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Summary
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Comparison between the polyvinyl sulphate precipitate method and the 
Detergents + DSBmT direct method to determine LDL cholesterol in lying 

hens¤

Comparación del método precipitado con polivinil sulfato y directo con 
Detergentes + DSBmT  para la determinación del colesterol LDL en gallinas 

ponedoras

Comparação do método precipitado com polivinil sulfato e direto com 
detergentes + DSBmT para a determinação do colesterol LDL em galinhas 

poedeiras.

The objective of this study was to compare two methods (precipitate vs. direct) to quantify low-density lipoprotein 
cholesterol in laying hens. Materials and methods: Cholesterol in low density lipoproteins was quantified using 
the precipitate (polyvinyl sulfate) method and the direct method based on detergent and N,Nbis (4-sulfobutyl 
)-m–toluidine. A total of 40 laying hens (Hy -Line W-36) aged 26 weeks were used. Results: Cholesterol levels 
(mg/dL) assessed by the precipitate and direct methods were 117.3 ± 38.6 and 49.3 ± 11.1, respectively. The P 
value for the F test was less than 0.05, showing statistically significant difference between methods, with a 95% 
confidence. Conclusions: The direct method based on detergents and N,Nbis(4-sulfobutyl )-m-toluidine can be used 
to determine cholesterol in low density lipoproteins of laying hens since it is not affected by serum triglyceride levels.
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Resumen

Detergent, DSBmT, LDL- cholesterol, polyvinyl sulfate.

Osorio JH et al. Métodos para determinar colesterol en gallinas ponedoras

Key words

El objetivo del estudio fue comparar dos métodos de análisis (precipitado vs. directo) para cuantificar el colesterol 
de las lipoproteínas de baja densidad en gallinas ponedoras. Materiales y métodos: El colesterol de las lipoproteínas 
de baja densidad se cuantificó por los métodos de precipitado (polivinil sulfato) y directo a base de detergentes 
y N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina en 40 gallinas ponedoras de la línea Hy-Line W-36 de 26 semanas de edad. 
Resultados: Los niveles de colesterol (mg/dL) de las lipoproteínas de baja densidad por los métodos del precipitado y 
directo fueron: 117.3     38.6 y 49.3     11.1, respectivamente. El valor P de la prueba F fue inferior a 0.05, evidenciando 
diferencia estadísticamente significativa entre métodos, con una confianza del 95%. Conclusiones: Se puede utilizar 
el método directo a base de detergentes y N,Nbis(4-sulfobutil)-m-toluidina para determinar el colesterol de las 
lipoproteínas de baja densidad en gallinas ponedoras, puesto que no lo afectan los niveles de triglicéridos séricos.

O objetivo foi comparar dois métodos de analise (precipitado e direto) para a quantificação do colesterol das 
lipoproteínas de baixa densidade em galinhas poedeiras. Materiais e métodos. O colesterol das lipoproteínas de baixa 
densidade quantificou-se com os métodos do precipitado (polivinil sulfato) e direto a base de detergentes e N,Nbis 
(4-sulfobutil)-m-toluidina, em 40 galinhas poedeiras da linha Hy-Lyne W-36 de 26 semanas de idade. Resultados. 
Os níveis do colesterol das lipoproteínas de baixa densidade, pelos métodos precipitado e direto, em mg/dL foram 
de: 117,3     38,6; 49,3    11,1; respectivamente. O valor P do teste F é menor de 0,05, evidenciando diferença 
estatisticamente significativa, com uma confiança de 95% entre os métodos. Conclusões. É factível a utilização 
do método direto a base de detergentes e N,Nbis (4-sulfobutil)-m-toluidina para a determinação do colesterol das 
lipoproteínas de baixa densidade em galinhas poedeiras devido a que é um método que não se afeta pelos níveis 
séricos dos triglicerídeos destas.  

Palabras clave 
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Colesterol LDL, detergente, DSBmT, polivinil sulfato.

Colesterol LDL, detergente, DSBmT, polivinil sulfato.

