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RESUMEN. Con la finalidad de determinar el perfil de &cidos grasos
y lacomposicién quimica de productos lacteos enriquecidos con acido
linoleico conjugado (CLA) de manera natural, se elaboraron crema,
mantequilla y grasa butirica con leche obtenida de vacas que
recibieron una dieta control o suplementacidn con semilla de girasol
en un 11.2%. El analisis quimico incluyd el perfil de acidos grasos,
materia grasa, proteinay cenizas; en la leche se determin6 ademas el
contenido de lactosa. Se calcularon los indices de aterogenicidad
(1A) y trombogenicidad (IT) en la leche y productos elaborados. Los
resultados indicaron que los contenidos de grasa, proteina, lactosa y
ceniza no fueron afectados por la incorporacion de semilla de girasol
en la dieta de los animales. EI contenido promedio de CLA y &cido
trans vaccénico (TVA) expresados en g/100 g de lipidos totales fue,
para los productos control, 0.54 y 1.6; mientras que para los productos
ricos en CLA fueron 2 y 6.4, lo cual representa un incremento de
cuatro veces. Ademas, en los productos ricos en CLA los IA e IT
disminuyeron considerablemente (38.4 y 25% menos,
respectivamente). Se observé que los perfiles de acidos grasos no se
modificaron durante el procesamiento, indicando que el CLA es un
componente estable en los productos lacteos analizados. El uso de
semilla de girasol en la dieta de las vacas, incrementa el contenido
de CLA 'y TVA en los productos lacteos y disminuye el riesgo de
enfermedades cardiovasculares en humanos sin afectar la proporcion
de los componentes mayoritarios.

Palabras clave: Acido linoleico conjugado, acido trans vaccénico,
indice de aterogenicidad, indice de trombogenicidad, crema,
mantequilla, grasa butirica.

INTRODUCCION

La leche es un alimento excelente e indiscutible desde el
punto de vista nutrimental, sin embargo, en las Ultimas décadas
ha sido sustituido en los adultos por productos con menor
cantidad de grasas saturadas y colesterol. El consumidor ha
aceptado la teoria de que las grasas animales conducen
irremediablemente a las enfermedades cardiovasculares y a
la tumorigénesis (1).

SUMMARY. High conjugated linoleic acid (CLA) content in milk
and dairy products using a dietary supplementation of sunflower
seed in cows. Thrombogenic/atherogenic risk issues. This study
was undertaken to determine the effect of dietary supplementation
of sunflower seed in cows on the chemical composition of milk and
dairy products. Cream, butter and butter oil were prepared from
milk produced by cows fed a control diet (control products) or diet
supplemented with 11.2% sunflour seed (CLA-rich products). Milk
samples collected were determined for lactose. A sample of CLA-
rich or control product was determined for fatty acid profile as well
as fat, protein and ash contents. The index of atherogenicity (IA)
and the index of thrombogenicity (IT) were also calculated. Results
revealed that there was no effect of the inclusion of sunflower seed
in the diet on the lactose content in milk and total fat, protein and ash
contents in the dairy products. Average contents of conjugated li-
noleic acid (CLA) and transvaccenic acid (TVA), expressed as g/
100g total fatty acid were 0.54 and 1.6, respectively in the control
products, and 2 and 6.4, respectively in the CLA-rich products. The
content of either CLA or TVA was approximately four fold higher in
the latter products. Moreover, CLA-rich products showed consider-
ably low IA and IT, which were, respectively, 38.4 and 25.0% less
than those from control products. Fatty acid profiles were unaf-
fected during processing, which demonstrates that CLA is a stable
component in the dairy products analyzed. It was concluded that
dietary supplementation of sunflower seed in cows increases the CLA
and TVA contents in milk, which may contribute to the reduction of
the risk of cardiovascular diseases in humans.

Key words: Conjugated linoleic acid, transvaccenic acid, index of
atherogenicity, index of thrombogenicity, cream, butter, butter oil.

