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RESUMEN

5e uso cromatografia de gases para la determinmacian

cualitativa vy cuantitativa de 4cidos grasos en muestras de leche
adulteradas con aceite de algodédmn hidrogenado a distintos porcen-—
tajes, asi como también en leche de vaca, cremas, varios tipos de
quesos  y mantequillas. Para determinar la presencia de grasa
vegetal en los distintos productos lacteos, se tomd como indice
la relacion C16:0/C14:0 = 3.00 vy la ClB:1/C14:0 = 2.87, encon-
trandose que la Ultima es m&s sensible en la deteccion de adul te—
raciones con aceite de algodon hidrogenado. La cromatografia de
gas para el analisis de los estercles se utilizéd como medio de
corroboracion en los casos que las relaciones de los acidos

mencionados anteriormente no coincidieran en los resultados. Se
utilizd densitometria para determinar los parametros que pueden
servir para detectar adulteraciones en productos l&cteos. Se
realizé una clasificacion de 30 perfiles densitométricos que
fueron separados en 3 grupos en base a el valor de la relacion
C18:1/C14:0, para poder observar cambios en los perfiles y en las
placas cromatograficas, debidos al nivel de adulteracion. Se
encontrd que la relacitdn de &reas de los picos del perfil densi-
tometrico correspondientes a las bandas de los alcoholes e hidro-
carburos, son un  buen indice para detectar adulteracidn con
aceite de algodon hidrogenado. El método densitometrico, tal como

se desarrolla en este trabajo puede ser utilizado para determinar

presencia de grasa de algoddn hidrogenado y posiblemente otras



grasas vegetales. El1 ensavo es cualitativo y puede descubrir
aproximadamente nhasta 5% de sustitucién. La coioracion de las
bandas de 1la placa cromatografica observadas comn luz UY es una
caracteristica importante en la determinacign de adul terariones
con grasa vegetal. Las bandas rojo oscuro abservadas en placas de
muestras altamente adulteradas, no fueron encontradacs en muestras
puras. Se analizd distintos productos lacteos de diferentes mar—
tas comerciales, para determinar la presencia de grasa vegetal.
En estas muestras se aplicaron los valores de las relaciones
L1l6:0/014:0 y C1B:1/C14:0 como indices de adulteracion. De acuer—
do & los resultados obtenidos, es evidente que la mavyoria de

productos lacteos comercializados en Guatemala son imitaciones.




I. INTRODUCCION

Ei estudio de la composicién de la grasa es el método mae
atil para detectar adulteraciones en los productos lécteos. La
calidad, textura y sabor de estos alimentos, depende principal-
mente del contenido de grasa. Revilla (1982:23-25) menciona por
ejemplo que =1 sabor caracteristico de la crema y mantequilla, se
debe al acido butirico que se encuentra en la grasa de leche.

En  muchos casos, las industrias procesadoras sustituyen la
grasa lactea por grasa vegetal para disminuir los cogtos de
produccion. Los productos resultantes deben ser considerados COmo
imitaciones, Winkelman (1978:27-30) de acuerdo a las normas del
comite de expertos FAO/OMS define estos alimentos de la glguiente
manera: "aquellos que imitan la composicién vy las propiedades de
1a leche o de los productos lacteos, principalmente ror la susti-
tucidn de la materia grasa y/o de la materia proteica l&ctea con
la materia grasa y/o materia proteica de origen no lacteo".

Los laboratorioe de control de calidad deben detectar estas
imitaciones gque en ocasiones son puestos en evidencia con simples
exémenes organolépticos, pero gque en la mayoria de casos es
necesario utilizar anélisis quimicos con instrumental sofistica-
do. Younes y Soliman (1986:200-203) afirman que loe analisis

para descubrir adulteraciones en productos lacteos requieren el

examen de composicién de Acidos Eragos ¥y esteroles (5). Los




examenes de composgicidn esterdlica son mas complicados que  los
andlisis de composlcion de Acides grasos. Los primercos pueden
efectuarse rapidamente pero sélo pueden detectar hasta 10%  de
sustitucidén. Los andlisis de esteroles en cambics son sensibles,
se puede detectar hasta 1% de sustitucicén, perc tienen la desven-
taja de ger wmuay tediosos, es necesario cerca de dos dias de
trabajo rara la obtencién de regultados, segun método utilizado

por Benavides (1978:45),

Me pes convenisite sveriguar ai

bl

Il analisis densitometrico es

una opcion ventajosa para el examen de estos productos.
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II. ANTECEDENTEHS

Desde ¢] punto de vista nutricional, la leche esg el alimento
natural mas completo. Johneon y Peterson (1974:483) sefialan que
la composicion en peso de un litro de leche de vaca es aproxima-
damente la siguiente:

‘proteinas 34 g (caseina 78% y proteina del suero 17%) .

carbohidratos 49 g (lactosa 97.5%)

grasas 35 & (triglicéridos 98%)
vitaninas trazas

minerales 9 g

agua 905 g

A pesar de gue los triglicéridos estan presentes en la leche
en una cantidad que varia entre 3.5 y 6.0%, el gabor y otras
propliledades caracteristicas de la leche y sus derivados, depen-
den grandemente de la calidad y contenido de estos componentes
segun Revilla (1982:23-25),

Se han reportado alrededor de 60 acidos grasos componentes de la
grasa de leche de vaca (Apéndice A).3in embargo en los analisis
de composicidén de Acidos grasos, con el objeto de detectar
adulteraciones, s86lo es necesario tomar en cuenta los acidosg
miristico /1/ (€C14:0), palmitico (C16:0), estehrico (€C18:40),

oléico (C18:1) y linoléico (C18:2); debido a que estos acidos

/1/ En esta nomenclatura el namerco inmediato slguiente a la letra
C indica el numero de carbonos, ¥y el namers colocado después de
losg dos puntos, indica el numero de dobles enlaces en la cadena.




constituven aproximadamente el 85% de grasa lactea segGn Younes v
Soliman (19396:200-2035.

Frn las imitaciones en ias que la grasa lactea es reemplazada
o adicionada con grasas de origen vegetal, el contenido de estos
Acidos difjere de la composicion original. Debide a elleo, el
analisis de composicidn de adcidos grasos de los productos  lac-
teos, e5 el método més utilizade para determinar la pureza de la
grasa lactea segin PFarag et al (13883:1665-1668;.

Segun Winkelman (1878:27-30) otros componentes de la leche
pueden ser sustituidos v el cambio.puede pazar desapercibido,
debido a gque no existen métodos de anAlisis simples para detectar
la adulteracién o que el sustituto es  idéntico al compenente
original. Sustituclones de material proteico son un ejempio del
primer ocaso ¥y sales minerales v carbohidratos ilustran el se-
gundo.

La composicidén de los acidos grasos, caracteristica de leche
de vaca, es utilizada como patrdn de comparacidon en la investiga-
ciébn de productos lacteos adulterados. Buron et al (1980:325-
338), Parecdi (1971:155-158), Younes v Soliman (1386:200-203),
Metcalife (18979:3194-8224), Fernandez ¢t al (1884:181-184), Chap-
man (1979:77-79), Magidman et al (1878:326-331) v Courcelles et
al (1975:283-306) han realizado muchos estudios de composicion de
dcldos grasos , utllizando la ingtrumentacidn de cromatografia de
gas, gue congtituyve el método de analisis mae adecuado para éste

propéosito.




La +tabla 2.1 muestra los resultados de diferentes estudios del
contenido de los principales acidos grasos de la grasa lactea. Las
investigaciones pravienen de diferéntes paises v se efectuarcn en
céndioionea variables referentes a la época del afio v razas de
los hatos lecheros. A pesar de estas diferencias el contenido de
todos lor componentes se mantienen dentro de limites poco mas o .
menoes estrechos. HEs lmportante observar que en la literatura no

8¢ encuentran datos de composicidédn de grasa lactea en palises

tropicales.

Tabla 2.1
Composicion (%) de &acidos grasos de leche de vaca de diferentes

palises encontrada por Gallacier et al (1974:117-138)

Francia 4.1 2.7 11.7 9.5 30.9 23.6 13.0 9.6 28.4 22.4
Inglater. 4.0 3.1 12.4 10.4 29.3 23.8 13.2 9.2 30.7 24.0

Bélgica 3.6 2.8 12.0 9.7 31.4 22.4 12.6 8.3 29.83 22.5

Italia 3.8 3.2 12.4 10.2 31,1 27.2 1.4 9.2 23.9 21.3
Bepara 3.7 3.1 10.8 9.8 2b.6 22.9 12.7 10.8 =24.3 21.4
Suiza 3.6 2.2 11.6 8.6 30.6 21.3 11.5 7.7 30.5 21.1

Polonia 4.2 2.4 13.0 8.4 34.6 23.3 11.8 5.0 29.7 1&5.2

U.S.A./2/ 3.4 2.2 11.3 8.9 289.4 23.2 13.6 10.6 28.0 22.7

/2/ Este es el Gnico dato de la tabla obtenido de Sheppard (1978:
371-376.




ko 1a  literatura se encuentran numerosas referencias e
investlgaciones de adulteracion de grasa lactea basadas en el
anadlisis de composicidn de acidoeg grasos.

Farag et al (1979:818A-8224), examind la composicién de aci-
dos grascs utilizandoe cromatografia de gas para detectar la
Qdulteracion de leche de bufalc hembra con leche de vaca. Farag
encontro diferencias significativas en el contenido de los acidos
miristico, palmitico, oleice y linoléico en ambas especies. lis
posible utilizar estas diferencias como parametros de referencia
para determinar este tipo de adulteracién. .

Parodi (1971:155-158) realizéun estudio éobre el analisis de
los acidos grascs de leche pura y adulterada con diferentes
cantidades de sebo de res: 10, 15, 20 y 25 por ciente. Como
criterios para estimar la adulteracién se utilizaron relaciones

de contenido de diferentes p

a

rejas de Acldos grasos componentes
de la grasa lactea. Los valores de estas relaciones se obtienen a
partir de las areas integradas de los picos del cromatograma. Ver

tabla 2.2.