Resumo
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Introducción

Materiales y métodos

Los diversos trabajos donde estudian la metodología 
encargada de medir el colesterol de las lipoproteínas 
de baja densidad (LDL, del inglés; Low Density 
Lipoprotein) en el hombre, han encontrado que algunos 
de los métodos disponibles comercialmente tienen 
fallas en la cuantificación de las lipoproteínas, cuando 
las personas presentan enfermedades metabólicas, 
tales como hiperlipémias15, hiperlipoproteinemias3, 
colestasis (los cuales presentan una lipoproteína-X)4. 
En el caso de las gallinas ponedoras, por pertenecer 
a una especie diferente a la del hombre, cuando 
empieza la producción de huevo, le ocurren cambios 
metabólicos (normales en esta especie) que pueden 
afectar la cuantificación correcta del colesterol LDL 
por métodos de fácil acceso en cualquier laboratorio. 

Uno de los cambios que se producen en las gallinas 
ponedoras, en el momento en que empiezan a producir 
huevo, es el aumento de la concentración de los triglicéridos 
en suero, causando una hipertrigliceridemia normal en 
dicha especie, los triglicéridos (TAG) son cargados por las 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL, del inglés: 
very low density lipoprotein) que poseen la apolipoproteína 
VLDL-II (apo VLDL-II), proteína necesaria para 
la captación de esta lipoproteína por los oocitos16.  

Los estudios  iniciales donde evaluaron el perfil 
lipídico de las gallinas, utilizaron métodos como 
el de ultracentrifuganción + electroforesis para la 
cuantificación de las lipoproteínas, pero este método 
está siendo desplazado a pesar de ser aceptado como 
método de referencia junto con el de β-cuantificación 
para medir las LDL2, debido, a que el método de 
ultracentrifugación presenta difícil recuperación de las 
lipoproteínas y falta de homogeneidad de las fracciones 
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obtenidas12. Por tal razón, en las investigaciones recientes 
de las gallinas ponedoras, han utilizado métodos más 
fáciles y accesibles para la evaluación del C-LDL, 
y todos estos métodos se conocen como métodos 
enzimáticos-colorimétricos7,17,18.
Debido a la diferencia que tienen las gallinas ponedoras 
en producción con las gallinas ponedoras inmaduras, 
en el presente artículo se evalúa, el comportamiento 
de dos métodos enzimáticos-colorimétricos, uno de 
precipitado a base de polivinil sulfato y otro directo a 
base de detergentes y N,Nbis (4-sulfobutil)-m-toluidina, 
para medir los niveles séricos de C-LDL en gallinas 
ponedoras.

Animales y dieta

Gallinas de la línea Hy-Line W-36, fueron criadas en 
la Granja Montelindo propiedad de la Universidad de 
Caldas, a una temperatura promedio de 25°C, y 13 horas 
de luz aproximadamente, fueron alimentadas hasta la 
semana veinticuatro de edad con una dieta comercial para 
gallinas ponedoras (siendo específico según la etapa del 
crecimiento), junto con todo el lote de aves. Se eligieron 
completamente al azar las aves a estudiar, manteniéndose 
en el mismo galpón, y durante las semanas 25 y 26 de 
edad se alimentaron con una dieta a base de maíz, torta 
de soya y aceite de soya (Tabla 1). La producción para 
la semana 26 de las gallinas escogidas fue del 96%, con 
un peso corporal  promedio de 1.444 g. Se realizó un 
ayuno previo de 16 h    1hora para la toma de muestras. 
El número de aves fue de 40, se tomaron 20 cm de sangre 
directamente de la yugular. La sangre se centrifugó a 
3000 rpm durante 15 minutos y el suero se congeló a          
-30 °C. 
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Tabla 1. Composición de la dieta para gallinas ponedoras kg/100 kg.
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Métodos de análisis

Todos los reactivos pertenecían a los laboratorios 
BioSystems S.A., Barcelona, España, los valores de 
colesterol total (CT), TAG y LDL fueron determinados 
por métodos enzimáticos-colorimétricos, de acuerdo a 
las recomendaciones del fabricante. Los análisis fueron 
realizados en un equipo RAYTO RT-1904C, analizador 
semiautomático de química.