Los gobiernos y las instituciones de atencién a la salud de
varios paises recomiendan que las personas reduzcan la
ingestion de grasa en la dieta y sustituyan las grasas saturadas
con aceites poliinsaturados (2). Debido a la gran demanda de
alimentos bajos en grasa, la industria de los alimentos esta
buscando sustitutos de grasas en la dieta (1). Sin embargo,
algunas grasas de la dieta son esenciales para mantener un
crecimiento y desarrollo adecuados, ya que proveen acidos
grasos esenciales, vitaminas liposolubles y proporcionan altas
cantidades de energia (2).
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El acido linoleico conjugado (CLA) es un término colectivo
usado para describir uno o mas isémeros posicionales y
geométricos del &cido linoleico. El isémero cis-9, trans-11
representa de 80 a 90 % del total de CLA en la grasa de la
leche y es el que se ha relacionado con la actividad
anticarcinogénica (3). Este acido graso bioactivo esta presente
en mayor proporcién en productos de animales rumiantes tales
como leche y carne. Estudios con animales han demostrado
que el CLA tiene la propiedad de inhibir células cancerosas,
disminuir las concentraciones de colesterol LDL y glucosa en
sangre, entre otras funciones (4).

Aunque es aceptado que el CLA es producido como primer
intermediario durante la biohidrogenacién del acido linoleico
(C18:2) suministrado en la dieta de los rumiantes, existen
evidencias de que gran parte del isémero cis-9, trans-11 que
se encuentra en la leche, es sintetizado a partir del acido trans
vaccénico (TVA) (5), por lo que el TVA debe ser considerado
por su efecto benéfico a la salud y no como un riesgo por ser
un &cido graso trans.

Tipicamente las concentraciones de CLA en la grasa de la
leche estan entre 3 y 6 mg/g, aunque la concentracion varia
por efecto de la estacion, raza, edad y la variacion individual
de los animales; sin embargo, la dieta es un factor que tiene
mayor influencia, encontrandose valores de hasta 5.63 g de
CLA/100 g de grasa en la leche en animales alimentados con
dietas altas en grasa (6). El interés por manipular la dieta de
las vacas con el fin de incrementar la concentracion de éste
acido graso en la leche ha cobrado importancia en los Gltimos
afios, por lo que se han realizado numerosas investigaciones
suplementando a los animales con semillas ricas en acido
linoleico y a-linolénico (7), semillas protegidas con
formaldehido (8), aceite de pescado (9, 10) e infusiones directas
de CLA en el abomaso (11).

Los productos ricos en grasa, como la crema y la
mantequilla, representan potencialmente una fuente
significativa de CLA. Por otro lado, la industria esta interesada
en obtener concentrados de CLA para poder ser empleados en
otros productos, lo cual podria ser obtenido a partir de la grasa
butirica, sin embargo, los procesos térmicos y mecanicos que
se utilizan para obtenerla podrian causar una modificacion de
laestructura del CLA, por lo que es importante realizar estudios
que permitan conocer cémo se comporta este acido graso
durante el procesamiento, ya que la informacion disponible al
respecto es muy escasa. Por tal motivo el objetivo del presente
estudio fue determinar el perfil de acidos grasos y la
composicion quimica de leche, crema, mantequilla y grasa
butirica ricas en CLA.

MATERIALY METODOS

Preparacion de las muestras

La leche fue obtenida en la Estacion de Investigacion de
Edmonton de la Universidad de Alberta, Canada. Las vacas
recibieron una dieta control (Productos control) o
suplementacion con semilla de girasol en un 11.2% del total
del alimento en materia seca (Productos ricos en CLA). Se
elaboraron crema, mantequillay grasa butirica tanto con leche
ricaen CLA como leche control de acuerdo a las metodologias
sugerida por el Dairy Processing Handbook (12). La
separacion de la crema se realiz6 en una centrifuga Alfa Laval
AB (LAPX202BGT-24) a 3000 x g utilizando leche
previamente calentada a 70°C. Posteriormente la crema se
pasteuriz6é a 90°C durante 10 s y se almacen6 a 8°C durante
24 horas. Transcurrido este tiempo, se calentd la cremaa 18°C
y se procedid a elaborar la mantequilla utilizando una
mantequillera Gilson Tylor, 6F. Para obtener la grasa butirica,
la mantequilla se fundi6 mediante calentamiento a 60°C
manteniéndose a una temperatura aproximada de 60-70°C
durante 60 minutos para asegurar que todo el material se
encontrara en estado liquido, posteriormente el aceite se
concentr6 en lamisma centrifuga en la que se obtuvo la crema.
Se tomaron muestras de cada uno de los productos obtenidos
durante el proceso y se almacenaron a 4°C para su posterior
analisis, con excepcion de las muestras utilizadas para la
determinacion del perfil de acidos grasos, las cuales fueron
almacenadas a -30°C antes de su preparacion para su analisis
en cromatografia de gases.

