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Resumen |

La presente investigacion permitié determinar el contenido y composicién de fitoesteroles en el aceite de la semilla de Persea
Americana Miller variedad Lorena. La extraccién soxhlet (SLE) tuvo un rendimiento de 8.47 + 0.084%, la saponificacién asistida por
microondas y limpieza por extraccién en fase sélida (MW-SPE) tuvo porcentajes de recuperacion de 86.22 + 0.020%. Se logré
cuantificar el estigmasterol con 19.17 + 0.020 ppm y el 5a-colestano con una concentracién de 49.77 = 0.020 ppm. La confirmacién
para compuestos sin estandar se llevé a cabo utilizando detector de masas (MSD) encontrando derivados de 5-a-colestano. Para el
andlisis de ergosterol se utilizé el método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE). El aceite obtenido a partir de las
semillas de Persea americana Miller variedad Lorena demostrd la presencia de contenidos apreciables de fitoesteroles, indicando su
uso potencial como insumo de formulaciones farmacéuticas asi como en la fabricacién de productos nutracéuticos y
cosmecéuticos.

Palabras Clave: Aceite, Aguacate, Fitoesteroles, Saponificacién, Soxhlet.

Abstract |

The present investigation enabled to determine the phytosterols content and their composition in the oil of the seed of Persea
americana Miller Lorena variety. The soxhlet extraction (SLE) had a yield of 8.47 + 0.084%, microwave assisted saponification and
solid phase extraction cleaning (MW-SPE) had percentages recovery of 86.22 + 0.020%. Stigmasterol was quantified with 19.17 +
0.020 ppm and 5-a-cholestane at a concentration of 49.77 + 0.020 ppm. Confirmation for without standard compounds it has been
made using mass detector (MSD) it was found 5-a-cholestane derivatives. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
method was used for the ergosterol analysis. The oil obtained from the seeds of Persea americana Miller Lorena variety showed the
presence of appreciable phytosterols contents, indicating their potential use the input of pharmaceutical formulations as well as in
the manufacturing of nutraceutical and cosmeceutical products.

Keywords: avocado, Oil, phytosterols, saponification, soxhlet.

INTRODUCCION |

El aguacate pertenece a una de las familias mas
primitivas de las dicotiledéneas las Laurdceas, esta
compuesta por 52 géneros y cerca de 3.500 especies. El
género Persea esta formado por 150 especies distribuidas en
las regiones tropicales y subtropicales, especialmente en
Asia, Islas Canarias y América, donde existen 80 especies
(Bernal y Diaz, 2008). El aguacate es una baya con
mesocarpio y endocarpio carnoso que contiene una sola

semilla (15 al 16% del peso del fruto), se caracteriza por el
contenido de 3acidos grasos insaturados principalmente
monoinsaturados; es rico en vitamina A, B y E, acido
ascorbico, B-caroteno, potasio y magnesio (Ozdemir y Topuz,
2004), sin embargo, la composicién, la sintesis de
metabolitos secundarios y las propiedades nutricionales de
los frutos son muy variables y se ven influenciadas por
factores como el clima, el suelo, la temperatura, la humedad,
la cantidad de lluvia durante el desarrollo del fruto y
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diferencias genotipicas entre variedades (Howard et al.,
2003; Thomas et al., 2005).

El fruto Persea americana Miller variedad Lorena fue
originado en la finca Lorena, en Palmira, Valle del Cauca,
Colombia, en 1957. La época de cosecha en Colombia es de
mediados de noviembre a febrero y de abril a julio. La
relacién cdscara: semilla: pulpa es 3:10:87%, respectivamente
(Bernal y Diaz, 2008). Este fruto se cultiva muy bien a bajas
altitudes, aunque ha tenido buen comportamiento en las
zonas cafeteras de Colombia (1.500 m.s.n.m). En el pais se
conoce una seleccién de Lorena denominada como aguacate
Papelillo, que esta bastante difundido en zonas medias y
cdlidas, con muy buen mercado por su calidad interna tanto
para consumo en fresco como para su transformacién
(Bernal y Diaz, 2008). Presenta frutos de forma alargada,
ligeramente oblicuos; corteza lisa, lustrosa, abundante
punteado o nimero de nucelas; frutos de tamafio grande,
peso aproximado de 400 g, contenido de grasa del 9%, color
verde y pedunculo largo. La semilla es de tamafio mediano,
ovoide y simétrico, con mediana adherencia a la pulpa
(Bernal y Dfaz, 2008), sin embargo, después de Ia
transformacién industrial, aprovechamiento o consumo del
fruto, se tienen materiales residuales principalmente semilla
y epicarpio que podrian ser fuente potencial para
complementos alimenticios por el contenido de metabolitos
con diferentes actividades bioldgicas (Polania, 2014)

