Influencia de las Microondas vy el
Calentamiento Convencional de la
Leche en los Contenidos de Colesterol y
la Formacion de Oxidos de Colesterol

Sarger M. Herzallah

La leche UHT preparada con leche en polvo tuvo
la mayor formacién de 7 — ketocolesterol, siguien-
do el calentamiento de leche con microondas,
mientras que el valor mas bajo fue para la leche
pasteurizada por calentamiento convencional.
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Resumen

e estudié el efecto de las Mi-
Scroondas y los tratamientos de

calentamiento (pasteurizacion
y hervido) de la leche en el contenido
de colesterol y la formacion de déxidos
de colesterol. No se detecto el 7-keto-
colesterol (ND) en todas las muestras de
leche cruda. Por el contrario, el calenta-
miento de la leche produjo la formacion
de productos de oxidacién de colesterol
(COPs), principalmente, 7- ketocolesterol
en diferentes cantidades. La leche UHT
preparada con leche en polvo calentada
a 140+ 1.0°C durante 4 segundos tuvo
el mayor valor de formacion de 7 — ke-
tocolesterol (80.97 ugg?), siguiendo el
calentamiento de leche con microondas
durante 5 min (50.29 ugg?!), mientras
que el valor mas bajo fue para la leche
pasteurizada a 85 + 1.0°C durante 16
segundo (2.163 ugg?).

Introduccion

Las grasas de la leche pueden experi-
mentar cambios quimicos y fisicos duran-
te el procesamiento y almacenamiento
tales como la oxidacion y formacion de
acidos grasos trans (Semma, 2002).

Los productos de oxidacion de

colesterol (COPs) se han encontrado en
muchos alimentos debido a la auto-oxi-
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dacion del colesterol en presencia de luz,
calor y pro-oxidantes (Kumar y Singhal,
1991). Muchos de ellos han mostrado
cierta actividad biolégica como la in-
hibicidon enzimatica de la biosintesis del
colesterol, mutagenicidad y arteroescle-
rosis (kumar y Singhal, 1991; Tavani

et al.,, 1997). La leche y los productos
lacteos generalmente experimentan dife-
rentes cambios durante su preparacion
(hervido y microondas) o procesamiento,
los cuales pueden incluir tratamientos de
calentamiento moderados o severos que
pueden producir cambios indeseables en
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lipidos o proteinas. El cocimiento y reca-
lentamiento de alimentos por hornos de
microondas es utilizado ampliamente en
la preparacion de alimentos en millones
de cocinas en todo el mundo.

El calentamiento de alimentos por
microondas resulta de la conversion de
la energia de microondas en calor por
friccion de las moléculas del agua debido
a la rapida fluctuacién en el campo elec-
tromagnético (Potter y Hotchkiss, 1996;
Decareau, 1992).

La tendencia de usar el horno de
microondas en el procesamiento de
alimentos se podria atribuir a la ve-
locidad de calentamiento y al ahorro
de energia.

A pesar de que el horno de mi-
croondas es ampliamente usado como
un medio de preparacion de alimentos,
no hay informacion suficiente disponible
de las consecuencias del calentamiento
con microondas sobre la composicion y
calidad nutricional del alimento.

Algunos estudios revelaron que el
calentamiento con microondas afecta la
oxidacion de las grasas y la formacion
de isdbmeros de acidos grasos (Albi et
al., 1997a,b).

Por esto, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de el calenta-
miento con microondas y calentamien-
tos tradicionales (hervido y pasteuri-
zacion) de la leche en el contenido de
colesterol y la formacion de dxidos de
colesterol.

Materiales y Métodos

La leche cruda de vaca utilizada en
este estudio se obtuvo de un tanque de
dos plantas de lacteos: Danish Jordan
Dairy Company (DJD) y Al-Sanabel Dairy
Co. (SDC). Por otro lado, las muestras de
leche UHT producidas con leche en polvo
(reconstituida) se compro en el mercado
local de la marca KDD (Kuwaiti Danish
Dairy Co.).
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Tratamientos de Calentamiento
de Leche y Productos Lacteos

La leche cruda de vaca obtenida de
dos fuentes seleccionadas se sujeto a
diferentes tratamientos de calentamiento
como se muestra en la Tabla 1.

Tratamientos de calentamiento con
microondas

Se calentaron dos muestras de leche
de aproximadamente 1 It cada una en un
horno de microondas (Galanz, 800 Watts,
WDB800B, Korea) a 80% de potencia
en una cacerola Pirex a 96.3 + 1.0°C
durante 5 minutos.

