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INTRODUCCION

Los endlisls para detectar adunlteraciones en grssss y
aceltes, son de rutina en los laboratorios de control de
alimentos. Fraudes comunes en el comercio de grasas y a-
celtes son por ejemplo : adiciones de aceltes vegetal a ~
las cremas de lechej; sebos de origen animal a mantequillas
y margarinas; y mezclas de diferentes tipos de aceltes, por
ejemplo: aceite de algoddén y soya, con el objeto de ven -

der el producto como el componente mids caro de la mezcla,

Sin embargo, no todas las mezclas de grasas y aceites

son consideradas ilegales.

Las normas del Codex Alimentarius, emitidas conjunta-
mente por F.A.0., y O.M.S. (10), prevee y permite mezclas de
grasas y aceites comestibles; entendiendose por grasas y

aceites comestibles, los alimentos compuestos de glicéridos

de origen vegetal, animal o marino.

La legislacidén actual de Guatemala, es un tento res -
trictiva a este respecto, puesto gue existen disposiciones
del goblerno que especfficamente prohiben la mezcla de se-

bos animales (bovino y porcino) con aceltes vegetales.
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La principal ley, pPublicada en el "Diario de Centro-
américa" (Diario Oficial de Guatemala), el 28 de junio de
1y74 y amparada bajo Decreto No. 64-74 del Congreso de la
Repliblica de Guatemala, dice asi:

vArticulo 7c¢. (bls).~ Se autoriza a las plantas procesado-
ras de carne bovina y porcina, antorizadas pro el Ministerio
de Economia a procesar sebo comestible, proveniente de las
partes sanas de los animales sacrificados en Guatsmala, ba-
Jo estricta inspegidn sanltaria del Ministerio de Salud Pi-
blica y asistencia Social, llenando los requisitos y call -
dades determinadas por las Normas Sanitarias de Alimentos de
La Oflcina Sanitaria Panamericana. Oficina Reglonal de la -
Organizacién Mundial de la Salud."--~- E1 Sebo comestible

de origen bovino y porclno que se origina de animales sa =
crificados en el pais y que sean declarados aptos para con-

sumo humano por las autoridades sanitarias respectivas, po-

dréd venderse al plblico, siempre gue estén en forma absolu-
tamente pura y no mezclados con ning@in otro tipo de grases
Y ACEITES vegetales. R6tulos y etiquetas deberédn identifi-
car claramente la naturaleza del producto.™

Por lo que antecede, se deriva la necesldad de detectar
las mezclas de sebos animales con aceites vegetales, debido
a que de acuerdo a la legislacifn actnal del pais, son en to

dos los casos ilegales.



ANTECEDENTES

Los métodos oficiales para detectar mezclas de acei-
tes vegetales con grasas de origen animal, estédn basados
en el anilisis de la composicibén de esteroles presentes
en la fraccién insaponificable de la muestra de grssa,

El colesterol esta presente en los gresas de origen
animal (aproximadamente YOmg. de colesterol por 1CCgrms.

de grasa). Los fitosteroles en cambio se encunentran en

los aceites vegoetales.

Los componenbtes mé&s importantes de la mezcla de fil -
tosteroles son: f3- sitosterol, estigmasterol y ;ampe;terol.
Ocasionalmente aparecen el brassicasterol, el A y &

7
avémasterol y A campestenol (ver Fig. I) (1).

En trabajos recientes (6) (9) aparecides en la literatura
se reporta la presencia de colesterol en cantidades pequeiias

en algunos aceltes vegetales. De todas maneras esta pe -

queiia cantidad no invalida el método para detectsr mez -

clas de grasss de origen vegetal y animal.

En la tabla 1 se mnestran los principales resulta o

408 obtenidos de la literatura ( ver Tabla I) (%)
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FIGURA I

HO X

R=~H Colesterol
= —CHj 24-metilcolesterol {Campesterol)
R=—C,Hs  24-etilcolesterol (B-Sitosterol)
R = —CH—~CH3; 24-etilideno A> - colesten - 3P - ol { A® Avenasterol)

pwN o

Orientacion espacial de la molécula.



