

7K 7-Cetocolesterol

7k-preg 7-Cetopregnenolona

7k-sit 7-Cetositosterol

AA Acido araquidénico

ADN Acido desoxirribonucleico

AE Acetato de etilo

AG Acidos grasos

AGE Acidos grasos esenciales

AGI Acidos grasos insaturados

AGMI Acidos grasos monoinsaturados

AGPI Acidos grasos poliinsaturados

AGPI-CL Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
AGS Acidos grasos saturados

Amu Unidades de masa atdmica (Atomic mass units)
ANOVA Analisis de la varianza

APCI Ionizacién quimica a presion atmosférica (Atmospheric

pressure chemical ionization)
ASE Extraccién acelerada con disolventes (Accelerated solvent

extraction)

ARN Acido ribonucleico
aw Actividad del agua (Water activity)
BHT Butilhidroxitolueno
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BSA
BSTFA
C15
C23
C13-EMAG
C.v
CAR
CCF

CE

CF

CG
CG-EM
CG-FID
CG-O
CID

CL
CLAR
CML
Cop

DCM
DE
D.E.
DAD
DHA
DvB
ELSD

EM
EMAG
EM-Nariz

electrénica

N,O-bis(trimetilsilil)-acetamida
N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida
Tripentadecanoina

Acido tricosanoico

Ester metilico del &cido tridecanoico

Coeficiente de variacién (%)

Carboxen

Cromatografia en capa fina

Comunidad Europea

Cloroformo

Cromatégrafo de gases/cromatografia gaseosa
Cromatografia de gases-espectrometria de masas
Cromatografia de gases-detector de ionizacion de llama
Cromatografia de gases-olfatometria

Disociacién inducida por colisiéon (Collision-induced
dissociation)

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida de alta resolucidn
N®-(Carboximetil)lisina

Productos de oxidacion del colesterol (Cholesterol oxidation
products)

Diclorometano

Dietiléter

Desviacién estandar

Detector de matriz de diodos (Diode-array detector)
Acido docosahexaenoico (Docosahexaenoic acid)
Divinilbenceno

Detector evaporativo de dispersion de la luz (Evaporative
light-scattering detector)

Espectrometria de masas

Esteres metilicos de los acidos grasos

Nariz electrénica acoplada a espectrometria de masas
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EPA
ESI
ESPGHAN

FID
FL

GC-FID
GC-MS

H
HDL-colesterol
HMDS

HMF
HMG-CoA
reductasa

Hp

HPSEC

IF

Isop

Ip

KCI
K,COs3
KOH

LAL
LC-NH,
LC-PUFA

L.D.

LDL
LDL-colesterol
LDL-COP
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Acido eicosapentaenoico (Eicosapentaenoic acid)
Ionizacion mediante electrospray (Electrospray ionization)
Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pediatrica (European Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition)

Detector de ionizacion de llama (Flame ionization detector)
Férmulas para lactantes

Gas chromatography-flame ionization detector

Gas chromatography-mass spectrometry

Hexano

Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
Hexametildisilazano

Hidroximetilfurfural (Hydroxymethylfurfural)
3-hidroximetilglutaril CoA reductasa

Heptano

Cromatografia de exclusion por tamafio de alta resolucién
(High-performance size-exclusion chromatography)
Infant formulas

Isopropanol

Indice de peréxidos

Cloruro de potasio

Carbonato potasico

Hidréxido de potasio

Lisinoalanina

Aminopropilo

Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Long-chain
polyunsaturated fatty acids)

Limite de deteccién

Lipoproteinas de baja densidad

Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad oxidadas que contienen

productos de oxidacidn del colesterol
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LDLr

MALDI

MDA
MR

n
Na,SO0,4
NH-
OoDS
OMS
PDMS
PDMS/DVB
PGI,

PI

PLE

POP

PTFE
PTR-MS

RD
RDA

RM

RRF
RRT
RTS
SDE

SFE

Receptores de LDL

Metanol

Desorcidn/ionizacion mediante |aser asistida por matriz
(Matrix-assisted laser desorption/ionization)
Malondialdehido (Malondialdehyde)

Maillard reaction

Ndmero de alicuotas

Sulfato sddico anhidro

Aminopropilo

Octadecilsilice

Organizacién Mundial de la Salud

Polidimetilsiloxano

Polidimetilsiloxano/divinilbenceno

Prostaciclina I,

Patrdn interno

Extraccion con liquidos presurizados (Pressurized liquid
extraction)

Productos de oxidacion de los fitosteroles (Phytosterol
oxidation products)

Politetrafluoroetileno

Reaccion de transferencia de protones-espectrometria de
masas (Proton transfer reaction-mass spectrometry)
Real Decreto

Ingestas dietéticas recomendadas (Recommended dietary
allowances)

Reaccién de Maillard

Factores de respuesta relativos (Relative response factors)
Tiempos de retencién relativos (Relative retention times)
Reglamentacidn técnico-sanitaria

Destilacion y extraccion simultédnea (Simultaneous
distillation and extraction)

Extraccidn con fluidos supercriticos (Supercritic fluid

extraction)
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SIM
Sn—1
SOP

SPE
SPME
TA
TBA
TBARS

TMCS
TMSE
TMSI
triol
uv
VIS

272

Monitorizacidn selectiva de iones (Selected ion monitoring)
Desviacidon estandar

Productos de oxidacion de los esteroles (Sterol oxidation
products)

Extraccion en fase sélida (Solid-phase extraction)
Microextraccion en fase sdlida (Solid-phase microextraction)
Temperatura ambiente

Acido 2-tiobarbiturico (2-Thiobarbituric acid)

Sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (2-
Thiobarbituric acid reactive substances)

Tert-butilmetil éter

Acido tricloroacético (Trichloroacetic acid)

1,1,3,3- Tetraetoxipropano (1,1,3,3- Tetraetoxypropane)
Tiempo

Tiempo de equilibrado

Tiempo de extraccion

Temperatura

Triglicéridos

Trimetilclorosilano

Eteres de trimetilsilil o trimetilsililéteres
N-trimetilsililimidazol

Colestanotriol

Ultravioleta

Visible

Media aritmética
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ANEXO Il — INSTRUMENTACION - APPARATUS

- Agitador automatico de tubos, Whirlimixer®, Fisons.

- Balanza (£ 0.01 g), Kern 572.

- Balanza de precision (+ 0.0001 g), HA-180M, AND.

- Bafio de agua, Digiterm 200, Selecta.

- Centrifuga refrigerada, GT 422, Jouan.

- Cromatdégrafo de gases con detector de ionizacion de llama,
Autosystem XL con procesador de datos Totalchrom, Perkin-Elmer®,

- Cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién de llama, Carlo
Erba HRGC Fractovap 4160 con procesador de datos Turbochrom,
Perkin-Elmer®,

- Cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de llama, Carlo
Erba HRGC 5300 Mega Series con procesador de datos Turbochrom,
Perkin-Elmer®,

- Cromatdgrafo de gases Agilent 6890N acoplado a un espectrometro
de masas Agilent 5973N, con procesador de datos Chemstation.

- Espectrofluorimetro, RF-5000, Shimadzu.

- Espectrofotdmetro, Lambda 2, Perkin Elmer.

- Manta calefactora, para matraces de 1000 ml, Selecta.

- pH-metro GLP 22, Crison.

- Pipetas automaticas de volumen regulable (10 a 100 ul y 100 a 1000
ul) Eppendorf®.

- Pipetas automaticas de volumen regulable (10 a 100 ul y 100 a 1000
ul) Eppendorf®.

- Rotavapor R200, Buchi.

- Ultra-Turrax, T25 Basic, IKA.
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ANEXO I111- MATERIAL - MATERIALS
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Bola Kjeldahl con alargadera.

Cépsulas de sellado de aluminio de 20 mm de didmetro, Supelco®.
Cartuchos de extraccién en fase sélida (SPE) Supelclean® LC-Si 500
mg/3 mL, Supelco®.

Columna capilar CP-Sil 8CB de 50 m de longitud, 0.25 mm de
didmetro interno y 0.25 um de espesor de la fase estacionaria de 5%
fenil-95% dimetilpolisiloxano, Varian®.

Columna capilar Equity 5 de 30 m de longitud, 0.53 mm de diametro
interno y 5.0 um de espesor de la fase estacionaria de poli-(5%
difenil-95% dimetilsiloxano), Supelco®.

Columna capilar HP-5MSi de 30m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.25 um de espesor de la fase estacionaria de 5% fenil-95%
dimetilpolisiloxano, Agilent®.

Columna capilar RTX 2330 de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.20 um de espesor de la fase estacionaria de 90%
biscianopropil-10%fenilcianopropil-polisiloxano, Restek®.

Columna capilar SP-2560 de 100 m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.2 um de espesor de la fase estacionaria de biscianopropilo
polisiloxano, Supelco®.

Columna capilar ZB-5 ms de 30 m de longitud, 0.32 mm de diametro
interno y 1 um de espesor de la fase estacionaria de 5% polisilarileno-
95% polidimetilsiloxano, Phenomenex®.

Encapsulador ajustable para viales de 20 mm, Supelco®.

Fibra de microextraccidon en fase sdlida (SPME) Carboxen®/PDMS
(polidimetilsiloxano) Stable-flex® 85 pm, Supelco®.

Filtros de papel plegados, & = 12.5 cm, Albet.

Filtros de separacidn de fases, Whatman®, 1 PS. @ = 110 mm.
Frascos SVL de vidrio Pyrex de 500 ml de capacidad, con tapdn
roscado y septum de goma recubierto de PTFE.

Jeringas de 10 ul con adaptador repetitivo, SGE.

Jeringas de 10 ul y 25 pl, Hamilton.
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Material de plastico y vidrio de uso comun en el laboratorio (matraces
aforados, embudos de decantacion, matraces de fondo redondo,
Erlenmeyers,...)

Matraz de vidrio topacio de fondo redondo de 1000 ml.

Obturador de PTFE/silicona de 20 mm de didmetro y 0.3175 cm de
grosor, Supelco.

Placa agitadora-calentadora, IKA, Mod. 2581000, con sonda de
temperatura, IKA, Mod. 2666600, IKA.

Placas de cromatografia en capa fina de Silicagel 60, 20 cm x 20 cm X
0.25 espesor fase estacionaria, Merck.

Soporte manual para fibra de microextraccién en fase sélida (SPME),
Supelco®.

Tubos SVL de vidrio Pyrex® de 10, 15 y 30 ml de capacidad, con tapén
roscado y septum de goma recubierto de PTFE.

Viales de vidrio topacio de 1.5 ml de capacidad, con tapén roscado de
baquelita, septum de caucho rojo y junta de PTFE.

Viales de vidrio topacio de 10 ml de volumen, 20 cm de didmetro de

boca y 4.5 cm de altura, Guinama.
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ANEXO IV — REACTIVOS - REAGENTS

- 5B,6B- Epoxicolesterol, Sigma, riqueza: 80%.

- 5a,6a-Epoxicolesterol, Sigma, riqueza: 87%.

- PB-Sitosterol, Research Plus, riqueza: 60% en B-sitosterol, 30% en
campesterol y 5% en estigmasterol.

- 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (TEP), d: 0.92 g/ml, Sigma, riqueza: 97%.

- 19- Hidroxicolesterol, Sigma-Aldrich, riqueza: 99%.

- 4-Metil-2-pentanona (metilisobutilcetona), d: 0.801 g/ml, Fluka,
riqueza: 99.7%.

- 5a-Colestano, Sigma-Aldrich, riqueza: 97%.

- 7B-Hidroxicolesterol, Sigma, riqueza: 90%.

- 7a-Hidroxicolesterol, Steraloids, riqueza: 99%.

- 7-Cetocolesterol, Sigma, riqueza: 99%.

- 7-Cetoestigmasterol, Steraloids, riqueza: 99%.

- Aceite de silicona (dimetilpolisiloxano 350), Guinama.

- Acetona AnalaR®, BDH, 99.5%.

- Acido 2-tiobarbittrico (TBA), Sigma, riqueza: 98%.

- Acido acético (glacial) 100% anhidro p.a., Merck.

- Acido alfa-linolénico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido araquico, Supelco, riqueza: 99%.

- Acido araquidénico (AA), Supelco, riqueza: 99%.

- Acido behénico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido céprico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido caprilico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido caproico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido clorhidrico (HCI) fumante 37%, d: 1.19 g/ml, Merck.

- Acido docosahexaenoico (DHA), Sigma, riqueza: 99%.

- Acido eicosapentaenoico (EPA), Supelco, riqueza: 99%.

- Acido estearico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido gama-linolénico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido laurico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido linoleico, Sigma, riqueza: 99%.

- Acido miristico, Sigma, riqueza: 99%.
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Acido oleico, Fluka, riqueza: 97%.

Acido palmitico, Sigma, riqueza: 99%.

Acido palmitoleico, Sigma, riqueza: 99%.

Acido tricloroacético (TCA) p.a., Fluka, riqueza: 99.5%.
Acido tricosanoico (C23:0), Sigma, riqueza: 99%.
Agua bidestilada, Carlo Erba.

Agua desionizada, Millipore.

Brassicasterol, Steraloids, riqueza: 99%.
Butilhidroxitolueno (BHT), Sigma, riqueza: 99%.
Carbonato potasico (K,COs), Merck, riqgueza: 99%.
Cloroformo p.a., Merck.

Cloruro de acetilo p.a., d = 1.10 g/ml, Merck, riqueza: 99%.
Cloruro potasico (KCl) p.a., Merck, riqueza: 99%.
Cloruro sédico (NaCl) p.a., Merck, riqueza: 99%.
Colestanotriol, Sigma, riqueza: 99%. SOP

Colesterol, Sigma, riqueza: 99%.

Dietiléter, Merck, riqueza: 99.5%.

Ester metilico de acido tridecanoico, Sigma, riqueza: 98%.

Estigmasterol, Sigma, riqueza: 93% en estigmasterol, 5.5% en B-

sitosterol y 0.7% en campesterol.
Etanol absoluto, Normapur.
Etanol p.a. 95-96% (v/v), Prolabo.

Eter etilico no estabilizado, d = 0.713 g/ml, Carlo Erba, riqueza:

99.8%
Heptanal, d: 0.817 g/ml, Sigma, riqueza: 95%.

Hexametildisilazano (HMDS) p.a., Carlo Erba, riqueza: 97.5%.

Hexanal, d: 0.834 g/ml, Sigma, riqueza: 98%.

Hexano p.a., Merck.

Hexano-ISO, d = 0.66 g/ml, Panreac, riqueza: 96%.
Hidroxido potasico (KOH), Merck, riqueza: 99%.
Isopropanol.

Isopropanol-ISO, d = 0.78 g/mL, Scharlau, riqueza: 99.9 %.
Metanol p.a., d: 0.79 g/ml, Merck, riqueza: 99.8%.

Metanol, Merck, Lichrosolv HPLC.
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Mezcla de patrones de ésteres metilicos de acidos grasos (GLC 463).
Contiene los ésteres metilicos de los acidos: butirico (C4:0) (1.0%,
p/p), pentanoico (C5:0) (1.0%), caproico (C6:0) (1.0%), heptanoico
(C7:0) (1.0%), caprilico (C8:0) (2.0%), nonanoico (9:0) (1.0%),
caprico (C10:0) (2.0%), undecanoico (C11:0) (1.0%), undecenoico
(C11:1) (1.0%), laurico (C12:0) (4.0%), dodecenocico (C12:1)
(2.0%), tridecanoico (C13:0) (1.0%), tridecenoico (C13:1) (1.0%),
miristico (C14:0) (4.0%), miristoleico (C14:1) (2.0%),
pentadecanoico (C15:0) (1.0%), pentadecenoico (C15:1) (1.0%),
palmitico (C16:0) (4.0%), palmitoleico (C16:1) (4.0%), palmitelaidico
(C16:1t) (1.0%), heptadecanoico (C17:0) (2.0%), 10-heptadecenoico
(C17:1) (2.0%), estedrico (C18:0) (4.0%), oleico (C18:1, A9)
(4.0%), elaidico (C18:1t) (1.0%), petroselinico (C18:1, A6) (1.0%),
vaccénico (C18:1, A11l) (1.0%), trans-vaccénico (C18:1, Al1l)
(1.0%), linoleico (C18:2) (4.0%), linoelaidico (C18:2t) (2.0%),
gamma-linolénico (C18:3) (1.0%), nonadecanoico (C19:0) (1.0%), 7-
nonadecenoico (C19:1, A7) (1.0%), linolénico (C18:3) (4.0%),
araquidico (C20:0) (4.0%), 5-eicosanoico (C20:1, A5) (2.0%), 8-
eicosanoico (C20:1, A8) (2.0%), 11-eicosanoico (C20:1, A11) (2.0%),
11,14-eicosadienoico (C20:2, A11,14) (2.0%), homogamma-linolénico
(C20:3, A8,11,14) (1.0%), araquiddénico (C20:4) (1.0%),
eicosatrienoico (C20:3, A5,8,11) (2.0%), behénico (C22:0) (2.0%),
ertcico (C22:1) (4.0%), eicosapentaenocico (C20:5) (2.0%),
docosadienoico (C22:2, A13,16) (1.0%), docosatrienoico (C22:3,
A13,16,19) (2.0%), docosatetraenoico (C22:4, A7,10,13,16) (1.0%),
lignocérico (C24:0) (2.0%), docosapentaenocico (C22:5) (2.0%),
docosahexaenoico (C22:6) (2.0%), nervonico (C24:1) (1.0%); Nu-
Chek.