Tabla 2.2
Valores minimos vy méaximos para relaciones de dcidos grasos de

leche pura, calculados por Parodi (1971:155-158)

Relacion Minimo Maximo
5:0/8:0 1.68 2.06
12:0/10:0 1.0b 1.20
14:0,/12:0 2.77 4.08
16:0/14:0 z2.06 2.656
16:0/15:0 1.39 2.935
19:0/14:0 (1. 85 1.71
2:1/16:0 0.76 1.29
18:1/15:0 1.62 2.44

Parodi {(1871:1%5-158) encontrd que la relacidn C1l6/C14 era la mas
conveniente para detectar la adulteracion con sebo. La grasa de
leche pura presgenta un valor minimo de 2.06 v un maximo de 2.85

para éste cociente. Esta relacldn aumenta conforme se incrementa

D

el porcentaje de sustitucidn. También observd que adulteracilones
con sebo menores dey 25% no pueden ser detectadas en la totalidad
de los casos utilizando este indice. Por ejemplo, de B muestras
adulteradas al 256%, Parodi pudo detectar adulteracidén en 5, por
medico de la relacidén Cl6/C14, pero de 45 muestras adulteradas al
10%, solamente pudo detectar 27 adulteraciones por medio de la
misma relacidn.

Younes y Soliman (1986:200-203) realizaron un estudio sobre
la adulteracién de grasa léctea con grasa de algoddén y sebo  de
buey. En esta investigacldon se utilizo cromatografia gaseosa para

analizar muestras de mantegquilla, aceite de algoddn hidrogenado y

gebo. La grasa de la manteguilla se caracteriza por la presencisa




de acidos grascs de cadena corta, en cambio el aceite de algodon
hidrogenado contiene principalmente acido oléico, (C18:1); pal-
mitico, (C16:0; linoléico, C18:2; y estearico, C18:0. Para detec-—
tar Lla adulteracidn, sé utilizaron seis relaciones de acidos
gragos, enconftrandose que las relaciones C13:1/C14 vy C18:1/018
son las mas efectivas.

Farag et al (1980:138371388) encontrd que la relacidrn
Cl8/C1l8:2 v la de acldos grasos totales saturados/ &c. grasos
insaturados, son parametros efectivos para detectar ia adultera-
cién de grasa de leche de vaca y bufalo hembra, con sebo animal.

Gargano (1979:557-568) ha propuesto lag relaciones 012/010,
Ci14,/C1z2 y C18,C18:1 (19), como los parametros mas sensibles rara
la deteccion de adulteraciones con grasas vegetales.

Echizen y Deki (1875:111-114) reportan que la disminucién del
acido butirico estd relacionada con la adulteracion de la grasa
lactea.

El  contenido de acidos grascos de la grasa de leche es
variable v depende de la raza de lé vaca, de su alimentacidn, del
rericdo de lactanéia, de la sstacidn del afio v otros factores.

Debido & estas variaciones, FRoos {1964:182-191) ha recomen-
dado utilizar el método estadistico de la elipse de tolerancis
rara el analisis de resultados.

Bl concepte de la elipse de tolerancia ha sido empleado por

Roos (1964:182-191) para el analisis del porcentaje de mezcla de




[io]

dos grasas & partir de dos indices lipoguimicos X v Y.

Buron (1980:325-338) utilizo este método para estimar los inter-
valos de tolerancia para cada uno de los acidos grasos de mante-
quillas espafiolas.

En general estos métodos estadisticos no son usualmente em-
pleados. Las relacilones de composicion entre parejas de Acidos
grasos es el criteric més ampliamente utilizado en la deteccién.
de adulteraciocnes.

En la tabla 2.3 puede obsgervarse los resultados obtenidos por
Gallacier et al (1974:117-138) de su estudic sobre la composicion
de algunos acidos grasos v sus variacioneg en los distintos meses

del atio.

Tabla 2.3
Promedios mensuales de proporciones relativas de acidos grasos de

mantequilla calculados por Gallacier et al (1974:117-138)

Acido En- Feb Mar Abr May Jun Jul Agc Sep Oct Nov Dic

14:0 11.5 11.7 11.2 10.9 10.9 10.

N
—
[am)
[WA]
W
on
w
Co
[
fan]
m
—
fa]
o0
[
—
)

16:0 30.5 30.9 28.2 24.4 24.1 23.6 24.2 24.1 24.0 25,7 27.1 28.1
18:0 9.9 9.6 10.4 11.3 12.0 12.7 12.9 13.1 12.3 11.3 10.4 8.9

18:1 22.6 22.4 24.1 25.0 25.2 256.7 26.4 23.6 27.0 25.4 24.3 22.7

Gallacier et al (19 4:117-138) realizo un estudio sobre 1la

variaclion de la composis 16n de los acldos grasos de leche de vaca
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en lan distintas estaciones del afio, observando gque la proporcién

de acidoe linolernico, Cl18:3, es mis elevada en el periodo de pasto
gque en e] invierno en Europa ( Enero y Febrero). En bage a sus

resualtados,  ge comprobd que la proporcidn de acidos grasos en la
leche varia significativamente con la egtacidn del afio, debido al
cambin e el régimen de alimentacidon del ganado. Por ejemplo, el
dclide linoleico cambis con la estacién del afio, v el dieno con-
Jugado,  sumenta en el periocdo de pasto segun  Kuzdzal-3Savoie
(1977:7-11).

Sheppard et al (1978:371-376) reporta que la raza del ganado
vacuno no afecta mayormente la composicién de acidos Erasos de la
leche. Ls  alinentacién influye no solamente en el contenide  de
grasz, sino  en el grado de insaturacidn de los dcidos grasos.
También =efiala que se producen cambios en el contenido de Acidos
gragos debido a la eestacidén del afio. El C16:0 por ejemplo, en el
invierno aumenta de 25.4% a 34.4%, wmientras que el C18:1 dismi-
naye de 30.7% = 22.4%.

A pesay de que los meétodos de analiaia de la composlicién  de
dclidos grasos son may utilizados en la determinaciéon de adiciones
de  grasas vegetales a grasas lacteas, egtos no pueden detectar
generalmente adulteraciones menores &l 10%. Segin Farodi
(1971:105-158) v Faraf et al (1983:52-53), a niveles mas bajos de
aduiteracion el analisis de la fraccién esgterdlica del insapo-
nificable permite obtener resultados confiables.

Masson  (1931:249-254) indica que el colesteral esta presente
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en la  leche v en general es un componente de los lipidoes de
origen animal , mientras que el estigmasterol, campestercl, bra-
Bicasterol y sitostercl son de origen vegetal. Un litre de leche
vacuna contiene aproximadamente 0.13 g de colesterol. Gallacier
et al (1974:117-138) y Courcelles (1975:283-308) afirman que en
la leche los glicéridos constituyven el 98.5% de leos lipidos
totales, el colesterol libre, promedio de 0.3%, les fosfolipidos
1% vy lous esieres de esterol, un promedio de 0.03% . Para el
andlisis de esteroles, eg necesario aislarlos de la fracoién
ingaponificahle, empleando cromabografia de capa fina. Luego e
analiza sn composicidn por medio de cromatografia de gas.

Farks (1980:285-297) realizd un estudio de la materia inesapo-
nifiéable de leche entera y descremada, utilizando cromatografia
de capa fina para la separacién del colegterol y los esteres de
colestercl, vy luego cromatcgrafia de gas para la cuantificacién.
Se encontrd que en la leche descremada, los esteres del coleste-
rol &se éaracterizan por tener un contenido mavoer a 70% en  peso
del total de &cido estedrico mientras que en leche entera, el
contenido del mismo adcido graso es de 10 v 24 % en los esteroles
del colesteral.

Cuando los productos lacteos son adulterados con sebo animal,

un simple analisis de la fraccidn esterdlica no es suficiente,

g
Il

que ©=n el cromatograma de los esterolaes no  Aparecera  ninguna
sefial de adulteracién. Por esta razédn algunos investigadores han

recurride al analieie de loeg hidrocarburos y otros componenteg de
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la fraccion insaponificable. Maritano y Oxley {1985:88—92) resli-
Zaron un estudic de composicidén de alcoholes alifaticos e hidro-
carburos  contenides en el inesaponificable de grasa de leéhe,
maritraon v oot vacuno,  Para ecte esgtudio emplearon métodor
analiticos de cromatografia de capa fina vy cromatografia de gas.
Los resultados mostraron diferencias significativas entre los

alcoholes alifaticos e hidrocarburos de la grasa de leche, la

jq¥

grasa de cerdo yv el seboe vacuno.

Gome:z y Vazquez {(1985:250-253) vy Sengupta et al (1981:703-
704) sfirman gue la cromatografia de capa fina esg ol método mas
adecuads para el an&dlieis de la fraccién insaponificable v que la
separacion de las bandas depende de la fage wovil utilizada.
Maritano y Oxley (1985:88-92) observaron que utilizando como
solvente de desarrollo benceno:metancl (100:1.8), se obtiene la
separacion de cuatro bandas principales gque son: hidrocarburos,
alcohaleg alifadticos, aleoholes terpénicos y esteroles. También
pueden utilizarse otras mezclas de sclventes como hexano:benceno
3:2, Dbencenc, eéter de petrdleo:éter dietilico:acido acetico,
90:10:1, éter de petrdleo:éter dietilico, 50:50. Stahl (1969:3238-
361} ha publicado una lista de mezclas de gsolventes que pueden
utilizarze en la cromatografia de capa fina, péra el examen de 1la
fraccoion Llacaponificable.,

kno laws  placas de silica gel, en cuya superficle se han

separado  las bandasg correspondientes a los distintos compuestos




del insaponificable, se pueden hacer estudios de densitometria
optica para determinar la intensidad de cada una de las bandas
reveladas  en la placa. Kirchner (1978:415) indica que con este
metodo es pqsihle obtener perfiles densitométricos qgque son carac-
teristicos de las fracclones insaponificables provenientes de
diferentes especies animales o vegetales.

Bachman (1968:3-21) realizd estudios de cromatografia de capa
fina en la materia insaponificable de grasa lactea vy grasas
vegelales, para determinar el procentaje de sustituciones en  La
manteguilla., Utilizando el solvente revelador molibdato de Acido
fosforico al 3.5%, se pudo constatar cualitativamente hasta un 5%
de adiciones de grasa vegetal a grasa lactea. Se observé en la
rlaca cromatografica de la grasa vegetal dos franjas separadas,
situadas arriba de la correspondiente a los esteroles, mientras
que en las placas de grasa lactea 861lo ge observd una.

La cromatografia de capa fina detecta inequivocamente adulte-
raciones supericres al 15%. Con experiencia es posible detectar
rorcentajes de adulteracidn alin menores. Este método se basa en

la intensidad y tamafio de las s bandas colocadag arriba de 1a

franja de esteroles. El ensayo es incapaz de cuantificar el % de
adulteracion con precisién y debe ser utilizado para exiamenes
rapidos,

Bachman (1969:3-21) comprobéd gue las diferenciss de intensi-

dad en las bandas de las grasas vegetales vy sebos animales,

pueden garse para detectar esgtas mezclas utilizando el densito-
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metro  gue convierte la intensidad de cada banda en un pico. El
conjunto de picos correspondientes a las bandas reveladas en 1a
placa de silica gel, constituyven el perfil dengitométrico de la
placa., Ee nocesario tomar en cuenta que las franjas que aparez-~

can en la placa dependerén del golvente v el revelador utilizado,
ios cuales son factores determinantes en cada analisis.