Actualmente, la semilla representa un recurso
infrautilizado y es tema de preocupacién en cuanto a su
disposicion final por la alta generacién en las industrias
procesadoras de aguacate. Estudios fitoquimicos previos
realizados a la semilla del aguacate han permitido identificar
diferentes clases de metabolitos entre los que se encuentran
glucésidos del acido abscisico, fitoesteroles, triterpenos,
acidos grasos, acidos furanoicos, dimeros de flavanoles,
proantocianidinas oligoméricas, polifenoles y antocianinas
(Polania, 2014). Existe informacién de etnofarmacologia,
especialmente en los paises de América del Sur sobre el uso
de estas semillas para el tratamiento de ciertas
enfermedades, donde en la actualidad se cultiva en gran
escala. Recientemente se ha encontrado que las semillas de
aguacate pueden mejorar la hipercolesterolemia, y ser utiles
en el tratamiento de Ia hipertensién, afecciones
inflamatorias, diabetes y osteoartitaricas. También se han
encontrado que poseen actividad insecticida, fungicida y
antimicrobiana. Histdéricamente se utilizaron extractos de
semillas de aguacate como tinta para la escritura, junto al
tinte producido cuando se usa una polifenol oxidasa sobre
los mismos extractos (Polania, 2014).

Los fitoesteroles son esteroles de origen vegetal con
estructura quimica similar y funciones analogas al colesterol,
que difieren Unicamente en la presencia de sustituyentes
(Piironen et al., 2000; Moreau et al., 2002; Valenzuela y
Ronco, 2004; Moreau y Hicks, 2005) y se pueden encontrar
en forma libre o conjugados (Moreau et al., 2002; Nystrom et
al., 2005). En los ultimos afos, los fitoesteroles han sido

objeto de mudltiples investigaciones debido a sus
propiedades  biolégicas, destacandose: propiedades
antiinflamatorias (Michelle y Manohar, 2009), antitumorales,
antiaterosclerética (Moghadasian 'y  Frohlich, 1999),
anticancerigenas (Awad y Fink, 2000), antioxidante (Wang et
al., 2002) y antifungicas (Smania et al., 2003), sin embargo, el
efecto mejor caracterizado es el hipocolesterolémico
(Moreau et al., 2002; Brufau et al., 2008).

Se han descrito mds de 200 tipos de esteroles vegetales
en diferentes especies de plantas, siendo los mads
abundantes 6-sitosterol, campesterol y stigmasterol (Fig. 1),
constituyendo el 95-98% de los fitoesteroles identificados. Se
encuentran distribuidos en tallos, frutos y hojas vegetales.
Las principales fuentes son los aceites vegetales, semillas
oleaginosas, cereales, legumbres y frutos secos (Valenzuela y
Ronco, 2004).

HO'

Sitosterol Avenaesterol

Sitostanol Campesterol

Figura 1. Estructura quimica de fitoesteroles y fitoestanoles.

Brassicasterol

Debido a que los fitoesteroles tienen una complejidad
estructural y semejanza, las técnicas analiticas para el
aislamiento de esteroles, separacién y cuantificacion deben
ser precisas y exactas (Verleyen et al., 2002; Dutta et al.,
2005; Harrabi et al., 2008). Algunas de las técnicas utilizadas
para la identificacidn y cuantificacién de estos compuestos
en diferentes matrices (Abidi, 2001; Lagarda et al., 2006) son
Cromatografia de Gases (CG) con deteccidn de ionizacién de
llama (FID) y/o deteccién de espectrometria de masas (MS)
(Toivo et al., 2001; Santos et al., 2007; Clement et dl., 2010) y
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) (Abidi, 2001).
Ademads se ha utilizado en combinacién estas dos técnicas
(CG y CLAE) con sistemas diferentes de deteccién para el
andlisis de fitoesteroles en los alimentos de alto rendimiento
(Lagarda et al., 2006; Slavin y Yu, 2012).