Monoetiléter de dietilenglicol, d: 0.999 g/ml, Aldrich, riqueza: 99%.
Pentanal, d: 0.81 g/ml, Sigma, riqueza: 97%.

Pentano, d: 0.626 g/ml, Aldrich, riqueza: 99%.

Piridina p.a., Carlo Erba, riqueza: 99%.
p-toluensulfonilnitrosometilamida (Diazald®), Aldrich, riqueza: 99%.

Sal sédica de 2’,7'-diclorofluoresceina, Carlo Erba.
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Sulfato sédico (Na,S0,) anhidro granulado grueso, p.a., Merck.
Sulfato sédico (Na,S0,4) anhidro, p.a., Panreac, riqueza: 99%.
Trimetilclorosilano (TMCS) p.a., d: 0.855 g/ml, Carlo Erba.
Tripentadecanoina (C15:0), Sigma, riqueza: 99%.
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ANEXO V — DIFUSION DE RESULTADOS — RESULTS SPREAD

= PARTICIPACIONES EN CONGRESOS:

- Autores: Garcia-Llatas G, Lagarda MJ, Farré R.

Titulo: Determinacion de acidos grasos trans en productos horneados.
Congreso: 11 Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos.

Fecha y lugar de celebracion: Del 3 al 6 de junio de 2003, Orihuela (Alicante).

- Autores: Garcia-Llatas G, Lagarda MJ, Farré R, Abellan P, Romero F.

Titulo: Optimisation of a headspace solid-phase microextraction (HS-
SPME) method to determine hexanal in baby foods.

Congreso: Chemical Reactions in Foods V

Fecha y lugar de celebracion: Del 29 de Septiembre a 1 de Octubre de 2004,
Praga (Republica Checa).

Publicacion: Proceeding en Czech Journal of Food Sciences 2004; 22: 151,
ISSN 1212-1800.

- Autores: Garcia-Llatas G, Lagarda MJ, Farré R, Abellan P, Romero F.

Titulo: Determinacién por SPME-GC de pentano en papillas liquidas
como indicador de peroxidacion lipidica.

Congreso: 11l Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos.

Fecha y lugar de celebracién: Burgos, del 29 de mayo al 1 de junio de 2005.

- Autores: Garcia-Llatas G, Lagarda MJ, Farré R, Abellan P, Romero F.

Titulo: Determinacién de TBARS en papillas liquidas: adaptacion y
validacion del método.

Congreso: 111 Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos

Fecha y lugar de celebracién: Burgos, del 29 de mayo al 1 de junio de 2005.
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- Autores: Garcia-Llatas G, Cercaci L, Rodriguez-Estrada MT, Lagarda MJ,
Lercker G.

Titulo: Sterol oxidation in ready-to-eat infant foods

Congreso: 4th Euro Fed Lipid Congress

Fecha y lugar de celebracién: Madrid, del 1 al 4 de octubre de 2006.
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Abstract

Phytosterols are bioactive compounds, one of their most studied and outstanding properties being their cholesterol-lowering activity. This explains
the growing interest in the phytosterol contents of foods as either intrinsic or added components. The different steps (extraction, saponilication,
clean up, chromatographic determination) of plant sterol determination are reviewed, and emphasis is placed on the methods used to assay different

phytesterols in food.
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1. Introduction

Plant sterols (phytosterols) are bioactive components of all
vegetable foods. They are 28- or 29-carbon alcohols and resem-
ble cholesterol in vertebrates in terms of both function (stabi-
lization of phospholipid bilayers in plant cell membranes) and
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E-mail address: rosaura farre@uv.es (R. Farré).

0731-TO85/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All nights reserved.
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structure (steroid nucleus, 3B-hydroxyl group, 5,6 double bond).
Phytosterols contain an extra methyl or ethyl group, or dou-
ble bond: most phytosterol side chains contain 9-10 carbon
atoms, instead of 8 as found in cholesterol. Phytosterols have
been classified as 4-demethylsterols of the cholestane series,
all of which have double bonds at the C-5 position of the
ring [1-3].

In plants, more than 200 different types of phytosterols
have been reported the most abundant being B-sitosterol (24-
a-ethylcholesterol). campesterol (24-ce-methylcholesterol) and
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sitosterol

campesterol

stigmasterol

AS-Avenasterol

ergosterol

Fig. 1. Structures of the most commonly phytosterols found in food.

stigmasterol ( A2, 24-q-ethylcholesterol). Ergosterol A7-22, 24-
a-methylcholesterol is the principal sterol of yeast and is found
in corn, cotton seed, peanut and linseed oils [3]. Structures of
the most commonly phytosterols found in food are included in
Fig. 1.

In nature, sterols can be found as free sterols or as four types
of conjugates in which the 3p-hydroxyl group is esterified to
a fatty acid or a hydroxycinnamic acid, or glycosylated with a
hexose (usually glucose) or a 6-fatty acyl hexose. Glycosides
are the most common form found in cereals [2].

Phytostanols, a fully saturated subgroup of phytosterols, are
intrinsic constituents of cereals (corn, wheat, rye and rice), fruits
and vegetables, but their concentrations are generally lower than
those of unsaturated plant sterols [4,5].

Phytosterol potency in decreasing serum low-density lipopro-
tein (LDL) cholesterol levels and thus in protecting against
cardiovascular diseases, has led to the development of functional
foods enriched with plant sterols.
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In 1999, a panel of independent scientists in the United States
concluded that plant sterol esters can be Generally Recognized as
Safe (GRAS) for use as an ingredient in vegetable oil spreads at
alevelup to 13.3% by weight. The United States FDA acknowl-
edged the GRAS notification for the intended conditions of use
[6]. In Europe, the Scientific Committee on Food approved the
use of phytosterol esters in yellow spreadable fats at a maximum
level of 8% of free sterols in 2000, after a thorough review of
the safety of phytosterols, phytostanols and their esters [7]. More
recently, the European Union has issued a commission regula-
tion, EC 608/2004 of 31 March 2004, concerning the labeling of
foods and food ingredients with added phytosterols, phytosteryl
esters, phytostanols and/or phytostanyl ester [8].

At present, several functional food product types such as
spreadable fats, yoghurts and milk, with free phytosterols or phy-
tosteryl fatty acid esters or phytostanyl fatty acid esters added
at high levels, are available in the market—especially in several
European countries [5].
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2. Physiological functions of phytosterols

Initially, it was shown that soybean sterols could inhibit
the increases in plasma and liver cholesterol normally seen
in cholesterol-fed chicks, and also reduce the severity of
atherosclerotic lesions [9-11]. Contrary to popular belief, the
use of phytosterols for lowering serum cholesterol levels is not
new. For instance, B-sitosterol has been used since the 1930s
as a supplement and as a drug for lowering serum cholesterol
levels in hypercholesterolemic individuals [12]. Since then, sev-
eral clinical studies have been made on the effect upon blood
lipids of 4-demethyl plant sterols or stanols, either in their free
or esterified form. These compounds reduce total cholesterol
and LDL-cholesterol levels through a reduction in cholesterol
absorption. Properly solubilized free sterols and esterified sterols
possess similar cholesterol-lowering activity [13—16].

Phytosterols and phytostanols inhibit the uptake of dietary
and endogenously produced cholesterol from the gut. The exact
mechanism by which this occurs is not fully understood, though
several theories have been proposed. One theory suggests that
in the intestine, cholesterol already marginally soluble is pre-
cipitated into a non-absorbable state by the presence of added
phytosterols and stanols. A second theory is based on the fact
that cholesterol mustenter bile salt and phospholipids containing
“mixed micelles” to be absorbed into the bloodstream. Choles-
terol is only marginally soluble in these micelles, and is displaced
by phytosterols {and stanols )—thereby preventing its absorption
[6].

In addition to the mentioned blood cholesterol-lowering
effect, phytosterols have shown the following activities in ani-
mals: anti-cancer properties (with a beneficial effect upon the
inhibition of colon cancer development) [17-20], and anti-
atherosclerotic [21], anti-inflammatory [22] and anti-oxidative
effects [23].

The beneficial effect of phytosterols on serum low density
lipoprotein (LDL) cholesterol levels has led to many studies of
these compounds in foods and the diet. This increased attention
on phytosterol research prompted the development of functional
foods with added plant sterols.

3. Phytosterol contents in foods

Sterols make up the largest proportion of the unsaponifiable
fraction of lipids. Plant fats and oils contain phytosterols as natu-
rally oceurring constituents. The most important natural sources
of plant sterols in human diets are oils and margarines, although
they are also found in a range of seeds, legumes, vegetables and
unrefined vegetable oils [4.24-27]. Cereal products are a signif-
icant source of plant sterols, their contents, expressed on a fresh
weight basis, being higher than in vegetables.

The most abundant sterols in plants are 4-demethylsterols
such as sitosterol, campesterol, stigmasterol, AS—avenaslem],
and A7-avenasterol. Sitosterol is the predominant sterol (90%).
Other sterols such as saturated stanols and sterols synthesized
earlier in the biosynthesis pathway, such as 4-monomethyl and
4.4-dimethyl sterols, usually appear in lower amounts [28,29].

In foods, plant sterols occur as free sterols, fatty acyl esters,
glycosides and fatty acyl glycosides, with substitutions occur-
ring at C3. Accordingly, the total sterol content is defined by
the sum of all of them, whereas cholesterol occurs either as free
alcoholic sterol or as cholesteryl esters [30-32].

Cereal products are a significant natural plant sterol source
(free, esterified and steryl glycosides). The total sterol contents
of rye (95.5 mg/100 g, wh), wheat (69.0), barley (76.1) and oat
(44.7) have been reported in Finland [28]. A median total phy-
tosterol concentration of 49 mg/100 g (range 4.1-344) edible
portion has been reported for some cereal foods commenly con-
sumed in Sweden and in the Netherlands, B-sitosterol generally
being the dominant form (62%), followed by campesterol (21%)
and, in smaller concentrations, stigmasterol (4%), B-sitostanol
(4%) and campestanol (2% [33]. Free and esterified sterol con-
tents of 52.7 and 52.8 mg/100 g, respectively, have been reported
in spelt (Triticum spelia) and winter wheat (Triticum aestiviam),
which also contain 123.8 and 112.6 mg/100 g, respectively, of
glycosylated sterols [34].

Phytosterols have also been quantified in nuts and seeds
commonly consumed in the United States—the highest and
lowest phytosterol contents corresponding to sesame seed and
wheat germ (400—413mg/100 g), and the lowest to Brazil nuts
(95 mg/100 g). Beta-sitosterol, AS-avenasterol and campesterol
were found to be the predominant forms. It should be noted that
the values obtained include steryl glycosides, which represent a
significant proportion of total sterols in nuts and seeds [35].

In nuts (walnuts, almonds, peanuts, hazelnuts and the
macadamia nuts), B-sitosterol is the most abundant sterol, the
total sterol contents ranging from 99.12 to 207.17 mg/100 g oil.
Only small differences were found between the campesterol and
stigmasterol contents [36]. In walnuts, a campesterol content of
6mg/100 g, and trace levels of stigmasterol have been reported
[24]. The levels of stigmasterol of 3.81 and 3.83 mg/100 g oil in
hazel and macadamia nuts mentioned by Maguire et al. [36], are
in line with the reports of different authors [37—40].

The free and esterified sterol concentrations in 31 edible
oils and fats, including individual values for sitosterol, campes-
terol, stigmasterol, brassicasterol, AS-avenasterols, sitostanol,
campestanol, and cholesterol, have been reported [41]. A high
variability in the proportion of free and esterified sterols has
been reported among different oils and fats. In soybean oil,
stigmasterol and sitosterol contents of 61 and 118 mg/100 g,
respectively, have been recorded [42].

Among foods of animal origin, particularly bivalve shell
fish species, 20 different sterols with cholesterol present as the
major sterol (19-39%) and trans-22-dehydrocholesterol, brassi-
casterol, 24-methylenecholesterol and campesterol individually
accounting for >10% in at least one species, have been detected.
This wide range of sterols in bivalves reflects their varied phy-
toplankton food sources [43].

4. Estimated average intakes of phytosterols

The estimated daily dietary intakes of plant sterols among
different populations range from 160 to 400 mg [44].
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The average intakes of phytosterols have been estimated
between 140 and 360 mg/day in Finland [45] and 163 mg/day
in the United Kingdom [46].

In the Netherlands, the mean intakes (mg/day) of cholesterol
(202), campesterol (27). stigmasterol (15), and B-sitosterol (102)
have been estimated by gas-chromatographic (GC) determina-
tion of non-derivatized sterols in duplicate 24-h diets (among
123 people, in the spring and autumn of 1994) [47]. On the
other hand. the Netherlands Cohort Study on Diet and Cancer
reported a mean intake of 359 mg phytosterols/day, of which
64% corresponded to B-sitosterol, 18% to campesterol, and 9%
to stigmasterol [48].

Plant sterols are less efficiently absorbed than cholesterol
(2-5 and 60%, respectively) [49,50], while phytostanols are
more poorly absorbed than phytosterols.

5. Analytical methods

The physiological effects of phytosterols, and mainly their
cholesterol-lowering properties, have increased interest in their
occurrence in foods and diets. As a result, there is also growing
interest in their determination in foods, where phytosterols and
phytostanols can be intrinsic or added, and analytical methods
for measuring them have been developed.

As mentioned above, plant sterols are found in foods as free
sterals, steryl esters, steryl glycosides and acylated steryl gly-
cosides [30]. In turn, in sterol-enriched foods, phytostanols,
phytosterol and phytosterol/phytostanol esters have been used.
Thus, the ideal sample preparation procedure for total sterol
determination would include the analysis of all possible conju-
gates of sterols [32].

In most cases, the determination of sterol components
is based on the analysis of sterols as alcohols instead of
steryl/stanyl esters as such, which is good from the labeling
point of view—requiring the free sterol contents to be stated.

It should be noted that no official reference methods has been
especially developed for the analysis of phytostanols or phytos-
terolsin sterol-enriched foodstuffs. Some international reference
methods exist for the analysis of sterol fractions of fats and oils,
such as the IS0 6799 [51], TUPAC methods 2.401 [52] and 2.403
[53].180 12228 [54] and AOCS Ch 6-91[55]. Also, Codex Stan
210[56] refers to ISO 6799 [51] and IUPAC 2.403 [53] methods.
All these methods have been developed for the analysis of sterols
as natural minor food components, meaning that the sterol con-
tents are 1% or lower, whereas in functional food products the
stanol/sterol concentrations presently may be as high as 8% [5].

An excellent and comprehensive review of the chromato-
eraphic methods used in sterol determination has been carried
out by Abidi [57]. In the present review, different steps of the
analysis will be discussed.

The determination of phytosterols in plant material is usually
performed by capillary gas chromatography (GC), with flame
ionization detection (FID) or mass spectrometry (MS) to con-
firm peak identity, although HPLC can also be used. However,
itis GC of sterol silyl ether (or acetate derivatives) coupled with
electronimpact or chemical ionization MS that provides the most
effective resolution, identification and quantitation (by selected
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ion monitoring) [ 58]. Validation methods for the determination
of sterols in foods, diet samples and in human serum, includ-
ing quality control checking analyses, using GC—FID have been
published [32,33,59].

Typically, the analysis of individual sterols includes the
extraction of lipids, saponification or acid hydrolysis and saponi-
fication to liberate sterols, extraction of unsaponifiable matter
and separation/partial purification of sterols, e.g., by TLC or
SPE, the formation of sterols derivatives, and their analysis by
capillary GC [5,32,47.60].

5.1. Sample storage conditions

Sterols are unstable components, which is why the storage
conditions of the sample prior to determination must be taken
into account. As an example, it has been shown that sterols
are more stable in non-lyophilized material (homogenized diet)
stored at —20°C than in lyophilized material stored at 4°C; in
this case after 6 weeks of storage, the sterol content decreased
and the chromatogram showed additional peaks [47].

5.2. Sample preparation

One of the most critical steps in the analysis of biological
fluids and compounds in biological matrices is sample prepara-
tion. To prevent sterol oxidation, the oxygen has to be removed
by blowing nitrogen, and anti-oxidants such as pyrogallol can
also be used [47].

A reliable sample preparation method has been developed for
the GC measurement of the total contents (including free, ester-
ified and glycosylated forms) of individual sterols in foods [32].

5.2.1. Solvent extraction

The isolation technique to be applied depends on the nature
of the matrix, its physical state (liquid or solid), and also on the
form (free, esterified and glycosylated) in which sterols occur
within the matrix.

Phytosterols in plant tissues and seed oils can be iso-
lated by solvent extraction with chloroform—methanol [61],
chloroform-methanol-water [62,63], hexane [64-66], methy-
lene chloride [67.68] or acetone [69] followed by alkaline
hydrolysis and chromatographic purification to obtain enriched
total sterols.

The solvent system chloroform—methanol-water [62,63] has
been applied by Thompson and Merola [70] to determine choles-
terol in multicomponent foods as an alternative methed to the
AOAC [71], and has been reported to be capable of determin-
ing major non-glycosidic plant sterols. A modification of this
method has been applied for the determination of plant sterol
contents in research diets [59].

A solid phase extraction (SPE) method using neutral alumina
cartridges has been applied for the extraction of free and esteri-
fied sterols from oils and fats [41].

Lipids from vegetables can also be extracted by supercriti-
cal fluid extraction (SFE) with supercritical CO2, after which
sterols can be enriched and isolated following saponification
[72.73] or supercritical fluid fractionation (SFF) [74] together
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with additional sample clean up using different chromatographic
techniques.