Al realizar analisis de acidos grasos y materia insaponifica-
ble para descubrir adulteraciones de productos lacteos, debe to-
marse  en cuenta gue hay compuestos gque pueden interferir en los
regultados. Por ejemplo en mezclas para helados, Revilila
(1932:248) menciona que algunos de los emulsificadores que se
utilizan son moncglicéridos, digiicéridos o compuestos de polio-
¥ietileno, 1los cuales no deben ser usados en cantidades mayores
de 0, 10%,

Fernandez et al (1986:152-155) menciona gue la composicién de
acldos grasos de algunos quesos sufre modificaciones en el proce-
2o de maduracidn debido a la presencia de hongos. Log cambios mas
proounciados ocurren en el contenido de acidos grasos de cadena
corta, debido a los fendmenos de reesterificacion v degradacidn
“Xidativa que gufren.

Sin embargo, bheppard et al (1978:371-376) afirma gue  ios
procesos  para  la elaboracidn de quesos afecta el contenido de
grasa, pero no la coﬁposicién de acidos grasos. Esta observacion

la «obtuvo de un estudio basado en 1= composiclién de los Acidos




rasos  de tres tiposg de quesos; Cheddar, Blue vy Cottage, 1o

e

encontrando diferencia significativa en la composicién de acidos
grascs de estos tres productos.

El Laboratorio Unificado de Control de Alimentos v Medicamen-
tes . LUCAM, de la Direccién General de Servicios de Salud en
Guatemala, utillza métodos de cromatografia de gas, capa fina y
densitometria optica en la detecccién de adulterantes en la leche
¥ productos lacteos.

Los «<riterios para los dictamenes de laboratorios son exi-
menes  de  composicidn de Acldos grasos. Cuando estos examenes
indican una relacion C16:0/C14:0 de 3 o mas, se considera que las
miestras  estan adulteradas. En  caso de duda ge  efectuan  lus

exameneas mas tediosos de composicidén de esteroles.
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IIT. OBJETIVOS

Informacidn -obtenida en el Laboratorio Unificado de Control
de Alimentos y Medicamentos, LUCAM, indica que la venta de imita-
clones comerclalizadas como productos auténticos es una rractica
corriente en relacién a los productos lacteos.

Los andlisls quimicos necesarios para la deteccién de eztas
aduiteraciones son el andalisis quimico de composicién de acidos
grasos y el andlisis de esteroles. E1 primero es un anéaliris
simple peroc peco sensible. El tiempo de anédlisis no es mées de una
hora, perc s6lo se puede detectar con seguridad alrededor de 20%
de substitucidn.

Por el contrério el andlisis de estercles es un método tedio-
80 que requiere dos dias de andlisis perc gue permite detecciones
de hasta 1% de sustitucidén.

Bl principal objetivo de eate estudic consiste en averiguar
g1 el anadlisis densitométrico es una opcidn ventajosa para el
examen de productos lacteos adulterados con grasa vegetal, vy
establecer hasta que nivel de adulteracicn puede ser utilizade
con confianza. Para realizar este propéeito seré indispensable
efectuar los estudios siguientes:

&. Establecer la composicién de &cidos grasos tanto de la leche

comerclalizada en Guatemala, como la de las grasas vegetales de

sustitucidén més utilizadas.




B. Validar log criterics para la deteccién de las imitaciones.
Para ellec es necesario examinar muestras de grasa léactea a-
dulteradas con diferentesg cantidades de aceite de algodén hi-
drogenado, el cual constituve la materia méas utilizada en la

confeccidn de imitaciones.

C. Efectuar el analisis de &cidos grascs en muestras de crema,
queges v mantequillas comercializadas en Guatemala v confirmar
las adulteraciones indicadas por los exémenes de compogicién de
dcidos grascs, utilizando el andlisig de estercles que consti-
tuye un métedo sensible e independiente para la deteccién de

gragag vegetales en productoz lacteos.

D. Egtudic densitométrice de las placas cromatograficas del insa-
ponificable con el objeto de comprobar si pueden utilizarse
para la deteccidn de adulteraciones vy, 1la sensibilidad del

ensavoe (nivel de adulteracidn).
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IV. MATERIALES Y METODOS
A. Materiales ¥y equipo

1. Cromatégrafo de gas - Tracor 222

2. Integrador - Hewlett Packard 3380A
3. Densitometro - Kontesg 800

4. Graficador - Linear 1200

5. Placas cromatograficas - Merck 20x20 cm de sili-

cagel 60 F254 con 0.25

mm de espegor

6. Centrifuga - (zarver b5

7. Balanza - Mettler AC100

8. Estufas - Cornin
A.Reactivos

- 2olucidn Babcock : digolver 70 g de hexametafosfato de sodio en 600 ml
de agua. Agregar 30 ml de triton X100 v 5 ml de metanol.
Aforar a 1000 ml con agua.

- Reactivos: NaOH, KOH, trifluorurc de Boro en metanol, acido
sulfirico, sulfato de sodio anhidro, NaCl, piridina y anhidro
acético.

- Solventes: éter de petrdleo, éter etilico, metanol, etanol,

cloroformo, agua destilada, heptano.
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B.Metodos

1.Univergo de trabajo

- Muestras de grasa extraidas de diferentes tipos de quesos,
cremas, leches y mantequillas.

- Muestras de leche de vaca obtenida directamente de la ubre para
asegurar asi resultados confiables.

- Muestra de grasa l&ctea extraida de leche recolectada de varias
fincas a la cual se le agregd aceite de algodén hidrogenado
para alcanzar niveles de 5, 10, 20, 40, 50, 60 y 75% de adulte-
racidn,

FPara hacer las mezclas, c¢on la grasa de leche pura, se le
agregd suficlente cantidad de grasa de algoddén hidrogenado

para alcanzar el % de adulteracién deseado. En todos los casos
el peso final de la mezcla fué de 50 g. La composicién de las
mezclas se indica en la siguiente tabla:

b 47.5 2.5
10 45.0 5.0
20 40.0 16.0
40 30.0 20.0
50 25.0 25.0
60 20.0 30.0
75 12.5 37.56

- Muestra de grasa de aceite de palma hidrogenado.




2.Procedimiento
se efectuarcon anallsis de composicidn de acidos grasos

por medic de cromateografia de gas con la grasa extralda de
cada uno de los productos. La fracecifn insaponificable se
analizdé por cromatografia de capa fina v la compeosglicidn de los
estercles fue analizada por cromatografia de gas, en las
miecstras gque no ceinclidieron en la determinacidon de adultera-
cién por medic de la relacién €16:0/C14:0 y C18:1/C14:0. Por
ultime se obtuve el perfil densitométrico de la placa cromato-
grafica de cada muestra.

A continunacién se describe detalladamente el procedimiento

gue se llevd a cabo en el anédlisis de 1la grasa de cada muestra.

P

Extraccidén de la grasa de los distintos productos lacteos:

a.l. Preparacién de la muestra:

- Mantequilla: derretir una cantidad aproximada de 5 g en
un vasc de precipitados. La grasa fluida se toma para
efectuar los anélisis de acidos grascos v esteroles.

- Cremas: medir aproximadamente 150 ml de la muestra vy
agregarle 50 ml de reactivo de Babckok y homogenizar en
licuadora.

- Quescs: tomar aproximadamente 100 g de muestra {(dependiendo
del porcentaje de grasa de la muestra, para guesos procesados
por ejemple, mencs de 100 g es suficiente. Para queso cottage vy

requeson se recomienda un poco mas ) v licuar con 100 ml

de resactive de Babckok.




.

2. Extraccidn:

Vertir la muestra homogenizada con el reactivo de
Babckok, en dos o tres butirémetros de 9 g, hasta la marca
de 3 em. Colocar la mezcla en un bafio maria hirviendo, hasta
que la grass se separe. Agregar a cada butirémetro una solucidn
de metancl-agua (1:1), hasta 1la altura del cuello. Centrifugar
durante 5 min. Agregar solucién metanol agua (1:1) hasta 1la
parte superior del butirdémetro. Centrifugar 3 min y extraer 1a

grasa con  una pipeta Pasteur.

.1. Anidlisis de Acidos grasos

.1.1. Esterificacién de los Acidos grasos:

En un balénvolumétrico de 25 ml colocar 20 gotas de 1la
graca, agregar 4 ml de NaCOH 0.5 N en metanol, calentar hasta
sapconificar 1ls grasa v luego afiadir 3.5 ml de triflucruroc de
borc en metanol y 4.5 ml de heptano, agregar una solucidn sa-
turada de NaCl hasta la parte superior del cuelle del balén.
volumétrico. La capa superior del liquido se extrae con una
pipeta Pasteur vy se coloca en un vial, dque contiene una pequelia

cantidad de sulfato de sodic anhidro.

1.2, An&lisis de Acidos grasos por cromatografia de gae:

La solucién de acidos grasoe en heptano es inyectada en un
cromatdgrafo Tracor 222. Para medir el porcentaje de Area =e

utiliza un integrador 3380A.
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Condiciones cromatograficas:

Cantidad de inveccidén  Aprox. 1 ul

Longitud de la columna 86 pieg p.1. 174 *
Empaque 12 % DES en Anakon ABS

Tamafic de particula 80710 mallas

Fase mévil nitroégeno

Temperatura de detector 23800 ¢

Temperatura de Columna 100 € hasta 200 C

b.Z2. Anédlisis de Esteroles
b.2.1. Extraccién de la materia insaponificable V4.3 7%
En un baldén de 50 ml pesar 2.5 g de grasa, se le adiciona
25 ml de alcohol etilico al 95%, 6 vragstillas de KOH, 1 ml de
agua destilada, vy perlas de ebullicién. Calentar en reflujo
durante 30 minutos. Transferir la solucién alcohélica de Jjabén
& una ampolla de decantacién de 250 ml, lavar el balén de
saponificacién con 2 porciones de agua caliente, agregar 20 ml
de agua destilada a la ampolla. Hacer cuatro extracciones, con
50 ml de éter primero, ¥y con 20 ml las tres altimas extrac-
ciones. Las porciones de é&ter se ponen en otra ampolla. Lavar
cuatro veces la fase etérea con 20 ml de agua destilada,

/X7 Se empled el método recomendado por A.Q0.A.C. (Ref. 34)
con algunas modificaciones.



