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Cuando vayan mal las cosas, como a veces suelen ir;
Cuando tenga tu camino solo cuestas que subir;
Cuando tengas poco haber, pero mucho que pagar
Y precises sonreir, aun teniendo que llorar.

Cuando el dolor te agobie y no puedas ya sufrir,

Descansar acaso debas... ;Pero nunca desistir!

Tras las sombras de la duda, ya planteada, ya sombria;
Puede estar quizas el triunfo, no el fracaso que temias,
Y no es dable a tu ignorancia figurarte cuan cercano

Puede estar el bien que anhelas y que juzgas tan lejano.

Lucha pues por méas que tengas en la brega que sufrir,

Cuando este peor todo, jmas debemos insistir!

Anoénimo
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A mis hermanos y sobrinos,

Y en especial a ti Edu
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

AG: Acido (s) graso (S).

Ag’ -HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion con intercambiador de iones plata.
Ag’-TLC: Cromatografia en capa fina con intercambiador de iones plata.
Ag’-SPE: Extraccion en fase sélida con intercambiador de iones plata.
AOAC: Association of Analytical Communities.

APCI: lonizacioén quimica a presidn atmosférica.

APPI: Fotoionizacion a presion atmosférica.

BCR-163: Material de referencia (grasa de carne porcina).

CDR: Cantidad diaria recomendada.

CI-MS/MS: Espectrometria de masas en tandem con ionizacion quimica.
CLA: Acido linoleico conjugado.

DAD: Detector de diodos.

DC: Dieta control (ver también TMR).

DHA: Acido docosahexaenoico.

DMOX: Dimetiloxazolina y derivados.

DR: Registro dietético.

EFSA: European Food Safety Authority.

EPA: Acido eicosapentaenoico.

FAME: Ester metilico de acido graso.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
FAOSTAT: Base de datos estadisticos de la FAO.

FD: Dieta duplicada.

FDA: Food and Drug Administration.

FFQ: Cuestionario de frecuencia de alimentos.

FID: Detector de ionizacién de llama.

FTIR: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier.

FT-Raman: Espectroscopia Raman con transformada de Fourier.

GAZA: Ganaderos de Zamora.

GC: Cromatografia de gases.

GRAS: Sustancia “Generalmente Reconocida como Segura”.

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment — Insulin Resistance.
HORRAT: “Horwitz ratio” o relacidn entre desviaciones estandar relativas.
HTST: Pasteurizacion a alta temperatura y corto tiempo.

ICAM: Molécula de adhesion intercelular.

ICP-AES: Espectrometria de Emision Atémica con Plasma Acoplado Inductivamente.
IDF: Federacion Internacional de Lecheria.

IG-(A, E, M): Inmunoglobulina (A, E, M).



ABREVIATURAS Y SIGLAS

IL-(1B, 6, 10): Interleucina (1P, 6, 10).

ISO: Organizacion Internacional para la Estandarizacion.
LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LOQ: Limite de cuantificacion.

MS: Espectrometria de masas.

MTAD: 4-metil-1,2,4-triazolina-3,5-diona y derivados.
NAS: National Academy of Sciences.

NDA: Panel de Alergias, Nutricién y Productos Dietéticos.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: Proteina C Reactiva.

PUFA: Acido graso poliinsaturado.

RA: Acido ruménico (cis-9,trans-11 Cyg.).

RMN (*H-, **C-): Resonancia magnética nuclear (protonica, carbono 13).

RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa.

RRV: Volumen de retencidn relativo.
RV: Volumen de retencion.

RSD: Desviacion estandar relativa.
SD: Desviacion estandar.

TAG: Triglicérido.

TMR: Racion integral o dieta basica (del inglés “total mixed rations). Ver también DC.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral (alfa).

TVA: Acido vacénico (trans-11 Cig).

UHT: Ultra-High-Temperature (Temperatura ultra alta).
UV: Ultravioleta.