Determinación de los niveles de colesterol total

La determinación del CT en suero se realizó mezclando 
10 µL de la muestra y 1 mL de reactivo (Pipes 35 
mmol/L, colato sódico 0,5 mmol/L, fenol 28 mmol/L, 
colesterol esterasa>0,2 U/mL, colesterol oxidasa >0,1 
U/mL, peroxidasa>0,8 U/mL, 4-AA 0,5 mmol/L, pH 
7,0).Se agitó bien la mezcla y se dejó incubar los tubos 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los ésteres 
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de colesterol se hidrolizaron por la colesterol esterasa, 
dando lugar a colesterol libre, el cual por acción de la 
colesterol oxidasa formó colestenona + peróxido de 
hidrógeno, este último en presencia de la 4-AA y fenol 
dieron lugar a la quinonaimina por acción de la peroxidasa. 
La quinonaimina es proporcional al colesterol total de la 
muestra y se cuantificó espectrofotométricamente.

Determinación de los niveles de triglicéridos

Se determinaron los TAG en suero, utilizando 10 µL 
de la muestra y 1 mL de Reactivo (Pipes 45 mmol/L, 
4-clorofenol 6 mmol/L, cloruro magnésico 5 mmol/L, 
lipasa >100 U/mL, glicerol-quinasa >1,5 U/mL, 
glicerol-3P-oxidasa >4 U/mL, peroxidasa>0,8 U/mL, 
4-AA 0,75 mmol/L, ATP 0,9 mmol/L, pH 7,0). Se agitó 
bien la mezcla y se dejaron incubar los tubos durante 
15 minutos a temperatura ambiente. En el anterior 
proceso, los triglicéridos fueron hidrolizados por la 
lipasa a glicerol y ácidos grasos, el glicerol, en presencia 
de ATP fue fosforilado por la glicerol-quinasa y dio 
lugar al glicerol 3P + ADP, el glicerol 3P en presencia 
de oxigeno formó peróxido de hidrógeno por acción 
de la glicerol-3P-oxidasa, finalmente se cuantificó 
espectrofotométricamente la quinonaimina producto de 
la acción de la peroxidasa sobre el peróxido de hidrógeno 
en presencia de 4-AA y clorofenol, la quinonaimina es 
proporcional a la concentración de los TAG.

Determinación del colesterol LDL mediante el método 
de precipitado (Polivinil sulfato)

Se utilizaron 0,2 mL de reactivo (Polivinil sulfato 3 
g/L, polietilenglicol 3 g/L) y 0,4 mL de la muestra de 
suero, los dos se mezclaron, se agitaron y se dejaron 
reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente, 
después se centrifugaron por 15 minutos a 4000 
rpm. En el procedimiento las LDL presentes en la 
muestra, precipitaron en presencia de polivinil sulfato 
y polietilenglicol, este último sirvió como acelerador 
de la precipitación. En el sobrenadante quedaron las 
VLDL, las lipoproteínas de densidad intermedia (IDL, 
del inglés: Intermediate Density lipoprotein, y las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL, del inglés: High 
Density Lipoprotein).

Finalmente, se recogieron con cuidado 20 µL del 
sobrenadante, depositándolo en otro tubo de ensayo, 
se mezcló con 1 mL del reactivo para CT y se incubó 
por 10 minutos al baño maría a 37 °C. El colesterol del 
sobrenadante, se cuantificó espectrofotométricamente 
mediante las reacciones acopladas descritas a 
continuación: La colesterol esterasa y colesterol oxidasa 
dieron lugar a colestenona y peróxido de hidrogeno, el 
cual por acción de la peroxidasa junto con la 4-AA + 
fenol formaron la quinonaimina. Esta es proporcional al 
colesterol VLDL, IDL y HDL. 
La concentración de colesterol LDL se calculó mediante 
la siguiente fórmula: C-LDL = CT– colesterol del 
sobrenadante.

