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RESUMEN

En este estudio se ha determinado como cambia el contenido de vitamina E (o-tocoferol, B-tocoferol, y-
tocoferol, 8-tocoferol) y acetato de o-tocoferol de la yema de huevo durante su almacenamiento. Este se realizé
bajo dos formas distintas de conservacion (temperatura ambiente a 18-23°C y refrigeracion a 4°C). Los resulta-
dos obtenidos muestran que el contenido de acetato de a-tocoferol disminuye significativamente en ambos tipos
de conservacion (F=7,33; P< 0,001) durante el almacenamiento. Sin embargo, el contenido de o, B+yy &-
tocoferoles no cambia significativamente. Los niveles de a-tocoferol, 8-tocoferol y acetato de o-tocoferol fueron
significativamente mayores en las yemas de los huevos refrigerados que en las de los huevos almacenados a
temperatura ambiente (F=21,70 y P< 0,001; F=7,27 y P< 0,01; F=7,90 y P< 0,01, respectivamente). Por el
contrario, el nivel de B+y-tocoferoles no presenta diferencias significativas en funcion del tipo de conservacion.
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ABSTRACT

This study concerns the changes of vitamine E content (c-tocopherol, B-tocopherol, y-tocopherol, 8-
tocopherol) and o-tocopherol acetate contente in yolk during storage. It was carried-out at room temperature
(18-23°C) and under refrigeration conditions (4°C). Results indicate that the content of o-tocoferol acetate
decreased significantly in both types of storage (F=7,33; P< 0,001). Nevertheless, a, B+y and &-tocopherol
content did not change significantly. a-Tocopherol, d-tocopherol and a-tocopherol acetate content were
significantly higher in refrigerated yolks than in those kept at room temperature (F=21,70 and P< 0,001; F=7,27
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and P<0,01; F=7,90 and P< 0,01, respectively). On the contrary B+ytocopherol content did not show significant

differences due to the type of storage.

Key words: tocopherols, egg, storing, preservation, HPLC.

INTRODUCCION

Los tocoferoles son vitaminas esenciales
para el metabolismo de muchos animales al
no ser biosintetizados por su propio organis-
mo. Este hecho hace que su presencia en las
grasas de determinadas especies animales se
deba, bien a la ingestion de vegetales, bien a
su adicion artificial en la dieta. La fuente na-
tural de vitamina E (dl-o-tocopherol), que se
puede obtener de diversas procedencias (acei-
tes de higado de pescado, cereales y produc-
tos derivados, hortalizas, frutas o aceites ve-
getales), es wuna mezcla de ocho
estereoisomeros, de los cuales, solamente uno
es el d-a-tocoferol. Los otros siete isomeros
tienen diferentes configuraciones moleculares
y menor actividad bioldgica que el d-a-
tocoferol HORWITT (1993). Sin embargo,
parece ser que no hay discriminacidn entre las
formas dI- y d- de la vitamina durante su ab-
sorcién.

La vitamina E, que elimina los radicales
perdxidos lipidicos, es el principal antioxidante
tisular HORWITT (1986). Ademas, el papel
antioxidante de los tocoferoles se realiza fun-
damentalmente a nivel de la membrana celu-
lar, protegiendo los PUFA constituyentes de
los fosfolipidos de la bicapa lipidica de las
células de Ilos tejidos (animales).
LEONHAROLT etal. (1996) descubrieron que
el radical de la vitamina E es regenerado por
la vitamina C.

Entre las principales aplicaciones tera-
péuticas de la vitamina E puede destacarse su
uso en la retinopatia de prematuros MAJIMA

(1992); disminucion del efecto del tabaco
JENDRYCZKO et al. (1992); o y B-
lipoproteinemias RADER y BREWER (1993);
enfermedad de Parkinson PARKINSON’s
STUDY GROUP (1993); prevencion del
adenoma de colon y recto GREENBERG et
al. (1994); descenso en la incidencia del can-
cer de pulmén (TAPPEL 1993; TAYLOR
1994); prevencion de la aterosclerosis gracias
al descenso en la oxidacion de LDL JIALAL
(1995) e, incluso, enlentecimiento de la pro-
gresion de la infeccion de VIH en el desarro-
llo del SIDA WANG y WATSON (1994). Al-
gunas de las aplicaciones anteriores todavia se
encuentran en fase de investigacion.

