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INTRODUCCION

La avicultura de puesta en Espana fue y
continua siendo un modelo de dinamismo y
buen hacer, por su alto nivel de profesionali-
zacion y por ser, técnicamente, una de las
mejor dotadas de Europa. Generadora de
riqueza productiva de primer orden, de su
impacto en la vida econémica, dan fe, no
solo el elevado numero de empleos directos
que genera, sino también su incidencia en
otras actividades productivas y de servicios
(agricultura, transportes, industrias auxilia-
res, servicios veterinarios, etc.).

En Espania, a finales de 1.996, habia mas
de 44 millones de ponedoras con una pro-
duccion de 870 millones de docenas. Pero a
pesar de que estas cifras son demostrativas
de su gran importancia, el consumo de hue-
VoS en nuestro pais, lo mismo que ha ocurri-
do en todos los paises industrializados de
nuestra area de desarrollo, ha experimenta-
do un fuerte retroceso. Concretamente, en
Espana se ha pasado de un consumo de
287 unidades/persona/ano en 1987 a215en
1996.

¢Cudl ha sido la causa de la pérdida de
consumo de uno de los alimentos mas com-
pletos, de mayor riqueza culinaria y de
menor coste econémico? (Como ha sido
esto posible en una época de consumo de
alimentos de moderado aporte caldrico (30
calorias metabilizables y 7 grs. de proteinas
por huevo de 60 grs.) y comidas rapidas?.
Independientemente de otras razones (ofer-
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ta abundante de alimentos sustitutivos, por
ejemplo) tres han sido las causas fundamen-
tales: su relativamente alto contenido en
colesterol (0,25 a 0,28 gr/huevo), los casos
de salmonelosis, que verano tras verano
aparecen en los medios de comunicacion y
sobre todas ellas una oleada de informacion
de procedencia heterogénea, que ha con-
vertido a uno de los maximos exponentes de
la famosa “dieta mediterranea” en un pro-
ducto con injustificada mala prensa.

Dejando de lado el tema “Salmonella”
que como es sabido se transmite en la
mayoria de los casos debido a falta de higie-
ne y/o manipulacién deficiente, nos centra-
remos en uno de los temas que nos ocupa:
el colesterol.

Durante anos, el huevo y su colesterol
han sido tratados de manera simplista y des-
proporcionada, debido entre otras razones
al manejo de tablas que tenian extraordina-
riamente sobrevalorado su contenido.

Asimismo ha perjudicado el consumo del
huevo la escasa informacion sobre el conte-
nido en colesterol de otros alimentos de ori-
gen animal, cuyo consumo tiene un mayor
grado de consideracién social, asi como
otros a los que la eminente endocrindloga
Dra. Clotilde Vazquez ha denominado FUEN-
TE OCULTA, alguno de los cuales se le rela-
ciona con el aumento de colestelolemia en
ninos de edad escolar.

Ademas de los vaiores citados anterior-
mente, hay que hacer constar que la calidad
nutricional de la fraccion grasa de un alimen-
to no debe evaluarse unicamente respecto a
su contenido en colesterol. De hecho, la
composicion de la grasa total (porcentaje de
acidos grasos saturadas, mono- y polinsatu-
rados), asi como la presencia de isomeros,
tienen una muy notable influencia sobre los
niveles plasmaticos de colesterol y, por tan-
to, sobre sus patologias relacionadas
(Barroeta y Codony (1993) y referencias en el
mismo).

Asimismo se ha indicado (Addis, 1990)
que los productos resultantes de la oxidacion
de los lipidos, y concretamente los Oxidos de
colesterol, tienen mayor importancia en el
desamollo de estas patologias que el propio
colesterol. Ello es debido a su capacidad de
alterar las células endoteliales y presentar
una actividad biolégica especifica causante
de la aterogenicidad y angiotoxicidad.