VCAM: Molécula de adhesion vascular.
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1.1. ASPECTOS GENERALES Y NUTRICIONALES SOBRE LA LECHE DE
OVEJA

1.1.1. Introduccion

La leche es un alimento basico con un alto valor bioldgico, sobre todo en los
primeros meses de vida de los mamiferos. Su composicion y su valor nutricional la hace
apta no solo para la especie que la produce, sino también para otras especies animales.
Es rica en proteinas, lipidos, carbohidratos, minerales y vitaminas. Incluso algunos de
sus componentes han mostrado tener cierta capacidad funcional, como determinados

acidos grasos poliinsaturados (PUFA).

Tradicionalmente, la leche de vaca es la de mayor consumo, bien sea como tal o
en forma de derivados lacteos. Sin embargo, la produccion lactea de otras especies,
como la leche de oveja, puede llegar a tener mayor relevancia en la economia nacional
de algunos paises mediterraneos y de Oriente Medio. Segun estimaciones de la FAO, la
produccion de leche de oveja a nivel mundial alcanzd los 9,25 millones de toneladas; es
decir, s6lo el 1,32 % de la produccion lactea total. La Unién Europea contribuye con el
32% de toda la produccion mundial de leche de oveja. Sus principales productores son:
Grecia, Rumania, Italia, Espafa y Francia (FAOSTAT, 2009). Cerca de un 17% de la
produccion de leche ovina en la Europa Comunitaria la aporta Espafia, siendo Castilla 'y
Ledn, con casi un 70%, la region espafiola que produce mas leche de oveja (Gomez-
Cortés, 2010).

La leche de oveja se destina principalmente para la elaboracion de quesos, ya
que presenta mejores propiedades de coagulacion. También se utiliza para fabricar otros
derivados lacteos, como yogures, cuajadas, dulce de leche y requeson. Incluso desde
hace pocos afios, la empresa zamorana GAZA, S.L., la esta comercializando como leche
liquida para consumo directo. Comparada con la leche de vaca, la calidad nutricional de
la leche de oveja puede llegar a ser muy superior, ya que posee un mayor contenido de
proteinas, lipidos y calcio, que se traduciria en un mayor aporte a la dieta de dichos

nutrientes.
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1.1.2. Composicién y propiedades de la leche de oveja

La leche de oveja es un sistema complejo de sustancias que se encuentran
distribuidas en distintas fases (Tabla 1.1). Se diferencia de la leche de vaca en algunas
caracteristicas, unas directamente observables (como su color blanco opalescente) y
otras relacionadas con sus propiedades fisicoquimicas (Park et al., 2007). Comparada
con la leche de vaca, posee una mayor densidad y es mas viscosa. El sabor intenso que
la caracteriza se debe a su contenido de acidos grasos de cadena corta, que ademas
contribuyen a que tenga un pH ligeramente &cido (pH 6,65). Su punto de solidificacion
(el cual se aproxima a -0,58°C) es util cuando se quieren detectar adulteraciones,

principalmente por adicion de agua (Pulina y Nudda, 2004; Park et al., 2007).

Tabla 1.1. Composicién global de la leche de oveja segun sus fases

FASE COMPONENTES

. Carbohidratos (lactosa), minerales, compuestos nitrogenados no
Solucién o fase acuosa . . .
proteicos y vitaminas hidrosolubles

Suspensidn o fase micelar Proteinas, sales minerales enlazadas a micelas de caseina

Emulsién o fase globular Grasas y vitaminas liposolubles

Pulina y Nudda (2004).

