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Resumen

Se optimizaron las condiciones de purificacion simultdnea de fitoesteroles y escualeno para su andlisis en acidos grasos
destilados de soya, un subproducto de la industria de refinacion de aceite. Se estudié el efecto combinado del volumen de
eluente, cantidad de adsorbente y de compuestos en la muestra usando un arreglo factorial completo 23 en un disefio
compuesto central. Los dos primeros influenciaron principalmente (p< 0.05) la purificacion de los fitoesteroles, no asi el tercero.
Se validé el método analitico, obteniendo precisién y exactitud aceptables en condiciones de reproducibilidad. La
concentracion de fitoesteroles totales, fitoesteroles libres, esterificados y escualeno fue de 17.19, 15.16, 2.03, y 2.17 % p/p
respectivamente lo que hace a dicho subproducto una fuente potencial de estos compuestos para la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética.

Abstract

Simultaneous purification conditions of phytosterols and squalene were optimized for its analysis in soybean oil
deodorizer distillate, a by-product of the oil refining industry. The combined effect of the eluent volume, the amount of
silica gel and amount of compounds in the sample were studied using a complete factorial arrange 23 in a central
compound design. The purification of phytosterols was mainly influenced by the first two factors (p<0.05) but not by the
third factor. The analytical method was validated, obtaining precision and accuracy that were acceptable in
reproducibility conditions. The concentrations of total phytosterols, free and esterified phytosterols and squalene, were:
17.19, 15.16, 2.03,y 2.17 % p/p respectively, making this by-product a potential source of said compounds for the food,
pharmaceutical and cosmetic industry.
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I ntroduccion

La deodorizacion de los aceites vegetales tiene la finalidad de
eliminar sustancias que imparten saboresy olores indeseables a
los mismos. Esta operacion es una de las etapas finales en €
proceso de refinacién quimica utilizada actualmentey sellevaa
cabo por destilacion, mediante arrastre con vapor de los
compuestos més volétiles presentes en €l aceite crudo.! Junto
con dichas sustancias, (productos de oxidacion como aldehidos,
cetonas, acidos grasos libres, etc.) se destilan, agunos
componentes minoritarios entre los que destacan, tocoferoles,
fitoesteroles, escualeno, mono y diglicéridos, hidrocarburos
pesados y agunos triglicéridos. Este destilado es un
subproducto conocido como &cidos grasos destilados (AGD’s);
particularmente, €l proveniente de la refinacion de aceite de
soya (AGDAYS) es de especial interés por su ato contenido de
sustancias bioactivas como 10s son los tocoferoles, fitoesteroles
y escualeno, por lo que representa una potencial fuente natural
de éstos. Se han reportado valores para tocoferoles y
fitoesteroles de 2-10 y 3-15 %p/p, respectivamente? y para
escualeno 55 % p/p.3 Sin embargo, las condiciones de
temperatura, presion y tiempo de residencia en el deodorizador
influyen en la composicién de dicho subproducto.l En
consecuencia, resulta necesario cuantificar dichas sustancias
para establecer € valor de este para su posble
aprovechamiento.

El escuaeno (E) es un hidrocarburo terpenoide que se encuentra
en importante proporcion en higado de especies marinas, como
ballenas y tiburones. Generalmente se utiliza en su forma
natural o hidrogenada en la formulacion de cosméticos por sus
propiedades como humectante o agente emoliente. Sin
embargo, su uso en aplicaciones cosméticas hasido limitado ya
gue existe una preocupacion por la conservacion de las especies
marinas a nivel internacional. Por lo cual, resulta importante
establecer fuentes alternas para e suministro de este
hidrocarburo.*

L os fitoesteroles se utilizan actualmente como ingredientes de
alimentos funcionales, debido a sus efectos protectores,
especialmente [-sitosterol, en contra de cdncer de colon,
préstata, mama, aunado a su ya bien conocido efecto
hipocolesterolemico.> De hecho, los ensayos clinicos
controlados han demostrado que el consumo de fitoesteroles
(2-3 g/d) resultan en la reduccion del colesterol de
aproximadamente el 10%.57

Los fitoesteroles libres (FL) y esterificados (FE) son
componentes esenciadles de las membranas de las células
vegetales y se encuentran ampliamente distribuidos junto con
los fosfolipidos y otros glicolipidos.® El contenido, tipoy

proporcién de FL y FE es caracteristico de cada tipo de aceite;
por egemplo, e aceite de oliva tiene atos niveles de
[-Sitoesterol y A7-Avenasterol mientras que el aceite de girasol
es rico en A7-Estigmaesterol .2

Particularmente los FE tienen mayor interés en la industria
alimentaria por ser més biactivosy liposolubles que los FL, por
lo que es fé&cil incorporarlos en productos grasos para la
produccién de alimentos funcionales.1° Con base en lo anterior,
es importante establecer una metodologia analitica que permita
la cuantificacion de los FE en cualquier fuente natural.