Con la finalidad de mejorar la informacion
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sobre la calidad de la fraccién lipidica del
huevo y, en concreto, la valoraciéon de su
contenido en colesterol, en las condiciones
reales de manejo, alimentacion, cuidados
sanitarios, etc. en la Comunidad de Madrid,
el Servicio de Investigacion Agraria de la
Direccion General de Agricultura y Alimenta-

cion, ha realizado una serie de estudios en
colaboracion con empresas avicolas de gran
envergadura, se puede acceder a un nivel de
informacion dificilmente alcanzable en plan-
tas piloto o granjas experimentales.

Aunque el contenido en colesterol del
huevo se encuentra fuertemente regulado, si
es cierto que las modernas condiciones de
manejo de las ponedoras y, especialmente,
el desarrollo de metodologia analitica
muy precisa han permitido ofrecer cifras
sobre el contenido en colesterol del huevo
sensiblemente inferiores a las que se venian
manejando hace unos anos (valores cerca-
nos a los 500 mg de colesterol por 100 gra-
mos de parte comestible del huevo).

En este sentido, es preciso senalar que
los métodos cromatograficos ofrecen
mucha mayor fiabilidad y precision que los
basados en procedimientos colorimétricos o
enzimaticos. En concreto, los métodos
colorimétricos han proporcionado valores
sobreestimados del contenido en colesterol
del huevo.

Por otro lado, la calidad de la fraccion
grasa del huevo -a pesar de su contenido en
colesterol- es notable, debido a su compo-
sicion en acidos grasos y a la favorable
relacion entre acidos grasos poliinsaturados
y saturados (aproximadamente 0.73 segun
Codony y cols. (1.995) en: “Egg and Egg
Products Quality” pp. 361-373) y a su conte-
nido en acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga »-3 (linolénico, eicosapentae-
noico y docosahexaenoico).

El objetivo de este trabajo ha sido la reali-
zacion de un estudio cientifico, mediante el
empleo de metodologia analitica precisa,

—_ﬂ-s

sobre la calidad de la fraccion grasa del hue-
vO que se consume en la Comunidad de
Madrid, en las condiciones efectivas de
manejo y alimentacion de las ponedoras y
con vistas a su divulgaciéon razonada. Es
conocido que la clase de acidos grasos de la
dieta tiene una gran influencia sobre los nive-

les de colesterol plasmatico en humanos, no
estando este nivel directamente relaciona-
do, sin embargo, con la ingesta diaria de
colesterol exdgeno. Asimismo, se ha sefiala-
do que los productos resultantes de la oxi-
dacién de los lipidos, y concretamente los
Oxidos de colesterol, tienen una gran impor-
tancia en el desarrollo de la enfermedad
coronaria, al ser capaces de danar las celu-
las endoteliales e inducir la aterogenicidad y
angiotoxicidad. Por ello, los parametros
determinados en este estudio han sido: i)
contenido en colesterol; ii) perfil de acidos
grasos, vy iii) susceptibilidad de la grasa del
huevo a la oxidacion. La determinacion de
oxidos de colesterol en huevos almacena-
dos o envejecidos se esta llevando actual-
mente a cabo.

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de huevos analizados se
recogieron semanalmente en las naves obje-
to de estudio, a las que nos referiremos de
ahora en adelante como C-6 (nave con hue-
vo blanco, estirpe Hy Line) y N-6 (nave con
huevo moreno, estirpe Isabrown). Las mues-
tras consistian en un cartén de 30 huevos
(tomados al azar) por cada nave, y fueron

trasladas al Servicio de Investigacion Agraria
de la Comunidad de Madrid para su analisis.

Los periodos durante los cuales se ha lle-
vado a cabo el presente estudio se detallan
a continuacion en el cuadro inferior, con indi-
cacion de las fechas en las cuales se realizo
la muda.

Se expresan, asimismo, las semanas de
muestreo correspondientes a los periodos
de antes y después de la muda, por su posi-
ble influencia en el contenido de colesterol
del huevo. No se tienen referencias de estu-
dios anteriores sobre esta posible influencia.