A diferencia de lo que sucede con la leche de vaca, existen pocos estudios que
pongan de manifiesto las propiedades nutritivas de la leche de oveja (Park et al., 2007).
Sin embargo, tanto la leche de oveja como sus productos lacteos derivados, son
alimentos con un alto valor nutricional para el ser humano. Comparada con la leche de
vaca, la leche de oveja es mas rica en nutrientes (Tabla 1.2). Ademas, su aporte
energético es mucho mayor, ya que contiene una mayor cantidad de grasas y proteinas.
El contenido en lactosa es bastante semejante en ambas especies, mientras que su

contenido en minerales, y sobre todo en calcio, es mayor en la leche de oveja.
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Tabla 1.2. Composicién nutricional de la leche de oveja y la leche de vaca

LECHE DE OVEJA LECHE DE VACA
COMPONENTE
Valor medio Intervalo Valor medio Intervalo
Agua (%) 82,1 80,7-82,5 86,6 85,4-88,0
Sélidos totales (%) 18,1 14,4 — 20,7 12,5 12,0-12,5
Sélidos no grasos (%) 12,0 9,00-11,4 9,00 -
Grasas (%) 6,82 3,60-9,97 4,10 3,30-5,10
Colesterol (mg/100g) 11,0 14,0 -
Proteina Total (%0) 5,59 4,75-17,20 3,60 3,10-3,90
Caseina (%) 4,50 3,72-5,01 2,60 2,40 - 3,00
Proteina sérica (%) 1,00 0,80 -1,00 0,60 0,50-0,70
Nitrégeno no proteico (%) 0,80 0,20 -
Lactosa (%) 4,88 4,11-551 4,70 4,66 - 5,00
Minerales (cenizas) (%) 0,92 0,80 - 0,96 0,72 0,68 -0,74
Calcio (mg/100g) 193 183 -239 119 110-122
Fésforo (mg/100g) 145 135158 93 86 — 100
Energia (kcal/100g) 100 94 - 108 64 61-70
Energia (kJ/100g) 418 393-451 268 257 —293

Hampel et al. (2004); Pulina y Nudda (2004); Haenlein (2006); Park et al. (2007); Palma et al. (2008);
Raynal-Ljutovac et al. (2008); Mataix Verdu et al. (2009); Swaisgood (2010).

1.1.2.1. Importancia de las proteinas en la leche de oveja

El alto contenido de proteinas en la leche de oveja, hace que sea la mas apta para
la elaboracién de productos como quesos y requeson. Las distintas fracciones
proteinicas presentes en la leche se clasifican en dos grandes grupos: caseinas y

proteinas séricas.

La leche de oveja, comparada con la leche de vaca (Tabla 1.2) aporta a la dieta
una mayor cantidad de proteinas, y por tanto, su aporte en aminoacidos también sera
mayor (Tabla 1.3). Para evaluar la calidad de las proteinas de un alimento puede
recurrirse a diferentes métodos, entre ellos, uno de los mas utilizados consiste en
comparar la cantidad de aminoacidos esenciales con el contenido de los mismos en una
proteina de referencia. El resultado de dicha comparacién se expresa como indice
quimico o computo proteico referido al aminoacido limitante. Se pueden utilizar
diferentes combinaciones como proteina patron: la propuesta por la FAO-OMS, la del
National Academy of Sciences (NAS, USA), o incluso las ingestas recomendadas de

aminoéacidos esenciales para nifios de dos a cinco afos.
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El indice quimico de la leche de oveja es del 91%, tomando como referencia la
combinacion-tipo de la FAO-OMS (Cervera et al., 2004), mientras que a la leche de
vaca le corresponderia un 97% si se utilizara el contenido de metionina recogido por
Haenlein (2006) (Tabla 1.3). Hay que aclarar que en la mayoria de los textos de
nutricion se recoge un contenido medio de metionina en leche de vaca de 33 mg/g de
proteina y con esta cantidad el indice quimico correspondiente seria del 94%. Dicho
indice seria del 100% para ambas especies, si se calcula con la proteina de referencia

propuesta por la NAS, o con respecto a las necesidades de nifios de 2 a 5 afios.

En definitiva, que la calidad bioldgica de la leche de oveja es comparable a la de
la leche de vaca, pero hay que resaltar que, a igual cantidad de leche ingerida, el
contenido de aminoacidos esenciales que aporta la leche de oveja es mayor. Se estima
que un consumo diario de 500 mL de leche de oveja podria cubrir entre el 52 y el 68%
de la ingesta recomendada de proteinas para un adulto, mientras que la misma cantidad

de leche de vaca aportaria entre el 28 y el 36%.