Perfil de acidos grasos

La extraccion de la materia grasa de la leche se llevo a
cabo utilizando la metodologia descrita por Folch et al. (13)
con una solucion de cloroformo y metanol en una relacion
2:1 (24 mL/2 mL de muestra) seguido por 8 mL de una
solucion de NaCl al 0.88%. Los acidos grasos obtenidos fueron
transesterificados con metdxido de sodio de acuerdo a la
metodologia propuesta por Christie (14) y Chouinard et al.
(15). Los ésteres metilados de acidos grasos en hexano
(conocidos como FAME, por sus siglas en inglés, Fatty Acid
Methy| Esters) fueron inyectados en un cromatografo de gases
Varian 3600 equipado con un detector de ionizacion de flama.
Los FAME fueron separados en una columna capilar Supelco
SP2560 (100 m x 0.25 mm x 0.2 tm) usando helio como gas
acarreador con un flujo de 1 mL por minuto. La temperatura
inicial de la columna fue de 40°C y se mantuvo durante 4
minutos, posteriormente se increment6 hasta 175°C a 13°C/
min manteniéndose por 25 minutos, transcurrido este tiempo,
se increment6 la temperatura hasta 215°C a 4°C/min
permaneciendo asi durante 23 minutos. Finalmente la
temperatura fue incrementada a 230°C a 5°C/min y se
mantuvo por 17.5 minutos. La temperatura inicial del inyector
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fue de 50°C manteniéndose durante 0.2 minutos para después
incrementarse a una velocidad de 150°C/min hasta una
temperatura méxima de 230°C que permaneci6 durante 96
minutos.

Los picos de cada &cido graso fueron identificados por
sus tiempos de retencion con referencia a los estandares de
metil ésteres puros (NuChekPrep 463). Los isdémeros de CLA
(cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12) fueron identificados por
su tiempo de retencion utilizando sus respectivos estandares.
La identificacién y analisis de los picos se realiz6 usando el
software Shimadzu. El porcentaje de cada acido graso fue
calculado dividiendo el area bajo la curva de cada pico entre
lasumatotal de las integrales de los &cidos grasos identificados.

Determinacion de materia grasa, proteina, lactosay cenizas

La materia grasa en crema se determin6 mediante la técnica
de Babcock (16). La determinacion de materia grasa en
mantequilla y grasa butirica se realizé mediante un equipo de
extraccién continua de grasa Goldfisch (Labconco Co., USA),
utilizando éter de petr6leo como solvente. La técnica de Lowry
(18) fue empleada para determinar las concentraciones de
proteina en crema, mantequilla y grasa butirica, midiéndose
la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 740
nm a través de un espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A
Pro-Spec 486. La lactosa, proteina y grasa en la leche fueron
determinadas mediante espectroscopia infrarroja utilizando
un equipo MilkoScan Analyzer (Foss Electrics, Dinamarca).
El contenido de sélidos totales y cenizas en la leche y en los
productos lacteos elaborados fue obtenido por las técnicas de
desecacion en estufay calcinacion en mufla, respectivamente,
propuestas por la AOAC (16).

Indice de aterogenicidad y trombogenicidad

Los indices de aterogenicidad (IA) y trombogenicidad (1T)
de los productos ricos en CLA y de sus correspondientes
controles fueron obtenidos de acuerdo a las formulas
propuestas por Ulbricht y Southgate (17):

_ aS'+bS"+cS"

dP +eM +fM’

Donde S’ es la concentracién en g/100 g de C12:0; S” la
de C14:0; S™’ lade C16:0; P es la suma de las concentraciones
de los &cidos grasos poliinsaturados; M es lade C18:1y M’ es
la suma de las concentraciones de otros monoinsaturados.
Asimismo, a-f son constantes empiricas, donde a, c, d, e, f
tienen un valor de 1, mientras que b vale 4. Estas constantes
estdn relacionadas con el potencial aterogénico o
antiaterogénico de cada acido graso o grupo de acidos grasos.
En el caso del acido miristico (S™’), por ejemplo, el coeficiente
empleado “b” tiene un valor de 4 debido a que su potencial
aterogénico es alrededor de cuatro veces mayor que el del
acido palmitico (S).