[aN]
1=N

alternande con 20 ml de KOH 0.5 N. Si se forma una emulsion
durante el lavado, ee extrae la fase acuosa hasta donde sea
posible, dejando la emulsidén en la ampolla de decantacién con
la fase etérea y se prosigue con el sigiente lavado; en al-
gunos casos algunas gotas de etanol al 85% ayudan a la separa-
cién de la emulsién. Lavar cuatro veces mas con 50 ml de agua
destilada. Al Gltimo lavado, se agrega unas gotas de fenolfta-
leina. 51 el indicador no presenta coloracidén se continua el
procedimiento. En caso contraric debe hacerse mas lavados
hasta gue no haya coloracidén rosada.

Pasar la fase etérea a través de un filtro que contenga una
capa de sulfato de sodio anhidro, vy recolectar en un vaso de
precipitar. Evaporar el eter sobre un bafic maria v con corrien-
te de nitrégeno. Disoclver el residuoc con cloroformo vy colocar
la  solucidén en un vial. Evaporar hasta obtener un volumen
adecuado para sembrar las placas cromatograficas.

.2.2. Beparacion de los esteroles por cromatografia de capa
fina

Sembrar la muestra insaponificable en forma de banda con-
tinua. Para degarrollar 1la placa utilizar una mezecla 1:1 de
éter de petrdleo:éter etilico. Localizar la banda de estercles
en una camara UV. Raspar la banda de esteroles v extraer con
cloroformo; filtrar en un vial de 5 ml, evaporar el solvente

por medio de calentamiento vy corriente de nitrégeno.




b.

b.

b

2.3. Metilacién de la fracciodn esterdlica
Agregar unas gotas de piridina y de anhidro acético, luego
cerrar el vial con un tapdén de rosca. Dejar acetilar durante
la noche. Al dia siguiente ,evaporar a sequedad por medic de
calentamiento en bafio maria v corriente de nitrégeno. Agregar
con una jeringa aproplada una aproximadamente 500 ul de cloro-
formo.
2.4. Analisis de esteroles por cromatografia de gas
Invectar la solucién de estercles en un cromatégrafo de gas
¥ registrar el porcentaje de area con un integrador.
Condiciones cromatograficas:
Cantidad Aprox, 4 ul
Longitud de la columna 6 pies I.D. 1s4
Empague 3% de 0.V.1 en supelcoport
Tamafio de particula 807100 mallas
Fase mévil nitrogeno
Temperatura de detector 270 € isometrico
Temperatura de columna 270 €
| se empled nitrdégeno como gas portador, vy fue regulado de tal
manera que el pico correspondiente al colesterol se mantuviera

a un tiempo de retencién aproximado de 9.50.

.2.5. Anadlisis densitométrico de lasg bandas obtenidas en las

placas cromatograficas.

BIBLIOTEGEA
DE LA
UHIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
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b.2.5.a. Revelado de las placas de cromatografia de capa fina
Con un atomizador, rociar las placas con una solucién de
acide sulfurice al 5% en etanol. Secar durante 15 min. en horno

a 100 C.

b.2.5.b. Perfiles densitométricos
Por medic de un densitdémetro y de un graficador, obte-
ner el perfil densitométrico de cada una de las placas croma-
tograficas.
Condiciones del densitémetro:
Atenuaciones utilizadas 1024 vy 512
Velocidad de la placa 1 cm/min
Longitud de inicic de lectura de placa 16 cm
Condiciones del graficador:
Velocidad de papel 1 cn/nin

Atenuacidén Z my ¥y £ nv

La atenuacidén debe ajustarse dependiendo de la intensidad de
coloracidén de las bandas reveladas con la solucién de  &cido
sulfirico. S81i los picos son muy pequefios debe disminuirse la

atenuacidén para lograr mayvor sensibilidad en el instrumento.
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V.RESULTADOS

A, Composicidn de Acldos grasos en leches y grasas de sustitucion

La tabla 5.1.a presenta la composicidén de 39 muestras de
leche pura. En los primeros 156 casos la leche se obtuvo de la ubre
de diferentes vacas, en los casos restantes fue 1leche cruda
recolectada de los tangues de recolecciédn de las empresas distri-
buidoras de leche por inspectores del departamento de Control de
Alimentas.

Las primeras siete muestras de la tabla fueron analizadas
especificamente para este trabajo, los otros datos fueron obteni-
dos de 1los archivos de LUCAM. De las Gltimas 24 muestras, 3

fueron analizadas en 1983, 10 en 1984 y 11 en 1985.
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Tabla 5.1.a

Contenido (%) de Acidos grasos de leche de vaca analizada

Muegtra

C18

Ci18:1

Cle/Cl14 C18:1/C1i4

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19

21
22

11.
12.
11,
11.
12.
1z.
12,
12.
12,
12.

10

10.
10,

i1

11.
10.

10.

52
30
23
50
b3
21
53
35
a7

LT2

39

50

.21

77

85

.99

29.
30.
31.
Jdz.
29.

11
.08
.76
.55
.80
.55
.32
.89
T2
.61
.07

a7
77
39
01
93

.37

17

10

12.
12.
12.
13.
12.
12.

12

11

12.
12.

11

13.

12

12.

T2
.b8
.64

56
13
83
54

50

.69
.87

30

3z

.61

a7

.82

43

21

28.
28.
26.
21.
23.
21.
25.
25.
29.
29.

27

26

26.

27.

31.

30.
29.

.80

88
88

89
22
89
88
58
59
o7

.63
.48

79
48
49
26
08

54 2.51
42 2.31
438 2.38




tabla §.1.a (continuacién)

No. C14:0 C16:0 c18:0 C18:1 Cle/Cl4 C18:1/C14
U235 10.05 27.56  11.44 26.50 274 z.es

24 10.28 27.16 12.45 25.24 2.64 Z2.46

25 10.42 28.01 11.87 26.95 Z2.69 2.59

26 10.02 27.92 10.79 25.80 2.79 2.58

27 9.91 28.61 10.30 25.19 2.89" 2.54

28 9.58 24.73 11.72 23.59 2.58 2.46

29 10.15 27.93 11.78 27.38 Z2.46 2.70

30 10.36 26.99 13.49 28.13 2.61 2.72

31 10.03 25.69 12.53 29.39 2.56 2.93

32 10.45 30.50 12.50 27.43 2.92 2.63

33 10.15 30.30 12.87 29.52 <.99 2.90

34 10.83 30.87 12.18 26.55 2.88 2.45

35 12.66 28.93 16.82 27.16 2.29 2.15

36 12.43 28.27 16.83 27.22 2.27 2.19

37 11.04 27.77 12.13 29.85 2.952 2.69

38 9.48 30.26 14.12 26.51 3.189 Z.80

39 10.46 30.04 12.08 29.75 2.87 Z2.84
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Debe observarse que las muestras de leche fueron obtenidae en
afios diferentes y estacliones diferentes, vy sin embargo no mues-—
tran las variaciones de composicién caracteristicas de zonas
templadas. Es posible que la composicidn de la leche en Guatemala
no sufra estos cambios debido a que su clima no tiene variaciones
muy grandes de temperatura. Es también probable que la homogenei-
dad de composicién de las muestras se deba sz que la leche c¢ruda
recogida en tanques colectores es en realidad una mezcla de lotes
provenientes de diferentes hatos lecheros.

Puede observarse también en la tabla anterior, que el valor
promedio de cada Aacido graso se encuentra muiy cercano a los
valores presentados por varios autores (tabla 2.3).

En la figura 5.1.a se presenta el cromatograma de Acidos
grasos de una muestra de leche pura. Puede notarse claramente losg
Picosg correspondientes a los &cidos grasos principales. El1 conte-
nido de cada unoc de ellos est& indicado en la columna de 1la
derecha.

La Figura 5.2.a muestra el analisis cromatografico del
colesterol de una muestra de leche pura. El dnico pico del perfil
en el cromatograma, es el correspondiente al colestercl.

La figura 5.3 muestra el cromatograma de &cidos gragos de una

muestra de aceite de algodén hidrogenado, utilizado en 1a mavoria
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de industrias para la produccién de imitaciones en lActeos. En
éste cromatograma puede observarse la alta cantidad de cig8:1,
aproximadamente el 63% de la composicidn de ésta grasa. También
‘el acido C18:2 se encuentra en una cantidad significativamente

mayor que en una grasa lactea.

En la figura 5.4 se muestra el cromatograma de los acidos
grasos de una muestra de aceite de palma hidrogenado. Se observa
que sus mayores componentes son los acidos palmitico, C16:0, 46%
y oléico, C18:1, 40%. El C18:2, también se encuentra én mayor
cantidad que en una grasa lactes.

El aceite de palma es una de las principales Erasas vegetales
producidas en Centroamérica v es utilizado ocasionalmente en

la confeccidn de imitaciones.
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FIGURA 5.2.a

Cromatograma de esteroles de leche pura.
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FIGORA 5.3.a
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Cromatograma de acidos grasos de aceite
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B. —studio de muestras de leche adulterades con aceite

hidrogenado de algodon o distintos porcentajes

Se trabajé con una muestras de grasa de leche de vaca, .abte-
nida de wuna mezcla de leches de diferentes fincas, gque fue a-
dulterada con 5, 10, 20, 40, 50, 60 y 735 % de aceite de algodon
hidrogenado. Por medio del andlisis de cromatografia de gas, se
obtuvo el contenido de acidos grasos para cada muestra, asi como
2l cromatograma de la franja de los esterocles aislados de la
placa de capa fina. También se obtuvieron perfiles densitométri-
cos carrespondientes a las placas de capas fina de la fraccion
insaponlficable de todas las muestras.

En la tabla 5.2.b se presentan los datos de la composicion de
acidos grasos y los cocientes Cl6/L14, ClB:1/C14 para cada uno de
los niveles de adulteracion. En esta tabla puede observarse Ggue
al aumentar el porcentaje de adulteracion, aumenta ei contenido
dei CLl8:1, asi como también el valor de las relaciones Cla/Cl4 Y
Cig:L/C14. A la vez el contenido de los acidos C14:0, Ci6:0 vy
Cl8:0 disminuvyen. Con estos datos se calcularon ecuaciones de
correlacion  para poder obtener un valor aproximado del 7 de
adulteracion en base al contenido de Ci14:0 vy Cl8:1; se eligieron
estos dos acidos grasos, debido a que son los mejores indicadores
de la adulteracion (7). Las ecuaciones obtenidas son
(1) % adulteracion = 2.68 Cl8:i1 -~ 74.472

correlacion = 1.0




t11) Z adulteracion = — B8.995 £14:0 + 101.462
correlacion = —-1.00

Con estas ecuaclones se puede estimar aproximadamente el
purcentale  de adulteracidon gue tiene una muestra en funclon del
contenideo de Cl4 v C18:1.