Tratamientos convencionales de ca-
lentamiento (estufas de gas)

Se colocaron dos muestras de leche
(de 1 It c/u) en una olla de Pirex y se
hirvieron en una estufa de gas por 5
minutos a 95.5 + 1.0 °C.

Leche reconstituida UHT

La muestra de leche UHT produ-
cida con leche en polvo (reconstituida)
elaborada por Kuwaiti Danish Dairy Co.,
Kuwait (KDD) se compro en el mercado
local para comparacion (fecha de produc-
cion 05/01/03 y fecha de expiracion de
05/07/03).

Extraccion de grasa de leche y
analisis

Los lipidos se extrajeron de las
muestras de leche y productos lacteos con
cloroformo y metanol como lo describi-
eron Bligh y Dyer (Bligh y Dyer, 1959) con
algunas modificaciones en el peso de la

muestra, volumen del solvente, velocidad
de centrifugacion y tiempo.

Se homogenizaron aproximada-
mente 70 g de queso, yogurt o queso
de yogurt (labaneh) y 100 ml de leche
liquida con 100 ml de metanol y 100 ml
de cloroformo usando un homogeniza-
dor Hamilton Beach Scovel (NSF, USA)
durante 2 min a velocidad media.

Posteriormente se afiadiron 100 ml de
cloroformo a la muestra y la mezcla se re-
homogenizé durante 2 min adicionales.
El homogenizado se centrifugd a 4000
rpm durante 20 min con una centrifuga
Haeraeus (Haeraeus Christ, GMBH, Os-
terode/Harz, OJ3, Alemania). La capa
superior (capa de metanol y agua) se
extrajo por aspiracion. La capa media
y baja (capa de cloroformo y capa de
proteina precipitada) se filtraron a
través de un papel filtro para separar
las particulas precipitadas. Los extrac-
tos de lipido-cloroformo se volvieron a
filtrar a través de sulfato de sodio an-
hidro (Na,SO,) y el Na,SO, se enjuagd
3 veces con 30 ml de cloroformo, 10
ml cada vez. Los extractos de lipidos
se secaron bajo nitrogeno usando un
rotoevaporador (LABAAROTA, 4001
WV, Heidolph, Alemania) con 150 rpm
a 50°C y se almacenaron para su anali-
sis en envases de vidrio @mbar 5 ml
en nitrégeno a —18°C. Las muestras
lipidicas se utilizaron para analizar su
contenido de colesterol y productos de
oxidacién de colesterol (COPs) princi-
palmente 7 - ketocholesterol.

Tabla 1. Leche de vaca producida por diferentes tratamientos de calentamiento

DID Pasteurizacion 85+ 1.0 16 seg Leche pasteurizada
de tubo 140 + 1.0 4 seg UHT
Hervido en 975+ 1.0 5 min Leche hervida
laboratorio
Hervido con 96.8 + 1.0 5 min Leche hervida
microondas con microondas
SDC Hervido en 975+ 1.0 5 min Leche hervida
laboratorio
Hervido con 96.8 + 1.0 5 min Leche hervida
microondas con microondas
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Se determiné el colesterol y oxidos
de colesterol para los lipidos extrai-

dos por GC

Los estandares de colesterol, 7
— ketocolesterol y 5- colestane se ob-
tuvieron de SIGMA, Incl, el acetato de
etilo grado HPLC (J.T. Baker Chemical
Co. Phillibsburg, N.1.), el hidréxido de
potasio del GCC Laboratory Reagent
(85%), el sulfato de sodio anhidro de
SDS ( Boisar), y el metanol grado HPLC
del Lab Scan, UK. Cloroformo de GCC
(Gainland chemical Co., UK), piridina
(reactivo grado analitico) de CBH, Clo-
rotrimetil silano (CH,),SiCl se obtuvo de
Fluka (Suiza) y el Hexametil disilazano
C,H,;Nsi, de Janssen, USA. Se pesaron
cantidades exactas de 60 y 200 mg del
extracto lipido en un tubo de ensayo
con rosca de 25 ml; se anadieron a la
muestra 10 ml de KOH 1M en metanol y
20 pl de solucién 5 — colestano (4ug/ul)
como estandar interno (IS). La mezcla se
agité hasta que estuviera libre de particu-
las dispersas de grasa y se colocaron

Pone a su disposicion métodos
confiables, rapidos y competitivos

para el monitoreo eficaz de:

-F:I:S:I:G:ﬂ:ﬂ:uf imicos

en bafio agitado de agua (Memmert,
Germany) a 27°C por 18 a 24 hr. Se
agregaron 10 ml a la mezcla saponifi-
cada, la cual se transfirid a un embudo
de separacion ajustado con una tapa
de tefldn. Se extrajeron tres veces los
insaponificables con 10, 5, 5 ml de eter
dietilico (98% grado Laboratorio, GCC,
Inglaterra), y los extractos del fondo se
lavaron una vez con 5 ml de solucién de
KOH 0.5My 5 veces con 5 ml de agua
destilada. El extracto de éter se seco y
filtré usando papel filtro Whatman No.
1 y volvid a secarse en sulfato de sodio
anhidro (Na,SO,).