El huevo es uno de los pocos alimentos
de origen animal con niveles importantes de
vitamina E DEL CERRO (1995). Es un hecho
cotidiano que la poblacién no consuma este
producto el mismo dia de la puesta, sino que
lo haga varios dias 0 semanas mas tarde. Ade-
mas, en muchos hogares, el huevo no siempre
se almacena en refrigeracion, sino que se deja
a temperatura ambiente. Existen pocos estu-
diosen la literatura especializada acerca de los
cambios que experimenta el contenido en vi-
tamina E de la yema de huevo durante el pe-
riodo de almacenamiento.

Considerando estos antecedentes, hemos
investigado los cambios en el contenido de
tocoferoles, en huevos que han tenido un pro-
ceso de almacenamiento de hasta cincuenta
dias, bajo dos formas diferentes de conserva-
cion: refrigeracion y temperatura ambiente.
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MATERIALES Y METODOS

Animales, instalaciones y dieta

En la experiencia se han utilizado un to-
tal de 250 gallinas de la raza Leghorn, todas
ellas de 18 meses de edad. Los animales fue-
ron alojados en jaulas que tenian unas dimen-
siones de 50x45x45 cm, y que se encontraban
dispuestas en sistema california clasico de dos
pisos, con una capacidad de cuatro gallinas por
jaula. Las gallinas fueron alimentadas ad
libitum durante todo el periodo de puesta. La
dieta estuvo constituida por granos de cerea-
les, productos y subproductos de semillas de
leguminosas, semillas oleaginosas, productos
y subproductos de granos de cereales, aceites
y grasa animal, minerales y metionina liquida,
todos ellos mezclados. Se afiadi6 al pienso
vitamina A (9000 U1/ Kg), vitamina D, (2.600
UI/Kg) y acetato de o-tocopherol (4,5 mg/Kg).
La dieta presentaba un 16,5% de proteina bru-
ta, 2.742 Kcal de energia metabolizable/Kg.
de pienso y un 3,6% de calcio.

Toma de muestras

Para la realizacion del estudio se reco-
gieron 250 huevos de entre 53 y 63 g, todos
ellos puestos el mismo dia. A continuacion,
los huevos se llevaron al laboratorio y una mi-
tad fue almacenada en oscuridad y a tempera-
turaambiente (18-23°C) y la otra mitad en os-
curidad y refrigeracién (4°C). Para realizar las
muestras se utilizaron ocho huevos, cogidos
al azar, los dias 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y
50, para cada tipo de conservacion, y se anali-
zb el contenido de a,, B, v, 6-tocoferol y acetato
de a-tocoferol. En total se analizaron 144 hue-

vos (72 almacenados a temperatura ambiente
y 72 en refrigeracion).

Procesado de la muestra

Para el analisis del contenido de
tocoferoles, se siguio el procedimiento de ex-
traccion de BLIGH y DYER (1959). En pri-
mer lugar, se llevo a cabo la separacion de la
yema de la clara del huevo, para lo cual, se
utilizaron placas de petri a modo de soporte
para las yemas de huevo. Una vez eliminada
toda la clara, se cogieron 0,25 g de yema de
cada huevo (n= 8) y se pusieron en tubos de
ensayo individuales de 20 mL. A los tubos se
les afladid 5 mL de cloroformo-metanol (2:1,
vol/vol) y la mezcla se homogeneizdé mecani-
camente durante 10 minutos. Este proceso se
realiz6 en atmdsfera de nitrégeno y en ausen-
cia de luz para evitar procesos de oxidacion
lipidica. A continuacion, las muestras fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 2.300 rpm.
Se recogio el sobrenadante y se conservo a -
18°C, en atmosfera de nitrogeno y en ausen-
cia de luz. Este proceso se realizo por triplica-
do, reuniéndose en un tubo final los tres
sobrenadantes obtenidos. El sobrenadante fi-
nal fue desecado con nitrdgeno y resuspendido
en 2 mL de metanol. Los extractos metandlicos
fueron filtrados a través de una membrana de
0,5 mm FHLPO 1300 Millipore.