Cont. FIGURA )

HO

1. R=—~CH;y 24 Metil — A5.22 —Colestadien— 3p-ol (Brassicasterol)
2. Ra—C,H; 24-Etil — A522 —Colestadien— 3p-ol (Estigmasterol)

HO
1. R= CH—CH, 24—Etilideno~ A7 —colesten —3B-- ol
( A7 Avenasterol)

2, R=-C,H; 24—Etil— A7 —colesten— 3B-ol
( A7 Campestenol)



TABLA |

LIMITE DE VARIACION DE LA COMPOSICION DE ESTEROLES DE LOS PRINCIPALES ACEITES:

% de

Esteroles

Totales en Coles- Brassi-

el Aceite terol casterol
Mant 0.10 - 0.25 0-1.0 0-tr.”
Girasol 0.30 0.40 0-0.3 -
Soya 0.26 0.37 0-~2.0 O-tr
Colza 0.53 0.79 0-0.2 4,2 -9.5
Algoddn 0.35 0.45 0-0.8 O~tr
Palma 0.04 0.0% 1.0-8.0 -
Coco 0.08 0.23 0-2.8 0-tr
Sardina 0.50 0.7%6 93 - 98 -
Arenque 0.27 0.60 98 -

Campeste= A7 stig-

rol o Can- B - sitost. ma o A

pest. + a7 o B = sitost. stigma+

Campeste~- A7 Cam- EStigma- + A9 Ave- AS Avena~ A7 Avena- A7 Avena
nol pestenol  sterol naster ol ste rol ster of sterol
11.0-18.7 - 6.0-11.1 720 - 77.0 3.6-11.5 0-3.2 tr-2.0
8.0-12.3 0-2.6 8.0-12.3 61.0-75.3 2.5-9.2 7.1 <20, 2.2-4,0
‘8.] -23.0 - 1].3-22. 55.9-67.8 ‘QO-SQO 0. - 4-5 ].0-].2
29.7 - 40.0 - tr~ 0.4 52.9 - 59.9 1.2-2.0 0-0.6 -
400- 912 - 0- 2.5 88.2- 95.0 2-0-2.0 0‘0-6 -
14.0-24.6 - 8.0-13.3 53.076.0 0.3=-2.2 0-1,0 -
6.0"' 9.0 - ]3.0- 19.8 64.] - 76.0 4.7-2502 0-6.0 0-7- 2.0

(9) F. Mordret, A. Prevet, J.P, Wolff.
Feb. 19Y77,= 20 Ne. 750 pég. 87-

fgg Fals, Exps, Chim,,
00,



La forma mé&s conveniente de analizar la fraccién
esterflica de la fraccidén insaponificable es por Cro-

matograffa de gas.

El primer trabajo publicado sobre el fracciona -
miento de los esteroles presentes en las materias gra-
sas con el fin de efectuar su identificacién y deter -
minacién cusntitativa, por medio de la Cromatografia
en fase gaseosa, se debe a Beerthuis y Recourt (2),
quienes demostrarcn la poslblilidad de efectuasr se-
peraciones cuantitativas y perfectas con mezclas =
complejas, utilizando sustancias no polares como fa-
se liquida. Al mismo tiempo se mostrd que las eleva-
das temperaturas a que era necesario efectuar el ani-
lisis no daban lugar a descomposiciones o alteresciones
estructursles que pudieran desvirtuar las respuestas
del detector y la interpretscién de los registros -

obtenidos.

Actunalmente la Cromatograffa de Gas (C.G.) es -
la metodologla preferida en los anjlisis de estero -
les. Este método se encuentra estifilado en los ma =~

nnales oficlales de quimica andlitica. (1) (8)



Ettinger y colaboradores (4) reportan un método
para detecclién de grasas animales en aceites vegetales,
basade en la crematograffa gaseosa del total de la materia
insaponificable. La presencia de cantldades tan pequefas
como 2.5 % de grasa snimal fué detectado, por compara -
cién con estandares conteniendo varios niveles de sebo

en aceite vegetal.

Por otra parte (5), es posible, mediante pequefios
ajustes en la sensitividad cromatogrdfica detectar fé-
cilmente cantidades tan pequefias como C.l mg. de coles-

terol por 1CO gms. de acelte. Esto es equivalente al

0.1% de grasa animal afiadida.

Anteriormente se tenia la idea de que en aceites de
origen vegetal, el colesterol estaba ausente, pero en
trabajos recientes Recourt y Beerthuis (l1), encuentran
que en el andlisis por cromatograffa de gases de la mate-
ria insaponificable de aceites vegetales, algunas veces

se obtiene un picoe en la posicidén del colesterol.

Otras lnvestigaciones (3 ), han correborado este
ebservacién. Un componente con el tiempe de retencién

del colesterel, estd presente en pequeflas cantidades



en todos les acaltes vegetales comunes incluyendo
los aceites de ceco, algodén, mafz, palma, almen-

dra, manf, girasol y aceite de soya.

La tabla II contiene los niveles de esteroles
més importantes que se encuentran presentes en va-

rios acelites vegetales. (5).



COMPOSICION DE ALGUNOS ACEITES VEGETALES COMESTIBLES POR CROMATOGRAFIA GASEOSA

TABLA II

% DE ESTEROLES

ACEITE®

CAMPESTEROL ESTIGMASTEROL B-SITOSTEROL ﬁb
MAIZ 10 1 89 8
MANTECA DE CACAO 8 26 66 2
ALGODON 4 0 96 24
OLIVA 2 o) o8 49
MANT 13 3 84 5
SALVADO DE ARROZ 20 8 72 4
CARTAMO 13 6 81 4
SOYA 15 13 72 3

RrP

Indica la relacién que existe entre el drea del pico de B-sitosterol y las 8reas de los picos
de campesterol + stigmasterol.