Poco se ha investigado sobre la distribucién del
contenido de fitoesteroles en la semilla de Persea americana
Miller variedad Lorena; por tanto, el objetivo de este trabajo
fue estandarizar un método y cuantificar los principales
fitoesteroles en la semilla, para ello, se desarrolléd un método
de extraccion de aceite, separacién de la fraccidn de
fitoesteroles en la materia insaponificable del aceite y
posterior identificacion y cuantificacion de fitoesteroles
libres y conjugados, con el fin de mejorar el drea de
conocimiento del fruto, su aprovechamiento y propiciar
apoyo para nuevas investigaciones de aplicacion.
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MATERIALES Y METODOS |

Estandares

Se utilizaron cuatro estdndares de referencia de
fitoesteroles marca SUPELCO® (Tabla 1).

Tabla 1. Estdndares de fitoesteroles.

Referencia Fitoesteroles Concentracion
481-21-0 5a-Colestano 10 mg/mL
57-87-4 Ergosterol 10 mg/mL
83-48-7 Estigmasterol 10 mg/mL
80-97-7 Colestanol 10 mg/mL

Tratamiento de las semillas previo a la extraccién

Se utilizaron frutos de Persea americana Miller variedad
Lorena (Fig. 2), obtenidos del municipio de Marsella en el
departamento de Risaralda, Colombia. Los frutos fueron
transportados en bolsas plasticas al laboratorio de
Oleoquimica de la Universidad Tecnolégica de Pereira, donde
se dejaron madurar por un tiempo para posteriormente
realizar la extraccién de las semillas.

Figura 2. Fruto de Persea americana Miller variedad Lorena del
Municipio de Marsella.

Las semillas fueron sometidas a un proceso de limpieza'y
lavado con detergente TEGO 51, luego se trituraron y se
secaron en una estufa durante 48 horas a 45°C, terminado
este proceso se realizd la molienda hasta obtener un polvo
fino (Fig. 3) y por ultimo se almacenaron en bolsas plasticas
herméticas, a una temperatura de 4°C para posterior
extraccion del aceite, de acuerdo con estudios anteriores
(Arias y Gil, 2012).

Ty

Figura 3. Semillas trituradas y molidas de Persea americana Miller
variedad Lorena

Extraccion de aceite

La extraccién del aceite de semillas de Persea americana
Miller, se realizé por el método soxhlet, utilizando como
solvente n-hexano en una relaciéon muestra: solvente (1:5),
por un periodo de 24 horas, concentrando el extracto por
rotaevaporacion, segun estudios previos (Gaona, 2011). El

aceite obtenido fue almacenado en un recipiente dmbar a
temperatura ambiente.

Saponificacion de la muestra

La muestra de aceite (aproximadamente 10-100 mg), se
colocd en un frasco tapa rosca, se agregd 10 mL de una
solucién metanolica de hidréxido de potasio 2 M. El frasco
cerrado herméticamente se colocd en el centro de un horno
microondas doméstico y se calentd a una potencia de 50%
durante 35 s, después de 15 min se sometié al mismo
calentamiento para terminar la saponificacién del aceite y
pasados 10 min se neutralizé con una solucién acuosa de
acido clorhidrico 1 M (Young, 1995).

Extraccion de materia insaponificable

Se realizé una extraccidn liquido-liquido inicialmente con
10 mL de n-hexano, seguida de dos extracciones mds con 5
mL de n-hexano (Young, 1995), se recogid la fase organica de
cada extraccién y se concentrd la materia insaponificable.