Con respecto a los métodos para el andlisis de fitoesteroles por
cromatografia de gases, existe informacion que cita la etapa
previa de derivatizacion, especificamente la sililacién, la cual
consiste del remplazo de un hidrégeno acido por un aquilsililo
dentro de una molécula, con lo cual se mejora la volatilidad,
estabilidad térmica y la deteccién del analito;! sin embargo,
para esta etapa se utilizan reactivos como la piridina y
N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida con 1% de trimetil
cloro silano (TMCS), los cuales son de dificil manejo en €l
laboratorio y representan un costo extra para su correcta
disposicion, laderivatizacion tiene también la desventgja de que
las condicionesy los tiempos de reaccion llegan a ser hastade 2
h. Por lo anterior, se hace necesario evaluar estadisticamente la
posibilidad de eliminar |a etapa previa de derivatizacién para el
andlisis de los compuestos de interés.

Por otra parte, por ser los AGDAS una matriz compleja (un
concentrado de &cidos grasos libres, diglicéridos y
triglicéridos), resulta indispensable también, establecer
protocolos de purificacion previa a la cuantificacién para la
eficiente separacion de los FL de los FE, ademés de la
eliminacion de algunas interferencias. Existen reportes que
refieren el uso de 15 g silica gel como adsorbente empacado en
columnas de vidrio (300 x 20 mm) y 75 mL de eluente fraccion
polar para la elucién de los FL y otros 75 mL de fraccién no
polar, para la €lucion de los FE, para cada muestral? Este
procedimiento requiere cantidades importantes de reactivos y
genera una dificultad para el correcto manejo y disposicion de
los residuos, aunado a la complejidad en la manipulacion del
material de vidrio utilizado en la purificacién. Existen estudios
en los que se utilizan 500 mL de una mezcla de metanol:
cloroformo (1:2 v/v) para la extraccion y purificacion de los
fitoesteroles libres y esterificados en semillas,® en este caso, €l
cloroformo por ser un compuesto organoclorado, es un solvente
de dificil manejo en el laboratorio, potencialmente toxico,
ademas de que se generan costos extra para Ssu correcta
disposicion.

Otros autores, reportan e uso de un sistema en linea
Cromatografia de liquidos-Cromatografia de gases (CL-CG)
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parael andlisisde FL, FE y FT. En el cromatdgrafo de liquidos
los FL se separan de los triglicéridos para su posterior
identificacion y cuantificacion en el Cromatégrafo de gases
(CG). Para la determinacion de los FT, la muestras son
saponificadas y los insaponificables, se extraen con éter etilico,
el extracto seinyectaal sistema CL-CG y los FE se estiman de
forma indirecta,® esta técnica genera una dta cantidad de
residuos y es de ato costo por involucrar las dos técnicas
analiticas cromatogréficas.

Con respecto a andlisis estadistico, entre las técnicas
multivariantes de mayor relevancia utilizadas en la
optimizacion de procesos analiticos, est4 la metodologia de
superficie de respuesta (RSM). Esta involucra la aplicacion de
técnicas mateméticas y estadisticas con el objetivo de gustar a
una ecuacion polinomia los datos experimentales, lo cual
permite describir el comportamiento de un conjunto de valores
con €l objetivo de hacer predicciones estadisticas. Se puede
aplicar cuando setiene unarespuesta deinterés o un conjunto de
éstas que son influenciadas por diversas variables. El objetivo
es optimizar simultdneamente los niveles de dichas variables
para conseguir €l mejor rendimiento en el proceso.