(5) Firestone

"A review of methods for jetermining

D,
pesticides residues, contaminants and adulterants
in fats and olls", J, Am, 011 Chem. 3oc., 45:210A-

21k4, 2454-2L74,

19683,

01
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OBJETIVOS

Las adulteraciones més comunes en las sastanclas gra

sas encontradas en Guatemala, son:

l) Adicién de acelte de algodén a las cremas de leche.

2) Adicibén de mantecas hidrogenadas de aceite de algo--
d6én, a la mantequilla.

3) Adicibn de aceites vegethles a sebos animales; lo -
cual es prohibido por la ley vigente en el pals.

Normalmente la deteccidén de estos fraudes se hace de
manera cunalitativa. Es decir, que la presencia de coleste
rol en un acelte vegetal, implica que éste ha sido adulte
rado con grasa de origen animal. Asimismo, si en una grasa
animal se encuentran fitosteroles, es un indicio inequivo-

co de su adulteracidén con aceites vegetalss.

Sin smbargo, una deteccibén cualitativa, no da idea de
la magnitud del frande, es decir, la proporcién en que el

adulterante se encuentra sn la munestrs.

Es pnes conveniente establecer la metodologfa que per

mita cnantificar los componentes de la mezcla.

Ademds es necesario verificar si el colesterol repor-
tado en algunos aceites vegetales, se encuentra presente -

en el aceite de algodbdn y sus derivados hidrogenados.
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Los objetivos del prasente trabajo, son pnes, la cuapn
tificacifén del 2nflisis de esteroles y la verificacidn de
la presencia de colesterol en el acaite de algoddn y sus -

derivados hldrogenados.
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JUSTIFICACIONES

La investigacifén de mezclas de sebos animales, con -
acelites vegetales, presenta una gran demanda, tanto de par
te de la industria privada como de los inspectores de sanl
dad., Esto implica la necesidad de establecer técnicas ade-

chadas y probadas para detectam estas mezclas.

La cuantificaclén de los frandes efectuados en grasas
animales y vegetalas, es importante desde el punto de vis-

ta legal, en el procesamliento jundicial de infractores.,

Desde el punto de vista técnico es importante estable
cer los limites tolerables de colesterol en el aceite de -

algodén.
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ASPECTOS METODOLOGICOS

El trabajo analftico comprende las sighlentes etapas:

1, Extraccifn de la materia insaponificable de la muestra

de grasa ()

Se pesa con exactitud de 2.0 a 2.5 grms. de muestra en
un balén de fondo redondo de 50 ml. Se adiciona 25 ml. de -
etanol al 95% y 1.5 ml. de KOH (3+2). La muestra se saponi-
fica por ebullicidén bajo reflujo, durante 30 minntos. Ningu

na pérdida de alcohol debe ocurrir durante la saponificacién.

La solucifn alcohflica de Jabén se transfiere, en callen
te, a una ampolla de separacién de 250 ml. usando un total -
de 50 ml. de agua caliente. Se lava el recipiente dé saponifi
cacién con 50 ml. de éter, el cual se aflade a la ampolla de -
separacitn. Se aglta vigorosamente y se deja dune las dos fa-

ses se separen.

La fase acuosa se saca de la ampolla de separacibén y la
fase eterea se transflere, por la boca, dentro de una segun-

da ampolla de separacibn, que contiene 20 ml. de H20,

(%) Para obtener el residuo insaponificable se utilizé el mé

todo recomendado por el "Metodos Oficilales de Anélksls de la
Asoclacitn de Quimica Analitica Oficial' (A.0.A.C.) con algu

nas modificaciones (1).
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La primera ampolla de separacifn se lava con 15 ml.
de éter agitando vigorosamente. ELl lavado se adiciona a

la segunda ampolla de separacién.

La fase acuosa se devinelve a la ampolla de separacidn
vacfa y se extrae tres veces con porciones de 50ml. de éter
en la misma forma. ©Se racomienda hacer un teotal de 4 ex -
tracciones para aceltes marinos u otros aceites de alto con-

tenido insaponificable.

Los extractos stereos se combinan en la segunda ampolla
de separacién con los 20ml. de H20 y se agita sunevemente, con
movimientos de rotacifn. La agitacién violenta en este esta-
do, punede causar alguna emulsién problemd&tica. Se elimina

la fase acuosa.

La fase eterea se lava con dos porciones adicionhales

de 20 ml. de H2 0, agitando vigorosamente.