Extraccion de fraccién de fitoesteroles

Se realizé una extraccion en fase sdlida para la
obtencién de la fraccién de fitoesteroles a partir de la
materia insaponificable, donde se utilizaron Sep-Pak de Si-OH
(fase normal) de 200mg/3mL, como eluyentes 10 mL de una
mezcla hexano:acetato de etilo (90:10) para la fraccién no
polar (fitoesteroles esterificados) y 10 mL de una mezcla
etanol:éter etilico:hexano (50:25:25) para la fraccién polar
(fitoesteroles libres) (Rodriguez et al., 2015), las fracciones se
mezclaron y se concentraron en un rotaevaporador.

Derivatizacion de la fraccién de fitoesteroles

La muestra se derivatizé con 150 pL de SILYL-991
(BSTFA-TMCS, 99:1), se agitd por 3 min en un vortex y se
colocé en un bafio de agua a 70°C por 30 minutos (Arias y Gil,
2012).

Porcentaje de recuperacién

El porcentaje de recuperacién de la técnica de
extraccién asistida por microondas, se determind mediante
la adicién de tres muestras de aceite de semillas de Persea
americana Miller variedad Lorena, con un patrén de 100 ppm
de estigmasterol, realizado por triplicado, luego se comparé
con un triplicado sin adicion.

Parametros instrumentales

El equipo utilizado para la estandarizacion fue un
Cromatdgrafo de Gases con detector de ionizacién de llama
marca Shimadzu GC-2014, equipado con autoinyector AOC-
20i+s, automuestrador AOC-20i+s, inyeccién Split y columna
MXT-5 serie 951048 (30 m de longitud x 0.5mm ID, 0.5 pm de
espesor de pelicula).

Las condiciones que se establecieron para los analisis
cromatograficos fueron: gas de arrastre Helio, flujo total 45
mL/min, flujo en la columna 4 mL/min, velocidad lineal 74
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cm/s, temperatura del inyector 300°C, volumen de inyeccién
1 uL, modo de inyeccidn plit, radio plit 10, temperatura de la
columna 250°C durante 2 minutos, después se llevd hasta
280°C con razdén 40°C/min, se mantuvo asi durante 10
minutos, después se llevé hasta 300°C con razén de 10°C/min
y se mantuvo por 5 minutos, como detector se empled un
detector de ionizacién de llama (DIL) a una temperatura de
360°C (Arias y Gil, 2012).

La confirmacidn se realizé usando un Cromatdgrafo de
Gases (Agilent Technologies modelo 7890%) acoplado a
espectrometria de masas (Agilent Technologies modelo
5975C) con una columna (modelo DB-sms) de 60 m de
longitud x 320 ym ID, 0.25 pm de espesor de pelicula. La fase
movil fue gas helio con un flujo constante de 65 mL/min y
12.561 de presidn, la temperatura del inyector fue de 250°C,
volumen de inyeccidn 5 pL, modo de inyeccidn splitless, la
temperatura inicial de la columna fue de 50°C que se
mantuvo durante 1 minuto, después se llevé hasta 125°C a
razén de 25°C/min, finalmente se llevé a 300°C a razén de
10°C/min y se mantuvo asi durante 7 minutos.

Para la cualificacion de ergosterol se utilizé un
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiencia (CLAE) HITACHI
LaChrom; bomba L-2130; horno L-2300; detector UV-Vis L-
2420, con una columna Ultra AQ C18 (3 um x 100mm X 3.2
mm) marca Restek, a temperatura ambiente, como fase
movil se utilizé una mezcla metanol/agua (80:20), flujo de 0.3
mL/min, volumen de inyeccién de 20 pL y longitud de onda
de 280 nm (Yuan et dl., 2007).

Concentracion de fitoesteroles

Con la mezcla de los estandares de fitoesteroles, se
hicieron varias diluciones y se establecieron seis diluciones
(tabla 2).

Tabla 2. Diluciones de los estdndares de fitoesteroles.

diluciones
Estandar 1 2 3 4 5 6
Estigmasterol 5 15 30 75 150 300
5a-Colestano 5 15 30 75 150 300

Con las anteriores diluciones, se construyeron las
respectivas curvas de calibraciéon para cada estandar y se
calcularon los parametros estadisticos: precision, limite de
deteccidn y cuantificacidn, sensibilidad y linealidad.