To isolate the non-glyceridic components (hydrocarbons,
tocopherols, sterols and sterol esters) from the slightly more
polar triacylglycerol matrix, solid phase extraction SPE (sil-
icagel) has been used [75]. Prior to SPE, the free hydroxyl group
of sterols and tocopherols were silylated to reduce their polar-
ity. The eluted fraction was then analyzed by GC. As compared
to solvent extraction, SPE is an environmentally more friendly
technique which provides a more convenient way for sample
extraction, with a reduced loss of sterol analytes.

5.2.2. Sapenification

Direct saponification methods have been applied for the
determination of plant sterols in pasta products [76] and in multi-
component diet samples [47]. However, the acetal bond between
the sterol and the carbohydrate moiety cannot be hydrolyzed in
alkaline conditions, and therefore direct saponification methods
fail to quantify steryl glycosides [77]. Some matrices such as
cereals require acid hydrolysis to release bound sterols in cere-
als [4].

Acid hydrolysis (6 M HCI), alkaline saponification (96%
ethanolic KOH) and lipid extraction with toluene have been used
for the determination of phytosterols and phytostanols in cereal
products [25]. A combination of acid hydrolysis and alkaline
hydrolysis is superior to alkaline hydrolysis alone [32,78].

Saponifications are quite laborious for routine analysis,
and on the other hand, acid hydrolysis is not applicable to
A7-phy'loster0]s (e.g., A-avenasterol, A7-stigmastenoh ete. ),
because they decompose or isomerize after a short time of acidic
hydrolysis [79]. The occurrence of A sterols appears to be
restricted to only a few plant families, e.g. Cucurbitaceae and
Theaceae. In refined vegetable oils, sterols occur only in free and
esterified form, because steryl glycosides, if originally present,
are removed during the oil refining process [1,32].

Saponifications with ethanolic potassium hydroxide, either
at room temperature or with heating (hot saponification) have
been described: hot saponification with ethanolic potassium
hydroxide in the presence of an internal standard (5B-cholestan-
3a-ol) is adequate for most matrices having added phytos-
terols/phytostanols, such as spread, milk and yoghurt [5]. In
saponification at room temperature, an aliquot of lipid extract
or oil sample is stirred overnight at room temperature with 1 M
ethanolic potassium hydroxide [64,80,81].

To obtain total free, esterified and glycosidic sterols, acid
hydrolysis has to be applied to the lipid extract. Acid hydrolysis
is carried out with 0.5M methanolic HCI in a Teflon screw-
cap test tube with a leak-proof cap at 754 2°C for 22 h, with
constant shaking at [45 rpm [82].

Although the isolation of unsaponifiable material containing,
among others, phytostanols and phytosterols, after saponifica-
tion by organic solvent extraction can be rather time consuming,
most methods use multiple extractions in a separator funnel
with an organic solvent (diethyl ether, ether, light petroleum
or heptane)—followed by evaporation of solvent to dryness.
However, during washing and shaking, difficult to break emul-
sions may be formed. The use of small columns of aluminum

oxide (alumina) in a form of solid phase extraction can replace
extractions, avoiding emulsions and saving a lot of time during
serial analyses. In addition, reproducibility can be improved.
The soap solution is applied as is, i.e., in ethanol, to a small
aluminum oxide column. The potassium salts of free fatty acids
are strongly bound to the aluminum oxide surface by the for-
mation of highly insoluble aluminum soaps. The unsaponifi-
able component is then eluted from the column with ether
[83].

Sterol extracts usually require further clean up and/or enrich-
ment techniques to remove interferences.

5.2.3. Purification/enrichment techniques

Column chromatography (CC) and thin layer chromatogra-
phy (TLC) are accessible and affordable separation techniques
|79.84], the choice depending on the amount of sample to be
processed. Both techniques are adequate for sample clean up.
purification, qualitative assays and preliminary sterol estimation
studies [57].

TLC onsilica gel with suitable mobile phases has been used to
fractionate lipid or non-saponifiable lipid extracts [85,86]. Spots
can be visualized with a UV lamp on a silicagel plate impreg-
nated with a fluorescence indicator such as dichlorofluorescein.

However, the fractionation of sterols with CC and TLC is time
consuming and therefore not suitable for routine analysis. That
is why in the purification and/or fractionation of lipid extracts
or non-saponifiable fractions, these techniques have often been
replaced by solid phase exiraction (SPE) cartridges, providing
faster fractionation and using smaller volumes of solvent. Solid
phase microextraction (SPME) is presently widely used separa-
tion/preparation methods for biological samples [29].

SPE has been used in reverse-phase (RP) mode (octadecylsil-
ica) to isolate the sterol fraction from the unsaponifiable exiract,
and in normal-phase (NP) mode to separate trimethylsilyl (TMS)
derivatives from a non-saponified vegetable oil sample [87].
Neutral alumina SPE cartridges have been used for the deter-
mination of both free and esterified sterols [41]. To separate free
sterols from steryl glycosides, silica SPE cartridges have been
employed [38,79].

5.3. Determination

5.3.1. Gas chromatography

Capillary gas chromatography (GC) has been the technique
of choice for the analysis of sterols and related compounds.
Capillary columns offer shorter analysis times and lesser peak
interference, improvement in component reselution, and high
thermal stability compared with packed columns [57].

The majority of sterol determinations have been car-
ried out with non-polar stationary phases (100% polysilox-
ane phases) in capillary columns. However, the use of a
slightly polar stationary phase, for instance 5% diphenyl-95%
dimethylpolysiloxane of high thermal stability, provides bet-
ter resolution of the peaks—allowing almost baseline sepa-
ration of the trimethylsilyl (TMS) ether derivatives from the
campesterol/campestanol and sitosterol/sitostanol pairs. Simi-
lar separation is not achieved with non-polar stationary phases
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coated with 100% methyl polysiloxane. An excellent separation
of campesterol and campestanol, and of sitosterol, sitostanol
and A’-avenasterol has been achieved with a fused-silica capil-
lary column (14% cyanopropyl-phenyl-methylpolysiloxane) of
low/medium polarity [88].

Although the separation of sterols and stanols as such without
derivatization is possible [46], the resolution of a sterol and its
cormresponding stanol is not as good as that of their trimethylsilyl
(TMS) derivatives. Thus, usually prior to capillary GC, sterols
and stanols are conventionally transformed into derivatives that
yield improved peak shape, resolution and sensitivity, and a
higher stability for the thermally labile unsaturated sterols [5].
Sterols are commonly analyzed as their trimethylsilyl (TMS) or
acetate derivatives. The former are more suitable for the GC-MS
characterization and quantitation of sterols.

Derivatizing agents usually utilized: N-methyl-N-trimethyl-
silyltrifluoroacetamide (MSTFA) in anhydrous pyridine and
bis{ trimethylsilyl)-trifluoroacetamide (BSTFA) containing 1%
of trimethylchlorosilane (TMCS) (1:1, v/v) added to a dried
sample.

Simultaneous derivatization with BSTFA and extraction (by
SPME) can also be carried out. Prior to extraction. the fiber
(polyacrylate) is coated with BSTFA in the vapor phase, and
on sampling the analytes (saponified sample) are converted into
derivatives that have a high affinity for the coating. The proce-
dure was applied to the determination of three precursors in the
cholesterol biosynthesis pathway (desmosterol, lathosterol and
lanosterol) and the determination of two phytosterols (sitosterol
and sitostanol) in serum. The internal standard (IS) was Sa-
cholestane. The serum matrix interferes with the SPME method,
and the standard addition procedure must be applied for quanti-
tation [29].

Selection of internal standard (IS): to eliminate analytical
errors due to fluctuations in instrument eperation conditions and
other experimental variables, GC peaks of sterols are represented
by their retention times relative to a reference standard or an
internal standard (IS). On the other hand. losses of sterol analytes
during isolation and separation must be corrected for the final
results of analyte quantification by using radioisotopes or most
frequently internal standardization with standards not present in
samples [89].

The IS most commonly used in sterol determinations have
been betulin, cholestane, 5B-cholestan-3a-ol (epicoprostanol)
and Sa-cholestan-33-01 [5,31.85,90,91]. However. an IS should
be similar to the analytes, and cholestane is a sterol hydrocar-
bon lacking the position 3 hydroxyl group which is typical of
sterols, while betulin has two hydroxyl groups and its structure
and chemical properties differ even more from those of sterols.
Thus, cholestane and betulin are not the best choices. In addi-
tion, their FID detector responses differ from those of sterols.
Thus, the use of cholestane or betulin as IS would require detec-
tor response factors to be determined for sterols [5]. For most
matrices 5B-cholestan-3a-ol (epicoprostanol) has been found to
be adequate. Its structure closely resembles those of sterols, and
itis absent from plant sterol samples. Its FID detector response is
similar to that of stanols/sterols, Thus, correction factors are not
needed for quantitation [5]. A chromatogram of phytosterols
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commonly found in foods using cholestane as IS is shown in
Fig. 2.

However, Sa-cholestan-33-ol (B-cholestanol) cannot be used
for stanol analysis because samples may contain small amounts
of cholestanol (dihydrocholesterol), which is the hydrogenation
product of cholesterol.

Cholestanol and sitostanol are not suitable as IS, because they
may eccur in many fats. For this reason, some sterol determina-
tion methods such as for example the European olive oil method
[83,92], recommend two analyses—one with cholestanol or
sitostanel added as IS, plus one without the IS. In many cases,
the use of a standard such as betulin, which is known not to oceur
in fats, can drastically cut the required number of analyses.

GC methods described for the determination of sterols in
foods and published posterior to the comprehensive review car-
ried out by Abidi [57], are included in Table 1. Sterols are
routinely analyzed by GC—FID based on retention times, while
GC-MS is used to confirm peak identities.

5.3.2. Liquid chromatography

Compared with GC, HPLC offers the advantage of operating
under milder column temperatures, and under non-destructive
detection conditions. It therefore seems suitable for the analy-
sis of thermally unstable compounds such as sterols. However,
the high lipophilicity of sterols can make sample processing and
chromatography difficult. Potential contamination in the column
or autoinjector has been minimized by using a high organic sol-
vent content.

Normal-phase (NP) and reversed-phase (RP) HPLC tech-
niques have been widely used for the analysis of lipid classes and
individual sterels in various sample matrices. RP-HPLC uses
less volatile polar organic solvents in water, and offers ready
equilibration in a bonded silica stationary phase with the mobile
phase solvents, compared with NP-HPLC; in general, RP-HPLC
has been more frequently and more widely used than NP-HPLC
for the separation of individual sterols [S7].

The most frequently used options have been alkylsilica sta-
tionary phases, and among them octadecylsilica (ODS) columns.
As mobile phases, organic solvents (acetonitrile, methanol) or
their aqueous solutions (depending on the analyte structures and
sample matrices involved) have been used.

HPLC methods described for the determination of sterols
in foods and published posterior to the comprehensive review
carried out by Abidi [57], are included in Table 2. Sterol detec-
tion has been carried out by UV (200-210nm), photodiode
array detection (DAD), refractive index (RI) detection, evap-
orative light scattering detection (ELSD), nuclear magnetic
resonance (NMR) detection and mass spectrometry (MS), see
Table 2.

RP-HPLC in combination with UV or light scattering detec-
tion has been shown to be useful for the analysis of molecu-
lar species of steryl glycosides and acylated steryl glycosides
[93.94]. Prior to LC separation, TLC was applied for sample
clean up and for the separation of different steryl species. The
acylated species (steryl esters and acylated steryl glycosides)
were converted to the corresponding non-acetylated species
(free sterols and steryl glycosides) by alkaline hydrolysis. Using
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Fig. 2. GC-FID of TMS-phytosterols from a milk-cereal based infant food.
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HPLC in combination with UV detection (200 nm), free sterol
standards can be used to quantify steryl glycosides, since at low
wavelengths the glycosidic residues donot affect the UV absorp-
tion properties of steryl glycosides [94].

In HPLC-MS analysis, baseline separation of peaks is not
always necessary, due to the high specificity and selectivity of the
detection method. Recently, atmospheric pressure chemical ion-
ization (APCI) with liquid chromatography mass spectrometry
(LC-MS) was found to be suitable for sterol analyses in ditfer-
ent samples matrices. LC-APCI-MS has been used to identify
sterols in soybean oil [42], to characterize phytosterols in spelt
[95]. to determine ergosterol levels in bulrush [96] and to mea-
sure cholesterol oxides in different food supplies [97]. Because
sterols are highly lipophilic with few polar functional groups,
they are difficult to ionize through conventional electrospray
methods [95]. APCI ionization is usable but is not the most
sensitive method. Electron impact (EI) ionization in particular,
and the recently developed atmospheric pressure photoioniza-
tion {APPI) technique, are effective alternatives for lipophilic
compounds [98]. However, APClionization is most widely used
for the sterols analysis. APCI instruments are moreover com-
monly available, and APCI ionization can be easily coupled to
the HPLC system.

MS yields the most effective resolution, identification and
quantitation (via selected ion monitoring) [58]. Intense fragment

200 205

210 215

0 25 230

T
22 235 240 245

Column Equity-5—polyi 56 diphenyl/95% dimethylsiloxane) 30 mm x 0.25 mm,

ions (m/fz 369, 395, 397 and 399 for cholesterol, stigmasterol,
sitosterol and sitostanol, respectively) have been observed, indi-
cating the loss of water [M+H —HyOJ*. This seems to be
characteristic of sterols, as dehydration was observed in ear-
lier reports with cholesterol oxides [97], phytosterols [42,95]
and ergosterol [96].

MS/MS detection is known to be specific and selective. How-
ever, in MS/MS spectra of sterols, the product ion spectra of the
[M+H—Hy0[" ions were quite similar to those obtained with
MS.

The response factors expressed by the ratio of free sterols
over ergosterol peak areas at 100 pg/ml in the determination of
several sterols in cereal by LC/MS? have been calculated [34].
It was found that response factors were related to sterol struc-
ture. Indeed, saturated sterols, with no double bond in the ring
structure, exhibited low response factors (0.25-0.31). whereas
unsaturated sterols with one double bond in the ring structure had
high response factors (0.89—1.42). Further differences observed
within free sterol response factors could be explained by differ-
ences in the sterol side chains [94].

On-line  liquid chromatography—gas  chromatography
(LC-GC) has been applied to the detection of vegetable oils
in milk fat using B-sitosterol as marker. The method involves
trans-esterification of the fat, pre-separation of the sterol
fraction from other lipid constituents, and on-line transfer to

289
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the capillary GC system. This method avoids time-consuming
sample preparation steps prior to GC analysis [99].

Supercritical fluid chromatography (SFC) employs inert
supercritical carbon dioxide as mobile phase eluent. The tech-
nique is suitable for the analysis of phytosterols in vegetable
oils [100]. Coupling supercritical fluid extraction (SFE) with
SFC enables sample extraction, pre-concentration, preparative
fractionation and chromatographic quantitation in a single oper-
ation [72.101].

6. Conclusions

According to their sensitivity and precision, the currently
available techniques for sterol analysis can be classified as
follows: GC>HPLC>SFC. The sensitivity order may vary
depending on the sterol structures and detectors coupled to the
chromatographic instruments. As reported above, GC-FID (or
MS, when peak identity confirmation is needed) can be consid-
ered the method of choice for the determination of phytosterols
in foods and diets.

It should also be noted that each matrix is unique, and con-
ditions have to be selected to optimize the accuracy/yield of all
forms of sterols in different sample types. On the other hand,
faster procedures must be developed to facilitate the control of
functional foods with added phytosterols.
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Monitoring of headspace volatiles in milk-cereal-
based liquid infant foods during storage

The effect of storage (time and temperature) on the evolution of pentanal, hexanal,
heptanal and pentane as volatile lipid oxidation products in two liquid ready-to-eat
milk-cersal-based infant foods was studied. An SPME-GC methed was used to this
effect. Samples were stored for 9months at 25, 30 and 37 °C and tested eight times
during this period. Freshly produced infant foods contained pentanal, hexanal and
heptanal {(mean values: 10.71, 71.5 and 1.2 pa/kg, respectively), which decreased
during the first 3months of storage, although from the fourth month onwards no sig-
nificant differences among storage times were found. Aldehyde content was inversely
proportional to storage temperature. Pentane content was directly proportional to
storage temperature and increased (19.9 ng/kg at zero time) over all months of storage

up to 43.1 pgrkg.

Keywords: Hexanal, infant foods, lipid oxidation, starage, volatiles.

1 Introduction

Lipid oxidation is well recognized as a major cause of
quality deterioration during the processing or storage of
lipid-rich foads [1]. Hydroperoxides are formed during the
oxidation of unsaturated fatty acids, and these hydroper-
oxides rapidly decompose to yield a complex mixture of
secondary lipid oxidation products (alkanes, alkenes,
aldehydes, ketones, etc.) that not enly introduce off-fla-
vors, but also reduce the nutritional value of the product
and shorten shelf life stability [2-4].

Infant foods have a lipid fraction with a relatively large
amount of unsaturated fatty acids (=50% of total fatty
acids), and contain a non-negligible amount of added
minerals, among them iron, which can enhance lipid oxi-
dation. The main polyunsaturated fatty acid in infant
foods is linoleic acid. Its autoxidation produces a mixture
of 9- and 13-hydroperoxides that decompose into a vari-
ety of volatile products (hexanal, 3-nonenal, 2,4-dec-
adienal, pentanal, heptanal, 2-octenal and pentane,
among others) [2].