Determinación del colesterol LDL mediante el método 
directo (detergente)

Este método consta de: Un Reactivo A: Buffer MES 
>30mmol/L, colesterol esterasa<1,5 U/mL, colesterol 
oxidasa <1,5 U/mL, 4-AA 0,5 mmol/L, ascorbato 
oxidasa <3,0 U/L, peroxidasa>1 U/mL, detergente, pH 
6,3. Un Reactivo B: Tampón MES >30 mmol/L, DSBmT 
1 mmol/L, detergente, pH 6,3.

Se pipetearon: 750 µL del Reactivo A y 7 µL de la muestra 
de suero. El detergente del Reactivo A, solubilizó el 
colesterol de las HDL, VLDL y los PM.  Los ésteres de 
colesterol fueron hidrolizados simultáneamente por la 
colesterol esterasa y la colesterol oxidasa, dieron lugar 
a colestenona y peróxido de hidrogeno, este último, fue 
consumido por una peroxidasa en presencia de 4-AA. 
Esta reacción no fue formadora de color. Se añadió al 
producto del paso anterior 250µL del reactivo B y de dejó 
incubar por 5 minutos a 37 °C. El detergente presente en 
dicho reactivo solubilizó el colesterol LDL, al igual que 
en el paso anterior la colesterol esterasa y la colesterol 
oxidasa hidrolizaron el colesterol LDL, y dieron como 
productos finales colestenona y peróxido de hidrógeno, 
el peróxido de hidrogeno y el DSBmT se condensaron en 
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presencia de una peroxidasa para formar quinonaimina. 
La quinonaimina es proporcional a la concentración 
de colesterol-LDL presente en la muestra, la cual se 
cuantificó espectrofotométricamente.

Análisis estadístico

Los datos fueron analizados usando ANOVA simple, 
Para el análisis estadístico se utilizó Statgraphics Plus 
5.1. Las diferencias estadísticamente significativas se 
determinaron con el P< 0,05 del test F. Se evaluó el 
coeficiente de correlación de Pearson entre CT y C-LDL 
(métodos precipitado y directo) con una significancia    
P<0,01.

Osorio JH et al. Métodos para determinar colesterol en gallinas ponedoras

Resultados

Se encontró diferencia significativa entre los dos métodos 
utilizados para analizar el colesterol de las lipoproteínas 
de baja densidad. Las medias    desviación estándar para 
los niveles de C-LDL, por los métodos precipitado y 
directo, en mg/dL fueron: 117,3   38,6 y 49,3    11,1; 
respectivamente. El P valor del test F fue inferior a 0,05 
y evidenció diferencias estadísticamente significativas, 
con una confianza del 95% entre métodos (Tabla 2).

Los niveles de CT se correlacionaron positiva y 
significativamente con los valores de C-LDL por 
el  método de precipitado con polivinil sulfato 

Tabla 2. Concentración de CT, C-LDL método de precipitado y C-LDL método 
directo en gallinas ponedoras.

Tabla 3. Coeficiente de correlación de CT, TAG, y colesterol LDL precipitado y directo.

C-LDL: Colesterol de la lipoproteína de baja densidad  *Método de precipitado con polivinil sulfato  **Método directo con detergente y 
N,Nbis 4-sulfobutil)-m-toluidina

*Correlación moderadamente fuerte **Correlación relativamente fuerte. C-LDL: 
colesterol de la lipoproteína  de baja densidad

y con el método directo a base de detergente y 
DSBmT, con una confianza del 99% (Tabla 3).
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Discusión