En segnida la fase eterea se lava, altarnatlvamente -
tres veces, con porciones de 20ml, de sol. acuosa de KOH
0.5N. y 20 ml. de H20, agitando vigorosamente cada vez.

S1i se forma una emulsién durante el lavado, se extrae la
fase acuosa hasta donde sea posible, dejando la emulsién
en la ampolla de separacifén con la fase eterea y se prosi-

ghe con el siguiente lavado,
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Después del 3er. tratamiente con KOH, se lava la
fase eterea, con porciones de 20ml, de H20, hasta que

el agua de lavado no sea alcalina a la fenoftaleina.

La fase eterea me transfiere a un vaso conico de
250ml., la ampolla de saparacifn se lava con unos po-
cos ml, de éter. y la sol. de lavado se adade al vaso.
Se evapora lentamente hasta aproximadamente 5 ml. y se trans
fiere cnantitativamente usando algunas paquefias fracciones -
de éter, a un vaso cilindrico de 50 ml. previamente seco y -
tarado. Se evapora el 8ter. Cuando el éter ha sido evaporado
se afiladen 2-3 ml. de acetona y se calienta en una estufa 6 -
en un bafio de marfa; se completa la evaporacidén del solvente

en una corriente de aire., Se seca a 100°c en perliodos de 30

min., hasta peso constante.

2 Aislamiento de los esteroles por cromatograffa en capa

fina

Los esteroles fueron aislados mediante la cromatograffa
de capa fina. Se prepararon placas de 20x20cms. y O.5mm, de -
espesor, con un equipo "Desaga Brinkmann', Se empled sili-
ca gel 60 PF 2544366 y silica gel G para cromatograf{a prepa-

rativa en capa fina.

Como eluente se utilizé una mezcla de éter de petrélso -
éter etilico en proporcién de l:1. La banda de los aesteroles

se visnalizé con luz UV, en el caso de la silica gel PF 2544366

en el caso de la silica gel G, se visuallzaron las bandas en
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una franja de la placa con vapor de 12.

Como verificaciénde que la banda extrafda era efecti-

vamente la correspondiente a los esteroles, se efectud un -
(3¢)

ensayo de Lieberman-Burchard. La banda de esteroles se ras-

p6 de la placa y la extraccibén se efectué con claroforme, -

de la siguiente manera:

Se raspa la banda de los aesteroles sobre papel de aln-
minio y se transfiere la silica gel a un vaso cbnico de 25ri.
con tapbn de vidrio esmerilado. Se transflere la silica gel
a un filtro de prcelana de poro grueso, con cinco pordiones
de 10 ml. de CHC 13. El filtrado se recoge en un vaso cilin
drlce de 50ml, previamente saco y tarado. Se evapora el sol
vente a sequedad en un batio de marfa, bajo corriente de N.

Se lava el vaso con tres porciones de 2ml, de CHCl3, -
tenlendo especial cnidado, para disolver cunalquier material
en las paredew, se transfleren las sol. de lavado a un vial
(cilfindrico vy muy pequeiio y con tapbdn de rosca), y se evapo-

ra a sequedad hajo corriente de N. Se almacenan las munestras

en el congelador.

(%) Ensayo de Liebermann-Buchard. Una pequeifla cantidad del

raspado de la bhanda de esteroles se transflere a un tubo de
ensayo pequefio. Se adicionan al mismo uno o dos ml. de reagc

tivo de Liebermann (cloroformo-anhidrido acético 2:1). Se a
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flade a 1la mezcla unas gotas de HoSOuconc. Una coleracidn

azul o rosada indica la presenclia de esteroles.

3. Determinacifén de los esteroles por cromatograff{a de gas

Para los efectos del anflisis de cromatograffa de gas,

las muestras secas se disuelven en 0.5ml de CH CL3 y se in-
yectan pmedlante nna jeringa de Ile.

Los perfiles cromatogri4fices se obtuvieron con un instru
mento de cromatografia de gas "Tracor 222" provisto de nn de-

tector de lonizacibébn de llama.

Como registrador se empled un integrador Hewlett Pakard

3380 A,

Se ntilizé una columna de vidrio de 1/4" de diémetro in-
terno y 6! pies de largo, empacada con 3% de 0.V. 1 en cromo-
sorby, La temperatura de la columna, del detector y de inyec-
cién fué 270° C., 280° C., 280° C., respesctivamente. Se em-
pledé Nitrogeno como gas port-dor y fné regulado de tal manera
que el pico correspondiente al colesterol, se mantuviera cons-

tante, a un tilempo de retencién de aproeximadamente 8.min.
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Preparacifén de las muestras: Las muestras fueron
preparadas a partir de acelte de algodén hidrogenado y

blanqueado 100% puro marca "NUMAR" y sebo animal, homo-
genizado y flltrade, proveniente de diferentes reglones

andtomicas de ganado bovino,

Un total de 13 muestras fueron preparadas pesando
los componentes en una balanza analftica. Las propor-

ciones de las mezclas se indican en la tabla I1III.