De la tabla 5.2.b es posible deducir gue el cociente
ClB:1/0C1l4 es un indicador mas sensible de la sustjitucion de grasa
lactea con aceite de algodon hidrogenade, debido a que €1 wvalor
de esta relacidn se incrementa mas rapidamente al aumentar el

grado de sustitucion.

Tabla 5.2.b

Composicion de acidos grasos de mezclas de grasa lactea con

Adult. Cl4 Cié ciLg Ci18:1 Cig:2 Ci6/L14 CLB:1/C14
(%)
Q 11.36 28B.85 11.70 28.355 4.78 2.54 2.91
3 10.83 28.25 11.14 30.20 2.03 2.61 2.79
10 10,25 27.74 10.84 31.86 0.21 2.71 3.1t
20(01) Q.14 26.87 10.12 36.04 2.65 2.94 3.974
20(2 8.91 26.45 10.19 365.77 9.74 2.97 4.13
40(1) &.98 24.98 7.49 42.48 8.00 3.58 &.09
40(2) 6.75 23.60 8.80 39.57 8.80 3,50 o.8646
S0 6.38 23.76 8.466 45.21 B.44 3.72 B8.44
50 4.64 23.44 7.80 n0.&1 8.85 2.06 10.91
75 2.06 22.14 &5.95 55.23 7.3 7.34 18.31




En la figura ©5.2.b se observa el cromatograma de acidos
grasos de una muestra de leche adulterada en un 75 % con grasa
vegetal. e puede observar que esta grasa adulterada presenta un
contenido anormalmente pequero de acidos grascs de cadena corta,
ademas el contendido de CiB:1 es elevado.

El amalisis por cromatografia de gas de los esteroles,
muestra los picos correspandientés al situstergl y stigmasterol
(fig. 5.3.b) en las muestras adulteradas con la grasa vegetal. E&n
el cromstograma de la muestira adulterada al 5% (fig. 2.4.b)
puede notarse el pico, de tiempo de retencion de 13,46, corres-—
pondiente al sitosterol caracteristico de la grasa vegetal. Esta
sefal no  deberfia estar presente en el casd de una leche pura
(fig.5.1.a ). El contenido de sitosterol es otro parametro que
puede ser tomado en cuenta para determinar el porcentaze  de
adul teraciaon.

ks necesario enfatizar que a este nivel de adulteracion, a%.
la composicion de acidos grasos y la relacion ClH:11/C146:0 no
permiten detectar la presencia de grasa vegetal, 5in embargo el
analisis de ios esteroles utilizando cromatografia de gas vy de
capa fina, confirman la adulteracion en forma categorica. Adulte-

raciones de hasta 1% pueden ser facilmente detectadas con el

analisis de esterples.
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studio de muestras de crema, guesos Y manteguilla

comercializadas en Guatemala.

1. Cremas

Se analizd la composicidn de acidos grasos de 34 muestras
de cremas de distintas marcas comerciales.

La tabla 2.3 muestra el contenido de acidos grasos y el valor
de la relacion Ci6/C14 Y C18:1/Cl4 de las muestras. El wvalor
tomado como limite para sefalar una muestra como adulterada,
tfue considerado como 3 para la relacion €16/Cl4 ( valor utilizado
en los laboratorios de LUCAM ), vy de 2.87 para la relacion
£18:1/C14:0 utilizada por Younes vy Soliman (7).

lLas muestras sefaladas como adulteradas por los {indices
L16/C14 v Ci18:1/Cl4, han sido marcadaes con un asterisco (%) en la
tabla 3.3 y subsiguientes.

La primer muestra es la gue presenta el valor mas alto para
l; relacion Cl6/C14, de 30.13. Otras muestras con indices anor-—
males (con asterisco) fueron ordenadas en la tabla en orden
decreciente de wvalor para esta relacidn. l.as muestras sin
asterisco fueron ubicadas al final de la lista.

En la columna correspondiente a la relacion Cl&:0/Ci4:0
aparecen ld muestras marcadas con asterisco. Em todas el valor de
este indice es mayor de 3 y por lo tanto se concicera que las

muestras estldn adul teradas. En este grupo, 13 muestras tiermen el

indice C18:1/Cl4 anormalmente alto,




a0

Las muestras 8, 13 y 15 presentan un valor normal para la rela-
cion Cl18:1/C14. Los contenidos anormalmente elevados de C16:0
permiten conjeturar que estas muestras fueron adulteradas con
greite de palma.

Las siguientes 13 muestras, de la numero 17 hasta la nuamero
29, aparecen normales si se toma en cuenta el cociente Cls/Cl4g,
pero adulteradas de acuerdo con el cociente C18:1/C14:0.

Para confirmar la adulteraciétn indicada por la relacion
Cig:1/C14, se efecturaron andlisis de la fraccidn de esteroles,
encontrandose en todos los casos la presencia de fitosteroles de
origen vegetal. Puede notarse adem&s que el contenido de Cl4:0 de
estas 13 mues;ras presentan valores abajo del promedic indicado
en la tabla 5.1.a.

Se encontrarcn 16 muestras adul teradas segun la relacion
Cl6/C14 vy 26 seqgun la otra relacidn. Solamente 5 -muestras de
crema estuvieron libres de adulteracian, confirmada por ambas

relaciones de &cidos grasos.
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Tabla 5.3
Contenido (%) de acidos grasos en cremas y relacidn C16/C14

€18:1/C14

No. Ci4 C16 C1s8 C18:1 C18:2 C16/C14 (C18:1/C14
1 0.31 15.54 8.04 61.02 13.80 50.13% 196.84x%
z 0.65 22.47 5.06 539.51 9.92 34.57% 91.55%

3 9.07 31.69 12.44 35.19 3.29 3.49% 3.88%
4 9.28 31.88 12.45 31.52 1.20 3.43% 3.40%
5 7.95 26.96 13.70 32.60 5.04 3.40% 4.10%

32.98 1.86  3.40% 3.69%
35.34 _ 3.32% 3.41%
30.60 - 3.31% 2.87

29.46 2.09  3.29% 3.16%
31.38 1.32  3.28% 3.28%
30.32 1.31  3.27% 3.32%
33.97 4.78  3.23% 4.06%
27.43 1.56  3.15% 2.58

31.25 2.78  3.10% 3.54%
28 .59 0.80 3.06% 2.70

29.52 1.48 3.05% 2,91x%

40.01 -- 2.97 4.37%
30.88 3.32 2.96 3.10%
33.05 2.34 2.396 3.46%




Tabla 5.3 (Continuacidn)

No. Cl4 Cis C18 C18:1 C18:1 C168/C14 C18:1/C14
20 9.58 28 .27 13.50 31.51 3.56 2.95 3.30%
21 .77 Z8.83 12.92 30.11 Zz.68 2.95 3.02%

22 9.99 29.37 15.65 29.23 3.32 2.94 2.92%

23 3.66 28.28 13 .40 32.44 2.85 2.93 3.36%
24 9.00 26,37 13.13 31.86 3.23 2.93 3.54%
25 8.72 27.85 14.87 29.62 2.48 2.87 3.05%
26 9.52 27.21 14.28 ~ 29.86 2.57 Z2.86 J.14x%
27 9.09 26.03 14.90 32.08 2.54 2.886 3.53%
28 g.81 286.87 12,94 31.24 2.97 Z.80 3.25%
29 g.97 26.23 14.54 23.91 2.83 2.63 2.90%
0 11.07 32.97 14.45 30.57 - 2.98 2.76

31 10.48 30.23 16.45 3(.04 -= Z2.88 2.87

32 10,71 30.46 11.14 28.23 1.17 2.84 2.64

33 10.25 27.99 14.20 28.01 2.98 2.73 2.83

34 11.35 28.72  13.46 28.87 2.58 2.63 2.54

¥ Adulterado
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IT.Mantequillas

En la tabla 5.4 aparecen las composicianes y relaciones de
los 4cidos grasaos de 23 muestras de mantequilla.

£l perfil cromatografico de la primera muestra indicd que el
producto es una margarina vegetal etiquetada como mantequilla.

ta relacion Cl6:0/C14:0 serala las 14 muestras siguientes,
del No. 2 hasta el 14, como adul teradas. Los valores limites
utilizados para estas relaciones fueron los mismos que para las
Cremas. En este grupo, 8 muestras tiemen el indice C18:1/C14:0
elevado pero las muestras 4, 5, 11 v 12 1o presentan normal. Como
en el caso de lag cremas, puede gonjeturarse que la sustitucien
fue hechﬁ .con aceite de palma‘hidrogenado en‘ lugar de aceite
hidrogenado de algodén.

La relacion C18:1/C14 indica gue las muestras 15, 16 'y 17
estan adulteradas. En estas tres mQEstraS, se& observa un valor
muy bajo para el Cl14 y Clé, asi como valores fuera de rango para
el C18. Para confirmar la prediccion se efectuaron analisis de
esterol en estas‘muestras. Los resultados indicaron que las 3
muestras estaban adulteradas. La relaciéon Cli8:1/C14 funciona
perfectamente cuando se utilizan aceites de algodon hidrogemado
para la adulteracion de pruoductos lactecs. Cuando los resultados
del cociente C18:1/C14:0 es anormal, la muestra se debe conside-—
rar adulterada. E£&n estos casos el substituto puede ser manteca o

acelite de palma.




No.