Una vez en el Servicio de Investigacion
Agraria, se obtuvo el peso de los 30 huevos
de cada muestra. A continuacion, se selec-
cionaron los huevos cuyo peso estaba com-
prendido entre 60-65 gramos, y, de éstos, 9
huevos fueron elegidos al azar. Cuando entre
los 30 huevos no existian 9 de 60-65 gramos,
se eligieron los de peso mas proximo para
completar la submuestra de 9 huevos.

El estudio de la fraccion lipidica del huevo
(colesterol y acidos grasos) se ha realizado,
por tanto, en la categoria de 60-65 gramos.
El hecho de escoger un mismo rango de
peso de huevos permite la comparacion
entre ambas naves de puesta. Ademas, 10s
pesos medios de las muestras de 30 huevos
(al azar) a lo largo del ciclo completo de
puesta se incluyen, practicamente, en dicha
categoria (62.68 g (94-95) y 59.51 g (95-96)
para huevo blanco, y 62.94 g (94-95) y 62.22
g (95-96) para huevo moreno). Se puede
considerar, por tanto, que esta categoria es
representativa de la produccion de ambas
naves, y por tanto deben asimismo serio los
estudios a ella referidos.

Una vez obtenida la submuestra de 9
huevos de 60-65 gramos, éstos se distribu-
yeron aleatoriamente en tres grupos. Para
cada huevo se determino el peso de yemay
cascara (ésta uitima unicamente en el ciclo
95-96), y calculando en este caso el del
albumen por diferencia con el peso total del
huevo. Las tres yemas de cada grupo se
homogeneizaron conjuntamente, obtenien-
dose de esta forma tres repeticiones inde-
pendientes (por nave y por semana) para el
analisis posterior. Las muestras de yema se
procesaron inmediatamente (yema liquida)
o se lifilizaron para su almacenamiento y
analisis posterior. La liofilizacion ha demos-
trado ser un excelente procedimiento para
el almacenaje de las muestras de yema. La
humedad media de la yema, obtenida
mediante la diferencia entre el peso frescoy
el peso tras la liofilizacion, es de un 50%.
Este valor ha sido posteriormente utilizado
en el analisis del perfil de acidos grasos para
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la extracion previa de la grasa (ver el aparta-
do correspondiente de la Metodologia).

METODOLOGIA ANALITICA
Contenido en Colesterol

Para la determinacion del contenido en
colesterol de la yema de huevo se ha puesto
a punto un método de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) que permite el
analisis de cada muestra en 10 minutos.

Inicialmente se realizé una saponificacion
directa de la materia lipidica de la yema, sin
extraccion previa de la grasa. Este método
reduce la manipulacion de la muestra y por
consiguiente el riesgo de pérdida del pro-
ducto a determinar, en este caso el coleste-
rol. Dado que el analisis en el HPLC se
realizé mediante calibracion con un pa-
tron externo (colesterol, SIGMA-AL-
DRICH QUIMICA, S.A)), se realizaron
ensayos de recuperaciéon consistentes
en la adicion, a una muestra de yema
cuyo contenido en colesterol era previa-
mente conocido, de cantidades variables
de colesterol comercial (5-10ug). El con-
tenido en colesterol de la muestra debia
incrementarse en dichas cantidades. El
valor medio de recuperacion de coleste-
rol asi obtenido es de un 98%.

Saponificacioén directa

La saponificacion directa de la
muestra de yema liquida (400 mg) o de
yema liofilizada (200 mg) se realizd
mediante adicion de 0.5 ml de potasa
(7.14 N en H,0) en presencia de un
antioxidante fuerte (8 mi de butilhidro-
xianisol (BHA, 0.125% p/v) en etanol
absoluto). Los tubos cerrados se incu-
baron durante 15 minutos a 80° C, con

agitacién en vortex en los tiempos 1,2 y
4 minutos. Posteriormente se enfriaron
por inmersién en agua fria, se abrierony
adicionaron 12 ml de H,O y 10 ml de
ciclohexano. Los tubos se agitaron suave-
mente a fin de evitar emulsiones indesea-
bles y se aguardd hasta la completa sepa-
racion de las fases.