Las muestras fueron homogenizadas agitando continua-

mente por dos horas a una temperatura de 80° C.



TABLA II1I
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Proporcién de aceite hidrogenade de algo-
dén y sebo en las muestras analizadas.,

No. de 1la 4 de acelte hidre- 4 de

_muestra genado de algodén, sebo

1 0 100

2 95

3 10 90

L 20 80

5 30 70

6 40 60

7 50 50

8 60 40

9 70 30

10 80 20

11 920 10
12 95

13 100 0

|
a




PROGRAMA

l.,~ Revisifn de literatura

2.~ Elaboracién de las muestras
3.- Trabajo de laboratorio

},~ Tabulacitn y conclusiones
5.- Anflisis estadistico.

21
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ASPECTOS ECONOMICGS

El financiamiento y costos del trabajo formaron
parte del programa de adiestramiento tutorial segtn
reglamentos del INCAP, aplicable también al LUCA, asi

como del programa de investigacifn de esas entidades.
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RESULTADOS

Los perfiles cromatogrificos de las 13 mnestras men-
cionadas en la Tabla III se presentan en el apéndice I, -
jonto a los cromatogramas de los patrones de Colesterol,
}B-sltosterol, Campesterol y estigmasterol (ver apéndice I).
La identidad de los picos en los perfiles cromatogréficos -
fué establecida mediante la comparacién de los tiempos de =
retencifn con los patrones de los esteroles. Las condicio-
nes del ensayo fueron las mencionadas en la seccifn de: "As

pectos Metodoléglcos"™,

En el cuadro I se resumen los resultados obtenldos para
las 13 muestras (cada cifra es el promedio calculado de 2 =
perfiles cromatogrdficos), representativas de les diversos
porcentajes de acelte de algodén y sebo. Las 4reas de los
picos de los perfiles cromatograficos fueron calcualadas u-
tilizando nn integrador Hewlett Packard modelo 3380 A.

En las muestras No. 12 y 13 aparece un pico no identi-
ficado. El origen de ésta sefial probablemente es debido a
alguna impureza. Siendo el porcentsje muy pequefio; menos del
0.t% de la mezcla total de esteroles, no se tomé en cuenta -

para los fines analfticos.
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En los perfiles cromatogréficos aparecen séleo 3 picos
correspondientes al 001ester01!/6L sitosterol y Campesternl.
La aucencia del Estigmasterol, se explica debido a que el -
contenido de éste esterol en el acelte de algodbn es peque -
fio; de 0 a 2.5% (ver Tabla I) (9), adem4s el proceso de hi -
drogemclién del aceite, probablemente ha convertido al estig-

masterol en /G-sitostero1.

Los datos del cusdro I se presentan en dos gréficas.
En la primera, los porcenta jes de esterols se mnestran en
forma de barras. Para cada mwuestra la suma de las alturas

de las barras es siempre 100%.

En la segunda gréfica el % de esteroles VS el % de sebo
para cada una de las muestras. De ésta forma se puede apre~
clar m4s claramente la variacibén del colesterol y‘/a-sitoste-

rol en funcién del % sebo en la mezcla,



APENDICE 1

CRCMATOGRAMAS I al XVI

CUADRO I

GRAFICAS I ¥ 1I
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CROMATOGRAMA 1

FERFIL CRCMATOGRAFICO DL FATRON PARA IDENTIFICAR
EL PICO CORRESPONDIENTE AL COLESTEROL.

26

= 8,03
STOP
RT AREA AREA %
R.03 19626 98.22

IDENTIFICACION DE LOS PICOS:
5.26 =« No identificsdo
8.03 - Patrén de colesterol

Lus condiciones se detallan en Aspectos Metodoléglcos.



CROMATOGRAMA II 27
PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA MEZCLA DE PATRONES CCRRES-

PCNDIENTES AL [3-SITOSTEROL Y CAMPESTEROL.

e T TSI —,
— i) ==

= 12.36
Al
RT AREA AREA %
10.18 25005 43,02
12.36 33116 56.98

IDENTIFIC/.CION DI LOS PICCS:
10.18 - Campesterol
12.36 i/B-Sitosterol

Las condiciones se detallas en "Aspectos Metodolbgicos'.



CRCMATOGRAMA III 28
PERFIL CROMATOGRAFICO DEL/A MEZCLA DE PATRONES CORRES-
PONDIENTES AL COLESTEROLt/g-SITCSTEROL, CAMFESTERCL ¥
ESTIGMASTEROL.

|
|

= 8.01
—— 1C.03
— = 10,78
== 12.13%
RT AREA AREX %
8.01 20795 28,48
10,03 8615 11.8
10.78 26569 36.39
12.13 17C33 23.33
IDENTIFICACION DE LOS PICCS:
8.01 - Colasterol 10,78 - Lstigmrsterol
10.03 - Campasterol 12.13 1/3—Sitosterol.