RESULTADOS Y DISCUSION |

una coloracion café y un aspecto sélido (Fig. 5) con un
porcentaje de rendimiento de 76.9%.

Figura 4. Aceite de las semillas de Persea americana Miller variedad
Lorena.

Figura 5. Materia insaponificable del aceite de semillas de Persea
americana Miller variedad Lorena.

Porcentaje de recuperacién

En la tabla 3 se presentan los resultados de los
porcentajes de recuperacién obtenidos para el estigmasterol
en las muestras de aceite de semillas de Persea americana
Miller var. Lorena.

Tabla 3. Datos de porcentaje de recuperacidn para el estandar de
estigmasterol

Muestra de aceite Concentracion del estandar Porcentaje de

(n=3) (ppm) recuperacién
1 100 86.45
2 100 88.24
3 100 83.96
Media 86.22
Desviacion estandar 1.755
%CV 2.036

Extraccion de aceite

El aceite obtenido de las semillas de Persea americana
Miller variedad Lorena presentd una coloracién café, con una
consistencia solida (Fig. 4) y un porcentaje de rendimiento
de extraccién de 8.47%.

Extraccion de la materia insaponificable

La materia insaponificable obtenida del aceite de
semillas de Persea americana Miller variedad Lorena presentd

De acuerdo con los resultados (tabla 3), la
saponificacién asistida por microondas tuvo un buen
rendimiento para la obtencién de materia insaponificable y
los sistemas de elucién para la extraccidn en fase sélida (SPE)
obtuvo buenos porcentajes de recuperacion para el estandar
de estigmasterol, con un promedio de 86.22%. Al comparar
con la literatura cientifica, se encuentra que los porcentajes
de recuperacién de algunos fitoesteroles varian entre 8o-
100%, un ejemplo de esto es el aceite de oliva, en el cual se
han reportado porcentajes de recuperaciéon entre 70-110%
para el estigmasterol y B-sitoesterol respectivamente (Bernal
y Diaz, 2008; Polania, 2014). Por lo anterior se adapté dicho
método de recuperacién que se acercan mucho a los
encontrados en estudios previos.

Andlisis cualitativo

Para la identificacién de ergosterol se utiliz6 el método
implementado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(CLAE), con base en las condiciones descritas anteriormente,
en la figura 6 se puede observar el cromatograma del
estandar de ergosterol (300 ppm) y el de la fraccién de
fitoesteroles, los cuales eluyen en un tiempo de retencidén
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similar (3.953 min para el estandar con un drea de 8916309 y
4.217 min para la muestra con un area de 609051243), lo que
permite establecer la presencia de este fitoesterol en
semillas de Persea americana Miller variedad Lorena, ademas
la concentracion del ergosterol es superior a |la
concentracion del estandar, por lo tanto es uno de los
fitoesteroles mas abundantes en la semilla de Persea
americana Miller variedad Lorena.
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos por CLAE. A). Estandar (300
ppm) y B). Fraccién de fitoesteroles.

Para la identificacién de otros fitoesteroles se inyecté al
cromatdgrafo de gases con detector de ionizacidon de llama
(GC-FID) una mezcla de tres estandares de fitoesteroles (Fig.
7) para comparar los tiempos de retencién con la fraccién de
fitoesteroles (Fig. 8) obtenida del aceite de las semillas de
Persea americana Miller variedad Lorena, los resultados
obtenidos se observan en la tabla 4:

Tabla 4. Tiempo de retencién de los compuestos de referencia evaluados y los
compuestos presentes en la fraccién de fitoesteroles

americana Miller variedad Lorena, porque la fraccién de
fitoesteroles contiene derivados de 5-a-colestano.
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Figura 8. Cromatograma de la fraccién de fitoesteroles en GC-FID
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Tabla 5. Andlisis composicional por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de la fraccion de fitoesteroles.