Previo a la aplicacion de la metodologia de RSM se requiere
elegir un disefio experimenta que defina los ensayos a
realizarse en laregion experimental de estudio. Paraestefin, los
disefios para los modelos de primer orden (por gemplo, los
factoriales) se pueden usar cuando e conjunto de datos no
presenta curvatura. Sin embargo, paralos datos experimental es
gue no pueden ser descritos por funciones lineales, existen
disefios para respuestas de superficies cuadréticas, como
factorial de tres niveles, Box-Behnken, compuesto central y
Doehlert.13.14

Por lo anterior, € propdsito de este estudio fue establecer una
metodol ogia optimizada con el uso de herramientas estadisticas
como el método de superficie de respuesta y su posterior
validacion, para la simultanea purificacion y cuantificacion de
escualeno, fitoesteroles libres y esterificados en acidos grasos
destilados de aceite de soya, que represente una opcién viable
paraladisminucién de costo, tiempo y generacion de residuosy
gue permita evaluar la factibilidad del aprovechamiento de
dicho subproducto como fuente natural de estas sustancias
bioactivas. Asimismo, dicha metodologia permitira establecer
lacalidad y originalidad de los aceites vegetales.

Material y métodos

Los &cidos grasos destilados provienen del proceso de
refinacion de aceite de soya (AGDAYS), fueron obtenidos de una
industria de refinacion de aceite vegetal de la localidad

LSS EARMACEUTICAS

Monterrey Nuevo Ledn México. Todas las muestras fueron
amacenadas a -15 °C hasta su andlisis. Escualeno,
[-sitoesterol, campesterol, estigmaesterol, colesterol y silica gel
grado cromatografico 100-200 mallafueron obtenidos de Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). El resto de los reactivos y
solventes fueron de grado analitico marca Fisher Scientific
(Monterey N.L. Mex.). Para las etapas de optimizacion y
validacién se utiliz6 € producto Vegapure 95 FF lote
GR83057002 obtenido de BASF The chemica company como
matriz de trabajo por tener este una composicién grasa
semejante alamatriz en estudio, con concentracion conocidade
fitoesteroles esterificados de 97 % p/p que expresados como
fitoesteroles libres equivale al 60 % p/p.

Optimizacion de la purificacion de fitoesteroles libres,
esterificados y escualeno usando el método de superficie de
respuesta en un disefio compuesto central (DCC)
Lapurificacion delosfitoesterolesy escualeno serealizé en una
columna de silica gel utilizando como eluente para la fraccion
no polar, hexano:acetato etilo (90:10) y para la polar
hexano:éteretilico:etanol ~ (25:25:50) para obtener los
fitoesteroles esterificados, escualeno y los fitoesteroles libres
respectivamente. Para evaluar la capacidad de la fraccion polar
se utilizd € colesterol como andlito, ya que su estructura
quimica es similar alos FL. EI volumen de eluente, la cantidad
de silica gel y cantidad de fitoesteroles, escualeno y colesterol
(factores independientes X, X, y X3 respectivamente) fueron
variados para optimizar la etapa de purificacion mediante el
método de superficie de respuesta en un disefio compuesto
central (DCC). Para determinar la megjor combinacién de los
tres pardmetros de purificacion en funcion del incremento de la
recuperacion de los FE, escualeno y colesterol se usaron cinco
niveles(-1.68, -1, 0, + 1y 1.68) en el DCC (Tabla 1).El nimero
de tratamientos en €l disefio fue de N=2K+2k+n,. El punto
central fue replicado seis veces para obtener los grados de
libertad de cinco y asi calcular € error experimental. Los
vaores Optimos de las condiciones experimentales fueron
determinados aplicando la ecuacién polinomial de segundo
orden (Ecuacion?) y analizando la gréfica de contornos de la
superficie de respuesta. Las variables fueron codificadas de
acuerdo alaecuacion 1.

X; = ﬂ;—;—"Ecuaciénﬁ )

Donde X es el valor codificado de lavariablei;x; el valor rea
no codificado de unavariable independiente;xg el valor de X; en
el punto central;y A, esladiferenciade cambio entrelosniveles
Oyl

Y= Bo+ X% BiXi + X1 BuX? + X3 -1 q=j BijXiX; Ecuacion(2)



Doénde:

Y es el % de recuperacion del compuesto a evaluar;Pges la
constante del coeficiente;; es el coeficiente linear;f; es €
efecto del coeficiente cuadrado;f3;; es el coeficiente del efecto de
la interaccion;X; y X; son los valores codificados de las
variablesi y j; respectivamente.

El trabajo del disefio experimental, andlisis de datos, graficas de
superficie de respuesta y de contornos fue realizado en el
programa estadistico Design Expert trial-version 7(Stat-Ease
Inc., Minneapolis, MN).