Specifically, saturated aldehydes - propanal, pentanal,
heptanal and, above all, hexanal - have been identified in
dairy products by headspace (HS) [5] and solid-phase
microextraction (SPME) [6, 7]. These compounds have
been used to monitor lipid oxidation, in view of their direct
relation to oxidative off-flavor development in milk prod-
ucts and low odor threshold [8].
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On the other hand, the aldehydes participate in different
reactions that lead to their degradation: (1) Aldehydes
react either with free amino acids or with free amino
groups of proteins, forming Schiff bases (Maillard reac-
tion initiation), and lipid oxidation products are well-
known precursors of browning reactions [9-11].
(2) Aldehydes are easily oxidized by atmospheric oxy-
gen, the main products of their autoxidation being the
corresponding fatty acids. Therefore, pentanal, hexanal
and heptanal can be oxidized to pentanoic, hexanoic
and heptanoic acid, respectively [2, 12]. (3) Saturated
aldehydes can be oxidized to a multitude of lower-chain
aldehydes and dialdehydes [2]. The mentioned reac-
tions are temperature sensitive, ie. a decrease in vola-
tile aldehyde content is increased by temperature
increments.

Pentane is the main hydrocarbon formed in linaleic auto-
xidation [2] and has also been proposed as an indicator of
fat oxidation. It is useful for maonitoring fat oxidation dur-
ing storage, because its content increases over time, and
compared to aldshydes it offers the advantage of being
inert and stable under adequate storage conditions [13].

The present study examines the effect of storage (time
and temperature) on the evolution of pentanal, hexanal,
heptanal and pentane as velatile secondary coxidation
praducts of the lipid fraction in liquid ready-to-eat milk-
cereal-based infant foods, with the final aim of assessing
their usefulness as indicators of the stability of the lipid
fraction in infant foods. An SPME-gas chromatography
(GC) method was used to this effect. It should be noted
that the study does not aim to characterize aroma pro-
files.
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To our knowledge, studies on HS evelution of complex
systems like our samples (milk, vegetable cils and cer-
eals) have not been reported to date.

2 Materials and methods

2.1 Samples

Two liquid infant foods (LH and LF) containing 86% skim-
med milk and 8.8% hydrolyzed eight-cereals flour (wheat,
com, rice, oat, barley, rye, sorghum and millet) and differ-
ing in a miner ingredient - LH contained honey (0.9%) and
LF 1.1% of fruits (banana, orange and apple) — were used
for the study. The fat and protein contents (wt/wt) in both
samples were 2.6 and 3.5%, raspectively.

Both products were obtained by the same manufacturing
process that includes heating at 30 °C and an UHT ther-
mal treatment before packing, in an inert atmosphere, ina
commercial 250-mL tetra brick. The products were sup-
plied by the manufacturer (Hero Espana S.A.).

From each type of sample, a sufficient quantity of tetra
bricks from the same batch was obtained. Samples were
stored at 25, 30 and 37 °C in their original sealed con-
tainers until analyses, which were performed immediately
after manufacture (zero time) and after 1, 2,4, 5,7, 8 and
9months of storage. The considered storage period was
shorter than the shelf life of these infant foods
{12 months), because normally their stay in stores does
not surpass this time.

The temperatures of storage selected were 25, 30 and
37 °C, because 25°C is the usual room temperature in
markets and food stores, while the other temperatures
can be reached under extreme conditions, for instance in
stares lacking air conditioning units in summer.

To carry out the determinations, one tetra brick corre-
sponding to a sample and storage temperature was ran-
domly selected.

Water activity (a,) of both infant foods measured at the
beginning and at the end of the study was 0.992 = 0004
(at 24 °C).

The fatty acid profiles of the samples were determined
immediately after manufacture by GC-flame ionization
detector (FID) as fatty acid methyl esters, as reparted in
Garcia-Llatas et al. [14]. Specifically, the percentage of
total fatty acids of oleic, linoleic, =-linolenic and cis-
5,8,11,14,17-eicosapentaencic acids were 40.33, 18.58,
1.1% and 0.14%, respectively.

©@ 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2.2 Reagents

Hexanal (Sigma, Steinheim, Germany), pentanal (Aldrich,
Steinheim, Germany), heptanal (Sigma), methanol
p.a. (Merck, Darmstadt, Germany), pentane {(Aldrich),
4-methyl-2-pentanone (MIBK) used as internal standard
(I8) (Fluka, Buchs, Switzerland), and Millipore MilliQ
deionized water (Millipore Ibérica S.A., Barcelona, Spain).

2.3 HS-SPME-GC procedure

The GC-FID method, described in Garcia-Llatas et al.
[14], is used when a GC-mass spectrometer is not avail-
able. Briefly, approximately 4 g of sample was introduced
into a 10-mL HS glass vial that was immediately crimped.
Of an 80-ug MIBK/mL-solution, 3 uL were added through
the septum. The vials were maintained at 37 °C and stir-
red during the equilibration (15min) and extraction
(45 min) perieds. HS extraction was performed with an
85-um  Carboxen/polydimethylsiloxane  (CAR/PDMS)
StableFlex fiber (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Then, the
fiber was immediately desorbed in the GC injector at
250 °C for 5min. For the GC analysis, an Autosystem XL
Perkin Elmer GC (Norwalk, CT, USA) equipped with a FID
and an Equity 5 5% diphenyl/95% dimethylsiloxane cap-
illary column (30m = 0.53mm; &pm film thickness;
Supelco, Bellefonte, PA, USA) was used. The chromato-
graphic conditions were: carrier gas H,, flow rate 2.1 mL/
min; the temperature of the oven was initially 40 °C for
5min, and was increased to 100 °C at a rate of 4 *C/min,
then to 220°C at 17 °C/min, and finally held at 220 °C for
10min. The FID temperature was 300 °C. The response
was monitored with Totalchrom workstation software
(Perkin-Elmer, Narwalk, CT, USA).

Carry-over and peaks originated by compounds present
in laboratory ambient, fiber and capillary column were
daily assessed by running blank samples {water).

A chromatogram of sample LH obtained at zero time,
including all identified compounds (pentanal, hexanal,
heptanal and pentane), is shown in Fig. 1.

Compoeunds were identified by using standards and by
GC-mass spectrometry (MS) analysis. Quantification,
based on GC-FID areas, was done by the standard addi-
tion method with IS, i.e. by preparing a set of aliquots of
the sample added with a fixed 1S amount (0.24 jg) and
increasing amounts {pg/kg) of analytes: 0-9.86 for penta-
nal, 0-84.78 for hexanal (only in sample LH), 0-7.16 for
heptanal and 0-79.55 for pentane, as it is shown in line-
arity assays (Tab. 1). To avoid matrix effects, calibration
curves were prepared in both kinds of samples. All
experiments were carried out in triplicate.

www.ejlst.com
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Fig. 1. Chromatogram of volatile compounds of LH infant food spiked with internal standard (IS}, obtained by HS-SPME-
GC-FID. Peaks corresponding to pentane and analyzed aldehydes (pentanal, hexanal and heptanal) are identified.

Tab. 1. SPME-GC determination of pentanal, hexanal, heptanal and pentane: Analytical parameters.

Pentanal Hexanal Heptanal Pentane
Detection limit [ug/kg] 0.04 0.91 0.02 1.05
Quantification limit [pg/kg] 0.14 3.03 0.07 3.50
Linearity [pg/kal 0.04-9.66 0.9-84.78 0.02-7.16 1.05-79.55
LH y=0.049x + 0.083 y=0.025¢ + 0.568 y=0.065¢+ 0.09 y=0.031x + 1.002
r=02987 r=0.998 r=0.994 r=0.990
LF  y=0154x + 0.398 — y=0.237x + 0433 y=0.026¢ + 0.671
r=10.999 r=0.994 r=0.994
Precision [RSD%] in = 3) LH 1.05 2.87 2.69 3.48
LF 2.09 - 1.82 2.34

LH, liquid infant food with honey; LF, liquid infant food with fruits; y, analyte area/lS area; x, analyte concentration (ug/kg
sample); r, linear least-squares correlation coefficient; RSD, relative standard deviation.

For pentane and hexanal, the quality of the method has
been verified in a previous waork [14]. The values of the
analytical parameters (linearity, detection limits, and
method precision) of all studied volatile compounds are
reported in Tab. 1 (given that the slope of the curve varied
with the type of sample, detection and precision were
calculated using the worst-case scenario). The values
reported indicated that the applied method is suitable for
monitaring the evolution of the selected volatile com-
pounds during storage.

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

2.4 GC-MS analysis

To confirm the presence of volatile compounds in the
samples, a GC-MS analysis was carried out. Samples
were treated as described in the HS-SPME procedure.
Then, the SPME holder was inserted for Smin (splitless
mode for 1 min) into the injector (at 250°C) of an Agilent
6890N gas chromatograph equipped with an Agilent
5973N mass-selective detector (Palo Alto, CA, USA). The
stationary phase was a ZB-5ms capillary column
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(5% polysilarylene/25% polydimethylsiloxane; 30m x
0.32mm; 1pum film thickness: Phenomenex, Torrance,
CA, USA). The temperature program was the same as in
GC-FID; the ion source temperature was 230°C, and
helium was the carrier gas operated at a constant flow of
3.1mL/min. The mass spectrometer operated in the elec-
tron impact (El) ionization mode at 70 eV, and mass spec-
tral data were acquired in the mass range of 33-300amu
at 0.7 scans/s. This method is applied in scan and select-
ed ion monitoring (SIM) as data acquisition modes, the
ions chosen being 44 and 86 for pentanal, 56 and 72 for
hexanal, 70 and 114 for heptanal and 57 and 72 for pen-
tane. Identification of the compounds was carried out by
comparing their spectra with those of the NIST 05 library.

In a previous work [14], the SPME-GC method was opti-
mized for liquid infant foods and infant formulas. In the
sample containing fruits (LF), hexanal, the presence of
which was confirmed by SIM, co-eluted with another
compound identified as ethylbutanoate. Therefore, under
the analytical conditions applied in the study, hexanal
cannot be quantified in sample LF. However, peaks cor-
responding to pentane, pentanal and heptanal could be
clearly identified in LF and LH, and can be guantified in
them by GC-FID.

2.5 Statistical analysis

A multifactor ANOVA was applied to the analyzed vari-
ables used as indicators of lipid oxidation [15].

For pentane, pentanal and heptanal, a three-factor design
was applied; the factors were storage time (0,1, 2, 4,5, 7,
8 and 9 months), storage temperature (25, 30 and 37 °C),
and the type of liquid infant food (LH and LF). For hexanal,
a two-factor design (storage time and storage tempera-
ture) was applied. The interactions were evaluated.
Tukey's test was applied to determine significant differ-
ences (p <0.05).

80 5

60

Hexanal
[ne/kg]

40 i

SRR

Volatiles in milk-cereal-based infant foods during storage 1031

A regression analysis was done to monitor the evelution
of pentane, pentanal, hexanal and heptanal contents in
the infant foods throughout storage, to evaluate the
effects of storage temperature and type of sample
(except in the case of hexanal).

“Qualitative type of sample” variables (dummy variables)
were used to analyze the effect of the LF sample with
respect to LH taken as reference [16].

The Statgraphics Plus version 3.1 (Rockville, MD, USA)
statistical package was used throughout.

3 Results

The contents of wolatile compounds indicative of lipid
oxidation in the infant foods stored at 25, 30 and 37 “C are
presented in Tab. 2. The results are expressed in pgfkg,
as the mean value *+ standard deviation of three aliquots
of each sample. Throughout storage, there was an
important decrease in pentanal, hexanal and heptanal
contents, while in contrast the pentane contents
increased.

The two-factor (storage time and storage temperature)
ANOVA showed significant differences (o <0.05) in hex-
anal content. Application of Tukey's test (Fig. 2) indicated
that hexanal contents corresponding to months 0, 1
and 2 of storage differed among them and also from the
rest of the storage months. During the first three storage
months, the hexanal content decreased with increasing
storage time, although from the fourth storage month
onwards, no significant differences among different stor-
age times were found.

Storage temperature exerted a significant effect on the
decrease in hexanal content — the contents of the lat-
ter being lower at higher temperatures (37°C < 30°
< 25°C).

0 T T T T T T 3 T

o 1 2 3 4 5 6 7

Time [months]

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

9 Fig. 2. Mean hexanal contents in LH liquid
infant food at different storage times.
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Tab. 2. Pentanal, hexanal, heptanal and pentane contents (ug/kg) in LH and LF liquid infant foods at different storage times
(expressed as average * standard deviation).

Storage month LH LF
Hexanal [ug/kg]
0 71.5x2.0 -
25°C 30°C 37°C
1 58.0 1.7 479+ 241 33.3+241
2 44,2 = 2.7 35325 28326
4 22310 18.0 1.3 1.8 = 0.6
5 25304 16.0 = 1.4 1.0+ 05
7 22.0= 3.0 15.6 = 0.4 72x07
8 229+ 241 13.86 = 0.8 91 =05
9 199 = 0.4 1.0+ 05 82+ 04
Pentanal [ng/kg]
0 15.93 * 0.60 5.49 + 017
25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
1 7.79 = 0.08 7.32 = 0.30 491 =023 3.09 = 0.14 2.66 = 0.00 2.01 = 0.07
2 577 =025 4.50 = 0.32 3.39 x 012 2.34*0.14 1.92 = 0.04 1.37 = 0.05
4 3.86 * 017 2.74 = 0.03 1.74 = 0.06 1.65 * 0.06 0.86 * 0.03 0.62 + 0.02
5 3.82 = 0.02 219 = 0.10 1.57 = 0.06 1.45 = 0.02 0.78 = 0.01 0.58 = 0.01
7 3.28+x0.28 2.24 = 0.02 1.07 = 0.03 1.38 = 0.14 0.58 = 0.04 0.47 = 0.03
8 3.12 = 0.24 1.72 = 0.06 1.14 = 0.03 1.24 * 0.06 0.49 + 0.05 0.45 + 0.03
9 2.75 = 0.01 1.33 = 0.06 0.99 = 0.13 1.33 = 0.08 0.60 = 0.02 0.39 = 0.03
Heptanal [ng/kg]
0 1.81 = 0.11 0.56 = 0.02
25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
1 1.44 + 0.08 1.17 = 0.08 0.90 + 0.07 0.48 = 0.03 0.44 + 0.02 0.36 = 0.02
2 117 = 0.09 1.00 = 0.08 0.85 = 0.08 0.40 = 0.04 0.37 = 0.01 0.29 = 0.01
4 0.61 = 0.04 0.51 = 0.01 0.37 = 0.02 0.33 = 0.03 0.14 = 0.01 0.10 = 0.01
5 0.61 = 0.00 0.41 = 0.03 0.27 = 0.01 0.19 = 0.01 0.14 = 0.01 0.10 = 0.01
7 0.57 + 0.02 0.44 + 0.03 0.23 + 0.01 0.22 = 0.00 0.15+ 0.01 0.10 = 0.01
8 0.60 = 0.02 0.42 = 0.02 0.29 = 0.02 0.24 = 0.01 0.12 = 0.03 0.12 = 0.01
9 0.59 = 0.02 0.41 = 0.08 0.38 = 0.07 0.29 = 0.02 0.17 = 0.00 0.10 = 0.01
Pentane [ug/kg)
0 198 =33 200=0.7
25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
1 26.4 = 0.9 215 1.7 23.4 2.2 356+ 2.0 37514 41.4+1.0
2 24818 289 1.8 33.3+38 349*29 3r1x 15 405+ 1.4
4 198 = 2.4 263+ 0.9 284 =141 347*18 39727 395+ 4.0
5 208 +1.5 37.2+23 38.9 + 35 426+ 4.1 539+ 22 425+ 0.7
7 309 =36 333 0.7 34.2 33 455+ 3.5 57.4= 20 522+ 08
8 319=089 393+ 286 421 1.6 47424 50.2* 5.0 55.7 = 4.9
9 324 1.2 422 +16 43.4 + 34 44.8 + 4.0 47.7 + 34 48.1+16

LH., liquid infant food with honey; LF, liquid infant food with fruits.

Regarding pentanal and heptanal, significant differences
(p <<0.05) were found with respect to storage time and
temperature and type of sample. Application of Tukey’s
test indicated that pentanal and heptanal (Fig. 3) contents
corresponding to storage months 0, 1 and 2 differed from
the rest, and both decreased with increasing storage
time.

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

With regard to pentanal and heptanal interactions
(ANOVA p <0.05), the kind of sample and the time and
temperature of storage influenced the pentanal content.
In the case of heptanal, the behavior throughout storage
depended on the temperature considered, and different
results were obtained for both types of sample depending
on the storage temperature but not on the storage time.
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As shown in Fig. 4, pentanal and heptanal contents were
lower in LF than in LH and, as in the case of hexanal, the
contents were lower at high than at low storage tem-
peratures.

In the case of pentane, the application of a three-factor

ANOVA indicated significant differencas (p <0.05).
Tukey's test showed that only samples stored at 25°C

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

differed from the rest, having pentane contents lower than
those stored at 30 and 37 “C. Regardless of the storage
temperature, the LF samples had higher pentane con-
tents than LH.

Pentane contents increased with storage time (Fig. 5) in
three steps: The lowest pentane contents corresponded
to just-manufactured samples (month 0), while pentane

www.ejlst.com
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contents were higher in samples stored for 1, 2 and
4 months (without differences among these time paoints),
and were even higher during the following storage months
(5, 7, 8 and 9) (likewise without differences among these
months).