M)

10

11

12

13

14

15

16

i7

iB
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Tabla 5.4

Composicidbn (%) de acidos grasos en mantequillas

Ci4 Cls Cig CiB:1 Cl8:2 Cl&/C14 Ci8:1/C14
- 18.17 5.03 6&61.61 12.49 X ¥
8.72 32.96 13.34 31.346 1.93 3.78% 3.60%

8.55  31.33
10.45  34.66
10.68  34.02
10.72  31.92

9.47  29.92

9.94  31.44

9.94 31,24
10.33 31.92
11.19  34.29
16.69  32.64

9.43  28.49
F.61  29.06
10.72  31.92

9.06 26,33
.45  27.12

10.31 30.42
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Tabla 5.4 ( continuacidn)

No. €14 Cisé cls €c18:1 C18:2 Cl&/Cla ci8:1/C14
19 10.84 29.62 11.79 27.23 3.51 2.73 2.51
20 11.81 30.192 13.34 30.97 —= 2.56 2.62
21 - 11,98 29.39 12.96 30.32 -= 2.30 2.903
22 12.04 292.81 13.51 31.28 - 2.47 2.60
23 11.30 25.83 12.25 30.12 2.37 2.29 2.67

*Adul terado
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I1I. Quesos
3. Quesos frescos

L.a tabla 5.5.1 presenta la composicion de los acidos grasos
y la relacion C1l6/C14 Y C18:1/C1l4 en gquesos frescos de distintas
casas comerciales. De 16 muestras analizadas se encontré 12 a-
dulteradas segun la relacion C14/C14, y 10 segun la atra relacion.
Las muestras 10, 11 y 12 presentan un cuadro diferente a las siete
restantes, ya que se observa un elevado contenido de Cié4, mien-—
tras que los demas &cidos grasos se encuentran entre el promedio
normal. Estos casos son similares a los encontrados en las mante-
quillas y cremas, e% decir una posible adulteracitdn con aceite de
paima. También se efectud en estos casos el anallisis de este-

roles, encontrandose presencia de fitosteroles.
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Tabla 5.5.1

Compasicidn (%) de dcidos grasos en quesos frescos de dife-

rentes marcas

No. Ci4 Clé cis Cig:i C(Ci18:2 Cl&/Cl4 C18:1/C14
1 0.37 16;78 1¢.13 36.21 37.11 45.35x% F7.86%
2 &.44 24,80 ?.97 29.71 25.33 3.85x% 4.61%
3 8.74 30.3965 11.35 34.56 1.18 | 3.456% 3.87%
4 .74 32.88 11.28 30.06 1.24 3.37% 3.09%
3 10.18 33.68 11.28 30.20 2.046 3.31% 2.97%
b6 Z.66 31.30 11.92 30.26 2.49 3.24% 3.13x%
7 10.?1 32.12 10.84 29.63 1.24 3.14x% 2.70%
8 F.66 30.35 13.16 29.32 2.30 Z.13% 3.04x%
g 7.2 30.89 11.34 30.79 1.32 3.11% 3.1Cx%
10 11.46 35.60 15.80 31.00 - 3.11% 2.71
11 10,93 33.80 12.235 28B.70 1.52 3.09x% l2.63
12 10,42 32.01 12.18 28.00 1.17 3.07% 2.6%9
13 8.10 23.81 16.97 35.31 3.12 2.94 4,36%
14 F.39 26.82 12.64 27.63 2.96 2.86 3.16%
15 10.91  32.48  14.17 29.17 2.61 2.97 2.67
16 10.21 29.38 14.16 30.29 1.37 2.6% 2.78
¥ Adulteradsa




b. Guesos Crema.

La tabla 5.5.2 presenta la composiciédn de &cidos grasos en
distintas muestras analizadas. Se analizaron Z0 quesos, de los
cuales se determind adulteraciotn en 10 segun la relacion
ClersCliqg, y 14 en base a la relacibdn £18:1/814. Las cuatro mues-—
tras 1dentificadas como adulteradas en base a la relacien

£ig:1/C14 ( No.l1i, 12, 13 y 14 de la tabia 5.5.2 ), presentan un

valor abajo del promedio para el €14, vy un valor alto para el
ci8g:1, lo que indica adulteracidn con aceite de algodén hidroge-—
nado. En tales casos se efectuaron anadlisis de esteroles, encon-

trandose presencia de fitosteroles.
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Tabla 5.5.2

Composicidn (%) de dcidos grasos en diferentes queso crema

No. Ci4  Cle  c18 C18:1 C18:2 C16/C14 C1B:1/C14
L 1.57 19.59  7.60  63.53  7.43  12.48%  40.46X
2 7.07 33.79 13.78  36.88 2.4 G.78% 5.21%
3 7.82 32.35 12.01  44.61 — 4.14% 5.70%
4 6.32 23.78 11.95 37.36  8.36 3. 76% 5.91%
5 7.27 25.60 9.78 27.49 21.74 3. 52% 3.78%
&  9.70 31.21 11.41 30.97  1.23 3.22x 3. 19%
7 8.55 28.89 9.80 27.22  -- 3. 19% 3. 19%
g 9.57 29.84 13.44  33.09 2.95 3.12% 3. 46K
v  9.83 29.88 11.12 33.80 - 3. 04X 3.64%

10 9.79 30.58 11.54 28.82 1.13 3.10% 2.94%

11 9.79 29.11 13.72 28.88 2.74 2.97 2.95%

12 9.93 29.12 12.71 31.90 2.85 2.93 3.21%

13 10.31 2B.32 13.43 30.16 2.44 2.75 2.935x

14 9.72 26.07 14.47 30.60 2.54 2.68 3. 15k

1S 10.87 32.48 13.56 29.79 1.14 2.99 2.77

16 11.11 32.32 13.384 28.16  1.03 2.91 2.53

17 10.88 30.81 164.20 30.05  -- 2.83 2.76

18 12.42 34.78 16.06  31.56 —- 2.80 2.54

19 11.44 31.26 14.22 28.86  —-— 2.73 2.57

20 12.44 30.26 10.97  27.68  3.37 2.43 2.22

¥ Adulterada
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. Guesos de Capas

La tabla 5.5,.3 presenta la Composicion de acidos Qgrasos en
varios guesos de capas. Se analizaron 17 muestras de las cuales,
se determinaron 11 como adul teradas en base a la relacidn Cis/C1l4
y 1l segun la relacidn Ci8:1/C14.

l.eas muestras No. 6 y 7 de la tabla presentan un  elevado

contenido de Clé6 y C18, asi como un valor un poco abajo del
promedio para el ClB:1l. Este caso es tomparable a las cremas ¥
mantequillas que presentaron adulteracitdn con aceite de palma. Se
realizo analisis de estercles para comprobar la presencia de grasa
vegetal, en las muestras cuyas relaciones no cincidieron en el
mismo resul tado. En todos los casos se encontro presencia de
fitosteroles, coincidiendo la relacion ClB:1/C14 con el ecromato-
grama de esteroles.

La muestra No. 8 aparece como adul terada segun la relacion
Clé6:0/C148:0, pero al efectuar el analisis de estervoles no se
ercontrd presencia de fitosteroles. Se puede observar gue el
caontenido de los &cidos grasos se encuentra dentro de los valores
presentados en la tabla S.l1.a. En este caso tambieén la relacion

ClB:1/C14:0 resulty ser ma&s acertada.
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Tabla 5.5.3

Composicidn (%) de dcidos grasos de varios guesos de capas

No. Cl4 Clo cig Ci8:1 C1B:2 C16/Cl4 ClB:1,/C14
1 7.09 31.93 10.54 32.82 5.70 4.50x 4.63%
2 8.26 31.29 14.09 33.87 4.57 3.79% 4.10x
3 8.93 31.13 11.58 32.82 3.78 3. 48X 3. 68X
4 ?.93 33.06 13.13 31.37 -— 3.33% 3.16x%
5 9.7z 31.96 11.78 30.80 1.21 3. 29K 317K
6 10,64 34.44 13,78 27.35 t.71 3.24% 2.57
7 11.27 35.78 14.18 25.80 1.99 3. 19% 2.29
8 10.36 32.58 11.20 29.27 1.00 3.15% 2.83
% 7.24 24.B4 12.44  29.67 2.96 3.12% 3.21%

Lo 9.90 30.54 14.14  32.29 - 3. 08X 3.26%

11 10.04 30.76 12.37 29.14 1.19 3.06% 2.90

12 9.85 28.33 13.91 29.58 .18 2.80 3.01K

13 9.68 28.48 13.75 29.94 2.99 2,94 3.09%

14 9.38 27.53 12.98 29.7 2.54 2.93 3.17%

1S 10.31 30.42 11.63  28.16 1.29 2.95 2.7%

16 9.86 29.12 13.12 28.04 2.54 2.91 2.84

17 10,7 31.51 10.93  28.97 1.79 2.91 2.70

¥ Adulterado




1. Quesos Procesados.

Se analizaron 21 muestras de diferentes tipos de quesos
{Cammembert, €heddar, Suizo, Enmental, Craft, Cheez-wiss, parme-~
sano v mozzarella) algunos de los cuales requieren de periodos de
maduracion para obtener la calidad deseada. £n la tabla 5.5.4 se
presentan la composicidn de acidos grasos y las dos relaciones
ctonsideradas en este estudio. Por medio de la relacion Cla/€14 se
detectaron 4 adulteraciones, y por medio de la relacian Cl18:1/C14
fuercon 10, ¢

Las muestras del No. 1 al 4 , presentan un caso claro de
adulteracion, confirmado por ambas relaciones, ademas de Qn con-—
tenido de acidos graswus fuera de los valores presentados en las
tablas 2.1 y S...a. Sin embargo las & muestras siguientes apare-—
cen como adulteradas segun 1a relaciédn Ci8:1/C14:0, perao el
contenido de Acidos grésoa se encuentra dentro de ios wvalores
nurmales, excepto por el Cl4:0 gue en estos casos fue menor;

Al realizar el anadlisis de esterglies a estas & muestras, se
encontrd presencia de fitosteroles. La couomposicion de los acidos

grasos de estas muestras presentan valores de C14:0 anormalmente

peguenas.
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Tabla 5.5.4

Composicidn (%) de 4cidos grasos de guesos procesados

No. C14 Ci6  Cl18:0 C18:1 ClB:2 Cl&4/C14 ClB:1/Cl14
1 9.10 26.82 16.13 39.61 _5.09 D.29% 4.54%
2 &.95 26.72 15.47 37.26 3I.26 3.84x% 3.346%
3 ' 7.79 2Z27.12 15.33 34.48 3.41 J3.48% 3.43x%
4 2.30 27,95 12.79 33.80 2Z.12 3.01% 3.63%
) .80 28.97 13.18 28.26 5.31 2.96 2.88x
& ?.75 28.70 12.63 30.07 3.89 2,94 3.09x%
7 2.48 27.72 11.24 28.67 2.78 2.92 S.02%
g8 10.40 30,34 11.56 30.16 3.10 2.92 Z2.90%
@ .94 28.97 11.34 28.73 2.04 2.91 Z2.89%

10 12.81 35.94 10.35 27.7i1 1.61 2,77 2.16

11 10.90 29.82 12.72 27.87 2.48 2.714 2.256

292.74 11.92 28.28 2.35 2.91 2.77
32.46 14.37 29.13 1.40 2.91 2.62
28.73 11.58 27.88 3.42 Z2.86 2.77
27.57 11.81 28.39 2.03 2.85 2.93%
28.83 12.46 27.62 -= 2.84 2.72
29.03 12.453 27.&7 - 2.82 Z2.69

29.12 12.15 27.42 1.0i1 2.79 2.63




Tabla 5.5.4. (Continuacidn)

19 10.19 28.44 12.47 27.86 1.38 2.79 2.73
2Q 11.08 30.84 12.77 £2B.09 2.01 2.78 2.54
21 10.64 29.21
22 11.460 30.11
23 11.30 26.34

¥ Adulterado




Tabla 5.6

Regumen de los resultados de muestras analizadas

miestra muestras adulteradas adulteradas total adult.
analizadas con indice con indice
C16/C14 €18:1/C14
crema 3¢ 18 26 29
mantequilla 23 14 12 17
&. fresco 16 12 10 14
. crema 20 10 14 14
W. capas 17 11 11 13
W. procesados Z1 4 10 11

El wntmero total de muestras adulteradas para cada producteo,
se obtuvo al sumar el numero de muestras adulteradas indilcado por
las dos relaciopeé de &acidos grasos, mas las muestras que fueron
clagificadas como adulteradas, segun una de las relaciones v

luego confirmada con el analisis de les esteroles,




Resgumen

de la

Tabla 5.7

composicidn de acidos grasos de muestras puras de

mantequilla

n - 6
Q.fresco
n = Z

= b
W. capas
n = 4
&. proce
dos n =

+0

11

77 30.07 13.94 29.34 1.34 2.79 2.73
.44 +1.92 +1.92 +0.94 +1.40 +0.17 +0.14

.38 £29.21 13.13 29.77 1.53 Z2.58 2.62 .
.70 +1.70 +1.09 +1.53 +1.72 +0.23 +0.10

.91 30.983 14.17 29.73 1.99 Z.83 2.73
00 +2.19 +0.01 +0.79 +0.88 +0.20 +0.08

.53 31.99 13.73 29.35 0.92 2.78 Z.5b6
0.