La determinación del C-LDL por el método de 
precipitado con polivinil sulfato, tiene como ventaja ser 
estable en el pH del suero, a diferencia del método de 
precipitado a base de heparina, el cual necesita un control 
estricto del pH a 5.12,9,13, La desventaja, del método de 
precipitado con polivinil sulfato, es la alteración de los 
resultados, cuando los niveles de TAG en suero son 
elevados6, especialmente valores superiores a 400 mg/
dL, dando como resultado datos falsos en el proceso 
de precipitación con dicho reactivo13. No obstante, 
según las indicaciones del fabricante de los reactivos 
utilizados, no debería presentarse problemas con 
muestras <1000 mg/dL. Por esta razón y a pesar de que 
las gallinas ponedoras, tienen altos niveles de TAG11,14, 
se realizó el análisis de las muestras por este método 
y los resultados mostraron una media de 117,3 mg/dL. 
Con todo lo anterior, hay que tener en cuenta 
que en el presente trabajo, se encontró que el 
17 % de las muestras fueron mayores a 1000 
mg/dL  y el 7,5 % eran menores a 400 mg/dL. 

Debido a que los niveles de C-LDL calculado por el 
método de precipitado, dependen directamente de los 
niveles de colesterol total de la muestra, se presenta una  
relación significativa entre el CT y el C-LDL precipitado, 
lo cual es confirmado al observar la correlación entre 
estos dos parámetros, presentados en la Tabla 3.

En contraste a los resultados de la presente investigación, 
el trabajo que realizaron Yin et al.17 en dos líneas de 
gallinas ponedoras, y donde evaluaron el colesterol de 
las LDLs por el método de precipitado con polivinil 
sulfato (comunicación interna), de los laboratorios 
Beijing Biological Technology Co., mostraron valores 
en un rango muy inferior (entre 9 y 13 mg/dL).

La cuantificación del colesterol LDL por los métodos 
directos o métodos conocidos como técnicas de ensayos 
con líquidos homogéneos, han sido promocionados 
como métodos viables en personas que al momento de la 
toma las muestras, han consumido alimento; igualmente, 

estos métodos han sido diseñados para medir el C-LDL 
en muestras con niveles de TAG  mayores a 400 mg/dL4. 

El método directo a base de detergente +DSBmT, 
utilizado en el presente trabajo, recomienda que 
los niveles de TAG no deben superar los 1290 mg/
dL. La concentración de triglicéridos en las gallinas 
ponedoras analizadas, presentan una media 777,4 mg/dL 
cumpliendo con el máximo permitido, excepto por una de 
las muestras, la cual tiene un valor de 1398 mg/dL, por lo 
tanto, este valor de los TAG puede afectar el resultado del 
colesterol LDL de esa única muestra en forma negativa8.

La correlación positiva y significativa entre el CT y C-LDL 
analizado por el método directo, confirma que lipoproteína 
de baja densidad  es una de las lipoproteínas encargadas 
del transporte del colesterol10, sin ser este análisis 
dependiente de los resultados del colesterol de cada ave 
analizada, como sí ocurre con el método de precipitado.

Al comparar los resultados arrojados en la presente 
investigación con los valores  obtenidos en trabajos 
anteriores. Se encontró que los resultados del C-LDL 
analizados con el método directo son similares a los 
datos en el estudio donde analizaron en la dieta los 
subproductos del cártamo1, los autores presentaron 
valores en un rango entre 30-41 mg/dL, utilizando el 
método de ultracentrifugación junto con un Kit enzimático 
para colesterol; los resultados, también coincidieron 
con el trabajo donde evalúan las hojas de Ginkgo 
(Candida utilis)19, donde los autores utilizaron un kit 
de los laboratorios: Nanjing Jian cheng Bioengineering 
Institute, Nanjing, PR China) y sus resultados oscilaban 
entre 46-70 mg/dL, desafortunadamente no especificaron 
que tipo de método (precipitado o directo) utilizaron; 
pero, difirieron con los datos del trabajo donde 
analizaron aceites oxidados en la dieta18, los cuales 
estaban en un rango entre 7,34-9,66 mg/dL, el problema 
con este último estudio, es que aunque utilizaron en kit 
enzimático-colorimetrico de los laboratorios: Beijing 
BHKT Clinical Reagent Co. Ltd, tampoco  mostraron 
con claridad si utilizaron un método de precipitado o un 
método directo para los análisis del  C-LDL en suero. 
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