La fase organica se retird mediante pipe-
ta Pasteur y se reservo. El procedimiento se
repitio en cada muestra con otros dos volu-
menes de 10 ml de ciclohexano. Los 30 ml
finales de ciclohexano contienen la materia
insaponificable de la grasa, entre la que se
encuentra el colesterol.

La fase organica (30 ml) se destind a
sequedad en un rotavapor Buchi. A conti-
nuacion se adicionaron 5 ml de acetona y se
repitié la destilacion. El residuo se redisolvid
finalmente en 5 ml de hexano calidad HPLC
para su inyeccién al cromatografo.

Cromatografia liquida de alta
resolucion

El analisis cromatografico por HPLC se
realizd en fase normal, con una columna de

silice Spherisorb de 250 x 4,6 mm (@ interno)
y 5um de poro, y elucién en régimen isocra-
tico con una fase movil hexano/isopropanol
85/15 (v/v, %), a una velocidad de flujo de 1
ml/min. La deteccion se realiza a 210 nm. El
tiempo total de carrera cromatografica es de
10 minutos. El pico de colesterol aparece
bien resuelto, con un tiempo de retencion de
6.3-6.4 minutos.

Ademas del analisis por HPLC, algunas
muestras fueron analizadas mediante cro-
matografia gas-liquido (GLC) en columna
capilar (25 m x 0,25 mm @ intemo) de silice
Spherisorb SGL-5, con inyector split/spli-
tless a una relacion 1/40 y detector de ioni-
zacion de llama. Las condiciones de trabajo

homogeneizador Ultra Turrax y en presencia
de butilhidroxianisol (BHA) como antioxidan-
te. La relacion obtenida de solventes (cloro-
formo: metanol: agua) fue de 1:2:0.8. Para
ello se tuvo en cuenta el contenido de agua
de la yema, estimado en un 50% mediante
liofilizacion.

Tras la homogeneizacién se anadieron 20
ml de cloroformo y 20 ml de agua destilada
salina, y se volvid a homogeneizar durante
30 segundo, obteniéndose una relacion final
de solventes de 2:2:1.8. Posteriormente se
centrifugd en una centrifuga Heraeus a 3000
rpm durante 10 minutos.

Tras la centrifugacion se separaron tres
fases: la superior, de color amarillo palido,
contiene agua salina y metanol, con algunos
pigmentos hidrosolubles; la fase interme-
dia contiene sedimentos solidos y la infe-
rior, de color naranja intenso, la grasa
disueita en cloroformo. De esta ultima
fase se recogio un alicuota de 10 ml, que
se filtré a través de una embudo con
papel de filtro embebido previamente en
una mezcla cloroformo: metanol (2:1), en
presencia de BHA (antioxidante) y de sul-
fato sodico anhidro (deshidratante).

El alicuota se recogio en un matraz
previamente tarado y se evaporaron los
disolventes en un evaporador rotatorio
Buchi con el bano a 40-50°C. Tras la
completa evaporacién se seco en
corriente de nitrdgeno, se peso el matraz
y se calcuié la cantidad de grasa extrai-
da. Se comprobo en todos los casos que
el % de grasa extraida de la yema fuera
proximo al 30%, valor proporcionado por
la bibliografia sobre la composicion del
huevo.

Metilacion

Para la formacion de los ésteres
metilicos de los diferentes acidos grasos

se tomaron 20-25 gotas de la grasa licua-

fueron: inyector, 290°C; columna, 280°C;
detector, 320°C. Como gas portador se utili-
z6 hidrégeno. La adicion de 5a- colestano
(SIGMA) como patrén intemo produjo picos
reproducibles con un tiempo de retencion
de 6.1 minutos. El pico de colesterol apare-
Cié con un tiempo de retencion de 9.8 minu-
tos. No existieron diferencias significativas
en el contenido de colesterol de las mues-
tras analizadas por ambos métodos croma-
tograficos (HPLC y GLC).