Nombre Férmula
5a-acetiloxi-3B-hidroxicolestano CyoHs0 05
5,6a-epoxicolestano Cy,H,0

= de retencio -
Compuesto iempo de retencién (min)

Estandar Fraccion de fitoesteroles
5-a-colestano 6.429 6.314
colestanol 9.826 9.619
estigmasterol 12.184 12.168

De acuerdo con lo anterior se identificaron los tres
fitoesteroles en la muestra y se realizaron las curvas de
calibracién para los estdndares de 5-a-colestano vy
estigmasterol para la posterior cuantificacién en la muestra.
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Figura 7. Cromatograma de la mezcla de estdndares de fitoesteroles
en GC-FID.

Para la confirmaciéon y andlisis de los fitoesteroles
presentes se realizé un ensayo por medio de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM),
cuyos resultados se analizaron por comparacién de sus
espectros de masas con los reportados por la biblioteca
NIST. En la tabla 5, se observan los compuestos identificados.

De acuerdo a la informacién (tabla 5) se confirmé la
presencia de fitoesteroles en el aceite de la semilla de Persea

1004 2

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 350 380 430
Figura 9. Espectro de masas del compuesto 5a-acetiloxi-303-
hidroxicolestano obtenido de la fraccion de fitoesteroles.
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Figura 10. Posibles fragmentos del compuesto 5a-acetiloxi-3f-
hidroxicolestano

En la figura 9, se presenta el espectro de masas del
compuesto 5a-acetiloxi-33-hidroxicolestano, férmula
molecular C,4H;,0; con una probabilidad de 9.89%, y un
tiempo de retencién de 27.235 min, un ion molecular de m/z
446 y un pico base m/z 43. Segun el espectro de masas del
compuesto (Fig. 9) y sus posibles fragmentos (Fig. 10)
presenta iones importantes con valores m/z: 386 y 368 que
indican que este compuesto puede ser un esterol. Los
fragmentos con valores de m/z: 386 (perdida del éster), m/z
368 (perdida del éster y agua), m/z 334 (perdida de la cadena
lateral), m/z 316 (perdida de la cadena lateral y agua), m/z 301
(perdida de la cadena lateral, agua y un grupo metil), m/z 293
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(fisién del anillo D) y m/z 275 (fisién del anillo D - agua)
confirman la presencia de esteroles en la fraccion de
fitoesteroles de la materia insaponificable del aceite.

Anadlisis cuantitativo

Se determind el contenido de fitoesteroles en la fraccién
de fitoesteteroles de la materia insaponificable del aceite de
las semillas de Persea americana Miller variedad Lorena, con
base en el método anteriormente planteado para
Cromatografia de Gases, posteriormente se inyectaron los
patrones de menor a mayor concentracion y luego las
muestras. En la tabla 6 se muestran las mediciones de los
patrones para el estandar de estigmasterol.

Tabla 6. Datos cromatogréficos para diferentes concentraciones (ppm) para el
estigmasterol.

Concentracién (ppm) 5 15 30 75 150 300

Area 4691 15909 31877 80619 173636 367269

n=3 4358 15994 32779 80758 180439 387898
4567 16047 32493 80406 173153 366980

% CV 3.028 0.356 1.162 0.18 1.893 2.618

Segun la tabla 6, los valores de coeficiente de variacién
estandar (CV) son inferiores al 4% en los tres niveles de
concentracion estudiados, lo que indica una buena
reproducibilidad del método.

Estandarizacion de la técnica cromatografica

Se elabord la curva de calibracidn para los estandares de
estigmasterol y 5-a-colestano, en la figura 11 se puede
observar la curva de calibracién para el estigmasterol.
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Figura 11. Curva de calibracién del estigmasterol.

Los datos estadisticos analizados fueron coeficiente de
correlacién (R?), Coeficiente de variacién estdndar (CV),
Limite de deteccidén (LD), Limite de cuantificacién (LC) y
Sensibilidad (S), los cuales se pueden observar en la tabla 6.