Interactions between the type of sample and storage time
(ANOVA p <0.05) were found (Fig. 6): The pentane con-
tents in sample LF stocd out in this sense, because they
experienced a greater increase than LH in the first storage
month.

The evolution of the analyzed volatile compound con-
tents according to the storage variables (month and
temperature) was adjusted to the models shown in
Tab. 3. In the pentanal and heptanal equations, the effect
of z (indicator-dummy variable) was negative, Le. penta-
nal and heptanal contents were lower in LF than in LH.
The opposite occurred in relation to pentane behavior.
Caonsidering a given storage time and temperature, the
correlations obtained can provide information on the
level of analyzed volatile compounds and the effects of
storage.

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Fig. 5. Mean pentane contents of liquid infant foods
at different sampling times.

SAMPLES
—+—1LH
--®--LF

Fig. 6. Mean pentane contents in LH {liquid
infant food with honey) and LF (liquid infant
food with fruits).

A correlation between pentanal, heptanal and storage
time was also noted in Tab. 3, which could be used to
estimate the storage time of the infant food from the cor-
responding pentanal and heptanal contents.

4 Discussion

The highest aldehyde (pentanal, hexanal and heptanal)
contents corresponded to just-manufactured samples
(zero time). Consequently, the formation of these alde-
hydes can be mainly ascribed to thermal lipid degradation
[2] as a consequence of the heating processes includedin
the manufacture of these infant foods.

The presence of honey in LH may partly contribute to the
higher pentanal and heptanal contents of these foods at
zero time, when compared to also just-manufactured LF.
This is because, on the one hand, these aldehydes can be
found in honey [17], and on the other hand, mono-
saccharide contents were higher in sample LH than in LF
- and these monosaccharides would compete with alde-
hydes in the formation of Schiff bases.
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Tab. 3. Correlations between volatile contents, storage variables and type of sample.

Analytes Model P R?

Pentanal ¥ =8.969-3.0152-0.089 T vt 0 0.721
Hexanal y =65.186-0624 T vt 0 0.908
Heptanal ¥ =1.348-0.507z - 0.01 T v/t 0 0.798
Pentane ¥ =15.812 + 10.893z + 0.25 Tt 0 0.829
Pentanal and heptanal pentanal = 1,143 + 6.84 heptanal-0.765 vt 0 0.920

¥, analyte content (ug/kg); t, storage time (months); 7, storage temperature ( °C); z, indicator (dummy)
variable (z = 0 for sample LH, z = 1 for sample LF); R?, squared correlation coefficient.

The values obtained show that from zero time and until
the fourth storage month, the aldehyde reduction rate
depends on the length of the carbon chain: 82.2% for
pentanal, 75.8% for hexanal and 71.4% for heptanal. The
different reactivity according to the number of carbon
atoms has been reported elsewhere [18]. From the fourth
month onwards, pentanal, hexanal and heptanal contents
do not vary significantly (Figs. 2, 3).

Throughout storage, no rancid odor of fats was detected.
However, a conspicuous increase in the color of the infant
foods with storage temperature and time was consistent with
the development of the Maillard reaction as the main cause of
aldehyde degradation in the analyzed samples [18, 19].

Changes in physical properties as a consequence of the
interactions between oxidized lipids and proteins may
also affect the organoleptic value of foods. These reac-
tions are enhanced at water activities (a,,) in excess of 0.4
[20] - this being the case in our samples.

Ouxidation did not seem to be the main cause of the alde-
hyde degradation during storage, because samples were
packed in an inert atmosphere from manufacture until
analysis.

In just-manufactured samples (zero time), no differences
in pentane contents (mean: 19.9 pgfkg) among samples
were found. Pentane contents increased throughout
storage (Fig. 5). Therefare, degradation of the lipid frac-
tion initiated in the manufacturing process continues
throughout storage. However, hydrocarbons (pentane)
are more stable than aldehydes [13], and pentane steadily
accumulates during the considered storage period.

The increase in pentane content throughout storage
underscores the oxidation of linoleic acid in the samples,
which would also produce volatile aldehydes [2]; how-
ever, the sample evolution shows that the aldehyde dis-
appearance rate exceeds the rate of aldehyde formation
due to lipid oxidation.

Pentane formation is favored by the increase in storage
temperature, and its presence is greater in LF samples

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(Fig. 6). This fact could be attributed to a more effective
prevention of lipid oxidation by honey, in LH, compared to
dehydrated fruits, in LF [21].

A review of the literature shows that several studies have
evaluated the evolution of volatile compounds contents
as a consequence of oxidation of the lipid fraction in dif-
ferent foodstuffs.

Increases in volatile aldehyde contents in milk exposed to
different types and intensities of light have been reported
[B, 22, 23], but comparison with the results of the present
study was not possible because of the differences in the
origin of the lipid fraction; the analyzed samples had
greater lincleic acid contents than milk and also con-
tained cereals, thus yielding a more complex matrix.

A general increase in volatile compound contents in UHT
milk, as a consequence of thermal treatment — with dif-
ferences according to the severity of such treatment and
the compound considered (pentanal, hexanal and hepta-
nal) — and also a decrease throughout storage (90 days at
room temperature), have been reported [24]. However,
increases in aldehydes in UHT milk during storage have
also been reported [25].

With regard to studies on the evolution of volatile com-
pounds during milk-based infant foods storage, only
studies on powdered milk-based infant formulas (IF)
have been found in the reviewed literature. In a study on
the effect of antioxidant addition to stored IF [7], hexanal,
pentanal and heptanal were detected, but only hexanal
contents were reported. Hexanal contents ranged from
1181 to 3430 ug/kg (after Iweeks of storage), and from
466 to 1022 pglkg (after 4 weeks of storage) in IF without
and with added antioxidants. In another study [5], the
amounts of propanal, pentanal and hexanal detected in
IF just manufactured and stored for 4 weeks were as fol-
lows: 1440, 1510 and 4660 pg'kg in just-manufactured
IF, and 5830, 8370 and 39,840 pg/kg after 4weeks of
storage, respectively. In both studies, the principal
product of fat oxidation seen to increase during storage
was hexanal.

www.ejlst.com

301



Anexos

302

1036 G. Garcia-Llatas et al.

In the present study, hexanal was also the most abundant
volatile compound, followed by pentanal and heptanal -
although the contents of these aldehydes decrease as the
storage time increases. Despite the similarity in fatty acid
composition between the milk-based IF and the samples
analyzed in the present study, they differ in their physical
state; in effect, IF were powdered while the analyzed milk-
cereal-based infant foods were liquid; the lower a,, in IF
favors lipid oxidation. In the liquid infant foods, a,, does
not allow important development of lipid oxidation, which
can be monitored through pentane formation. In addition,
some products of nonenzymatic browning with anti-
oxidant activity can affect lipid oxidation [26].

The results obtained show that pentane is a good indi-
cator of lipid oxidation in the analyzed liquid infant foods,
and can be used to monitor the stability of their lipid frac-
tion. On the other hand, the degree of oxidation of these
products during their shelf life is low, and in any case the
lipid fraction is more stable than that in powdered IF.
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Abstract

The determination of two secondary lipid oxidation compounds (hexanal and pentane) in liquid infant foods using a headspace solid-
phase microextraction gas chromatographic (HS-SPME-GC) method has been developed and validated.

The HS-SPME analytical conditions (fibre position, equilibration and sampling times) were selected. The analytical parameters of the
method (linearity: hexanal from 2.48 to 84.78 ng/g, pentane from 6.21 to 79.55 ng/g; precision: hexanal — 2.87%, pentane — 2.34-3.46%0;
recovery: hexanal — 106.60%, pentane — 95.39%:; detection limit: hexanal - 3.63 ng and pentane — 4.2 ng) demonstrate the usefulness of the
method.

Once optimized, the method was applied to liquid infant foods based on milk and cereals, and to powdered adapted and follow-up
milk-based infant formulas (IF), stored for four and seven months. In all cases the hexanal content was higher in IF than in milk-cereal

based infant foods. No pentane was found in IF.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Hexanal; Pentane; Liquid infant foods; HS-SPME-GC determination; Lipid oxidation

1. Introduction

Oxidative degradation due to auto oxidation of polyun-
saturated fatty acids, present in variable amounts in most
foods, is one of the well recognized factors that may limit
the shelf-life of lipid containing foods. due to the loss of
food quality through flavour deterioration, a decrease in
nutritional value and the generation of potentially toxic
substances that can have a significant impact on food
salety (Fenaille, Visani, Fumeaux, Milo, & Guy, 2003;
Goodridge, Beaudry, Pestka, & Smith, 2003; Park &
Goins, 1992; Sanches-Silva. Rodriguez-Bernaldo de
Quirds, Lopez-Hernandez, & Paseiro-Losada, 2004). Indi-

* Corresponding author. Tel.: +34 963 544 950; fax: +34 963 544 954
E-mail address: rosaura.farr v.es (R. Farré)

L2

0308-8146/3 - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016f.foodchem.2006.03 007

cators of lipid oxidation state are therefore of great interest
for controlling the quality of fat-containing products.

The primary oxidation products for unsaturated latty
acids are the hydroperoxides — highly reactive compounds
that decompose rapidly. yielding a complex mixture of
non-volatile and volatile compounds such as hydrocarbons
(ethane. pentane), aldehydes (pentanal. hexanal, hexenal,
2-octenal, 2-nonenal) and ketones, which affect the overall
quality of the product. Aldehydes are particularly impor-
tant in relation to flavour alteration and [rom a toxicolog-
ical perspective (Frankel, 1980, 1982, 1993).

The lipid fraction of infant foods contains a relatively
large amount of unsaturated latty acids. together with
non-negligible amounts of minerals, including iron. can
enhance lipid oxidation. Linoleic acid is abundant in infant
products fat, and yields 9- and 13-hydroperoxide that
decomposes to produce pentane and hexanal, among
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others, as secondary oxidation volatile compounds (Fran-
kel, Neff, & Weisleder, 1982).

Extended storage, without daylight, of infant formulas
resulted in high concentrations of propanal, pentanal, hex-
anal, heptanal and nonanal (Romeu-Nadal. Castellote, &
Lépez-Sabater, 2004; Ulberth & Roubicek, 1995). How-
ever, the major product of fat oxidation that increases in
content during storage is hexanal. This has become a
known indicator of fat oxidation (Brunton, Cronin, Mona-
han, & Durcan, 2000). Hexanal content is directly related
to oxidative off-flavours, and the compound is easily
detected because of its low odour threshold (5 ppb) (But-
tery, Turnbaugh, & Ling, 1988). However, hexanal has
the potential to react further, and it is not always possible
to measure the compound directly.

Pentane content can also increase during storage as a
consequence of oxidative lipid degradation, and this com-
pound has also been proposed as an indicator of fat oxida-
tion. Pentane content correlates very well to sensory
evaluation, and it is useful for monitoring the oxidation
of fats during storage. Compared to hexanal, pentane offers
the advantage of being inert and stable under adequate
storage conditions (Léliger, 1990).

Different methods have been proposed for determining
the volatile compounds originated during lipid oxidation.
Although direct injection of the lipid fraction into a gas
chromatograph (GC) has been used (Dupuy et al., 1985;
Snyder, Frankel, Selke., & Warner, 1988), different sam-
pling techniques have been described to isolate and concen-
trate volatile compounds prior to GC injection — including
solid phase extraction (SPE), simultaneous steam distilla-
tion, liquid extraction and headspace (HS) analysis. Head-
space analysis, alone or combined with SPE, remains a
widely used procedure, because it requires only minimal
sample treatment — thereby reducing artifactual volatile
compound formation. Different approaches have been
described, such as static headspace gas chromatography
(SHGC) and dynamic headspace gas chromatography
(DHGC). In this context, a SHGC method has recently
been developed for determining wvolatile compounds in
infant formulas (Romeu-Nadal et al., 2004).

Solid-phase microextraction (SPME) makes use of a
fibre that adsorbs analytes from samples. Usually, equilib-
rium between the matrix and the stationary phase coating
the fibre is reached. SPME integrates sampling, extraction,
concentration, and sample introduction to GC. It offers
high through-put performance and does not require
extended sample preparations — thus resulting in time sav-
ings. Moreover, it is reproducible, simple and effective, and
eliminates much interference from the sample matrix, with
improvement in selectivity of the analysis. In addition, the
technique is inexpensive, and avoids the use of solvents for
extraction (Arthur & Pawliszyn, 1990; Zhang, Yang, &
Pawliszyn, 1994).

Techniques combining HS with SPME (HS-SPME)
have been used to study the volatile profiles of different
foods and drinks (Gianelli, Flores, & Toldrd, 2002; Dolesc-
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hall, Recseg, Kemény, & Kovari, 2003; Jelen, Wlazly, Was-
owicz, & Kaminsky, 1998), including the identification of
saturated aldehydes as the main volatile agents present in
the headspace of infant milk powders (Fenaille et al,
20003; Przygonski, 2003). The stationary phase coating the
fibre and the extraction conditions must be selected for
cach specific analvte and type of sample (Marsili, 1999;
Vichi, Pizzale, Conte, Buxaderas, & Lopez-Tamames,
2003).

Liquid, ready-to-eat, cereal and milk based infant foods
recently have been marketed, and it is of interest to moni-
tor the stability of their lipid fraction over time.

The present study develops and validates an HS-SPME-
GC method for determining pentane and hexanal in liquid
milk-cereal based infant foods, that is useful in monitoring
the stability of the lipid fraction during storage of the prod-
ucts. The possibility of applying it to different milk pow-
dered infant formulas (IF) is also evaluated.

2. Materials and methods
2.1 Samples

Taking into account that hexanal and pentane can be
formed during storage as a consequence of lipid oxidation,
and with the purpose of assessing the usefulness of the
method set up for determining hexanal and pentane in
infant foods, the following samples were collected:

e Two liquid infant foods (LH and LF) based on milk
(88%) and cereals (8.8%) with 2.6% (w/w) fat (3.1 g/
100 ml)and differing in a minor ingredient: LH contained
honey (0.9%) and LF fruits (1.1%). These products were
supplied by the manufacturer { Hero Espana S.A.). and
were analyzed after 4 and 7 storage months.

Four powdered infant formulas (IF): two adapted (A
and Alc) (the latter containing fish oil to provide long
chain polyunsaturated fatty acids) and two follow-up
formulas (Fa and Fb) were used. From each IF two
samples corresponding to two different manufacturing
batches and storage times (4 and 7 storage months) were
sampled. The fat contents (w/w) of the IF were: A
(29%): Ale (27.5%); Fa and Fb (25%).

All the products were maintained in their original sealed
containers in an atmosphere free of air until analysis.

The fatty acid profiles of the samples, determined by
GC-FID as fatty acid methyl ester (FAME) and applying
the conditions previously reported (Lagarda, Mifez,
Manglano, & Farré, 2003), are presented in Table 1. The
composition in fatty acids 1s given as percentages of the
total fatty acid content.

2.2, Reagents

Hexanal (Sigma; Steinheim, Germany); methanol p.a.
(Merck; Darmstadt, Germany); pentane (Aldrich;
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Table 1
Fatty acid profile of the samples expressed as percentage of total fatty acids (mean values + standard deviation)
Fatty acids Samples

LH and LF A Ale Fa Fb
Caproic 0.08 +0.01 0.11 =001 021 +0.09 003 +0.05 0.09 +0.02
Caprylic 092 +0.05 1.25+0.15 095 +0.31 1.04+0.10 107 +0.16
Capric 137 £0.08 099 +0.17
Lauric 1015+ 1.72 1043 38
Myristic 5RE+0.23 4.87+0.02
Palmitic 2258 £0.30 2196 £0.22
Palmitoleic A L 040 £ 0.4 015004 0.15 = 0.01
Stearic 435 +042 576 +0.39 449+0.15 435 +0.38
Oleic 40,04 = 0.70 3649 £ 116 3954 £ 063 39.04 £0.75
Linoleic 18.58 1342 £0.38 13.69
Arachidic 0.28 0.29 £0.02 032
-Linolenic 0.09 0.12£0.01 0.19
a-Linolenic 1.19 5 . 0.85 £0.03 091
Behenic 0.35 =001 0.31 =0.00 0.29 £0.02 0.30+0.02 0.33 £0.01
Arachidonic n.d. nad. 0.09 +0.01 nd. n.d.
EPA 0.14 +0.01 0,12 +0.01 011 +0.01 0.11+0.01 0.13 =0.01
DHA n.d. nd. 0.20 £ 0.01 nd. n.d.

LH, liquid infant food with honey; LF, liguid infant food with fruits; A, adapted infant formula; Ale, adapted infant formula with long chain polyun-
saturated fatty acids added; Fa and Fb, follow-up infant formulas; EPA, eis-5.8,11,14,1 7-cicosapentaenoic acid; DHA, ¢is-4,7,10,13,16,19-docosahexa-

enoic acid; n.d., not detectable.

Steinheim, Germany); 4-methyl-2-pentanone (MIBK) used
as internal standard (IS) (Fluka; Buchs, Switzerland); Mil-
lipore MilliQ deionised water (Millipore Ibérica S.A., Bar-
celona, Spain).

2.3 HS-SPME procedure

Approximately 4 g of sample (liquid infant food) and a
micro-stirring bar (length 12mm; & 4 mm; Bibby; Staf-
fordshire, UK) were introduced in a 10-ml headspace
amber glass vial (height 45 mm; 7 20 mm) that was imme-
diately crimped with an aluminium seal containing a sili-
cone-lined/PTFE septum (both from Supelco: Bellefonte,
PA). Three pl of a methanol solution containing 80 pg
MIBK/ml was added through the septum with a 10-ul syr-
inge (SGE; Ringwood, Australia). MIBK was the IS used
with the same SPME fibre by Marsili (1999) in the analysis
of whole and skimmed milk - a matrix constituting the
main ingredient in our samples.