Sistema de HPLC

Los andlisis de cromatografia liquida se
realizaron usando un cromatografo liquido de
alta presion Beckman de doble bomba, con una
valvula de inyeccién de 20 mL, un detector
ultravioleta de longitud de onda variable (Mo-
dule 163) fijado a 294 nm, la longitud de onda
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de maxima absorcion para los tocoferoles, y
un Médulo de Control 421 A. La columna ana-
litica fue una Tracer RN5512 Spherisorb ODS
C18 de fase reversa (25 x 0,4 cm, 5mm), uni-
da a una precolumna TR-000818 rellena con
el mismo material que la anterior. La
cromatografia se llev6 a cabo isocraticamente
a temperatura ambiente, con una fase movil
de metanol:agua (95:5 v/v) y a una velocidad
de flujo de 1,5 mL/min HUANG et al. (1986).
La sensibilidad del detector fue de 0,05 aufs.
Se utiliz6 un integrador Spectra-Physics 4290
para la determinacion de las curvas de calibra-
cién y para el célculo de las cantidades de
tocoferol en las muestras de yema de huevo.

Reactivos y patrones

Todos los reactivos quimicos utilizados
fueron del mejor grado de pureza comercial-
mente disponible. Metanol, agua y acetato de
etilo fueron de calidad HPLC. Todos los
eluyentes fueron desgasificados mediante
sonicacion durante 30 segundos. Los
estandares de o, B, v, d-tocoferol y acetato de
o-tocoferol se obtuvieron de ampollas sella-
das. Todos los productos quimicos fueron de
E. Merck, Darmstadt, Germany.

Los patrones (o, B, v, o-tocoferol y
acetato de a-tocoferol) se prepararon en
matraces aforados, disolviendo 25 mg de cada
producto en 25 mL de metanol. La mezcla fue
almacenada en oscuridad y frio hasta su anali-
sis. De esta manera, se obtuvieron soluciones
patrén de 1.000 ppm para cada tocoferol, que
fueron almacenadas a —35°C y en ausencia de
luz. Las soluciones de trabajo fueron de 5, 10,
15, 20, 25 y 30 ppm con el fin de obtener, a
partir de ellas, las rectas de calibrado para cada
uno de los tocoferoles. Todas ellas se prepara-
ron diluyendo la solucion inicial de 1.000 ppm.

Finalmente, las ecuaciones de regresion lineal
y los coeficientes de correlacién, para cada uno
de los tocoferoles, se obtuvieron a partir de la
representacion de las areas de los picos obte-
nidos frente a las diferentes concentraciones
de cada tocoferol:

o-tocoferol:y = 1610,4 x — 1474,9

r=0,994 R2=98,81 %
B-tocoferol:y = 1750 x — 402,2
r=0,995 R2=99,13 %
y-tocoferol:y = 1817,5 x — 1455,9
r=0,992 R2=98,42 %
o-tocoferol:y = 2088,3 x — 732,1
r=0,991 R2=98,39 %

Acetato de o-tocoferol:
y=291,4x-453,1
r=0,98 R?=97,76 %

Donde: x es la concentracion de patrén
preparado en ppm, ey es el &rea del pico obte-
nido en las condiciones de la técnica.

Debido a que B y y-tocoferoles coeluyen
en condiciones cromatograficas de fase reversa
HUANG et al. (1986), hemos calculado una
nueva recta que se corresponde con los datos
obtenidos de ambas. Con esta nueva recta po-
dremos cuantificar de una manera més exacta
el contenido de estos dos isomeros en la yema
de huevo. La recta de calibrado obtenida ha
sido la siguiente:

B+y-tocoferol: y = 1782,9 x — 839,3
r=0,99 R?= 98,64 %

La sensibilidad de deteccion, usando una
doble sefial del nivel de ruido WILLIAMS
(1985), fue de 2 pg/mL.