Tabla 1. Variablesindependientesy sus valores codificados usados
paralaoptimizacion dela purificacion de escualeno, fitoesteroles
libresy esterificados para su andlisis.

Niveles Codificados
Variable independiente  Unidad Simbolo -1.682 -1 0 1 1.682
Volumen de Eluente mL X 116 15 20 25 284
Cantidad de Silica Gel g X, 164 25 375 5 58
Cantidad de compuestos mg X3 1390 1800 2400 300 3409

Tratamiento alafraccién no polarl?

Lafraccion no polar proveniente de la purificacion que contiene
los FE y escualeno, se concentrd a 2 mL aproximadamente, se
saponificd afadiendo 20 mL de solucion de KOH en etanol a 6
% p/p en bafio mariaa 75 °C por 1h. Posteriormente se realiz
una extraccion liquido-liquido en un embudo de separacién de
250 mL con dos porciones de éter etilico de 25 mL, luego, la
fraccién de éter se lavé con KOH 0.25M (50 mL) y con agua
destilada (50 mL), la fraccion de éter se colectd pasando por
Sulfato de Sodio en un matraz bola de 100 mL y se concentr6 a
3 mL aproximadamente, finalmente se afor6 a 10 mL con
hexano.

Tratamiento alafraccion polar.12

La fraccion polar que contiene el colesterol y representa a los
FL se concentré a aproximadamente 3.0 mL y finamente se
afor6 a 10 mL con hexano.

Todas |as concentraciones fueron realizadas a presion reducida
en rotavapor (Heildoph, Caframo LTD VV 2000) a 150 rpm,
temperatura de 50 °C.

Validacion del método analitico

Se prepararon 15 muestras sintéticas de concentraci én conocida
de fitoesteroles pesando 0.15 g de Vegapure 95 FF aforando a
10 mL con hexano y una solucion de escualeno de 2760 mg/L.
De cada una de las soluciones se afiadieron 0.1 mL a los
cartuchos de silica para la aplicacion de la metodologia de
purificacién y andlisis previamente optimizaday obtener asi las
concentraciones experimentales. Con los datos obtenidos y
utilizando las ecuaciones estadisticas correspondientes (3, 4, 5,
6y 7) se calcularon los siguientes parametros de Validacion:

Limite de deteccion (LDM) y cuantificacion (LCM), precision
en condiciones de reproducibilidad y repetibilidad, exactitud
expresada como sesgo, recuperacion, incertidumbre y rango de
trabajo.

Célculo delaprecisiéninicia del método

Dado que la precision del método esta en funcién de la
variabilidad de las mediciones, ésta se calculé en términos del
porcentaje de desviacion estdndar relativa Sr a partir de los
resultados anal iticos obtenidos, mediante la ecuacion 3.15

Sr =2 x 100Ecuacién(3)

Donde:
s. Desviacion estandar
X : Vaor promedio de las concentraciones de las 15 réplicas

Célculo de laexactitud o sesgo del método

La exactitud o sesgo es una medida de la proximidad existente
entre la medida de la tendencia central y el tedrico o el vaor
esperado, L. La exactitud se representa como un error relativo
porcentual Er, mediante la siguiente ecuacion 4.15

Er = % x 100Ecuacién(4)

Donde:
X : Valor promedio de las concentraciones de las 15 réplicas
w: Valor tedrico o esperado

Incertidumbre

En consideracion de que la incertidumbre de una medicion, se
define como el intervalo estadistico dentro del cua setiene una
probabilidad de que se encuentre €l valor verdadero, ésta es en
cierta medida subjetiva y se debe tomar como la duda que se
tiene del resultado de la medicidn, debido a los errores que se
cometen y que no se corrigen.

Para el calculo de la incertidumbre se consideraron todas las
fuentes de ésta que afectan ala medicién y se incluyeron en la
formula de la propagacion de las incertidumbres estandar
usando la ecuacion 5.15

He (Cm)=
Cm

¥ (=LyzEcuacion(s)
[

I-IC (Cm).
Cn  Incertidumbre combinada relativa a nivel de concen-
tracion.

(%4...7)
Z(uxi__;—} )*: Sumatoria de cada una de |as fuentes de incertidumbre
relativaal nivel de medicion de cada fuente, para conocer la



Rev Mex Cienc Farm 45 (4) 2014

contribucién de cada fuente a la incertidumbre combinada.