Lus enndiciones se datallan en '"Aspectos Metodelégicos'.



CROMATCGRAMA IV 29
PERFIL CROMATOGRAFICO DE SEBO 100% PURO

i T Y
- e — -
— = 7.75
=TDE
RT AREA AREA %
775 17155 100

IDENTIFICACION DE LOS PICOS:
7.75 - Colesterol.

Las condiciones se dstallan en "Aspectos Metodolégicos'.



CROMATOGRAMA V

PERFIL CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 95% DE SEBO MAS 5%
DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADO.

L s

B m e S ES S AN = e e o L Tt ——

— — - 7,93
] 11.9%
1
T . &
RT AREA AREA %
7.93 18237 88.73
11.94 2316 11.27

IDENTIFIC ACION DE LOS PICCS:
7.93 - Colesterol
11,94 T/B-Sitosterol.

Las condiciones se detallan en "Aspectos Metodolégicos'.



CROMATOGRAMA VI 31
PERPIL CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 90% DE
SEBO MuS 104 D ACEITE DE ALGOUDCN HILROGEN DO,

L T 1
. —
-
- ; — 7.79
TP Y.67
— = 11.63
ST0F
RT AREA APEA %
779 19406 72.86
Y.67 226 « 8l
11.63 7004 26.3

IDENTIFICACION DE LOS PICOS:
7.79 =~ Colesterol
Y67 ~ Campesterol

11.63 -/g-sitosterol.

Las condiciones se detallan en "Aspectos Metodolbglcos',



32
CROMATOGRAMA VII

FERFIL CROMATOGRAFICO DE UN4 MEZCLA DE 80% DE
SEBO MAS 20% DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADO.

The T - R S B e e o B

= 7.85
= 11,89
RT AREA AREA %
7.85 19548 61,94
v.87 574 1,82
11.8y 11436 36.24

IDi.NTIFICACION DE LOS PICOS:
7.85 - Colesterol

9.87 ~ Campesterol

11,8y j/g-sitosterol

Las condiciones se detallan en "Aspectos Metodolfgicos',



CROMATOGRAMA VIII 3R

FERFII. CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 70% DE
SEBO MAS 30% DE ACEITE D ALGODON HIDROGENADO,

- —— 7.79

— 11.87
a2
sTOF
RT AREA AREA %
7.79 14316 e 1
“9,72 1248 3.85
11.87 16896 52.05

IDENTIFICACION DE LO0OS PICOS:
7.79 - Colesterol
9.72 -~ Campesterol.

11,87 -/Q-Sitosterol.
Las condliciones se detallan en "Aspectos Metodolégicos"



CROMATOGRAMA IX
PERFIL CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCIA DE 60% DE
SEBO MAS 0% DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADO,

L_'_L?:i AL M S SR SR SINE < SEE

. 8.39
_g 1C.54
== 12,53
RT AREA AREA %
8.39 16935 32,92
10.54 2280 L. 54
12.53 31407 62. 5%

IDENTIFI CACION DE LOS PICCS;
8.39 - Colesterol

10.54% - Campesterol

12.53 f/Q-sitosterol

Las crndiciones se detalian en “Aspectos Metodolégicos'.



CROMATOGRAMA X

PERFIL CRCMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 50%
DE SEBO MAS 50% DE ,CEITE DE ALGODON HIDRCGENADO,

35

RT
7.88
Y.82

12.02

AREA
14436
2818
39yhtl

IDENTIFICACICN DE LCS FICOS:

7.08 ~ Colesterol

9,82 ~ Campestercl
12.02 t/?-sitosterol

Las condiciones se detallan en "Aspectos MetodolSilicos?,

AREA%
25.2k%

4.93
69.83
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CROMA TOGRAMA XI
PERFIL CROMATOGRAFICC DE UNA MEZCLA DE 40% DE

SEBO MAS 60% DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADC.

- == 12.21
ARBA AREA %
7599 7470 16.63
10.01 2128 4, 74
12,22 35313 78,63

IDENTIFICACICN DE LOS PICOS:
7,99 - Colesterol

10.01 - Campesterol

12.21 i/?-sitosterol

Las condiciones se detallan en "Aspectos Metodnlégicos",



CRCMATOGRAMA XII 37

PERFIL CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 30% DE
SEBO MAS 70% DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADO.

L b 1 | —— - e i e, i o e miwim v e S
]

8.04
1C. 0k
— 12.18
RT AREA AREA %
8.04 4900 13.5.
10,04 1883 5.19
12.18 29412 81.31

IDENTIFICACICN DE LOS PICOS:
8.0k - Colesterol

10.04 - Campesterol

12.18 t/@-sitosterol.