Identificacién de los picos

Los picos fueron identificados al coinci-
dir con los tiempos de retencion de los



AN. VET. (MURCIA) 16: 67-76 (2000). CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE TOCOFEROLES DE LA YEMA DE HUEVO 71
EN FUNCION DEL TIEMPO Y DEL TIPO DE ALMACENAMIENTO. MICAELA MARTINEZ, ANTONIO RAMIREZ.

estandares conocidos. Sin embargo, debido a  cada uno de los patrones por separado a una
la proximidad de otras sustancias contiempos  muestra de huevo. La secuencia de inyeccio-
de retenciones parecidos, realizamos unacon-  nes fue la siguiente:

firmacion tocoferol a tocoferol, adicionando

. area area

min.

Figura 2.- Cromatograma de una mues-
tra de huevo + B-tocoferol (b) + acetato de o-
tocoferol (AT).

Figura 1.- Cromatograma de una mues-
tra de huevo + B-tocoferol (b).

i area -
arca

Figura3.- Cromatograma de una Figura4.- ~ Cromatograma de una
muestra de huevo + B-tocoferol (b) + acetato ~ Muestra de huevo + B-tocoferol + acetato (AT)
(AT) de a-tocoferol + a-tocoferol. de a-tocoferol + o-tocoferol + y-tocoferol.
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[ area
i

Figura5.- Cromatograma de una
muestra de huevo + B-tocoferol + acetato (AT)
de oa-tocoferol + a-tocoferol + y-tocoferol +
d-tocoferol.

De la secuencia de cromatogramas rea-
lizada se deduce que el orden de elucién de
los tocoferoles es el siguiente: 6-tocoferol, B+y-
tocoferoles, a-tocoferol y acetato de o-
tocoferol, lo que esta de acuerdo con su es-
tructura quimica (polaridad) en cromatografia
de fase reversa.

Anélisis estadistico

Se ha utilizado un ANOVA de dos vias
para analizar los efectos del tipo de almacena-
miento y tiempo de almacenamiento sobre el
contenido de tocoferoles en la yema de huevo.
Antes de realizar el ANOVA se hicieron tests
de homogeneidad de varianza para confirmar
la homogeneidad de los resultados. Los calcu-
los se realizaron mediante los modelos linea-
les generales del SAS Institute, Inc. (1985).

area

Figura 6.- Cromatograma de una mues-
tra de huevo identificando cada uno de los
tocoferoles.

RESULTADOS

El cuadro 1 muestra la evolucion del con-
tenido de los distintos tocoferoles durante el
almacenamiento del huevo, tanto en aquéllos
conservados a temperatura ambiente como en
refrigeracion. Los resultados muestran que, al
dia 0 (dia de la puesta), el acetato de o-
tocoferol se encuentra en mayor cantidad, se-
guido por el a-tocoferol, el B+y-tocoferoles y
el &-tocoferol en dltimo lugar.

De otra parte, se observa gue no existen
cambios significativos en el contenido de o,
B+yy &-tocoferol con el paso del tiempo. No
obstante, y aunque no existen diferencias
estadisticamente significativas, hemos de se-
falar que se observa cierta disminucion en el
contenido de a-tocoferol a partir del dia 40 de
almacenamiento. En el cuadro 1 si se muestra
un descenso significativo en el contenido de
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acetato de o-tocoferol durante el almacena-
miento de la yema de huevo, tanto a tempera-
tura ambiente (F=5,49; P<0,001) como en re-
frigeracion (F=2,85; P<0,01). Hemos de des-
tacar que existe un mayor descenso de acetato
de o-tocoferol en los huevos almacenados a
temperatura ambiente, que se produce de una
manera acusada a partir del dia 40 de almace-
namiento.