Ademas de su interés nutricional, las proteinas lacteas también poseen cierto
interés funcional, ya que pueden ser precursoras de diversos componentes
biol6gicamente activos, conocidos como péptidos bioactivos. Estos péptidos,
generalmente compuestos de 2 a 20 aminoacidos, son fragmentos proteinicos que se
forman mediante hidrolisis enzimatica de las proteinas lacteas durante la digestién

gastrointestinal y/o durante el procesado de ciertos productos lacteos.

Tabla 1.3. Contenido en aminoacidos esenciales de la leche de oveja y de vaca

Proteinas de referencia utilizadas
o LECDE de valj'a1 LECgle de Vaflal para determinar el indice quimico
Aminoacido (5,98% proteinas) | (3,29% proteinas) —— - (2_,;”;?35)4
9/100gLecHe | MA/gerot | 9/100gLecHe | MY/GeroT mg/geroT

Isoleucina 0,338 57 0,199 61 40 25 28
Leucina 0,587 98 0,322 98 70 55 66
Lisina 0,513 86 0,261 79 55 51 58
Metionina+cisteina 0,190 32 0,113 34/ 33* 35 25 25
Fenilalanina+tirosina 0,565 94 0,318 96 60 47 63
Treonina 0,268 45 0,149 45 40 27 34
Triptofano 0,084 14 0,046 14 10 7 11
Valina 0,448 75 0,220 67 50 32 35
Histidina 0,167 28 0,089 27 0 18 19

W Haenlein (2006). @ ) Cervera et al. (2004). ® Suarez Lépez et al. (2006). ) Bos et al. (2000).
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1.1.2.2. Valor nutricional de la grasa lactea

En la leche de oveja, la fraccion lipidica o grasa lactea es el constituyente
cuantitativamente mas importante (Tabla 1.2), la cual esta formada mayoritariamente
por los triglicéridos (TAG) y por una menor proporcion de otros componentes
liposolubles (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Composicién media de la grasa de leche de ovejay de vaca

Oveja (g/100g de grasa) Vaca (g/100g de grasa)
Componente _ i
Media Min. Max. Media Min. Max.
Triglicéridos 96,9 96 98 95,8 95 98
Colesterol 0,288 0,270 0,350 0,300 0,200 0,460
Fosfolipidos 0,8 0,6 1,1
Otros 2,0 0,5 2,9 2,4 0,6 4,0

Juarez (1999); Haenlein (2001); Jensen (2002); Goudjil et al. (2003); Stanton et al. (2003); Fontecha et
al. (2005); Swaisgood (2010).

En la grasa lactea ovina se han llegado a identificar hasta 134 tipos de
triglicéridos, de los cuales més de la mitad (51%) contienen tres acidos grasos
saturados, un tercio aproximadamente (31%) corresponden a TAG con al menos un
acido graso monoinsaturado y el resto de triglicéridos (18%) contienen algun acido

graso poliinsaturado (Fontecha et al., 2005).

Del total de &cidos grasos presentes en la leche de oveja (Tabla 1.5), cerca del
75% corresponden a la suma del contenido de los acidos palmitico, oleico, esteérico,
miristico y caprico. El contenido de los &cidos caproico (Cs.0), caprilico (Cg.o) y caprico
(C10:0) €en la leche de oveja es mayor que en la leche de vaca y se les asocia con las
caracteristicas organolépticas propias de la leche de ovino. La relacion C;,/Cyp Se usa
como criterio de autenticidad para distinguir la leche de vaca de la leche de oveja. Esta
relacién debe ser mucho mas baja en la leche de oveja (entre 0,56 y 0,58) que en la
leche de vaca (entre 1,1y 1,2) (Goudjil et al., 2004).
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Tabla 1.5. Contenido de &cidos grasos presentes en la leche ovina y bovina