La incertidumbre combinada obtenida se multiplicé por €
factor de cobertura k=2 para obtener asi la incertidumbre
expandida para un nivel de confianza del 95 %, finalmente se
reporta relativa a la concentracion promedio experimental con
laque se estimé.

Célculosparael LDM y LCM

Estos pardmetros estén relacionados con la sensibilidad del
método. El limite de deteccion (LDM) se define como la
cantidad de analito presente que se deriva de la menor sefial
analitica que puede detectarse con certeza razonable.

Como la sefid del blanco debe coincidir con el intercepto de la
curva de calibracién, puesto que es la que se obtendra a una
concentracion del analito igual acero. EI LDM secalculé conla
ecuacion 6.16

LDM Z2Ecuacion (6)

S, Desviacion estandar de la ordenada.
6 : Pendiente en la curva de calibracion.

El LCM se define como la cantidad de analito presente derivada
de lamenor sefial analitica que puede ser medida con precision
y exactitud. De manera andoga a LDM, la IUPAC propone
como LCM al valor obtenido en la ecuacion (7).16

LCM = %Ecuacién(?)

Evaluacién de dos modalidades de cuantificacion y la etapa
de derivatizacién parafitoesterolestotales

Para esta etapa se trabaj6 con los extractos obtenidos en la
validacion pero variando las modalidades de la cuantificacion y
pre tratamiento anteriormente mencionadas. Con e fin de
establecer una metodologia que impacte en la disminucién de
costos, tiempo y generacion de residuos peligrosos sin
detrimento en la calidad de los resultados analiticos, se
evaluaron con la pruebadet de student, utilizando €l modelo de
muestras pareadas, dos modalidades de cuantificacion: estdndar
interno utilizando el colesterol y estandar externo (realizando la
curva de calibracion para cada uno de los fitoesteroles a
cuantificar); asi como la evaluacion de la metodologia
incluyendo la etapa de derivatizacion y sin derivatizar.

La derivatizacion se realizd con N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida con 1 % de triclorometil silano (TMCS) con
las condiciones éptimas reportadas.t’

Andlisisde Muestras
Con la metodologia optimizada y validada, se rediz6 la
cuantificacion delos FL, FE, y E en AGDAS.

LSS EARMACEUTICAS

Determinacion del contenido defitoesterolesy escualeno

El andlisis se reaizd en un Cromatégrafo de Gases 6890N
acoplado a un espectrometro de masas 5973N con una columna
capilar HP 5M S:30m* 0.25mm* 0.25um (Agilent Technologies,
Alemania). Se determind e contenido de fitoesteroles
esterificadosy escualeno en €l extracto delafraccion no polar y
los fitoesteroles libres en el extracto de la fraccion polar. Las
condi ciones cromatograficas fueron: temperatura de la columna
190 °C, se mantuvo por 1 min, después se acanzd la
temperatura de 300 °C con unarampade 15 °C, se mantuvo por
10 min. Temperatura del inyector y detector 270 °C y 230 °C
respectivamente, gas acarreador helio con un flujo de 0.8
mL/min.

Evaluacién de la precision obtenida en condiciones de
reproducibilidad

La evaluacion de la precision se reaizo con la ecuacion del
coefieciente de HorRat,’® que dedujo una expresiéon para
predecir el valor de precision a partir de la concentracion del
analito C, (Ecuacion 8).

PRSD(R) = 2C-015Ecuacion(8)

La precision obtenida se compara con la pronosticada
PRSD(R) mediante el Coeficiente de HorRat (Ecuacion9).
HorRat = RSD (R) / PRSD (R) Ecuacion(9)

Resultadosy discusiones

Optimizacién dela purificacion

Evaluacion del método de superficie de respuesta (MSR) en un
disefio compuesto central (DCC).

El grado de gjuste a modelo cuadratico fue determinado por el
andlisis de varianza (ANOVA), tablas 2a, 2b, y 2c paraFE, Ey
FL (colesterol), respectivamente, donde se puede observar la
significancia estadistica del modelo (p< 0.05). También se
observa una concordancia en la significancia de efecto lineal
paralos factores gramos de silicagel y volumen de eluente para
cada uno de los compuestos; por lo tanto el % de recuperacion
puede ser explicado por |os modelos delaecuaciones 10,11y 12
para E, FL y FE, respectivamente, que establecen que éste es
dependiente de los dos factores antes mencionados y no asi de
los miligramos de los compuestos (p> 0.05).