T B msiv
nM + oM '+ p(w6) + q(@3) + w3/ wb

Donde S" es la suma de las concentraciones en g/100 g de
C14:0, C16:0y C18:0; mb6 son las concentraciones de los &cidos
grasos poliinsaturados w6; ®3 son las de los acidos grasos
poliinsaturados m3; M es la concentracion de C18:1y M’ es la
suma de las concentraciones de otros monoinsaturados. De la
misma manera, m-q son constantes empiricas donde m tiene un
valorde 1; n,oy ptienenun valor de 0.5y qun valor de 3. Estas
constantes, al igual que en la formula de aterogenicidad, estan
relacionados con el potencial aterogénico o antiaterogenicidad
de cada acido graso o grupo de &cidos grasos.

Andlisis estadistico

Con los resultados de los analisis quimicos se construyeron
bases de datos en el paquete estadistico Statistica 2000 (19)
calculandose promedios y desviaciones estandar, ademas de
realizarse analisis de varianza (ANOVA). Con los datos de los
perfiles de los &cidos grasos, se realizaron graficas de estrellas.

RESULTADOS

La Tabla 1 presenta la composicion de las leches empleadas
asi como de los productos elaborados en el presente estudio.
Ninguno de los componentes presentd diferencias
significativas (p>0.05) al compararse la leche rica en CLA
con su correspondiente control.

TABLA 1
Composicion de la leche, crema, mantequilla y grasa
butirica ricos en &cido linoleico conjugado (CLA)
y de su control correspondiente (g/100 g base seca).
La desviacion estandar se muestra entre paréntesis

Componente Producto rico en CLA Producto control
Leche
Grasa 30.0 (2.7) 31.8 (4.4)
Proteina 30.5 (0.5) 29.1 (1.0)
Lactosa 39.6 (0.5) 38.0 (0.5)
Cenizas 6.5 (0.6) 5.7 (0.7)
Crema
Grasa 85.4 (3.9) 86.7 (3.8)
Proteina 6.2 (0.6) 5.0 (0.6)
Cenizas 1.6 (0.3) 1.3 (0.4)
Mantequilla
Grasa 90.6 (3.2) 93.7 (0.9)
Proteina 1.6 (0.3) 1.1 (0.04)
Cenizas 0.3 (0.04) 0.2 (0.03)
Grasa butirica
Grasa 97.1 (3.5) 98.9 (1.2)
Proteina 0.25 (0.01) 0.1 (0.02)
Cenizas ND ND

ND: No detectable
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En lo referente a la composicién de los productos elaborados,
el contenido de materia grasa en base seca es, por mucho, el mas
abundante en los seis productos analizados (tres ricos en CLAYy
tres control). El analisis estadistico no reveld diferencias
significativas (p>0.05) en este componente entre los productos
elaborados con CLAY su correspondiente control. Con excepcién
de la crema, en donde se detecté una cantidad importante de
proteina, el resto de los componentes en todos los productos fue
basicamente despreciable (Tabla 1).

Un resumen del perfil de los acidos grasos de los productos
analizados asi como los indices de aterogenicidad y
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trombogenicidad se presentan en la Tabla 2. En donde se
observa no s6lo una reduccién importante de la cantidad de
acidos grasos saturados en los productos ricos en CLA
respecto a los control, sino una disminucién de los indices
tanto de aterogenicidad como de trombogenicidad. Sin
embargo, los productos elaborados con leche rica en CLA
mostraron un indice de aterogenicidad de 1.3, lo cual
representa una reduccién de 38.4%. En lo que respecta al
indice trombogénico, los productos ricos en CLA también
mostraron valores apreciablemente menores que los controles.