Tabla 7. Resultados estadisticos para las curvas de calibracién.

de 0.4556 y 0.8331 ppm vy los limites de cuantificacion (LC)
entre 1.5186 y 2.7769 ppm, estos valores son adecuados,
debido a que los esteroles vegetales constituyen la mayor
porcidn de la materia insaponificable de los aceites vegetales
(Du y Ahn, 2002), por lo tanto, el método tiene la capacidad
de detectar y cuantificar fitoesteroles a muy bajas
concentraciones en matrices oleosas. El valor de sensibilidad
estd asociado al valor de la pendiente de las curvas de
calibracién (Skoog et al., 2008), como se aprecia en la tabla 7,
la sensibilidad de cada una de las curvas de calibracién fue
buena debido a pendientes considerables,lo que indica que
el método detecta los minimos cambios de concentracién del
analito en las muestras.

En la tabla 8 se encuentran todos los resultados
obtenidos desde el tratamiento de la muestra hasta la
cuantificacion de los fitoesteroles (5-a-colestano vy
estigmasterol), con valores estadisticos como la media,
desviacion estandar y coeficiente de variacion (CV).

Segun los resultados obtenidos en la tabla 8, se pudo
establecer que la saponificacién asistida por ultrasonido es
un método adecuado para la obtencidn de materia
insaponificable (MI), debido a que se obtuvo un alto
porcentaje de rendimiento (76.9%), ademas, la cantidad de
muestra a utilizar puede ser entre 10 y 100 mg y el tiempo de
saponificaciéon no tarda mds de 15 minutos comparado con
otros métodos como el de saponificacién por reflujo, que
puede demorar entre 30 miny 3 horas.

Tabla 8. Resultados obtenidos de porcentaje de recuperacién y cuantificacién
de fitoesteroles.

Concentracién Concentracién de

Rendimiento  Rendimiento

Réplicas de aceite (%) de MI (%) de 5a-colestano estigmasterol

(ppm) (ppm)

1 7.52 75.70 49.77 17.74

2 9.23 76.42 50.70 19.92

3 8.67 78.57 48.83 19.84

Media 8.47 76.90 49.77 19.17
Desviacion

estandar 0.712 1.219 0.763 1.009

(9 0.084 0.016 0.015 0.053

CONCLUSIONES |

LD LC S
Estandar R’ v .
(ppm) (ppm) (ppm/érea)
Estigmasterol 0.9986 2.009 0.4556 1.5186 834.6
5-a-colestano 0.9996 1.992 0.8331 2.7769 743.8

Como se observa en la tabla 7, los coeficientes de
correlacién (R?) fueron en promedio de 0.999; indicando una
buena linealidad y una correlacidn adecuada entre las
variables (Piironen et al., 2000), la precisién del método
evaluada con el coeficiente de variacién (CV) se encuentra
dentro de los valores aceptados (menores al 5%) indicando
una buena precisién, reproducibilidad y repetibilidad; los
limites deteccién (LD) obtenidos se encuentran en un rango

El aceite de semillas de Persea americana Miller variedad
Lorena tiene porcentaje de rendimiento de 8.47%, un
porcentaje de materia insaponificable de 76.9% y Ia
recuperacion de esteroles a partir de este aceite por la
técnica de extraccién en fase sélida (SPE), arrojé un
porcentaje de recuperacién de 86.22 % indicando una
adecuada recuperacion de los analitos.

Se estandarizé la técnica cromatografia de gases con
detector de ionizacién de llama para el andlisis de
fitoesteroles, mostrando valores estadisticos adecuados
para la cuantificaciéon de estos; con coeficientes de
correlacién (R?) cercanos a la unidad, los limites de deteccién
y cuantificacién por debajo de 3 ppm, valores de sensibilidad
altos y una precision con valores de coeficiente de variacién
inferiores al 5% indicando la precisién, reproducibilidad y
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repetibilidad de método. Demostrando asi la validez de la
técnica para el andlisis de fitoesteroles.

Las semillas de Persea americana Miller variedad Lorena

contiene como fitoesterol mayoritario el ergosterol el cual se
determind de forma cualitativa por CLAE, mientras que por
CG-FID se cuantificé el 5a-colestano con una concentracién
de 49.77 mg por Kg de aceite, seguido de estigmasterol con
una concentracién de 19.17 mg de estigmasterol por Kg de
aceite..
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