Ademés € gjuste de los datos experimentales a modelo de
regresion se comprobd con el coeficiente de determinacién
(R?),encontrandose valores de 0.867, 0.877 y 0.898 en los
modelos para los FL (colesterol), E y FE respectivamente, 1o
cua indicaque el 87, 88y 90 % de las variaciones en los % de
recuperacion de los compuestos es atribuido a los factores
significativos (variables independientes),tablas 2a, 2b, y 2c.
Aungue estos valores pudieran parecer bajos en estadistica
aplicada, es preciso mencionar que en el proceso evaluado



(purificacion de FE, E y FL) se trabajé con una matriz de la
misma complejidad que la de la muestrareal (AGDAS) que es
précticamente un concentrado de impurezas,como son acidos
grasos libres, digliceridos y triglicéridos |o que implico anadir

a proceso

las etapas de saponificacion,
concentracion y andlisis después de la purificacion. Por otra
parte en su trabgjo Pinho et al, 2011,2° enfatizan en la
aceptacion de cualquier modelo cuando R2 > 0.75.

Tabla 2a. Andlisisde varianza (ANOVA) obtenido en el superficie de respuesta para Fitoesteroles esterificados.

a)Fitoesteroles esterificados (FE)

Fuente Suma de gl Cuadrado Valor Valor-p
Cuadrados Medio F Prob > F
Modelo 7566.25 9 840.69 9.85 0.0007 Significativo
A-mL de eluente 1774.58 1 1774.58 20.79 0.0010 Significativo
B-Silica Gel 1626.60 1 1626.60 19.06 0.0014 Significativo
C-mg de muestra 141.46 1 141.46 1.66 0.2269
AB 972.41 1 972.41 11.39 0.0071
AC 69.62 1 69.62 0.82 0.3877
BC 13.52 1 13.52 0.16 0.6990
A2 1658.02 1 1658.02 19.43 0.0013 Significativo
B? 1598.45 1 1598.45 18.73 0.0015 Significativo
C? 93.08 1 93.08 1.09 0.3209
Residual 853.44 10 85.34
Falta de ajuste 602.10 5 120.42 2.40 0.1798 No significativo
Error puro 251.33 5 50.27
Total 8419.69 19 R?=0.898

Tabla 2b. Analisis de varianza (ANOVA) obtenido en el superficie de respuesta para Escualeno.

b) Escualeno

Suma de Cuadrado Valor
Fuente Cuadrados gl Medio F
Modelo 6562.57 9 729.17 7.93
A-mLde eluente 484.20 1 484.20 5.26
B-Silica Gel 1840.04 1 1840.04 20.01
C-mg de muestra 29.97 1 29.97 0.33
AB 67.86 1 67.86 0.74
AC 0.28 1 0.28 3.058E-003
BC 172.05 1 172.05 1.87
A? 2772.14 1 2772.14 30.14
B? 1481.58 1 1481.58 16.11
c? 289.56 1 289.56 3.15
Residual 919.73 10 91.97
Falta de ajuste 588.32 5 117.66 1.78
Error puro 331.41 5 66.28
Total 7482.30 19

Valor-p
Prob > F

0.0016
0.0447
0.0012
0.5807
0.4105
0.9570
0.2013
0.0003
0.0025
0.1064

0.2720

R?=0.897

Significativo
Significativo
Significativo

Significativo
Significativo

No significativo
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Tabla 2c. Andlisisde varianza (ANOVA) obtenido en €l superficie de respuesta para Fitoesteroleslibres (colesterol).

c) Fitoesteroles libres (Colesterol)

Suma de
Fuente Cuadrados gl
Modelo 6769.02 9
A-mL de eluente 645.87 1
B-Silica Gel 1644.01 1
C-mg de muestra 87.91 1
AB 72.60 1
AC 37.41 1
BC 393.40 1
A? 2861.61 1
B2 1284.83 1
c? 295.44 1
Residual 1038.55 10
Falta de ajuste 548.14 5
Error puro 490.41 5
Total 7807.57 19

Ademés e valor de la precision adecuada fue de 8.4, 8.0y 9.9
citadas en el mismo orden que se hizo anteriormente, indicando
gue el modelo puede ser usado para explorarse en el espacio del
disefio.