Perfil de acidos grasos

Cromatografia liquida de alta
resolucioén

Tras la separacion manual de yema y
albumen, se pesaron 5.0 g de yema en un
bote de centrifuga, y se homogeneizaron
con un medio que contenia 5.5 ml de agua
destilada salina (0,85% NacCl), 20 ml de
metanol y 10 ml de cloroformo mediante un

da, mediante una pipeta Pasteur, y se

pasaron a un tubo de vidrio al que se
afiadieron 2 ml de potasa metandlica (KOH
2N en metanol) y 2 ml de hexano. La mues-
tra se agité suavemente durante 20-30
segundos. Tras 5 minutos (tiempo de finali-
zacion de la reaccion) se observé la separa-
cion de dos fases. De la fase superior se
inyecté inmediatamente 1 pl al cromatégrafo
de gases. La demora en la inyeccién de los
ésteres metilicos puede dar origen a la for-
macion de jabones y a un error en la deter-
minacion.

Cromatografia capilar gas-liquido

La determinacion de los ésteres metilicos
de los acidos grasos se realizo en un croma-
tégrafo de gases Perkin-Elmer 8500,
mediante una columna capilar de 25 m y
0.22 mm de diametro interno BPX70, con
espesor de pelicula de 0.25 pm. inyector
split/splitless y detector de ionizacion de lla-
ma (FID). Las condiciones de trabajo fueron:
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¢ temperatura del horno: 150°C (inicial);
rampa de 2°C/min durante 40 min;
230°C 5 min {final).

tiempo total de carrera: 45 min.
temperatura del inyector: 280°C
relacion split/splitless 1:50 (aprox.)
temperatura del detector: 280°C

gas portador: He

presion gas portador: 30 psi.

La determinacién de los tiempos de
retencion correspondientes a los principales
acidos grasos del huevo se llevé a cabo
mediante inyeccion, por separado y en mez-
cla, de patrones comerciales de los ésteres
metilicos de diferentes acidos grasos (SIG-
MA), disueltos en hexano.

Susceptibilidad a la Oxidacion
(Test de TBA inducido)

La estabilidad oxidativa de la fraccion lipi-
dica de la yema de huevo se ha valorada
mediante una modificacion del método pro-
puesto por Kombrust y Mavis (Lipids 16:
316-328; 1980). Las muestras de yema de
huevo, liofilizada o fresca, se homogeneiza-
ron en CIK 1.15% en relaciones p/v de 5-
10%. Las muestras se incubaron a 37°C y
en presencia de buffer Tris-maleato 80 mM
pH 7.4, sulfato ferroso 5 mM y écido ascér-
bico 2 mM, durante tiempos variables de 0 a
120 minutos. Para cada muestra se obtuvie-
ron las curvas de incubacion a 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 45, 60, 75, 90 y 120 minutos. La
incubacion se detuvo por inmersion en agua
a 4°C e inmediatamente se anadieron 2 ml
del reactivo de acido tiobarbiturico (TBA) al
0,375% (p/v) en acido clorhidrico 0.25 N y
acido tricloroacético 15% (p/v). El cromoge-
no de desarrollé por inmersién en agua hir-
viendo durante 15 minutos. Tras detener la
reaccion por inmersion en agua a 4°C, las
muestras se centrifugaron 10 min a 10.000
rpmy se determind la absorbancia a 532 nm
del sobrenadante. La calibraciéon se realizé
mediante tetraetoxipropano (TEP, SIGMA-
ALDRICH).