Intervalo de variacion
Acidos Grasos (% sobre el total de &cidos grasos)
Ovejas Vacas
Saturados
C.o (butirico) 3,07 -4,20 1,64 — 4,50
Ce:0 (caproico) 2,68 3,79 1,55 2,96
Ce:o (caprilico) 1,68 - 3,77 0,94 1,61
Cio. (caprico) 5,54 — 11,94 1,69 - 3,52
Cs:0-11:0 (impares) 0,10 -0,30 0,10 — 0,39
Ci2: (laurico) 3,44 - 6,59 1,87 - 4,41
Cizo 0,12-0,23 0,07 - 0,20
Ci4:0 (miristico) 8,57 -12,35 7,91-1354
Ciso 0,76 - 1,11 0,75 1,50
C16:0 (palmitico) 20,86 — 35,39 23,17 - 34,41
Ci7.0 (Margarico) 0,58 -0,70 0,44-0,79
Cig:0 (estedrico) 4,86 — 15,62 9,42 - 14,20
Ca0:0-24:0 0,28 - 1,06 0,31-0,44
Ramificados (C14:0.17:0) 1,42 -2,38 1,72-2,83
Insaturados
Ci0:1-141 0,45-0,86 1,25-1,44
C16:1 (palmitoleico) 0,74 -1,80 1,07 - 2,57
Ci7a 0,15-0,39 0,14 -0,39
Cg1 (total) 16,68 — 31,58 17,52 - 30,36
Cug1 (trans-11, vacénico) 0,87 - 3,40 0,58 — 3,82
Cyg:» (total) 2,98 - 6,85 2,17 -5,05
Cyg:» (Cis-9,cis-12) 1,93-4,63 1,55 - 3,62
Cis:2 (conjugado, total) 0,56 — 2,20 0,40 — 1,41
Cig:s (total) 0,42 -2,10 0,24 — 0,99
Cy - Cy; (insaturados) 0,08 -0,30 0,20-1,03
Coo:5 (EPA) Trazas — 0,10 Trazas — 0,10
Cx.6 (DHA) Trazas — 0,06 Trazas — 0,14

De la Fuente y Juéarez (2004); Goudjil et al. (2004); Luna et al. (2005b); Nudda et al. (2005); Park et al.
(2007).

Para ambos tipos de leche, el acido palmitico (Ci6:0) €s el mas abundante de los
acidos grasos saturados, mientras que el oleico (Cyg;1) es el mayoritario de los &cidos
grasos insaturados. Dentro de los insaturados, hay que destacar los acidos grasos trans.
En la leche, su contenido representa entre el 2,5 y el 5% (del total de acidos grasos). El
principal constituyente trans de la leche es el trans-11 Cig.1 (conocido como acido
vacénico, TVA), que es el precursor, por sintesis endogena, del cis-9,trans-11 Cig.,
(&cido ruménico), isomero mayoritario del acido linoleico conjugado (Goudjil et al.

2004; Park et al., 2007). Los aspectos relacionados con el acido linoleico conjugado
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(CLA) se expondran mas adelante (apartados 1.2, 1.3 y 1.4). Otros acidos grasos
importantes son el docosahexaenoico (DHA) y el eicosapentaenoico (EPA). Sin
embargo, los contenidos en leche apenas alcanzan el 0,1%, por lo que su contribucién

para cubrir las necesidades nutricionales sera poco significativa.
1.1.2.3. Interés nutricional de otros componentes presentes en la leche de oveja

Del resto de los componentes encontrados en la leche de ovino, podemos
destacar la lactosa como carbohidrato principal, los minerales y las vitaminas. La
presencia de estos dos ultimos componentes es minoritaria; sin embargo, pueden tener

una funcion nutricional muy importante, como ocurre con el calcio.