Y=70.96+5.95 X_ (1)-11.61 X_2+1.48 X 3+2.91 X_ 1
X_2+0.19 X_1 X _3+4.64 X_2 X _3-13.87 X_17( 2)-10.14
X 2N 2)-4.48 X_ 3 2)
Ecuacion (10)

Y=71.22+6.88 X_ (1)-10.97 X_2+254 X _ 3+3.01 X_1
X_2-216 X_1 X_3+7.01 X_2 X_3-14.09 X_1"( 2)-9.44 X_2/\(
2)-4.53 X _3"( 2)Ecuacion (11)

Y=73.14+11.40 X(1)-10.91 X_2+3.22 X_3+11.03 X_1
X_2-295 X_1 X_3+1.30 X_2 X_3-10.73 X_1( 2)-10.53
X_2MN( 2)-2.54 X_3"(2)Ecuacion (12)

La combinacion optima de los factores que proporcionaron €l
méximo porcentaje de recuperacion en la purificacion del FL
(colesterol), E y FE del material graso que se utiliz6 como
meatriz de ensayo se muestran en las figuras de contornos 1a, 1b
y lc respectivamente para cada modelo. Donde los valores
estimados bajo la combinacion dptima se sefialan y corresponde
a 21.0 mililitros del eluente (fase polar y no polar) y 3.0 g de
silica gel, los cuales representan una disminucion substancia
(72 y 80 % respectivamente) respecto a los valores
referenciados’? que utilizan 75 mililitros y 15 gramos
respectivamente para muestras de aceite vegetal .

Validacion del Método
15 muestras de concentracion conocida de fitoesteroles esteri-

Cuadrado Valor Valor-p
Medio F Prob > F
752.11 7.24 0.0024 Significativo
645.87 6.22 0.0318 Significativo
1644.01 15.83 0.0026 Significativo
87.91 0.85 0.3792
72.60 0.70 0.4226
37.41 0.36 0.5617
393.40 3.79 0.0802
2861.61 27.55 0.0004 Significativo
1284.83 12.37 0.0056 Significativo
295.44 2.84 0.1226
103.85
109.63 1.12 0.4529 No significativo
98.08
R?=0.867

ficados y escualeno fueron analizadas con las condiciones
Optimas seleccionadas de purificacion y andlisis. Aplicando las
ecuaciones 3-7 se cacularon los pardmetros de validacion
correspondientes los cuales se representan en la tabla 3. Como
se observa los % de recuperacién obtenidos estén en los rangos
de 81.3-110 estos val ores son mayores alos % de recuperacion
obtenidos con |os pardmetros sel eccionados como Gptimos en el
disefio. La mejora se atribuye a nimero de réplicas que se
realizaron paralavalidacién (15) en contraste con el disefio que
solo serealiz6 un duplicado por tratamiento. El presente estudio
resalta asi, la necesidad que existe en los procesos de quimica
andlitica, de evaluar mediante el protocolo de validacién de
métodos analiticos, las condiciones éptimas encontradas, ya sea
por DCC o cualquier otro método estadistico.

Laprecision encontrada fue evaluada mediante el coeficiente de
HorRat (Ecuacion 9) losresultados se muestran en latabla4. En
laprécticalos resultados de HorRat aceptables oscilan entre 0.5
y 2,20 |os valores obtenidos estan dentro de dicho rango por lo
gue se puede establecer que se obtuvo un método con precision
en condiciones de reproducibilidad aceptable.

Evaluacion de dos M odalidades de Cuantificacién y la etapa
dederivatizacién para Fitoesterolestotales

No se encontr6 diferencia significativa entre las dos
modalidades de cuantificacion ni entre el pretratamiento de
derivatizaciony sin derivatizar, como se muestraen lafigura 2a
y 2b respectivamente. En base a lo anterior, se propone la
metodologia de cuantificacion con estédndar interno y
eliminando €l pretratamiento de derivatizacion, lo que
significaria unadisminucion de costo, tiempo y residuos toxicos
sin detrimento en la calidad de |os resultados analiticos, a dife-



rencia de otros autores que han reportado metodologias donde
citan la derivatizacion como un pretratamiento del extracto
antes de su andlisis por cromatografia de gases. Yang et al.,
20122 citala utilizacién de anhidrido acético y piridina parala
derivatizacion, Wen-Hui et al.,2008% utilizoé
bis(trimetetilsilil)trifluoroacetamide (BSTFA) y piridina, otros
autores para evitar la derivatizacion utilizan la técnica de
cromatografia de liquidos con detector de UV,23 la cual resulta
ser mas costosa y menos robusta con respecto a la técnica de
cromatografia de gases. Si bien es cierto que ya existen
referencias del uso de la cuantificacion con estandar interno,
ninguna de estas la avala realizando un andlisis estadistico de
comparacion contra la de estandar externo.824

Recuperacién de Colesterol, FL (%)
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Figura 1. Gréfica de controno que sefiala la interaccién de gramos
de silicay volumen de eluente con mayor % de recuperacién en el
diseflo para los compuestos evaluados a) FL (Colesteral); b)
Escualeno; c) Fitoesteroles esterificados (FE).