To keep the temperature (37 °C) constant during analy-
sis, the vials were maintained in a water bath on a stirring-
heating plate (IKA; Staufen, Germany) and stirred at high
speed during the equilibration and extraction periods, to
achieve faster equilibrium. A temperature of 37 °C was
selected, because higher temperatures could alter the
matrix composition and promote hydroperoxide decompo-
sition, while temperatures below 37 °C would not favour
analyte release to the headspace and could not prevent
/ariations in the conditions of the assay related to changes
in the temperature of the laboratory {Frankel, Hu, & Tap-
pel. 1989; Robards, Kerr, Patsalides, & Korth, 1988).

At the end of the equilibration period, a conditioned
(2h at 300°C) 85 um Carboxen™/polydimethylsiloxane
(CAR/PDMS) StableFlex™ fibre (Supelco: Bellefonte,

PA) was exposed to the headspace of the sample for ana-
Iyte extraction — adjusting the SPME holder assembly to
1.0 scale units to ensure that the fibre was identically posi-
tioned from run to run. The CAR/PDMS fibre is especially
sensitive to small molecules, and was selected on the basis
of the specifications of the SPME manufacturer and litera-
ture reports on hexanal determination {Chung, Partridge,
& Harte, 2002; Doleschall, Kemény, Recseg, & Koviri,
2001; Marsili, 1999; Marsili, 2000; Vichi et al., 2003). Fol-
lowing adsorption, the fibre was immediately thermally
desorbed in the GC injector at 250 °C for 5 min (splitless
mode for | min), to prevent carry-over from run to run.

2.4. Gas chromatographic-flame ionization detector { GC-
FID ) conditions

An Autosystem XL™ Perkin-Elmer GC (Norwalk, CT)
equipped with a FID and an Equity 5™ 5% diphenyl/95%
dimethylsiloxane capillary column (30 m x 0.53 mm; 5 um
film thickness; Supelco; Bellefonte, PA) was used. As the
diameter of the injection liner used can affect peak width,
especially for early-cluting compounds ( Yang & Peppard,
1994), a narrow l-mm i.d. direct liner (Supelco; Bellefonte,
PA) was used. The chromatographic conditions were previ-
ously selected: hydrogen was the carrier gas, at a flow rate
of 2.1 ml/min; the temperature of the oven was initially
40 °C for 5 min, and was increased to 100 °C at a rate of
4 °C/min. then to 220 °C at 17 °C/min. and finally held at
220 °C for 10 min — yielding a total run time of 37 min.
The FID temperature was 300 °C. The response was mon-
itored with Totalchrom™ workstation software (Perkin—
Elmer; Norwalk, CT).

Carry over and peaks originating from the fibre were
regularly assessed by running blank samples (water).
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2.5 Gas chromatographic—mass spectrometry {GC-MS )
conditions

To confirm the presence of pentane and hexanal in the
samples a GC-MS analysis was carried out. Samples were
treated as described in the HS-SPME procedure. The
SPME holder was adjusted at 3 scale units and inserted
for 5min (splitless mode for 1 min) into the injector (at
250 °C) of an Agilent 6890 N GC equipped with an Agilent
5973N mass-sclective detector (Palo Alto, CA). The station-
ary phase was a ZB-5 ms capillary column (5% polysilaryl-
ene/95% polyvdimethylsiloxane; 30 mx 0.32 mm;: 1 um film
thickness; Phenomenex®; Torrance, CA). The temperature
program was the same that in GC-FID; the ion source tem-
perature was 230 °C; and helium was the carrier gas oper-
ated at a constant flow of 3.1ml/min. The mass
spectrometer operated in the electron impact ( EI ) ionization
mode at 70 eV, and mass spectral data were acquired in the
mass range of 29-300 amu. Scan and selected ion monitor-
ing (SIM) were used as data acquisition mode, the ions cho-
sen being 56 and 72 for hexanal and 57 and 72 for pentane.
Identification of the compounds was carried out by compar-
ing their spectra with those of the Wiley library.

2.6. Application

The method was applied to the infant foods described in
the sample section. Samples were in their fourth and sev-
enth storage months. Powdered samples were reconstituted
at 0.5% (w/v) with Millipore MilliQ deionised water for
analysis.

3. Results and discussion
3.1 Method optimization

Specificity, sensitivity and time required for the analysis
were the factors taken into account in selecting the analyt-
ical conditions (fibre position and equilibration and sam-
pling times) for hexanal and pentane determination in
liquid infant foods. In the optimization of the method a
LH sample was used.

3.1.1. Fibre position in the GC injection port

The fibre was exposed for 45 min to the headspace of a
spiked sample (41.72 ng hexanal/ml) previously equili-
brated for 15 min at 37 °C, and then inserted in the injec-
tion port for 5min at different positions (4, 4.2 and 4.4
scale units) of the SPME holder, with running of the GC
oven program.

Following initial desorption, the fibre was desorbed a
second time. since analyte carry-over affects quantitation
and requires additional desorptions before the next sam-
pling is carried out. The value of the second desorption
was used to estimate the percentage of hexanal desorption
(% D) corresponding to the first injection, which was calcu-
lated as follows: % D= (A, = 100)/(A; + A;), where
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Ay = hexanal area in the first desorption, and 4. = hexanal
area in the second desorption. The values obtained were
98.5, 98.8 and 99.0 for fibre positions of 4.0, 4.2 and 4.4,
respectively. The 4.4 position vielding the highest desorp-
tion percentage was selected, though the differences among
the three positions were small.

The 4.4 position was also assayed for pentane with a
spiked sample (46.98 ng pentane/ml), and obtaining
99.71% desorption.

3.1.2. Eguilibration time

Sample (LH) was equilibrated at 37 °C for 2, 5. 10, 15,
30 and 60 min. To improve estimates of the experimental
value, assays were performed in duplicate.

After equilibration, the headspace was extracted for
30 min (37 °C) with the fibre, which was inserted in the
GC injector and analyzed as reported before. The ratio
between the chromatographic areas corresponding to the
analytes and IS (relative areas). obtained for the assayed
equilibration times, are represented in Fig. 1. The incre-
ments in relative area indicate that equilibrium between
headspace and sample was reached at 30 min for both hex-
anal and pentane (see Fig. 1). However, in the case of hex-
anal, dilferences in the area ratio between 15 and 30 min
were small (0.02); with 15 min of equilibration time the
ratio of the areas was 92.9% of the value obtained with
30 min of equilibration — reproducibility being the same.
with similar relative standard deviations (RSD) of 3.8%
and 3.6% at 15 and 30 min, respectively. The small differ-
ence in sensitivity, together with the reduction in the time
needed for analysis, justified the choice of the time
(15 min) for equilibration.

It should be noted that quantitative analysis by SPME is
feasible in non-equilibrium situations when the agitation
conditions and adsorption time are held constant. A much
shorter sampling time can be used for quantitative analysis
provided sensitivity is not the main concern (Ai, 1997).

(a) o3
04z
028
024 | & ¥
020
048

Al s

10 20 a0 40 50 &0 70
Equilibration time (min}

(b) 1.8

14 ‘,‘/r_%,_————}*__*_ _ {

Ap/Ais
i

o 10 20 a0 40 80 0 il
Equilibration time (min)
Fig. 1. Equilibration time: obtained after 30 min sampling at 37 *C. (a)

Hexanal: relative areas (hexanal { Ap,)/internal standard (Ays) and (b)
pentane: relative areas (pentane (Ap)/ Ags). Average + standard deviation.
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3.1.3. Sampling time

The SPME fibre was exposed for different times (5, 15,
30, 45 and 60 min) to the headspace above an already
equilibrated sample (15 min at 37 °C). The assays were car-
ried out in duplicate. After the exposure time, the com-
pounds adsorbed by the fibre were desorbed in the GC
injector. Fig. 2 shows the absolute and relative (analyte/
IS) areas of both analytes.

An increase was observed in the areas corresponding to
hexanal with increasing extraction time (see Fig. 2a). How-
ever, when the areas were related to the IS, similar
responses were obtained for all times assayed (Fig. 2b).

In the case of pentane, the increase in absolute areas was
more pronounced with the shorter (5 and 15 min) than with
the longer assayed times (see Fig. 2¢). However, differences
between pentane and IS in affinity for the fibre explain the
behaviour of the pentane/IS area ratio (Fig. 2d). Given that
a better reproducibility of the values was obtained with a
45 min sampling time (RSD = 0.9%) than with lower val-
ues at 30min (RSD = 9.2%), a 45 min extraction time
was selected for both hexanal and pentane — taking into
account that for pentane a better reproducibility in the
response was obtained than with lower sampling times.

The times selected (15 min for equilibration and 45 min
for sampling) allow the entire analysis to be completed in
1.5h {15min equilibration plus 45 min extraction plus
30 min of GC analysis).

The chromatograms, corresponding to pentane and hex-
anal from two liquid cereal-milk based infant foods (LH
and LF) and a powdered adapted milk IF (A) obtained
under the mentioned assay conditions are reported in
Fig. 3. The peaks of pentane and hexanal were identified
by comparing their retention times to those of the stan-
dards and also by GC-MS analysis.

(a)
40
—
a0
2 IR ;
= 20 —
F ¥
g /’
0
0 10 2] 30 40 50 &0
Sampling time {min)
(b)
o 032 3
=
<
Foory p—F [3
022
o 10 20 a0 40 50 &0 70

Sampling time (min)

The sample containing fruits (LF) contained a greater
number of volatile compounds than those containing
honey (LH). In the first (LF) hexanal, which presence
was confirmed by SIM, co-eluted with another compound
identified as ethylbutanoate. It was not possible to improve
the resolution of these peaks, because in columns of the
polarity used, the Kovats indexes of hexanal and ethylbut-
anoate are very similar (802 and 804, respectively) (Adams,
2001). Therefore, under the analytical conditions applied in
the present study, hexanal cannot be used as indicator of
lipid oxidation in sample LF. In contrast, peak correspond-
ing to pentane could be quantified and, thus, be used to
monitor lipid oxidation in it. On the same basis, hexanal
and pentane contents can be quantified in sample LH.

3.2, Validation of the SPME-GC method

Once the conditions were optimized, the analytical
parameters of the method were determined to validate
the usefulness of the SPME-GC method for hexanal and
pentane determination in stored liquid cereal-based infant
foods.

3.2.1. Linearity

MIBK was used as IS in the quantification. Calibration
curves were obtained with a set of aliquots of liquid infant
foods (LH) and (LF) added with increasing amounts of
hexanal and pentane and a fixed amount of IS (240 ng).
Regression equations and correlation coefficients are
reported in Table 2.

3.2.2. Detection and quantification limirs — sensitivity
The detection and quantification limits of hexanal and
pentane, estimated in accordance with American Chemical

)

12

Ay (x10°)

Sampling time (min)

Sampling time (min)

Fig. 2. Sampling time: obtained after 15 min equilibration at 37 °C. Hexanal: (a) absolute areas (Amn,), (b} relative areas (Ap/internal standard (Aw));
pentane (c) absolute areas (Ap) and (d) relative areas (Ap/A1s). Average + standard deviation.
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Fig. 3. Hexanal and pentane by HS-SPME-GC-FID: chromatograms of liquid infant foods (a) LH, (b) LF and (¢) powdered adapted infant formula A,
spiked with internal standard (18). Peaks numbered correspond to 1, pentane; 2, 1S; and 3, hexanal. Tn chromatogram (b), hexanal (peak 3) coelute with

ethylbutanoate.
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Society guidelines { 1980) (defined as signal 3 and 10 times
the height of the noise level respectively) are reported in
Table 3.

The detection limit (3.6 ng) obtained for hexanal was
lower than the value (19.6 ng) reported for infant formulas
by Romeu-Nadal et al. (2004) using a headspace gas chro-
matographic method, and similar to the limit obtained by
Sanches-Silva et al. (2004) for potato crisps using a HS-
SPME-GC-MS method. No values corresponding to the
detection limit for pentane in infant formulas or paps have
been reported.

3.2.3 Precision

Repeatability expressed as the RSD (relative standard
deviation) of relative peak areas of three replicates (4 ml
of liquid infant food) was lower for hexanal (2.87%) than
for pentane (3.46%) in LH sample — with a better RSD
obtained for pentane (2.34%) in LF sample.

Similar values have been reported for hexanal by
Romeu-Nadal et al. (2004) (2.29%), while Sanches-Silva
et al. (2004) documented higher values (7.56%).

3.2.4. Accuracy

Accuracy was estimated by recovery assays. In the case
of hexanal, 5 aliquots of LH sample were spiked with an
amount of hexanal (20 ng hexanal/g) equivalent to the hex-
anal content of the analyzed sample after eight months of
storage. The recovery percentage of pentane was obtained
by spiking four aliquots of the sample (stored for 5
months) with an amount of pentane (25 ng/g) correspond-
ing to their content. Recovery percentages of 106.6% and

9539% were obtained for hexanal and pentane,
respectively.
Table 2

Hexanal (Hx) and pentane (Pt): linearity

G. Garcia-Liatas et al | Food Chemisery 101 (2006) 1078-1086

3.3. Application

Hexanal and/or pentane contents in the analyzed liquid
infant foods and powdered IF, stored for four and seven
months, are shown in Table 4.

Milk based powdered IF were reconstituted at 0.5% (w/v)
for analysis, and 4 ml of the resulting liquid/solution was
introduced in the 10-ml headspace amber glass vials,
together with 240 ng of IS. In these samples no pentane
was detected, even when 1F were reconstituted at 4% wfv.
On the other hand, no matrix interferences were detected
by the standards additions method: thus, in IF aqueous
calibration curves with IS were used for hexanal quantifica-
tion. The regression equation for hexanal (120-417.2 ng)
was: ¥ = 0.0102x — 0.3264, r = 0.9989; where: 1 = hexanal
area/IS area. x = hexanal content (ng), and r = correlation
coefficient.

In IF samples, the hexanal contents (see Table 4) are
given as ngf/g powdered formula and also as ng/ml of the
ready to eat reconstituted formula (13%, w/v) (see Table
4), to allow comparison between the hexanal contents in
IF and in cereal-milk based infant foods.

The values obtained show that in all cases, the hexanal
content in IF was higher than in milk-cereal based infant
foods. In the latter {milk-cereal based infant foods) with
a higher water activity (a,) and lower fat content than
IF, the presence of pentane and hexanal in similar and rel-
atively low amounts could be explained by the homolytic
scission of hydroperoxides yielding hexanal and pentane
(Frankel, 1991). In contrast, in IF the low a,, and a fat con-
tent of 25% (w/w) favour oxidation process, but only hex-
anal was detected. It should be noted that reconstituted/
ready to eat IF and liquid milk and cereal based products

Sample LH — hexanal + pentane

Sample LF — pentane

Contents range ng/g sample Hx: 2.48-84.78
Pt: 6.21-79.55
Regression equation H:

= 0.025x +0.568; r = 0.999
Pt: y =0.031x + 1.002; r = 0990

19.06-79.98

y= 0026 x +0.671;
r=099%

LH, liquid infant food with honey: LF, liquid infant food with fruits; y = analyte area/IS area: x = analyte concentration (ng/g sample); r = least

correlation coefficient.

Table 3
Hexanal and pentane: analytical parameters

Hexanal Pentane

Sample (ng/g) Assay (ng) Sample (ng/g) Assay (ng)
Detection limit (7 = 3) 091 3.63 105 420
Quantification limit (7 = 3) 303 12.11 3.50 14

Precision (m = 3) RSD%: 2.87 (sample LH)
Present: 24.13 ngfg

Spi 21.15 ngfg
% = 106.60 + 7.01 (n = 5)

Recovery %

3.46 (sample LH)

2.34 (sample LF)
Present: 26.30 ng/g
Spiked: 25.25 ng/g

% = 05.30 £ 428 (n=4)

RSD, relative standard deviation; LH, liquid infant food with honey; LF, liquid infant food with fruits.
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Table 4

1085

Hexanal and pentane contents (mean values + standard deviation) in liquid infant foods and infant formulas after four and seven months manufacturing

Sample Months Hexanal contents Pentane contents
ngle ng/ml* ngle
LH 4 223+0.1 196 +24
7 22+3 09+36
LF 4 MITEI1E
7 455435
A 4 T1727 £4542 9325+ 359.1 nd
7 60748 £212.6 789.7 nd.
Ale 4 58777 £ 8046 764.1 . n.d.
7 MB26 2705 4527 +352 nd
Fa 4 25152 +£1352 nd.
7 10171 £139.7 nd.
Fb 4 46508 £ 6274 nd.
7 36274 £ 3405 nd.

LH, liquid infant food with honey; LF, liquid infant food with fruits; A, adapted infant formula; Ale, adapted infant formula with long chain polyun-
saturated fatty acids added; Fa and Fb, follow-up infant formulas; n.d., not detectable.

* TF reconstituted at 13% (w/v).

have rather similar contents of the precursor linoleic acid
(Table 1). the same vitamin E contents (1 mg/100 ml in
both types of products) and vitamin C contents of
6.5 mg/100 ml in IF and 9.7 mg/100 ml in paps. Although,
in the storage conditions IF had higher antioxidant con-
tents than paps and a lower water activity (a.) favouring
the antioxidant activity. In this sense, Frankel (1991) indi-
cates that =-tocopherol (hydrogen donor compound)
reduces and increases the relative percentages of pentane
and hexanal, respectively.