TABLA 2
Resumen del perfil de acidos grasos de leche, crema, mantequilla y grasa butirica
ricos en &cido linoleico conjugado (CLA) y de su control correspondiente
(9/200 g de lipidos)

Leche Crema Mantequilla ~ Grasa butirica
CLA ct CLA C CLA C CLA C
Saturados? 54.18 68.25 5439 6551 5458 6571 54.73 60.93
Saturados (C4-12) 7.86  12.88 792 1347 810 1363 7.98 11.99
CLA® 2.05 0.52 2.00 0.54 208 052 212 0.59
TVA* 6.29 1.44 6.28 1.54 6.50 1.59 6.67 1.87
Monoinsaturados 38.60 30.97 38.60 29.87 38,50 29.95 38.29 33.60
Poliinsaturados 4.16 3.38 4.11 3.42 420 337 415 3.63
IAS 1.29 2.12 1.30 2.25 131 227 133 1.80
IT® 2.12 2.86 2.12 2.98 212 299 216 2.51
tControl

ZIncluye todos los &cidos grasos saturados

3 Acido Linoleico Conjugado (C 18:2 cis 9, trans 11)

4 Acido Trans Vacceénico (C 18:1 trans 11)
® Indice de aterogenicidad
¢Indice de trombogenicidad

Lo anterior es resultado de la disminucién del contenido
de acidos grasos saturados y del aumento de acidos grasos
insaturados en los productos ricos en CLA. En este sentido,
los acidos grasos saturados disminuyeron 16% con respecto a
los productos control, sin embargo la reduccién mas importante
corresponde a los acidos grasos saturados de cadena corta (C4-
C12), que fue de 39%, lo cual indica una inhibicién
considerable de la sintesis de novo de acidos grasos. Los acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados representaron el
43% del total de &cidos grasos analizados en los productos
ricos en CLA, mientras que en los productos control
correspondieron al 35%.

Los contenidos de acido trans vaccenico (TVA) y acido
linoleico conjugado (CLA) en los productos ricos en CLA
fueron 6.29 y 2.06 g/100 g de grasa, respectivamente,
correspondiendo a un incremento de cuatro veces con respecto
a los productos control. El isémero cis-9, trans-11 represent6
el 100% del CLA determinado en este estudio.

En la Figura 1, se muestra en forma comparativa el perfil
de &cidos grasos de los productos analizados. En este grafico
de estrellas se aprecia como los productos ricos en CLA tienen
perfiles de acidos grasos similares entre si, pero diferentes a
los productos control, los cuales también muestran similitud
entre ellos mismos. Es importante destacar que la semejanza
en los perfiles de &cidos grasos entre los productos ricos en
CLA, demuestra que los tratamientos tanto térmicos como
mecanicos aplicados para su fabricacion parecen no modificar
tales perfiles, lo cual es muy interesante dado el incremento
de acidos grasos insaturados. Asimismo, esto confirma que el
CLA es un compuesto estable durante el procesamiento, ya
que su concentracion se aprecia evidentemente constante
durante la transformacion de la leche hasta la grasa butirica,
pasando por la crema y la mantequilla (Tabla 2).
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FIGURA 1
Perfil de acidos grasos de los productos elaborados. LCLA:
leche rica en CLA; LC: leche control; CCLA: crema rica en
CLA; CC: crema control; MCLA: mantequilla rica en CLA;
MC: mantequilla control; ACLA: grasa butirica rica en
CLA; AC: grasa butirica control

A

LCLA LC CCLA cc
MCLA MC ACLA AC
DISCUSION

A diferencia de lo encontrado en este estudio, algunos
autores han demostrado que la alimentacion de las vacas tiene
un efecto importante sobre la composicion de la leche,
especialmente en su contenido de grasa (20). La
suplementacién con aceite de pescado (2-3.7% en materia
seca) o infusiones directas de CLA al abomaso (50-150 g de
CLA por dia) han causado reduccién en los contenidos de
grasa, proteina (11), lactosa en la leche y solidos totales (9).

En contraste a los suplementos que incluyen aceites libres,
se ha encontrado que cuando las vacas son alimentadas con
semillas oleaginosas (semilla de girasol, linaza, soya), los
componentes de la leche no disminuyen, debido
probablemente a la liberacion lenta de los acidos grasos durante
la digestién ruminal (7). Esto coincide con lo encontrado en
esta investigacion, en donde se utilizé semilla de girasol
(11.2% en materia seca) como fuente rica en &cido linoleico
en la dieta de las vacas.