El Na,SO, vy el papel filtro se lava-
ron dos veces con 5 ml de éter dietilico
para minimizar las pérdidas debido a las
transferencias. Los filtrados combina-
dos se concentraron bajo nitrégeno en
la oscuridad hasta aproximadamente 1
ml y se secaron bajo nitrégeno (ultra
puro) después de haberse transferido
dentro de un frasco de 5 ml y almace-
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nados a 18°C.
Trimetilsililacion (MS) de colesterol y
oxidos de colesterol

Los derivados de trimetilsilil (TMS)
de colesterol y 6xidos de colesterol se
realizaron de acuerdo con el método
usado por Pie et al (1990) con algunas
modificaciones respecto a la condicion
de derivacion (tiempo y temperatura).
Los extractos no saponificables secos se
disolvieron en 100ul de piridina (CBH,
Nottengham, UK) y se mezclaron por
30 seg con un mezclador vértex. Se
afiadieron 100 ul de cada hexametild-
isilazano (Janssen, Bélgica) y se afadio
trimetilsililcloruro (Fluka, Suiza) y mezcld
durante otros 20 seg. El frasco se puso a
bafio maria por 40 min y posteriormente
se enfrié a temperatura ambiente. La
mezcla se disolvié en 2ml de agua des-
tilada y se extrajo 4 veces con 1 ml de
hexano (grado GC, Lab Scan, Dublin).
La capa de hexano se evapord con gas
nitrégeno extra puro. Los derivados
(TMS) de colesterol y éxidos de colesterol
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se re-disolvieron en 100 pl de hexano
(grado GC).
Determinacion de recuperacion

Se realizd una recuperacion cuan-
titativa de colesterol, 5.-colestano y 7
— ketocolesterol utilizando 10 g de una
muestra de almidon previamente lavada
con cloroformo y se afadieron con pre-
cision 100ul de 5. — colestano (4ug/ul),
7 — .etocolesterol y colesterol (2ug/ul)
usando una jeringa de 100 ul Hamilton
(Hamilton, USA).

Se extrajeron los no saponificables
de las muestras de almidén afiadidas
con 5. — colestano (4ug/ul), 7 — .eto-
colesterol y colesterol (2ug/ul) y no
afadidas y se analizaron con el mismo
procedimiento utilizado en los analisis de
las muestras.

Se encontrd que los limites de detec-
cién y curvas de calibracion de colesterol,
7 — ketocolesterol y 5.-colestano fueron
de cerca de 1 ug g* por cada colesterol,
7 — ketocolesterol y 5. — colestano. Esta
concentracién concuerda con los resulta-
dos obtenidos por Reguirio y Maraschelio
(Regueiro y marachiello, 1997), quienes
encontraron valores entre los rangos de
0.1y 1 pg g! para los dxidos de coles-
terol. El porcentaje de recuperacion de
colesterol y 7 — ketocolesterol, como se
muestra en la Tabla 2 fue de 98.1 y 95.5
respectivamente.

Analisis de la cromatografia de

gases
Se analizaron los esteroles derivados

(colesterol trimetilsililato y 6xidos de
colesterol) en un cromatoégrafo de gases
con puerto inyector con 'y sin division y

detector de ionizacion por flama. Co-
lumna capilar TRB-5 (95% dimetil-5%
difenil polisiloxano) 25m x 0.25mm i.d.;
grosor de la fase, 0.25um; Teknokroma,
Barcelona, Espafia). Las condiciones GC
utilizadas fueron; temperatura del horno
280°C, temperatura del puerto del inyec-
tor de 300°C y temperatura del detector
de 310°C. Se inyecté un microlitro de la
muestra derivada a una proporcion de
50:50 dentro de la columna capilar. La
velocidad de flujo se estableci6 a 1.4 ml/
min de gas de N,. Los picos de COPS se
identificaron y compararon con el tiempo
de retencion del estandar de referencia.
El contenido de COPs en muestras de
leche y productos lacteos se determind
usando las técnicas internas estandar
(IS) de 5. — colestano y las unidades de
medicion se expresaron en [g/g para
los COPs y como porcentaje (%) para
el colesterol (Lin et al., 1995; Sandet et
al., 1988).