RESULTADOS
Contenido en Colesterol

Se adjuntan los datos semanales de las
distintas variables determinadas. Para cada
nave se proporcionan los siguientes datos:

Variable 1: semana de vida

Variable 2: peso medio de la muestra de
30 huevos

Variable 3: peso medio de la submuestra
de 9 huevos de 60-65 gramos

Variable 4: peso medio de las 9 yemas

Variable 5: peso medio de las 9 cascaras

Variable 6: colesterol en mg/huevo

Variable 7: colesterol en mg/g huevo

Variable 8: colesterol en mg/g yema

Variable 9: colesterol en mg/100 g de
parte comestible (sin cascara)

A continuacion se adjuntan los parame-
tros estadisticos basicos de las diferentes
variables (n° de datos, valor medio, intervalo
de confianza al 95%, mediana, valores maxi-
mo y minimo, varianza, desviacion estandar
y error estandar). Los errores han sido, en
todos los casos, inferiores 0 muy proximos
al 1%.

Se incluye, asimismo, la matriz de corre-
laciones entre las diferentes variables. Las
correlaciones senaladas con un asterisco
son significativas para un nivel de probabili-
dad de p < 0.05.

Todos estos analisis estadisticos se han
llevado a cabo, en ambas naves y en el caso
de realizarse muda forzada, para: 1) el ciclo
completo (incluyendo muda); 2) para el
periodo antes de la muda vy, 3) para el de
después de la muda. Se intenta discernir sila
muda forzada produce algun efecto sobre el
contenido de colesterol del huevo. En la
siguiente tabla se facilitan los resultados de
colesterol expresado en mg/huevo de 60-65
gramos para distintos momentos del ciclo
de puesta en ambas estirpes de ponedoras.

Susceptibilidad a Oxidacion y
Enraizamiento

¢ La susceptibilidad al enraizamiento
aumenta con la temperatura de almacena-
miento de los huevos. El aimacenamiento a
10°C hasta 4 meses no muestra diferencia
con respecto de los huevos de puesta
reciente.

* | os huevos enriquecidos en acidos gra-
sos polinsaturados 3 controlan la suscep-
tibilidad a la oxidacion igual que los huevos
normales no enriquecidos, hasta las cuatro
semanas de almacenamiento a 10°C. El
incremento progresivo de almacenamiento
incrementa la susceptibilidad a la oxidacion
de los huevos control, en tanto que los enri-
quecidos controlan la oxidacion, probable-

mente debido al aporte extra en antioxidan-
tes naturales (vitamina E), que se suministra
en este caso a las ponedoras.

En el periodo del ciclo ANTES de la muda
forzada se han elegido tres momentos: ini-
cio, medio y final de dicho periodo, a fin de
comparar los valores de colesterol en estos
tres momentos del ciclo de puesta. Se ha
realizado la media de las 5 semanas corres-
pondientes a cada momento, como se indi-
caen latabla. Las letras minusculas diferen-
tes indican DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
para un nivel de probabilidad de p< 0.05,
dentro de la misma estirpe y el mismo ciclo
de puesta.

Se puede observar como el colesterol del
huevo se incrementa significativamente en la
mitad del ciclo (con respecto al valor del ini-
cio de ciclo) en ambas estirpes, excepto
para Isabrown 95-96. En este caso, aunque
se produce este incremento, la diferencia no
es significativa debido a la ocurrencia de
errores estandar mas altos. En la mitad del
ciclo es donde se alcanzan los valores maxi-
mos de colesterol para ambas estirpes, pro-
duciéndose un ligero descenso hacia final
del ciclo que no resulta significativo estadis-
ticamente.

Si se comparan los valores medios de
colesterol por huevo en el ciclo antes de la
muda, tras la muda y en el ciclo completo, se
observa una diferencia entre las estirpes.
Las DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS, dentro
de una misma estirpe, vienen en este caso
indicadas por las letras mayusculas diferen-
tes para un nivel de probabilidad de p < 0.05.
Asi, mientras que para Hy Line blanco la
muda disminuye ligeramente el colesterol
del huevo, en Isabrown moreno no existen
diferencias significativas. Ninguno de los
valores (de antes o después de la muda) es
significativamente diferente del valor medio
del ciclo completo, para ambas estirpes.
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