73 +1.62 +1.85 +1.42 +1.31 +0.19 +0,20

.31 30,91 11.7Z2 28.61 1.66 2.98 2.78
.35 +1.48 +0.88 +0.60 +0.67 +0.11 +0.07

.37 28.75 2.96 28.49 1.38 2.73 Z2.64
.78 +2.56 +1.53 +1.28 +1.03 +0.20 +0.17




Las tablas ©.8 y 5.9 presentan un resumen de 1lag marcas

comerciales de las muestras que se znalizaron. For razones éticas

o

los nombres originales de las empresas no aparecen, en su lugar
fueron empleadas letras del abecedario. Esta tabla da un; idea
clara de la cantidad de productos léctecs comereializados en
Luatemsla gque son adulterados con grasas vegetales. No fue posi-

Llee analizar en su totalidad todas las marcas comerciales que

circulan en el rais, ’pero se Lratd de tomar la mavor cantidad
rosible.

En los laboratorios de LUCAM, se analizan muestras de “con-
trol”  que  inspectores de salud recogen de gupermercados para
obtener directamente las muestras que finalmente llegan al con-
eunidor. Yambien se analizan muestras "de registro” enviadas por
los fabricantes para poder obtener el permiso de poner a la venta
su prodicto, ﬁ

En las dos tablas siguientes se presentan los datos de mues-—

traz de registro y control para diferentes fabricas de productos

larteos. Puede obeervarse gue hay mayvor cantidad de mueestras
paras en las de registro, sobre  todo en  cremas Y Quesos
procesados. Debido a que las muestras de registro son enviadas

con un lapso muy grande de tiempo, Unicamente se rudieron obtener

algunas de las marcas.
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Tabla 5.8

Muestras de Control
Clagificacidn de muestras puras en base a marcas comerclaleg v
productos lacteos.

marca crema mantegquilla Q.fresco Q.crema @.capas Q.procesado

A adul -- adul. e adul -
B adul adul adual. adul adul adul
C adul adul adul. adul adul -
D adul adul adul adul adul -
E adul adul - - - -—
F adul adul pPura adul —— -
G adul pura adul pura pura adul
H adul pura - adul -- -
I adul -- -= adul - --
K adul -- - pura -- -
L pura ~ -= - - -
M adul - -= adul - pura
N - - -= pura -- -
O adul -= adul -- - -
P - pura - - ~- -
Q - -= - - -= adul
E -- pura - -- - -
s - adul - - - -—
T - - - e adul. -
X - - - - - adul

adul.
pura

muestra adulterada con grasa vegetal
muestra de grasa lactea

[
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Tabla 5.9

Muestras de Registro
Clasificacidn de muestrag puras y adulteradas en bagse = marcas

comerciales y productos lacteos.

B adul - - = puro - pura
C Tura adul pura —— adul -
D rura -~ adul. puro pura -
F adul adul -- adul. - -
G pura - - -- pura adul pura
J adul adul -— - -- -
M - - -— - - adul
N adul -- - adul -— -
¢ -- -- -- -- - rura
] -— -— - —— - adul
3 - -- - pura -— -
X - ~= - -- - pura
Y - -- - - -- pura

adul. = muestra adulterada

pura = muestra de grasa lactea
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D. Estudio densitométirico de las placas cromatogrificas del
lnsaponificable.

La figura &5.1.d. muestra el perfil deneitométrico de una
placa cromatografica revelada con acido sulfirico al 5% en eta-
nol, wusada en el andlisies del insaponificable de una muestra de
leche pura. §Se puede observar que el pico 5 corresponde a la
banda del colestercl, mientras que los picos 6 y 7 corresponden
probablemente a los alcoholes e hidrocarburcs (15). Después de
revelar lag placas con el acido eulfarico al 5% en etanol v
secarlas en un horno, se observd en la camara UV una coloracién
amarillo-naranja oscuro en la banda del colesterol, y en la banda
correspondiente al pico 7 una leve coloraciédn amarillo palido. E1
color de la banda correspondiente al pico 6, fue muy tenue y de
coloracidén lila. Estas bandas aparecen como sefiales pequefias en
relacién a la banda de colesterol en el perfil densitométrico. E1
nltime pico gue aparece en algunos perfiles correeponde, a una
banda amarilla caracteristica de la grasa lactea. Esta sefial
estuve presente en todas las placas analizadas, pero no aparece
en todos los perfiles densitométricos debido a que en algunas
muestras el solvente se dejé correr hasta el borde superior de la
placa, 1o cual impididé que la banda fuera leida por el densité-
metro.

La fig. 5.2.d4 es otro perfil densitométrico de una leche
pura. La diferencia en el tamafic de los picos estriba en la

intensidad de tincilén ohtenida con el revelador: 6in embargoe la
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relaclén de &reas entre el pico 6 y 7 se mentiene proporcional en
ambos casos. HEs notorio que el pico 8 es mucho menor que el 7, y
que ambos son menores que el pico 5 (esteroles). Debe de aclarar-
ge el hecho de que todos los otros nimeros se refieren a bandas
visualizadas con luz ultaviocleta. Las dos placas presentaron la
misma cantidad de bandas en la camara UV. La mayoria de estas
bandas son débilmente réveladas con el &cldo sulfuarico, de alli
gule no aparezcan en el perfil densitométrico.

La figura 5.3.d muestra el perfil densitométrico de -una
muestra de aceite de algodé4n hidrogenado. Puede observarse que
log picos 6 yv 7 son casi del mismo tamaiio, ademas en relacién con
el pleco %, la relacldén de alturas no eg tan grande como en el
caso de los perfiles de leche pura. Asinismo se observa una
mayor cantidad de plcos correspondientes a distintas bandas reve-
ladas en las placas. Los picos 9 v 11 corresponden a dos bandas
delgadas gue en luz UV pueden verse con una coloracidn rojo mnuy
ogcuro. En los perfiles deneitométricos de grasa vegetal obteni-
dos, pudo observarse mayor nimero de picos que en las muestras de
grasa lactea. Dé igual manera, en las muestras adulteradas con
grasa vegetal, se observaron mayor cantidad de picos. En los
perfiles densitométricos, obtenidos de las muestras adulteradas a
distintos porcentajes (Fig 5.4.d), &se observé que el pico 8
correspondiente a la banda situada inmediatamente por encima de
los esteroles en la placa cromatografica, se eleva al aumentar el

porcentaje de adulteraclién. En caso de la adulteracién de 75 % v




en el de grasa vegetal pura, los picos B8 v 7 tlenen casi 1z misna
altura.

5e observd en la miesma figura, que los picos 8, 9 y 10 van
aumentando su intensldad al elevarse el % de adulteracién, aunque
no en forma homogénea. Cada uno de loes picos sefialados en el
perfil densitométrico corresponde a bandas que fluorescen con
diferente intensidad v con distinto color. Al roclar con mavor
cantidad de revelador unas placas de muestras puras, no se obser-
vé6 en logs perfiles ni en la camara UV, ningin aumento en la
coloracidén. La grasa lactea se caracterizd por presentar perfiles
con pocas seflales de baja inteneidad. En la camara de UV ee obser-
v6, que la aumentar el % de adulteracién, aumenta la intensidad
de la banda correspondiente al pico 6, vy a la vez, aparecen mas
bandas oscurae en la parte superior de la placa cromatografica,
correspondientes a los picos 11,12 y 13. El color para el pico 10
vy 11 en las muestras adulteradas desde el 5 %, opresentaban una
coloracién reojo osecuro, mientras que en la muiestra de leche
pura, no aparecen bandas con este color. 5i se observa detenida-
mente la Kig. ©6.2.d y la Fig. 5.3.4, puede notarse que la leche
pura presenta bandas de poca absorcién, es decir, picos poco
agudos (8, 9, 10) en la parte superior del perfil densitométrico,
mientrae que al ser adulterada la muestra, estos picos sé& hacen
mas evidentes y aumenta el nimerc de ellos.

La figura 5.5.d presenta el perfil densitométrico de una

muestra de manteguilla cuvas relaciones de Acidos grasos son las




siguientes: C16/C14 = 3.80 (adulterada) y C18:4/C14 = 5.05 (a-
dulterada). Puede observarse en el perfil que la altura de los
kicos B y 7 son casl iguales, ademés que enseguida aparecen
otros picos pronunciados que no se encuentran en un perfil densi-
tométrico de maestras puras.

La figura 6.6.d. muestra el perfil densitométrico de una
muestra de crema cuyas relaciones de 4cidos grasos son: C16/C14 =
2.96 Y C18:1/C14 = 3.46 (adulterada). Puede observarse que el
pico 9 de la figura 5.1.¢ no se encuentra en muestras puras. Al
realizar el andlisis de esteroles de esta muestra, se encontréd
Presencia de fitosteroles.

Es evidente que 1los perfiles densitométricos de la graea
lactea y vegetal tienen diferencias significativas que pueden ser
consideradas en la deteccién de adulteraciones.