Analisis estadistico de datos expe-
rimentales

Se realizaron experimentos usando
un disefio completamente al azar para
encontrar el efecto de diferentes trata-
mientos. Se analizaron los datos usando
el analisis de varianza (ANOVA) del SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA 1998 version
siete de software. Se aplico la prueba de
rango mdltiple de Duncan para determi-
nar la significancia entre los diferentes
tratamientos.

Resultados y Discusion

Los efectos de diferentes métodos
de calentamiento de la leche en los
niveles de colesterol y 7-ketocolesterol
se muestran en la tabla 3. En general,

no se observo un efecto significativo del
calentamiento de la leche en los niveles
de colesterol con excepcidn de la leche
UHT preparada con leche reconstituida
antes y después de almacenamiento.
Junto con esto, el almacenamiento co-
mercial de la leche no tuvo tampoco efec-
to significativo (p>0.05) con excepcion
de la leche reconstituida UHT en donde
el almacenamiento bajo a una concentra-
cion significativamente menor (p<0.05)
la concentracion de colesterol.

Por ejemplo, los porcentajes de coles-
terol de leche cruda, leche pasteurizada
(95 + 1.0°C por 15 min), leche UHT vy
tratada con microondas fueron de 0.293,
0.283, 0.285y 0.275%, respectivamente.
La disminucion insignificante en el con-
tenido de colesterol de las muestras de
leche tratadas con calor comparadas con
la leche cruda fueron probablemente
debido a la oxidacion del colesterol y la
formacion de dxidos de colesterol (Rodri-
guez-Estrada et al.m, 1997).

La disminucién en el contenido de
colesterol de la leche reconstituida UHT
comparada con la de la leche fresca cruda
se pudo deber al hecho de que este
producto contiene estabilizantes y emul-
sificantes, como se indica en la etiqueta
del empaque (carragenina, goma guar,
mono Y digliceridos vegetales).

Estos compuestos son probablemente
capaces de enlazar (complejar) algunos
componentes lipidos como colesterol y
oxidos de colesterol los cuales disminu-
yen su disponibilidad para el solvente
(cloroformo) que se usa para extraer la
grasa de leche.

Tabla 2. Recuperacion de colesterol y 7 — ketocolesterol (adicion de 200 |ig)

1

2

3

4
Recuperacion promedio

SD
cv
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98.1
96.3
100.9
97.0
98.1
2.7
2.1
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97.5
98.0
96.3
93.0
95.5
2.3
3.8
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Tabla 3. Efecto del tratamiento de calentamiento y del almacenamiento en frio de leche en la formacion de 7 ketocolesterol*

Leche de vaca cruda

Leche pasteurizada 85+1.0°C por 16 seg
Leche pasteurizada 85+1.0°C por 16 seg y

almacenada 3 dias?

Leche pasteurizada 95°C por 5 min
Leche pasteurizada 95+1.0°C por 15 min
Leche pasteurizada 85-900°C por 2 min
Leche hervida 96.3+1.0°C por 5 min
Leche hervida en microondas a

0.2952 + 0.017
0.292° + 0.01
0.2912 + 0.058

0.290° + 0.023
0.292° + 0.043
0.293° + 0.023
0.2782 + 0.017
0.282° + 0.036

(80% poder) 95.841.0°C por 5 min

Leche Calentada a 140+1.0°C por 4 seg (UHT).
Leche en polvo reconstituida (UHT)*

0.285% + 0.006
0.260° £ 0.006

ND
2.613¢ £+ 0.806
5.520¢ + 0.186

11.733¢ £ 8.119
16.328¢ + 1.717
3.142° + 0.694
15.363¢ + 1.922
50.029° + 1.089

8.708d° + 1.399
80.972 + 1.232

! Los valores representan la media £ SD(n=4). Los valores promedio en la misma columna con diferente subindice
son significativamente diferentes (p< 0.05) de acurdo on la prueba de rago multiple de Duncan (ANOVA).

2 Refrigeracion comercial a 5.0 + 1.0°C.

3 Temperatura de Ultra pasteurizacion de leche fresca de vaca suministrada por Danish Jordan Dairy Company (DID).
4 Leche preparada con leche de vaca en polvo y reconstituida bajo la marca KDD (Kuwaiti Danish Dairy Company), adquirida en el mercado local.