Las condliciones se detallan en "Asrectos Metodoléglcos®,



CROMATCGR'MA XIII

FERF'IL CROMATCGRAFICO DE UNA MEZCLA DE 20% DE
SEBO MAS 80% DE ACEITE DE ALGODON HIDROGENADO.

" 9.82

- — 11.95
!
5T F

RT AREA AREA %

7.87 2990 8.11

9.82 2154 5.85

11.95 31717 86,0k

IDENTIFICACION DE LOS 1ICOS:
7.87 - Colesterol
9Y.82 - Campesterol

11.9 -/é% sitosterol

Las condiciones se detallan en "As;ectos wmal.dolégicos™



CROMATOGRAMA IV

PERFIL CROMATOGRAFICO DE UNA MEZCLA DE L0% DE
SEBO MAS 90% DE ACEITE DE ALGCDON HIDROGENA DO,

39

7.98
9.98
== 12,10
RT ARIIA
7.98 765
9.98 1454
12.10 29705

IDENTIFICACICN DE LGS PICGS:

7.98 - Colesterol

9 .98 = Campesterol

12 .10 han

-sitostierol.

AREA %
2.7k
5.20
92,06

Las condiciones se detallan en "Aspectos Metodolégicos',



CROMATOGRAMA XV

40

PERFIL CROMATCGRAFICO DE UNA MEZCLA DE %% DE
SEBO MAS 95 % DE ACEITE DE ALGODON HIDROGEMADO.

RT

7.91

993
12.12

IDENTIFICACICH DE LOS PICOS:

AREA
711
2373
36253

7.91 - Colesterol

9.9Y3 - Campesterol

l2.12 -

Las condiciones se deta

~sitosterol.

AREA %
1.81
6.03
92,16

1lan en "Aspectos Metodoldgicos,



CROMATOGRAMA XVI 41
PERFIL CROMATOGRAFICC DE ACEITE DE ALGCDON
HIDROGENADQ 100% FURO.

TRl T

- - mT ]
- 2017
10,02
STOE
RT AREA AREA %
10,02 3436 7.31
12,19 43572 92.69

IDENTIFICACICN DE LOS PICOS:
10.02 - Campestearol
12,19 -J/3-sitosterol.

Las condliciones se detallah en “Aspecteos Metodoldgicosh,



CUADROD LT

PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO
% % %
COLESTEROL CAMPESTEROL /B-SITOSTEROL
No. % SEBO % ACEITE
VEGETAL
HIDROGENADO
1 100 100
2 95 5 89.02 10.98
3 90 10 75.55 0.43 24 .04
4 80 20 62.14 1.80 36.05
5 70 30 43.55 3.40 53.05
6 60 40 33.90 4.41 6l1.61
7 50 50 24.85 4.92 70.24
8 40 60 16.59 4.59 78.84
9 30 70 13.58 5.16 8l. 26
10 20 80 7.90 5.94 86.17
11 10 90 2.75 5.30 91.96
12 5 95 1.69 6.57 91.74
13 100 7.27 92.73

2H |
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DISCUSION

Los datos extraldos de los perfiles cromatogrdficos
de las mezclas tabuladas en el cmdro I son admisibles.
En el cuadre I se observa que al ammentar la proporcién
del sebo en la mezcla, aumenta el porcentaje de coleste
rol en la fracclén de esteroles. De igml manera, al in-
crementar la proporcién de mnteca vegetal en la mezcla,

aumenta el porcentaje de fitosteroles.

El cromatograma No. III, muestra los picos de los
patrones de colsterol, campesterol, estigmasterol y [-
sitosterol. Es evidente que la columna utilizada resnel-
ve nitidamente el colesterol y el jg-sitosterol. Sin em-
bargo los picos de campesterol y estigmsterol aparecen
superpuestos. Para el presente estudio &sto no es nn se-
rio impedimento. BEn general el contenido de Estigmasterol
en el aceite de algodén se encunentra en cantidades que re-
presentan entre 0.0 y 2.5% (ver tabla I) de la fraccifn

total de esteroles,

Ademés, desde que las muestras se hsn obtenido de a-
ceite de algodén hidrogenado, es probable que el estigmas-

terol heya sido transformdo enje-sitosterol en el pro -
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proceso de reduccién. Los cromatogr-mas de la muestra corro-
boran ésta suposicldn pues el pico del campesterol no aparece
distorcionado en ninguno de los perfiles cromatogréficos de las

muestras.