En el cuadro 2 se muestran las medias
aritméticas de cada tocoferol en funcion del
tipo de conservacion (huevos almacenados a
temperatura ambiente y en refrigeracion). El
andlisis estadistico realizado indica que las can-
tidades de a-tocoferol (F=21,70; P<0,001), 6-
tocoferol (F=7,27; P<0,.01) y acetato de a-
tocoferol (F=7,90; P<0,01) han sido mayores
en aquellos huevos que fueron conservados en
frio. Por el contrario, la cantidad de B+y-
tocoferol no difiere significativamente en los
huevos almacenados a temperatura ambiente
y en refrigeracion.

El andlisis bifactorial realizado no indi-
ca que haya interaccién entre los dos factores
de estudio (dias de almacenamiento y tipo de
almacenamiento) en ninguno de los
tocoferoles.

DISCUSION

En primer lugar, hemos de sefialar que la
existencia en la yema de huevo de mayores
concentraciones de acetato de a-tocoferol que
del resto de tocoferoles es totalmente logico,
ya que se ha afiadido en la dieta.

Los cambios observados en el contenido
de los distintos tocoferoles en los diferentes
dias de almacenamiento pensamos que pue-
den ser debidos a diferencias individuales, ya
que todos los huevos fueron obtenidos el mis-
mo dia de gallinas de la misma raza y estirpe,
que habian permanecido en idénticas condi-
ciones de manejo.

En relacién con el contenido en los dis-
tintos tocoferoles el dia 0 (cuadro 1) resulta
llamativo que haya diferencias tan grandes para
todos, entre la columna de T. Ambiente y Re-
frigeracion, ya que en este momento todavia
el efecto de la temperatura de almacenamien-
to no puede acusarse. Este resultado lo que pro-
bablemente indica es una variabilidad natural
de estos compuestos.

Los resultados obtenidos por CHERIAN
et al. (1996), en un estudio realizado para co-

Cuadro 2.- Contenido de tocoferoles (mg/g de yema de huevo) segun el tipo de conservacion.

Tocoferoles

Tipo de conservacion a-tocoferol B+y-tocoferoles  &-tocoferol acetato de o-tocoferol
Té ambiente (n=72) 18,56+0,48a 12,62+0,33a 2,80+0,24a 50,00+1,20a
Refrigeracion (n=72) 21,76+0,48b 13,68+0,33a 3,68+0,24b 54,88+1,20b

F 21,70 2,49 7,27 7,90

Significance faieied N.S. ** faled

***: p<0,001; **: P<0,01; N.S.: no significancia.

Cada resultado corresponde a la media aritmética, para cada tocoferol, de todos los huevos analizados.
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nocer los cambios en el contenido de
tocoferoles en huevos almacenados proceden-
tes de gallinas alimentadas con distintas die-
tas, coinciden con los nuestros en que no exis-
te variacion del contenido de oy y-tocopherol
durante el almacenamiento del huevo. Al igual
gue en nuestro estudio, estos autores si obser-
varon un descenso significativo de &-
tocopherol a partir del dia 40 de almacenamien-
to, dia a partir del cual también observamos
nosotros una disminucion en el contenido de
acetato de o-tocopherol. Hemos de sefialar que
CHERIAN y col. no determinaron este com-
puesto.

De los resultados obtenidos, extraemos
dos conclusiones que podrian ser de interés al
conocimiento cientifico y de aplicacion direc-
ta en la conservacion “nutritiva” de los hue-
vos. En primer lugar, pensamos que la cascara
del huevo es una barrera protectora muy efi-
caz a la hora de conservar los nutrientes de
este alimento y, mas concretamente, la vitami-
na E. En segundo lugar, creemos que los pro-
pios acidos grasos de la yema protegerian a la
vitamina, y ésta, a su vez, evitaria la oxida-
cidn de dichos acidos grasos. No obstante, para
evitar una pérdida parcial de esta vitamina, si
creemos conveniente mantener los huevos en
refrigeracion.
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