Ademas, la disminucion significante
(p<0.05) en los contenidos de coles-
terol de leche UHT preparada con leche
reconstituida comparada con los de la
leche UHT preparada con leche fresca de
vaca podria explicarse parcialmente por
aumento en el nivel de 7 — ketocolesterol.
Los valores de 7 — ketocolesterol de leche
UHT reconstituida fue de 80ug g com-
parado con 8.708 ug g encontrado en
la leche fresca de vaca UHT. Los niveles
relativamente altos de dxidos de coles-
terol se debe probablemente al proceso
de secado incluyendo la exposicion al
calor y oxigeno.

Las concentraciones de 7 — ketocoles-
terol de leche que se muestra en la Tabla
3 muestra que el 7 — ketocolesterol no se
detecta en leche cruda y se forma con
todo tipo de tratamientos de calenta-
miento y durante el almacenamiento. La
concentracion de la oxidacion de coles-
terol fluctta entre 3.125 pg g en leche
pasteurizada a 85 + 1.0°C por 16 seg y
80.97 pg g en leche UHT preparada con
leche reconstituida a 140 + 1.0°C.

Los resultados indican que el 7
—ketocolesterol se afecté de manera
importante (p<0.05) con el tratamiento
de calentamiento. El contenido de 7
— ketocolesterol en muestras de leche

info@mundolacteoycarnico.com

cruda y leche calentada esta dentro del
rango de <1.0 (ND) a 15.363 pg g*.

El calentamiento con microondas
de muestras de leche cruda mostrd un
aumento significativo (p<0.05) en 7 — ke-
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tocolesterol comparados con aquellos
métodos de calentamiento convenciona-
les (hervido y/o tubo, placa o pasteuri-
zacion por lote). Por ejemplo, los valores
de 7 — ketocolesterol para muestras de
leche pasteurizada (85 + 1.0°C por 16
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seg), hervida (96.3 = 1.0°C por 5 min),
UHT y microondas fue de 3.125, 15.363,
8.708 y 50.029 pg g-1, respectivamente.
El calentamiento con microondas pa-
rece ser mucho mas perjudicial para la
calidad comparado con otros métodos de
calentamiento debido a su mecanismo de
calentamiento especifico. Estos resulta-
dos concuerdan con aquellos obtenido
por (Albi et al., 1997a,b); Yoshida y Ka-
jimoto (1994) y Yoshida et al (1991) en
donde el calentamiento de muestras de
aceite en horno de microondas aumenta
la oxidacidon de lipidos.

Se espera la formacion de COPs como
resultado del calentamiento porque éste
aumenta positivamente la oxidacion de
lipidos en presencia de aire, pro-oxidantes
y radicales que aumentan la formacion
de dxidos de colesterol (Kumar y Singhal,
1991; Morgan y Armstron, 1992).

Conclusiones
Los dxidos de colesterol en particular
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7 — ketocolesterol, el cual se considera
carcinogénico, no se detectd en la leche
cruda, mientras que todos los tratamien-
tos aplicados produjeron la formacién
de dxidos de colesterol en diferentes
niveles. El calentamiento convencional
de leche (pasteurizacion y hervido) cau-
saron la formacion de estos 6xidos con
diferencias significativas. Las pasteuri-
zacion flash dio los niveles mas bajos
seguida por baja temperatura tiempo
largo de pasteurizaciéon (63 + 1.0°C
por 30 min), pasteurizacion por 5 min
a 95 £ 1.0°C, y hervido por 5 min sin
diferencias significativas entre ellos.

Por el contrario, el calentamiento con
microondas causd un aumento significa-
tivo en los niveles de COPs, lo que generd
una gran interrogante sobre el uso de
horno de microondas para el procesa-
miento y preparacion de alimentos.

Los niveles de oxidacion de leche
reconstituida UHT fue significativamente
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mas alta que aquellos producidos en
leche fresca UHT. Estos atrae la aten-
cion en lo inapropiado del uso de leche
en polvo para producir leche UHT (efecto
multicalentamiento).

La capacidad de extraer colesterol
de leche mezclada con carragenina y
goma guar se redujo. Esto es una indi-
cacién de la formacion de interacciones
(complejos) hidrofilicos, los cuales no
son extraibles con solvente organico
(cloroformo).

Fuente:

Pakistan Journal of Nutrition 4(2): 85-88,
2005

Asian Network for Scientific Information,
2005.

Traduccion: I.A. Violeta Morales V.
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