In support of this observation are the results obtained in
a study carried out by Ulberth and Roubicek (1995) in milk
powder samples, with a fat content of 26% and stored for
130 days at 30 °C, where hexanal contents of 106 ngfg
but no pentane were found.

In the ready-to-eat liquid cereal-milk based infant foods
no differences in the hexanal contents between the samples
stored for four and seven months were found, while in both
samples (LH and LF) the pentane contents increased with
the storage time. These observations are in agreement with
the fact, previously reported, that hexanal unlike pentane
can react with other sample components.

It has to be noted that the analyzed liquid infant
foods were provided by the manufacturer immediately
after the manufacture, so the samples stored for four
and seven months came from the same batch and the
storage conditions were controlled and the same for both
samples (LH and LF). While the powdered IF were
bought, came from different batches and their storage
conditions before the purchase were unknown. The fact
that in IF the hexanal contents were lower in samples
stored for seven than for four months could at first seem
amazing, but one can suspect that the decrease could be
due to the reaction of hexanal with other sample compo-
nents such as the Maillard reaction products, although
this assertion can not be categorical, because the differ-
ences could also be ascribed to the manufacturing pro-
cess (two different batches) and also to different storage
conditions.
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In any case, the described and validated method of hex-
anal and pentane determination by HS-SPME-GC 1s useful
for monitoring the stability of the lipid fraction in infant
foods.
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Sterol Oxidation in Ready-to-Eat Infant Foods During
Storage
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The effect of storage on sterol oxidation of ready-to-eat infant foods was evaluated. Two different
liguid infant foods (honey or fruits flavors), prepared with milk and cereals, were stored for 0, 2, 4,7
and 9 months at 25 °C. Sterol oxidation products (SOP) were isolated by cold saponification, purified
by silica solid-phase extraction, and analyzed by gas chromatography (GC) and GC-mass
spectrometry. §-Sitosterol was the most representative sterol, followed by cholesterol and campesterol.
Mo significant differences in the total and single SOP content {0.8—1 mg/kg of product) were observed
with respect to storage time and type of sample; the main SOP found was 7-ketositosterol (<0.2
mgdkg of product). The extent of stigmasterol oxidation (2.9%) was higher than that of cholesterol
(1.9%) and g-sitosterol (1.4%). The type and quality of raw materials, as well as the processing

conditions, seem to greatly influence SOP formation and accumulation in infant foods.

KEYWORDS: Sterol oxidation products; phy
storage; trans fatty acids

INTRODUCTION

Sterols (cholesterol and phytostercls) are unsaturated mol-
ecules prone to oxidation, which can generate sterol oxidation
products (SOP). Cholesterol and phytosterals are subjected to
oxidation when exposed to air. which can be further enhanced
by heating, ionizing radiation, chemical catalysts, fatty acid
unsaturation level, and exposure to light. In general. oxidation
of sterols is a free-radical chain reaction that begins with the
formation of hydroperoxides, which may decompose into
wvarious compounds. The main oxidation products are hydroxy,
keto, epoxy and triol derivatives. Enzymes, reactive oxygen
species. and the photosensitizers may also induce lipid oxidation.
Because oxidation can follow several reaction and isomerization
mechanisms, a large number of different sterol oxides can be
formed, many of which have already been identified (1).

Over the past few years, attention has been focused on the
study and determination of cholesterol oxidation products (COP)
rather than in phytosterol oxidation products (POP) (2), because
of the asserted negative biological effects of COP (3-5). On
the other hand, data and methods for the evaluation of POP
concentration levels in food products of mixed origin are scarce,
due to the inherent complexity of the analytical determination.
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051-2006011, fax: +30-051-2006017, e-mail: maria.rodriguez @unibo.it.

T Universitat de Valencia.

* Universita di Bologna.
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P infant foods; milk cereals;

POP have been mostly analyzed in frying oils, fried products,
margarines, bakery products, cereal-based foods, infant formulas,
coffee, and biological samples (6—11). However, interest in POP
has increased as a result of food supplementation with phy-
tosterols and phytosterols esters becanse of their blood cholesterol-
lowering effect (12). Although some studies have recently shown
POP absorption from diet, results on their potential biological
effects are still scarce and sometimes contradictory (13-16).

Most infant foods contain sterols from both vegetable and
animal sources. The preparation of these food products involve
heating and drying cycles that require elevated temperatures,
often in the presence of oxygen. In addition, during storage.
the contact with air and/or light and high temperatures could
further enhance fatty acid and sterol oxidation. SOP have bezn
found in infant milk formulas and milk cereals (6, {7-19), and
meat- and fish-based infant foods (20, 21 the main SOP were
T-ketositosterol and 7-ketocholesterol. These milk and cereal-
based baby foods are largely consumed during infancy and
could, thus, be potentially harmful for children health.

The aim of this study was to evaluate the oxidative stability
of sterols in two types of ready-to-eat milk and cereal-based
infant food during storage. as related to their fatty acid
composition. To the authors” knowledge. this is the first time
that the different classes of sterol oxidation derivatives have
been quantified in liquid infant foods, thus providing a more
complete picture of their oxidation status. A validated gas
chromatography (GC) method (10) was applied for this scope.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents. Chloraform (p.a.), a-hexane (p.a.). methanol (Lichrosolvy,
diethyl ether, anhydrous sodinm sulfate, potassium chloride, potassium
hydroxide, and silica-gel thin-layer chromatography (TLC) plates {20
em % 20 em o 025 mm film thickness), were suppliad by Merck
(Darmstadt, Germany). Acetone (AnalaR) was purchased from BDH
(VWE International Lid.. Leicestershire, UK). Double distilled water,
2 7'-dichloroflucrescein (sodium salt), silver nitrate, and silylating
agents ipyridine, hexamethyldisilazane, and timethylchlorosilane), were
supplied by Carlo Erba (Milano, Ttaly). (24 B)-Ethylcholest-5-en-34-
ol (A-siwsterol, purity: 60% f-sitosterol and 30% (24 R)-methylcholest-
S-an-3f-ol (campesterol)) was purchased from Research Plus (Bayonne,
Mew Jemey). (24 S-methylcholest-5,22-dien-3f-0l (brassicasterol,
purity: 99%), cholest-5-en-38, Ta-diol ( To-hydrox yeholesterol, purity:
a0%) and (24 S)-ethylcholest-5,22-dien-35-0l-T-one (7-ketostigmasterol,
purity: 908 were supplied by Steraloids (Mewport, Rhode Island). (24
S)-Ethylcholest-5,22-dien-38-0l (stigmasterol. purity: 93%), cholest-
S-en-3f-ol-T-one {T-ketocholesterol, purity: 99%), cholest-5-en-35-0l
(cholesterol, purity: 99%), cholest-5-en-38,75-diol (78-hydroxycho-
lesteol, purity: 99%), So,60-epoxy-cholestan-38-0l {g-epoxycholes-
terol, purity: 87%), 54.68-epoxy-cholestan-35-0l (F-epoxycholesterol,
purity: 80%), cholestan-38, 5a.68-triol (cholestanetriol, purity: 006),
cholestan-5 2n-32.19-diol (19-hydroxycholestercl, purity: 099%), So-
cholestane (purity: 97%), and tridecancic acid methyl ester were
purchased from Sigma (St. Louis, Missouri). The purity of the standards
was determined by GC. A standard mixture of fatty acid methyl esters
(GLC 463) was purchased from Nu-Chek (Elysian, Minnesota).

Silica solid phase extraction (SPE) cartridges (Supelclean LC-Si,
500 mgf3 mL) from Supelco {Bellefonte, Pennsylvania) were used for
SOP purification.

Samples. Two types of liquid infant foods were used for this study.
They mainly contained skimmed milk (88, hydrolyzed 8-cemals four
(wheat, corn, rice, oat, barley, rye, sorghum, and millety (3.8%), and
vegetable oils; they differed in their minor ingredients (honey, 0.0%:
LH) and fruits {banana. orange, and apple, 1.1%; LF). The declared
fat content of both products was 2.65% (w/w). The products were
supplied by the manufacturer (Hero Espafia S.A).

Bath products were obtained by a preheating at 90 °C and a following
ultra-high-temperature (UHT) sterilization. Infant foods were packed
in a commercial 250 mL tatra brick in an air-free atmosphere and stored
at 25 °C for 9 months. They were analyzed just after being produced
(zero time) and after 2, 4, 7. and 9 months of storage.

For each infant food type and storage point, three bricks from the
same batch were sampled.

Lipid Extraction. Lipids were extracted according to a modified
version (220 of the method described by Folch et al. (23).

Preparation and GC Analysis of Total Fatty Acid Methyl Esters
(FAME). Fatty acids (FA) were determined as suggested by Cercaci
etal. (17} The limit of guantitation (LOQ) was 0.01 g/100 g of FA.

Silver-Ion TLC-GC Analysis of Trams Fatty Acids (TFA). To
accurately quantify the TEA isomers, silver-ion TLC-GC was performed
according to Cercacl et al. (17). The LOQ was 0,01 gfl00 g of FA.

Isolation of Sterok and Sterol Oxides (SOP) (16). Sterols and SOP
were isolated from about 600 mg of lipid, which were extracted from
25 ¢ of sample. For the determination of sterols, 'y, of the unsaponi-
flable matier was subjected to silylation (24), dried under nitrogen
stream, and dissolved in 250 gL of a-hexane: | wL of the silylated
sterols was injected into gas chromato graph—flame ionization detector
(GC-FID) and gas chromatograph—imass spectrometry (GC-MS) for
quantification and identification purposes, respectively.

Regarding the determination of the steral oxides, the remaining *fio
of the unsaponifiable matter was divided into two portions and purified
by silica SPE according to Guardiola et al. (25). SOP were eluted with
acetone, The purified fraction was then silylated, dried under nitrogen
stream, and dissolved in 40 L of a-hexane. A | yL portion of the
silylated sterols was injected into GC-FID and GC-MS under the same
analytical conditions used for the determination of sterols.

To further confirm that there were no overlappings with peaks due
o matrix interferences, the purified SOP fraction was separated by TLC

Garcia-Llatas et al.

(1. The TLC bands of the oxide derivatives were scrapped off,
extracted with diethyl ether, silylated, and injected into GC-FID and
GC-MS.

GC-FID and GC-MS Analysis of Sterels and SOP. Quantification
of sterols and SOP was performed by GC-FID. A Carlo Erba HRGC
5300 Mega Series (Rodano, Milan, Ttaly) was equipped with a
split—splitless injector and a FID. A fused silica capillary column (50
m x 025 mm id x 025 pm film thickness) coated with 5%
phenyl—95% dimethyl-polysiloxane (CP-5il 8CB, Chrompack-Varian,
Middelburg. The MNetherdands) was used. The oven temperature was
programmed from 280 C (kept for 20 min) to 290 °C at a rate of 0.2
“C/min and held for 2 min; the oven temperature was then raised to
320 °C at a rate of 30 “C/min and held for 10 min. The injector and
detector temperatures were both set at 325 *C. Heliom was used as a
carrier gas at a flow rate of 2.6 mL/min; the split ratio was 1:20.

Identification of stercls and SOP was performed by GC-MS. An
Agilent S200M GC coupled toa 5973M mass-selective detector (Agilent
Technologies, Califomia) was used. The system was fitled with a
capillary column (30 m = 0.25 mm id. = 0.25 gm film thickness)
coated with 5% phenyl—95% dimethyl-polysiloxane (HP-3MSi, Agilent
Technologies, Califomia), and belium was used as carrier gas at a flow
rate of | mL/min. The oven emperature was programmed to go from
250 to 310 "C at 0.8 “C/min. The injector and transfer line temperatures
were set at 310 and 280 *C, respectively. Manual injection of 1 uL
was performed in the split mode with a 1:10 split ratio. The filament
efmission cuarrent was 70 eV, A mass range from 40 to 650 sz was
scanned at a rate of 1500 amuods,

Quantification and Identification of Sterok and SOP. Sterols and
SOP were quantified by the internal standard method, using So-
cholestane and  19-hydroxycholestercl as intemal standards (1S),
respectively. The GC-FID response factors of sterols and SOP with
respect to their corresponding 15 were considered equal to 1. The LOQs
of the GC-FID analysis of sterols and SOP were 0.1 mg/100 g of sample
and 0.5 pg/100 g of sample, respectively, which were calculated at a
signal-to-noise ratio equal o &:1.

Tdentification of sterols was performed by comparing the retention
time and mass spectra with those of the commercial sterol standards.
SOP were identified by comparing their retention time and mass spectra
with those of commercial COP and 7-ketostigmasterol standards, as
well as with those of SOP synthesized as suggestad by Conchillo et al.
(1. The mass spectra of SOP were also compared with those reported
in literature (7).

Data Analysis. One lipid extraction was carried out per sample.
Each parameter was determined twice per each lipid extraction. GC
data were stored and processed with a Turbochrom Navigator acquisi-
tion system (Ver. 6.1, 1.0.0:K20, Perkin-Elmer Instruments, Norwalk,
Connecticut). Mean and standard deviation data of the SOP contents
determined in each sample are shown in Table 3. Statgraphics v. 2.1
(Rockville, Maryland) was uzed to perform two-way (sample type and
storage time) analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s honest
significant difference test (HSD) at a 95% confidence level (p < 0L05)
to identify differences among samples.

RESULTS AND DISCUSSION

To better understand the oxidative behavior of ready-to-eat
infant foods, as well as 1o obtain more information about the
quality and unsaturation degree of their lipid fraction. total FA
composition of these food products was determined (Table 1).
Because no significant differences were found between the FA
composition of LH and LF, only the FA content of LH is
reported. The most abundant FA was oleic acid, followed by
linoleic, palmitic, lauric, myristic, and stearic acids. Unsaturated
FA accounted for approximately 60% of total FA. resulting in
a linolzic/a-linolenic ratio of 18.2, higher than the one suggested
by the European Commission (EC) Directive for infant
formulas (5—15, 26).

The total FA composition of the samples here analyzed
displays a wide range of FA, which reflects the original
composition of the raw materials and/or ingredients. Short-chain

313



Anexos

Sterol Cxidation in Ready-to-Eat Infant Foods During Storage

Table 1. Fatty Acid Compasition (g100 g of Lipids) of LH Sample®, FA
classes (9100 g of Lipids), and Their Rati
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Table 2. Main Sterok (mg100 g of Product) Found in LH and LF
Samples®

fatty acid 900 g of lipids starol mgA100 g of LH sample mg100 g of LF sampla
C40 0,26 (0.04) cholestaral 134 (013) 131 [010)
CE:0 047 (0.2) brassiastercl 018 (0.02) 047 [0.02)
cTo 0.07 (0.00) campestarol 148 {0.00) 146 [0.07)
80 1,63 (0.08) stigmastarcl 0,97 (0.05) 0,35 (0.04)
0.0 0,02 (0.00) Asitnstend 347 (0.27) 37 (0.3)
c100 1,31 (0.10) otal phytostercls 5.20(0.53) 5.06 (044)
o120 10,52 (1.62) otal starols 654 (0.66) 8.7 (0.54)
124 0,02 (0,00
gu? gfgg g%; * Values are given as mean and standard deviation, batwaan parenthesas, of
o150 0:08 (0:00] thres replicates, LOQ = 0.4 mg00 g of sampla,
C18:0 18,65 (1.06) and tissue lipids by unweaning babies, according to the European
C16Af 0.03(0.00) Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Mutri-
ted e g-%; tion (ESPGHAN) (27). TFA have been suggested to exhibit
7 0,03 {0.00) potential adverse effects on fetal and infant growth and
a0 3.:20(0.01) development. possibly through inhibition of desaturation of the
CAe:Ht 047 (0.03) parent n—6 and n—3 fatty acids, linoleic acid and o-linolenic
cle e 35.50(3.68) acid, respectively, to their respective long-chain polyunsaturated
g’ 0.84 (004 pectivety P & pey
et d ND od fatty acids metabolites (28). A recent EC Directive states that
e 18,02 (1,25) TFA content in infant formulas shall not exceed 3% of the total
C20:0 0.27 (0.00) fat content (26). however, no regulations have been published
3013?” ND about TFA content in other baby foods et (29).
g;g? (1)2;5333 Table 2 shows the sterol composition of the analyzed infant
a0 045 (U:OQJ foods. f-Sitosterol was the most representative sterol (3.37 and
canq 0.04 (0.01) 347 mg/100 g of LF and ) LH. respectively) fol lowe_d by
C240 0,13 (0.02) cholesterol (1.31 and 1.34 mg/100 g of LF and LH. respectively)
SFA .85 and campesterol (1.16 and 1.I8 mg/l00 g of LF and LH,
MUFA S7.50 respectively). Stigmasterol and brassicasterol were the less
PUFA 2044 b ) = e
TFA 0.90 abundant sterols (0.36 and 0.18 mg/100 g, respectively): the
PUFASFA 0.40 latter might derive from rapeseed oil added as vegetable oil in
(MUFA + PUFA)/SFA 1.38 the product formulation. Cholesterol occurrence may be at-
(n—BJ{n—23y 18145 tributed to skimmed milk and palm or palm-kernel oil (up to

2 Walues are given as maan and standard deviation, in parenthesss, of thres
replicsites, ® Abbraviations: LH, liquid infant food with honey; ND, not detscted
(balow the limit of quartitation (LOQ = 0.01 g0 g of lipids)); SFA, saturated
fatty acids; MUFA, moncunsaturatad fatly acids; PUFA, polyunsaturated fatly acids;
TFA, trans fatty acids, © ZC16:1 is the sum of ¢7 G16:1 and ¢9 C16:1, T G181t
i the sumn af all positional trans isomars of dleic acid (4 C131 —H6 C121). ° 1%
10 s the cleic ackd, ' C18:1¢11 is the cs-vaccanic ackl, # ZC18:21 s the sum of
the positional frans isomers of linolekc acid (e9H2 C18:2 ¢8,H3 C18:2; Be12
C18:2; B H2 C18:2; 0,012 C18:2). "C18:2 is the lincleic ackd. ' ZC18:3¢ is the
sum of the positional trare komars of linoloniz add (01 2H5 C183 012015
C18:3; M,c12H5 C18:3; 9,012,015 C18:3).  C18:3 s th linolanic acid.