Lactosa: De los carbohidratos presentes en la leche, la lactosa es el Gnico que se
encuentra en una proporciéon importante. La funcién fundamental de la lactosa es
energeética, aunque también puede facilitar la absorcion intestinal de minerales como el
calcio, magnesio y fosforo (Park et al., 2007). Es un disacérido formado por glucosa y
galactosa que esta disuelto en la fase acuosa de la leche, junto con cantidades muy
pequefias de los dos monosacaridos constituyentes. EI contenido medio de lactosa en la
leche de oveja es semejante al de la leche de la vaca (Tabla 1.2). Sin embargo, respecto
al contenido de materia no acuosa (0 extracto seco), la lactosa constituye una fraccién

menor en leche de oveja (entre 22 y 27%) que en la leche de vaca (33 — 40%).

Calcio y otros minerales: Los minerales constituyen una pequefia parte de los
componentes de la leche, pero tienen un papel importante tanto en el aspecto nutritivo
como en el tecnoldgico. El contenido total de minerales en la leche de ovino es
ligeramente mas alto que el de la leche de vaca (Tabla 1.2). Ademas, conviene destacar
que la leche de oveja posee niveles mas altos de calcio, fésforo, magnesio y cinc (Tabla
1.6).

Es importante sefialar que la principal fuente de calcio en la dieta son los
productos lacteos. Al comparar los niveles de calcio encontrados en ambos tipos de
leche, es evidente que el mayor aporte dietético de este mineral se logra con el consumo
de leche de oveja, cuyo contenido medio es hasta 1,6 veces superior al que se ha
encontrado en leche de vaca. En un estudio independiente de los objetivos de este
trabajo, hemos valorado el contenido de calcio en 6 muestras de leche de oveja
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semidesnatada, tratada termicamente, utilizando para su determinacion la espectrometria
de emision atébmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES, A = 422,673nm).
Se encontrd que el contenido medio de calcio en las mismas era de 170 = 4,3 mg Ca /
100mL ecre, UN valor que, a pesar de ser ligeramente mas bajo del que se recoge en la
bibliografia, es superior al de la leche de vaca. Incluso la leche de oveja contiene méas
calcio que la leche de vaca enriquecida (160 mg Ca / 100mLecne, Mataix Verdu et al.,
2009). Todo ello corrobora la importancia de la leche de oveja como fuente de calcio

natural.

Tabla 1.6. Contenido mineral en la leche de oveja y de vaca

Leche de oveja Leche de vaca

Elemento (mg/100g) . - - .

Min. Max. Min. Max.
Calcio (Ca) 183 239 110 122
Faésforo (P) 124 158 86 119
Magnesio (Mg) 15 21 10 13
Potasio (K) 136 155 148 152
Sodio (Na) 40 58 45 58
Cobre (Cu) 0,030 0,068 0,022 0,060
Hierro (Fe) 0,050 0,122 0,050 0,100
Yodo (1) Trazas 0,052 0,003 0,090
Manganeso (Mn) 0,005 0,009 Trazas 0,020
Selenio (Se) 0,001 0,014 0,001 0,003
Zinc (Zn) 0,500 0,856 0,380 0,550
Cloro (CI) 82 160 100
Azufre (S) 29 32
Aluminio (Al) 0,05 0,18 n.d. n.d.

Datos tomados de: Hampel et al. (2004); Park et al. (2007); Palma et al. (2008); Raynal-Ljutovac et al.
(2008); Mataix Verdu et al. (2009); Moreiras et al. (2009).

El consumo de un vaso (250 mL) de leche de oveja cubriria el 50% de la ingesta
recomendada de calcio en Espafia para la poblacion infantil y adulta y el 43% de la
correspondiente a los adolescentes; la misma cantidad de leche de vaca aportaria el 38 y

el 30%, respectivamente, para los mismos grupos de poblacion (ver Figura 1.1).