En base a la relacidén C18:1,/C14:0 se eligieron 10 muestrag
con valores > 3.5 (grupo A), 10 con valores >2.9 vy <3.5 (grupec B)
y 10 muestras con valores 2.6 y < 2.9 ( grupo C). Esto se resume

en el siguiente cuadro:

Cuadro 5.1
grupo A grupo B grupo C
n = 16 n = 10 n = 10
C18:1,/C14:0 > 3.5 »2.9 v < 3.5 »2.6y <2.9

Las muestras del grupo C son muestrasg de grasca lactea autén-

tica, las del grupo B presentan adulteracion con graca vegetal en
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un‘grado medio, ; las del grupo C gon muestras altamente adulte-
radas con grasa vegetal.

La informacidén recabada del examen de las placas cromatogré-
ficas y los perfiles densitométricos se presenta en el sigu;ente

cuadro:
Cuadro 5.2

Caracteristicas de perfiles densitométricecs con dietinteos

niveles de grasa vegetal.

_______________ T e e e e e e e e

I n = 10 n = 10 n = 10
Fel. C18:1/C14 1 >3.5 »2.9 vy <3.5 »2.6 vy <2.9
WWWWWWWWWWWWWWW I_._..“...._._.___.,.._.._....____....____..-...._............__....._..__.._...._....__....
nimero de I max min max. min max min
Pilcos *¥%xx% I 9 6 8] 4 5 3
wwwwwwwwwwwwwww I.“.“.“______._._._._.__.___.,_.ﬁk.,nr..____._..“___._.___._......__._._._._._._.._
relacidn 1
de &rea de I 2.36 0.88 9.14 2.81 21.72 8.20
picos 7/6 i
n = 10 I
_______________ I.“v._..“_._..._....__.,.,_.__.__.________..............,..._.._____._._...__.__.____.._______
coloracién I
de bandas i :

I amarillo amarillo amarillo
rico 6 I ralido muy péalido

I
pico 7 I amarillo-na- amarillo- amarillo

I ranja fuerte naranja

I
rico 3 I amarillo-na- lila suave lila suave

I ranja y ténue

I
rico 9 I banda lila y lila lila suave

I banda rojo cscuro

I
pico 10 I amarillo suave rojo oscuro amarillo

I
rico 11 I rojo oscuro - ——
_______________ I..___________-_-w-.“....__.....“.“.“.“.“.“__w__.____.._.._w...-.-ww.,._..._____._
/¥%/ Eetos plcos corresponden a los perfiles den “ométricos

vy fueron contados a partir del pico No.b ¢ .delante,
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Para comprobar la prediccién del métode densitométrico,
los 30 perfiles fueron mezclados al azar y entregados a un ana-
lista del laboratoric con la solicitud de agruparlos en tres
grupos de acuerdo a los datos del cuadro 5.2. El resultado del

ensayo se muestra en el cuadro 5.3.

Tabla 5.6

Clasificacién de muestras en base a los perfiles densitométricos

grupo A B C
Rel.C18:1/C14:Q >3.5 »>2.8 y <3.5 >2.6 y <2.9
muestras T

detectadas 9 13 8
Wit

El analista pudo detectar las 20 muestras adulteradas, pero
colocd 2 muestras buenas entre el grupo de las adulteradas. Sin
embargo en base a la relacién de areas de picos 6/7 el acierto es
total.

La diferencia-de relacién de Areas entre el valor minimo del
grupoc C y el méximo del grupo B es solamente de 0.6,

Debe de tomarse en cuenta que la medida de las &areas se hizo
en forma manual. Es posible que utilizando un integrador, el
calculo de las areas seria has preciso y no se hubiera producido
la cagil superposicidn de valores entre el grupo B v C.

La tabla 5.7 presenta las areas de los picos 6y 7 ¥y su
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relacidén obtenidas de los perfiles densitométricos de la muestfa
de leche pura que fue adulterada a distintos niveles con aceite
de algoddén hidrogenadc. Puede observarse claramente que el Area
del pico 6 aumenta relativo al pico 7 con el porcentaje de a-
dulteracién /¥*/. Puede observarse claramente que la relacidn de
areas disminuye con la adulteracién y por ello, éste es un buen
parametro para la determinacién de pureza. Tal como se muestra en
la tabla 5.7, esta relacidén de areas puede servir como una ayuda
rara estimar aproximadamente el nivel de adulteracién con aceite
de algodén hidrogenado. Es necesario afiadir que es pogible que
estos datos no funcionen en adulteraciones hechas con otro tipo

de grasa.

/*¥%¥/ Es necesario enfatizar que diferencias absclutas en el
tamafio del mismo pico en dos perfiles, puede deberse a mayor
O menor cantidad de materia insaponificable colocada en la
placa cromatografica. Lo importante son los tamafios relati-
vos de los pilcos en un mismo perfil.
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Tabla §.7
&
Areas de ©picos 6 y 7 obtenidas de perfiles densitométricos a
distintos niveleg de adulteracién.

% adulteracion Area pico 6 &rea rico 7 relacién Areas

1/86
mmmmmmmm B“Z—mmﬂn“—~m”__5_55“_-““-_mm_ﬁéi?%_’_::xm—___:"§~§6m_—__w&_—-_

5 10.50 96.0 9.14
10 40.50 195. 0 4.81
20 56. 60 159.0 .81
40 33.00 78.0 2.36
50 42.25 89.0 2.16
60 63.00 109.1 1.73
75 64.40 90.0 1.40







FIGURA 5.1.d

Perfil densitométrico de leche pura (1)
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FIGURA 5.2.d

(2)

Perfil densitometrico de leche pura
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erfil densitométrico de aceite de algodon hidrogenado

FIGURA 5.3.d
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FIGURA 5.4.d
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FIGURA 5.5.d

Perfil densitométrico de muestra de mantequilla

adulterada
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Perfil densitométrico de nuestra de crema

adulterada
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VI.CONCLUSICNES

La relacién C16:1/C14:0 puede detectar hasta 20% de susti-
tucidén y la relacién C€18:1/C14:0 hasta un 10%, siendc esta
tltima més efectiva cuando la adulteracién es llevada a cabo
cen  aceite de algoddn hidrogenade., Sin embargo la primera
relacién es més sensible que la Gltima cuande la adulteracién

g5 con acelte de palma.

El método densitométrico, tal como se desarrolld en éste
trabajo, puede ser utilizado para determinar presencia de grasa
hidrogenada de algoddn y posiblemente de otras Erasas vege-
tales. El ensayo es cualitative y puede descubrirp hasta 5% de

substitucibn,

La relacién de Aareas de los picos 6 y 7 mostrados en los
perfiles densitométricos, es el mejor pardmetro en la determi-
nacién apreximada del nivel de grasa vegetal que se encuentre
en la muestra analizada. La presencia de grasa de algodén
hidrogenada incrementa dramaticamente el tamafio del pice 6.
Cuando el nivel de adulteracién es del 76%, el tamafio del pico

6 es practicamente igual al pice 7.

En los perfiles densitométricos, los picos que aparecen des-
pués del 7, pueden servir come sefales pPara detectar adulte-
raciones. Eestos picos crecen en forma irregular cuande la

muestra ha sido adicicnada con grasa vegetal. Baje la luz UV




92

pueden observarse también mayor cantidad de bandas en muegtras
con alto grado de adulteraciédn, muchas de las cuales no apare-
¢en en los perfiles densitoméiricos pero su presencia puede ser
utilizada como otro parémetro adicional para detectar la grasa

vegetal,

La coloracion de las bandas de la placa cromatografica obser-
vadas ¢on luz UV es una caracteristica importante en la deter-
minacidén de adulteraciones c¢on grasa vegetal. Las bandas del-
gadas rojo oscurco observadas en placas de muestras altamente a-
dulteradas, no fueron encontradas en muestras puras, por 1o gque

puede tomarse como un indice de adulteracidn.

Por medio del anadlisis de cromatografia de gas de la muestra
de los esgteroles, se detectd facilmente 5% de adulteraciédn

aungque es posible detectar hasta 1%.

le acuerdo a los resultados del trabajo, es evidente que la
mayoria de productos léacteos comerclalizados en Guatemala son
imitaciones. Es necesario afladir que en séloc una mineria de
productos se advierte en la etiqueta la presencia de grasas

vegetales.,
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VII. Recomendaciones

A, Utilizar el wvalor de 2.87 para la relacién de Acidos grasos

C18:1/C14:0 como indice de adulteracidén en los distintos pro-

ductos lacteos.

Utilizar los perfiles densitométricos como un método analitico
para corroborar la adulteracidn en muestras cuyas relacicnes de
acidos grasos C16:0/C14:0 y C18:1/C14:0 se encuentren en va-
lores limites.

Efectuar estudios mas detallados de los perfiles densi-
tométricos va que constituyen una vallosa ayuda en la determi-
nacién de adulteracién de productos lactecs con grasas vege-

tales y sebos animales.

Efectuar estudios de composicién de las bandas 6 v 7 wutili-

zandc cromatografia de gas.

Las imitaciones elaboradas por las fabricas de productos
lacteos no son dafiinas a la salud, es mas, permiten a la mavo-
ria de la poblacién una ingesta adecuada de materia grasa a un
costo adsequible. B8in embarge se recomienda que estog pro-
ductos sean etigquetados correctamente para dar opcién al con-

sumidor de elegir la calidad de producto que desgea consumir.

Debide a que la relacién de areas de los picos obtenidos en
los perfiles densitométricos constituyen un buen indice para

detectar adulteracibén en productos lacteos, se recomienda uti-
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lizar un integrador, el cual puede proveer Areas exactas de los
picos vy una mayor sensibilidad, vy probablemente ayudando a

detectar niveles mas bajos de adulteracidn.
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APENDICE A

Composicidn de Acidos grasoe de leche de vaca
expresado c¢omo porcentaje promedio en peso en base al
contenido total de Acidos grasos (2).

Tabla A.1

=

DN = )
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ATPENDICE B

Composicidén tipica de Acldos grasos
de algunas grasgsas vegetales (2).

Debe aclararse que la composicidén de estas grasas vege-
tales puede variar s2i se les aplica o no y en qué grado, el
pProceso de hidrogenacién.

Tabla B.1

Composicidén de aceite de algodén

Aaj0




Tabla B.2

Composicidén de aceite de palma




APENDICE C

Composiclédn de la grasa de leche (2).

Tabla C.1

Compuesto contenido en 100 g de grasa
trigliceridos el o es e
diglicéridos 250 - 480  mg
monoglicéridos 16 - 38 mg

otros glicéridos 872 - 1318 mg

dcidos grasos libres 100 - 444 mg
fosfolipidos 200 - 1000 mg
Cerebréceidos 13 - 66 ng
esteroles 220 - 410 nmg
carotencides 700 - 900 mg
Vitamina A 600 - 800 mg
Vitamina D 1 - 2 micro g
Vitamina E 2 400 micro g
Vitamina K 100 micro g
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