FA(C4-C8) probably derive from skimmed milk. The high oleic
acid content (35.6 g/100 g lipids), as well as the relatively
limited amount of linolzic acid (18.9 /100 g lipids), may
correspond to the addition of high-oleic sunflower oil as
ingredient: this can be further confirmed by the oceurrence of
T-stigmastenol. which is characteristic of this type of vegetable
oil. Such level of linoleic acid, nevertheless, could also be
attributed to sovbean and rapeseed oils. On the other hand. the
presence of large amounts of saturated FA (mainly palmitic,
lauric, and myristic acids) could be ascribable to palm oil or
palm olein (high in palmitic acid) and to coconut or palm kernel
oil thigh in lauric and myristic acids).

Trans isomers of Cl6:1 and C18:1 (mainly vaccenic acid)
were found at concentrations of 0.03 and 0.17 g/ 100 g of lipids,
respectively, which can be considered within the usual TFA
concentration range for refined, nonhydrogenated Fats.

Although total TFA content is relatively low (0.2 g TFA/S
100 g lipids). their occwrence should be taken into account since
TFA can be absorbed, metabolized, and incorporated into blood
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7% cholesterol, referred to total sterol content, in these oils)
(30), as deduced from the FA composition.

Table 3 reports the amount of sterol oxides found in ready-
to-eat infant foods during storage. The total amount of SOP
ranged from 81.1 to 97.8 ug/100 g in LH and from 77.5 to
96.1 ug/100 g in LF. Brassicasterol oxides were not analyzed
in these samples.

The main SOP found was 7-ketositosterol, followed by the
cogluting pair (1-epoxysitosteral + stigmastanetriol and choles-
tanetriol. Other SOP were detected at trace levels by GC-MS:
25-hydroxycholesterol, 7/5-hydrox yeampestancl (tentative), 5-hy-
draxy-f-sitosteral, 75-hydroxysitostanol (tentative), and 6-keto-
fi-sitosterol. Among these SOP, only the latter was quantifiable
and ranged from 2.2 to 2.8 gg/100 g of sample.

B-Epoxycholesterol coeluted with minor amounts of stignas-
terol that were not completely separated by the SPE cartridge.
s0 a correction factor was caleulated. This amount of stigmas-
terol was estimated in the SOP fraction of each sample as a
relative percentage of the amount of cholesterol. Preliminary
tests were run to verify that the stigmasterol/cholesteral ratio
in the SPE fractions of S0P, remained constant. Because about
5.7% of the cholesterol peak area in the SOP fraction cor-
responded to the coeluting stigmasterol. this area was subtracted
from the area of -epoxycholesterol.

The type and total amount of SOP were similar in both types
of infant food, regardless of the flavor ingredients (fruit and
honey). No significant differences (p = 0.05) in the single SOP
content were found with respect to storage time and type of
sample, except for o-epoxycampesterol and sitostanetriol
However, no clear trends were observed with respect to these
factors.
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Table 3. Amount of SOP (ug"100 g of Sample) and Sterol Owidation Rates (SOP/Sterd in Percentages) Found in Ready-to-Eat Infant Food (LH and LF

Samples) During Storage®

w100 g sample LH

1100 g sampls LF

months 0 2 4 7 0 2 4 7 9
Cholastercl
Tut-hycrexy 41 (0.4 3.4 04y 45 (06 4607 20(04) 45 (1.8 AT (0.8) 28 [05) 2808 34 [0)
T-ydrooy 0702 0.5(0.2) 0.5 (1) 05(0.2) 05 01) 0.7 (0.0} 0.5 (00 1.0(04) 06 ([0.2)
P-apoxy Ta0T) 5807 7403 7007 5.O(1.9) 64 0.3 69(0.2) 7408 G4 (01) 49(1T)
(8- Y 3702 28(0.2) 3502 18(0.2) 24 (0.6) 2804) A7 (0.8) 3708 45(0.2) 34 (0d)
triol 1.4 (14) 9004y 104 {@) 92(09) arig 8303 Q6 (0.9) 8.8 02 41 (14) 83 (01)
T-kater 1.0(0.5) 0.7 (0.4} 0.7 (02 0.8(04) 0.7 (0.2) 0.8 {0.0) 1.5(0.3) 05 [0.2) 07 (04) 06 [0.1)
Campastarcl
To-hydroxy 0.8 (0.0) 0.8(0.4) 1.0(01) 1.5(0.3) 12002 1.0(0.5 07 (0.4 14 (04) 1.4(0.0) 0.2 (05)
T-hydrooy 24(04) 24(0.2) 2.2 (06 22(05) 2309 20013 27(04) 23(04) 24(04) 20(0.3)
B-epoy ND WD ND ND MD ND HD ND ND
-y 1.3(03 1.0(0.4) 0.8 {05 0.8(04) 0.8 (04) 1.2(0.0) 0.9{04) 0.7 [0 07 (0.3 ND
triol ND WD ND ND ND ND HD ND ND
T-kator 20048 24(04) 2208 20(0.3) 1.0(05) 17 (0.0 240.3) 2.2 [00) 23(04) 22(04)
Stigrrastaral
To-hydrexy 24(0.1) 1.7 (0.0} 2.0 (08 22(02) 1.0(04) 21003 23(0.5) 2002 1.8(04) 14(0.3)
T-hydroory 20(0.2) 1.8(0.3) 26(1.7) 30(06) 1.4 (0.6) 3700 20(0.2) 40 (26) 27 (04 18(01)
B-apoxy 1.8(04) 1.6 (0.4) 1503 1.7(04) 1.5(0.6) 1.30.0) 1.7{0.1) 1302 16(01) 14(0.)
(- ey AT (04 35(0.3) 36 (07 31 (04 33012 27 04) 25(0.3) 3305 21 (0.0) 25(05)
T-kater 1.2(0.4) 1.2(0.0) 1402 1.2(02) 1.2(04) 15(04) 1.4 (0.0} 1302 1402 13(0.2)
A-Sitosteral
To-hydroxy 14(0.4) 0.8(0.14) 1002 1.0(04) 1.0(04) 1.2(04) 1.3(0.1) 1.2 (00 1102 0.9(0.2)
T-hydrooy 54 (08 45(0.8) 46 (05 44(08) 45(1.9) 4503 48(0.3) 4808 5.0(0.0) 41 (0.2
B-epoy 56 (0.9) 47 (0.4) 4.9 ([04) 54(01) 42015 45 (0.1) 58(0.7) 5.2 [00) 53(1.0) 46(0.2)
e-epoxy” 127 (22) 10.7 (0.0} 11.9{05) 110{1.0) 10.2(25) 10,0 (0.4) 12114 11302 11.6(0.2) 10,4 (05)
triol 11.2(0.3) 8.9(0.8) 10.2 [0) 10.8(1.0) 98(25) 125(1.5 1.5 {0.6) 10.9 {00 121(0.5) 10.0 (0.3
T-kator 164 (1.8) 13.2(0.4) 14.4 (04) 144 (05) 13.8(29) 12807 180 {1.5) 145 (0.8) 14.0(0.4) 137 (1.0)
total oxides aTa 414 80.7 204 813 a7z 61 405 o7 775
Ciddation Rates (%)
cholasterol 24 (0.0 1804y 1.8 (1) 1.8(0.0) 1.71(0.3) 1800 20(0.2) 1002 1.8(04) 15(01)
campestamn| 0.6 (0.0) 0.5(0.0) 0.5 (00 0&(01) 0.5(0.2) 0.3 04) 06 (0.0} 0.5 (00 06(01) 0.5(01)
stigmastarol 28(0.2) 28(0.2) 34 (06 2004 23(08) 2808 31 (0.0} 34012 21(0.4) 26 ([0.0)
A-Gitostercd 1802 1.3 0.0y 1400 14(04) 1.3(04) 14(04) 1.6(0.2) 1.4 (00 1.5(04) 1301)

# Values are given as maan and standard deviation, batwoen parentheses, of three replicates, ND, not datacted (below the lirmit of quantitation LOQ = 0.5 xgA 00 g

of samplg). * a-Epoxysitosterdl + stigmastanatril,

Although T-keto derivatives of sterols have been previously
used as reliable markers of the extent of sterol oxidation in
foods (11, 19, 31). their formation may vary depending on the
type of food matrices as well as their corresponding oxidation
phase/status (32). In fact, the large quantitative differences found
between T-ketositosterol (mean value: 14.5 ug/100 g of sample)
and T-ketocholesterol (mean value: 0.8 pg/100 g) might be due
to diverse initial levels of sterol oxidation of the raw materials
(milk and vegetable oils). as well as to the processing technolo-
gies and conditions used for their production. Vegetable oils
are usually subjected to refining. which leads to the formation
of different types and amounts of SOP, depending on the initial
sterol content, on the chemical structure of the sterol oxides
(already present and generated). and on the refining process
applied to the oils (9). On the other hand, milk, the other main
ingredient, is also subjected to different processes during
manufacturing, such as pasteurization and spray-drying steps.
which have been reported to cause sterol oxidation in milk
cereals, infant formulas, and powdered milks (6, 17, 18). All
these events may have led to different oxidation stages in
vegetable oils and milk fat.

The very low amounts of SOP found in these infant foods
should not represent a health risk, because negative biological
effects of SOP seem to manifest at relatively high concentrations
in comparison with the daily intake that these foods would
represent (4, 15, 33).

T-Ketositosterol and 7-ketocholesterol detected in ready-to-
eat infant foods here analyzed are apparently moch lower than
those found in a previous study on powdered infant milk cereals
(6). Zunin et al. reported that 7-ketositosterol and 7-ketocho-
lesterol contents varied from 5.9 to 49.0 wg/100 g of sample
and from 3.3 to 42.1 ug/100 g of sample, respectively. However,
the powdered samples require water addition (about 19 g of
product/ 100 mL of water) before consumption, which would
result in a dilution of 7-ketositosteral and 7-ketocholesteral
concentrations (1.1-9.3 and 0.6-8 ug/100 g of reconstituted
product, respectively). Considering the reconstituted samples.
their 7-ketositosterol content was about 3 times lower than those
found in the infant foods here analyzed, even though fi-sitosterol
contents of both reconstituted and ready-to-eat samples were
similar. On the other hand, reconstituted samples exhibited
T-ketocholesterol levels about 4 times higher than those detected
in this study, due to their higher cholesterol content. f§-Sitosterol
and cholesterol displayed similar oxidation levels in powdered
samples, whereas 7-ketositosterol was significantly higher in
ready-to-eat infant foods. The greater extent of f-sitosterol
oxidation in the samples here analyzed evinces that the
ingredients from vegetable origin had a higher degree of
oxidation, probably due to the quality of the raw materials and/
or processing conditions.

Table 3 also reports the single sterol oxidation rates (OR)
found for ready-to-eat infant foods. No significant differences
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Figure 1. Relative percentages of S-sitosterol and cholesterol oxides (expressed with respect to the corresponding unreacted sterol) found in the liquid
infant focd with honey (LH) sample at 0 months of storage. Data points represent means (m = 3) = standard deviations (some emor bars may lay within
the data points). The relative amount of o-epoxysitosterol () would likely be overestimated, because of its overlapping with an unknown amount of

stigmastanetriol under the analytical conditions used.

were found among the sterol OR of LH and LF, and no
particular OR trend was observed with respect to storage. In
both types of samples, stigmasterol had the highest OR
(2.4-3.4%). followed by cholesterol (1.5-2.1%) and F-sitosterol
(1.3—1.5%). Because of its scarce presence, stigmasterol OR
might be more influenced by analytical errors, thus leading to
arelatively higher OR with respect to those of the other sterols.
These remarkable differences might be cavsed by the different
processing technologies applied to milk and vegetable oils, as
well as to the diverse sterol susceptibility to oxidation, Because
ready-to-eat infant foods are oil-in-water emulsions, oxidation
likely occurs at the emulsion droplet interface. In fact, phy-
tosterols are surface active, so they could be particularly prone
to oxidation (34); this susceptibility also depends on the sterol
relative concentrations at the oil-water interface.

If only 7-keto derivates are considered. cholesterol OR is
drastically reduced to 0.05-0.08% and 0.04-0.11% in LH and
LF. respectively, whereas S-sitosterol OR decreases to 0.41-0.48%
in hoth types of samples. Zunin et al. (6) reported 0.02-0.62%
and 0.08-0.46% of cholesternl and f-sitosternl OR in powdered
infant milk cereals, respectively, which further confirms the
higher extent of oxidation of raw materials from vegetable origin
used in the samples here analyzed.

Figure 1 compares the percentages of f-sitostercl and
cholesterol oxides (expressed with respect to the corresponding
unreacted sterol), detected in LH sample at 0 months of storage.
Because sterol oxides remain roughly constant during storage
in both LH and LF, data reported in Figure 1 are representative
of sterol oxide percentages (%50} in these infant foods: sterol
oxide percentages at the beginning of the storage may provide
a better picture of the original sterol oxidation level in the raw
materials utilized for these products. Figure 1 shows that the
percentages of the single f-sitosterol oxides are significantly
different from those of the cormesponding cholesterol oxides.
In fact. the ratios between the relative amount of the Ta-7f-
hydroxy derivatives of cholesterol and f-sitosterol were 5.99
and 0.27, respectively. The majority of 5.6-epoxy derivatives
of cholesterol were present in their f configuration, whereas
those of f-sitosterol were mostly present as (i-epoxy: this
influenced the §-fo-epoxy derivatives ratios, which were equal
to 0.44 and 2.07 for f-sitosterol and cholesterol, respectively.
It mwst be pointed out that the %S0 of @-epoxysitosterol would
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likely be overestimated, because of its overlapping with an
unknown amount of stigmastanetriol under the analytical
conditions here used. The percentages of f-sitosterol and
cholesterol triol derivatives were equal to 0.33% and 0.85%,
respectively. As aforementioned. the large difference between
the relative amounts of T-keto derivatives of {F-sitosterol and
cholesterol further confirms their diverse stage of oxidation.
Besides the 7-keto derivatives, the other fi-sitostercl oxides seem
to have reached the most stable forms from the thermodynamics
standpoint (1), that is, T8-hydroxy and g-epoxy rather than Tei-
hydroxy and f-epoxy derivatives; however, cholesterol exhibits
the opposite trend. Furthermore, the sums of the relative amounts
of Ta-hydroxy, 7f-hydroxy, and 7-keto derivatives were 20.6
and 43.3% for cholesterol and f-sitosterol, respectively, whereas
the sums of ct-epoxy, f-epoxy, and triol derivatives of choles-
terol and f-sitosterol were 794 and 56.7%. respectively.
Considering that T-hydroxy and 7-keto compounds are generated
by a different oxidation pathway than epoxy and triol derivatives
(1), these results confirm the diverse oxidation stage and origin
of cholesterol and f-sitostercl in samples here analyzed.
Formation of relevant amounts of epoxy derivatives might be
partly due to the interaction of sterols with hydrogen peroxide,
which is released by microbial enzymes naturally present in
milk (35). Under these environmental conditions, epoxide
hydrolysis into tricls would likely be unavoidable.

The low sterol oxidation level observed in these ready-to-
eat infant foods might be attributed to the effectiveness of the
packaging system (inert atmosphere), to the slight enrichment
with vitamins having antioxidant properties (vitamins A. C and
E). and to the presence of Maillard reaction products (MREP)
found in these samples (36).

The antioxidant capacity of MRP (37, 38) might have
prevented sterols from oxidizing during storage, thus maintaining
the same oxidative status reached after processing. In addition,
the physical state (liquid) of the milk-cereal-based infant foods
could have also favored MRP solubilization, thus contributing
to the product stability (39).

In conclusion, this study evidences a low sterol oxidation level
in ready-to-eat infant foods, which remains roughly constant
during storage. However, the actual presence of such compounds
confirms the need of monitoring SOP in this type of food
products, because of their potential negative health effects. To
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ensure the best nutritional and safety characteristics in infant
foods, special attention should be devaoted to the choice of the
raw materials (in particular oil) and the processing conditions
and technologies, which seem to greatly influence SOP forma-
tion and accumulation in such products.

ABBREVIATIONS USED

COP. cholesterol oxidation products: FA, fatty acids: GC-
FID. gas chromatograph-flame ionization detector; GC-MS, gas
chromatograph-mass spectrometry: IS, internal standard: LF,
liquid infant food with fruits; LH, liquid infant food with honey:
MREP, maillard reaction products; MUFA, monounsaturated fatty
acids, OR. oxidation rate; POP, phytosterol oxidation products:
PUFA, polyunsaturated fatty acids: SFA, saturated fatty acids:
SOP, sterol oxidation products: SPE, solid-phase extraction:
TFA, trans fatty acids.
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