Al extremo de la curva, (cuadro I) en la muestra pura de
sebo no aparece en el perfil cromatogrifico sefiales correspon-
dientes a los fitosteroles. La muestra No.2 correspondiente
a la mezcla constitulda por Y5% de sebo y 5% de manteca vegetal,
mpestra una composicién esterolica de 88.73% de colesterol y
11.94% de}/B-sitosterol. Estas cifras indican que es posible
determinar f4cilmente una adunlteracién del sebo con manteca ve -
getal a un nivel del 5%. Es mé&s; observando la curva del coles =
terol en la grifica II se puede concluir que 1% de manteca vege-
tal en una muestra de sebo ésta dentro del 1imite de deteccidn
del presente método. Interpolando en la curva, 1.0% de manteca
vegetal equivale alrededor de 2.0% de /9— sitosterol en 1la frac-
cién esterolica. Desde que en los perfiles cromatogrsficos es
posible observar picos gque representan 1l.0% de esteroles, es cla-

ro que 1l.0% de manteca vegetal puede ser fécilmente detectado.



Al otro extremo de la curva, esti la muestra pura de
aceite vegetal hidrogenado. En el perfil cromatogréfico
de ésta muestra se observan dos pequefios picos superpnes-
tos que escapan la deteccidn de la integradora electréni-
ca. El tiempo de retencidn de éstos pequerfios picos coin-
cide aparentemente con el tiempo de retencién del coleste-
rol. ©Sin embargo el 4rea de ambos plcos debe coastitunir
una fraccién a lo mds del 1.0%. La mustra siguiente, a-
quella constituida por 95% de manteca vegetal y 5% de se-
bo, si presenta un pico definido en el punto correspondien-
te al colesterol. El 4rea del pico representa 1.81% de la
fraceibn esterolica. Si asuminos que la técnica de C.G.
permite cuantificar picos de hasta 1.0% del 4rea total in-
tegrada, en éste caso sflo serd posible detectar hasta el

3% de adulteracitn con sebo en una muestra de manteca ve-

getal.

De los datos obtenidos se desprende gque la mnteca ve-
getal contiene mayor cantidad de fitosteroles que el sebo
contiene de colestercl. Debido a ésto 2. més ficil detec~

tar una adulteracidn de sebo con manteca vegetal que vice-

versa.
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El cuadro I indica que una mnestra que presents
la misma cantidad de colesterol y}?— sitosterol (pun-
to de interseccidén de las curvas respectivas) tiene -
nna composicién aproximada de 72% de sebo y 28% de =~

manteca vegetal.

Los datos del cuadro I relativos al % de coles-
terol pueden ser acomodados estadfsticamente por una

echacifn de segundo grado del tipo Y=B+B, X+ B,_Xz.

El resultado de e@ste andlisis se presenta en el

siguiente cuadro.



ANALISIS DE REGRESION DE 2° GRADO

% DE SEBO % DE COLESTEROL
0 0
5 1.6Y
10 2.75
20 7.90
; 13:29
0 .
50 ok, 85
60 3.90
70 3.55
80 62.1
90 79.95
95 89.02
100 100.00

La ecuacién correspondiente es:
Y=2.4380+ 0,0100 X - 0.0581 X*

La correlacién es de C.9v549
El total de casos es: 13

El indice de la prueba de significancia de la
regresién es: F=1103.,2012

Lo que permite asegurar la valides estadistica de la
ecuacidn.
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CONCLUSIONES

Guatemala es en el presente un pafs productor, tsnto
de algodén como de carne de res, de los cnales se obtiene
el aceite de algoddén hidrogenado y el sebo respectivamente.
Se hace entonces necesario una metodologfa que permita de-
terminar los porcentajes de una mezcla de éstas grasas, ¥
en el presente la que parece ser mis adecnada es el ang -
li1sis de la composicifn de esteroles por Cromatograffa de
Gas (C.G.). Esta técnica permite diferenciar con alto gra-
do de conflanza les grusas de procedencia animal, de aque =-
llas que son exclusivamente de origen vegetal; asi como de-
terminar hasta el 2.5% de adulteracifn en ambos sentidos,

por comparacién con mezclas patrones.

Tambidén se ha encontrado que el aceite de algodfn hi -
drogenndo contiene un porcentaje mayor de fitosteroles que
el porcentaje de colesterol presente en el seboj por lo tan-
to es posible detectar con mayor sensitividad el aceite de
algodén presente en grasas de origen animal, que viceversa,

( atnnque la técnica funciona perfectamente en ambes sentidos).



bl

Se ha verificado ademis, que el colestercl presente
en 61 acelte de algedén hidrogenado se encuentra, unica-
mente en centidad de trazas, corroborando los reportes -
de otros investigadores, por lo que el método anteriormen

te descrite puede ser utilizade con toda confianza.



RECOMENDACIONES

En el aspescto metodologico se recomienda efeectunar
ensayos para mejorar la resolucifn entre el campesterol
y el estigmasterol., Especificamente se podrfa utilizar
columnas de mayor longltud o bién emplear el relleno -

OV-17 mencionado con mayor frecuencia en los reportes -

de literatura.
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