Tabla 3. Resultados de los par ametros de validacién para
fitoesterolestotalesy escualeno.

COMPUESTO
° S o .
° g 7 g PARAMETRO DE
ks o © e VALIDACION
[ <) £ o
> - ()]
O A = £
%2} (1 0 ©
w @ w o
0.412 0.425 0.257 0.436 LDM(%p/p)
1.376 1.417 0.857 1.425 LCM(%p/p)
-12 10 -18.7 -7.3 Exactitud
88 110 81.3 92.7 Recuperacion
7.87 5.54 4.96 8.79 Repetibilidad
11 10.7 12.9 12.9 Reproducibilidad
13.92 13.12 9.32 15.55 Incertidumbre
0.32-6.57| 0.32-6.59 | 0.32-6.58 | 0.32-6.57 | Rango de Trabajo
(%p/p)

Tabla 4. Indice de Horrat para cada uno de los compuestos

validados.
Compuesto RSDR PRSDR  *HorRat
Beta-sitoesterol 10.72 | 9.12 1.18
Campesterol 1291 | 9.46 1.36
Estigmaesterol = 12.85 11.91 0.926
Escualeno 11.00  9.85 1.12

*Rango aceptable 0.5 - 2.

RSDR=Precision en condiciones de reproducibilidad.
PRSDR=Precision pronosticada

HorRat=Relacién de Horwitz

Andlisisde Muestras

Lametodologia analitica optimizaday validada se aplico parala
cuantificacion de FT, FL FE, y E en AGDAS provenientes del
grado de refinacion premium, los valores promedio de cinco
replicas fueron 17.19, 1516, 203 y 217 % plp
respectivamente. La concentracion de fitoesteroles totales
reportadas son mayores a las referenciadas por otros autores,?
quienes reportan concentraciones en un rango de 3-15 %. La
concentracion de escualeno encontrada esta por debajo del 5.5
% reportado® y superior del 1.19 % citado por Pramparo y
Martinello 2005.4 Estas variaciones son debidas a factores que
propician cambios en lacomposicion delosAGDAS tales como
procedencia de la soya, condiciones de cultivo y grado de
calidad de aceite aobtener en el proceso derefinacion (premium
0 genérico).
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Figura 2. Comparacion estadistica de a) Dos técnicas de
Cuantificacién; b) Con derivatizacion y sin derivatizar.

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa
(p<0.05).

Conclusiones

Se establecié un model o polinomial de segundo orden usando el
método de superficie de respuesta con € disefio compuesto
central para optimizar la purificacion de fitoesteroles libres,
fitoesteroles esterificados y escualeno. Los valores obtenidos
de 0.87, 0.90 y 0.88, respectivamente; indican similitud entre
los valores experimentales y los estimados, ademés que €
model o tiene buen gjuste.

En el proceso de vaidacion donde se utilizaron los valores
Optimos de volumen de eluente 21 mL y cantidad de silica gel
3.0 g, se obtuvieron porcentajes de recuperacion de los
compuestos cuantificados mayores o iguales a 81.0.

La cuantificacién de los fitoesteroles con esténdar interno y sin
derivatizacion por la técnica de Cromatografia de gases
representa una opcion viable.

Se estableci6 un protocolo de purificaciéon y andlisis simultaneo

LSS EARMACEUTICAS

de fitoesteroles y escualeno para &cidos grasos destilados de
aceite de soya, con precision aceptable, econémicamente
viable y con minima generacion de residuos y se
documentaron sus parametros de validacion.

La concentracion de fitoesteroles totales, fitoesteroles libres,
fitoesteroles esterificados y escualeno en &cidos grasos
destilados de aceite de soyafue de 17.19, 15.16, 2.03y 2.17 %
p/p, respectivamente. Por lo que se considera que dicho
subproducto es una fuente potencial de estos compuestos con
actividad bioldgica para su posible uso en la industria
farmacéutica, alimentariay cosmética.
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