Aunque los indices tanto de aterogenicidad como de
trombogenicidad se ven relativamente disminuidos en este
estudio, Ulbricht y Southgate (17), en una investigacion sobre
siete factores dietéticos relacionados con enfermedades
cardiovasculares, indicaron que los productos lacteos como
la leche, mantequilla y queso tienen un alto indice de
aterogenicidad (2.03), valor muy similar al determinado en
este estudio para los productos control (2.11). Sin embargo,
es importante recalcar que los productos elaborados con leche

rica en CLA en este estudio mostraron indices de
aterogenicidad y trombogénico apreciablemente menores que
los control.

Baer et al. (9) y Ramaswamy et al. (10) encontraron
contenidos de &cidos grasos insaturados muy similares a los
obtenidos en este estudio, mientras que el contenido de acidos
grasos insaturados sefialado por Lynch et al. (21) en los
productos ricos en CLA corresponde a un 50 % del total de
acidos grasos.

Los contenidos de acido trans vaccénico (TVA) y &cido
linoleico conjugado (CLA) encontrados en este estudio son
muy similares a los obtenidos por Ramaswamy et al. (10),
4.08y2.3gyBaeretal. (9),6.28y2.5gde TVAY CLA/100
g de grasa, respectivamente, pero inferiores a los publicados
por Lynch et al. (21), 12.06 y 4.74 g y Jones et al. (22), 14.3
y 4.6 g de CLA/100 g de grasa, respectivamente. Estos
contenidos de CLA y TVA representan los valores mas altos
en los productos donde se han realizado evaluaciones
fisicoquimicas, utilizandose aceite de pescado como
suplemento en la dieta de los animales en un 2% del total de
la materia seca. El isdbmero cis-9, trans-11 representd el 100%
del CLA determinado en este estudio, el cual es asociado con
las propiedades anticancerigenas de éste &cido graso bioactivo
(3). Latransferencia de los otros isémeros del CLA a la leche
se ha encontrado cuando se utilizan suplementos con CLA
sintético (11).

Existe evidencia de que algunos de los &cidos grasos de
cadena larga se encuentran enlazados con algunas proteinas
del suero, especialmente con la 3-lactoglobulina (23), lo cual
podria representar una proteccion de los acidos grasos contra
la isomerizacion y oxidacién durante el procesamiento (24).
Por otra parte, Zegarska (25) menciona que durante algunos
procesos tecnoldgicos los glébulos se adsorben con algunas
proteinas debido a la ruptura de su membrana. En el caso
especifico de la mantequilla y la grasa butirica, la cantidad de
proteina es apreciablemente pequefia y la proteccion contra la
isomerizacién y oxidacién que ésta podria proporcionar seria
minima.

CONCLUSIONES

El cambio de dieta en las vacas trae usualmente un cambio
en la proporcion del contenido de grasa, proteina, lactosa y/o
cenizas en la leche, sin embargo, esta proporcién no fue
afectada por la incorporacién de semilla de girasol en la dieta
de las vacas empleadas en este estudio al compararla con la
composicion de la leche control. El uso de estas semillas de
girasol como fuente de acido linoleico permitio la obtencion
de leche rica en &cido linoleico conjugado (CLA), que a su
vez fue transformada en crema, mantequilla y grasa butirica
ricas en este acido graso. Los contenidos de CLA y el &cido
trans vaccénico aumentaron cuatro veces aproximadamente
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en los productos ricos en CLA con respecto a los productos
control, lo cual podria cubrir la dosis minima recomendada
para que el CLA produzca un efecto benéfico. Del mismo
modo, tanto la leche como los productos lacteos elaborados
ricos en CLA presentaron una disminucion considerable tanto
de los acidos grasos saturados, como de los indices de
aterogenicidad y trombogenicidad, asi como un aumento en
los acidos grasos insaturados. Se demostré también que los
tratamientos térmicos y mecanicos utilizados en la elaboracién
de los productos lacteos en este estudio no afectaron los perfiles
de acidos grasos.
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