La importancia del calcio radica en que es un constituyente fundamental del
hueso; el crecimiento del esqueleto 6seo requiere un balance de calcio positivo hasta
gue se alcanza la masa ésea maxima. Pero después de cierta edad, los seres humanos, en
especial las mujeres, empiezan a experimentar pérdidas lentas de masa 0sea; ello da

lugar a una disminucion gradual de la resistencia 6sea y a un aumento del riesgo de

10
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fracturas. Con la ingesta de calcio, esta pérdida de masa 6sea podria prevenirse en cierta
medida, aunque en la actualidad se admite que no toda la pérdida de hueso puede
prevenirse con calcio dietético adicional. En todo caso, la intervencion nutricional méas
prometedora para reducir el riesgo de osteoporosis, sobre todo en las etapas mas
avanzadas de la vida, es garantizar durante los afios de crecimiento, un aporte de calcio

que permita obtener la masa dsea maxima.

Ingestas recomendadas de calcio para la poblacion espafiola*
1600 1500
==us 250 mL de leche de oveja (170 mg Calcio / 100 mL)** 1400
=uus 250 mL de leche de vaca (120 mg Calcio / 100 mL)**
00+ |
1000
=)
E 800 800
c 8O0 +@r/—™™ 1 7T " |
O
©
O
53% 43% 53% 36% 28%
400 =R = = = = < LRk = - = « « CEeEEE R = = - =« FEeeE e = - - = tEeeEEEEE = =
B e ek el o LTI EEELH TV IHEED EEELH TEETHLEED EEEEH] LT DL B
0
4--9 10 -- 19 > 20 Gestantes Lactantes
Grupos de edad (afios)
*Moreiras et al. (2009)

Figura 1.1. Porcentaje de la ingesta recomendada de calcio que cubririan 250 mL de leche.
**Para la leche de oveja, se considerd el contenido de calcio determinado en las muestras de leche de oveja
que hemos analizado; mientras que para la leche de vaca, se utilizo el valor medio de las Tablas de
Composicion de Alimentos de Mataix Verdu et al. (2009) y Moreiras et al. (2009).

Vitaminas: La leche contiene vitaminas hidrosolubles y liposolubles,
destacando entre las primeras, tiamina (B,), riboflavina (B,), niacina (B3) y entre las
segundas, la vitamina A y la E. Aunque se cuenta con poca informacion bibliografica
acerca del contenido vitaminico de la leche de oveja, se puede admitir que, en general,
la concentracion de las mismas es ligeramente mas alta que en la leche de vaca (Tabla
1.7).

11
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Tabla 1.7. Contenido de vitaminas en la leche de oveja y vaca

L. Leche de oveja Leche de vaca
Vitamina (pg/100g) = : = ;
Min. Max. Min. Max.
A (retinol) 44,0 83,0 30,0 60,0
D (colecalciferol) Trazas 0,18 0,01 0,08
E (tocoferol) Trazas 110 70,0 110
B, (tiamina) 50,0 80,0 30,0 50,0
B, (riboflavina) 230 376 150 210
B; (niacina) 416 450 80,0 270
Bs (4cido pantoténico) 407 450 314 350
Be Trazas 80,0 20,0 60,0
Bs (biotina) Trazas 0,93 Trazas 2,0
B, (&cido fdlico) Trazas 5,00 3,00 6,00
B, 0,50 0,71 0,25 0,40
C (&cido ascérbico) 4000 5000 940 2400

Mufioz y Bienzobas (2003); Farran et al. (2004); Badui (2006); Haenlein (2006); Park et al. (2007);
Palma et al. (2008); Raynal-Ljutovac et al. (2008); Mataix Verd( et al. (2009); Moreiras et al. (2009).

1.1.3. Factores que condicionan la composicion de la leche de oveja

La cantidad, calidad y composicion de la leche de oveja puede variar en funcion
de numerosos factores. Es dificil valorar la influencia individual de cada uno de ellos,
debido a sus posibles interrelaciones. Por ejemplo, la climatologia condiciona el tipo de
alimentacion del animal, que a su vez determinara algunas caracteristicas nutricionales
de la leche. La cria y mantenimiento de una raza concreta en una zona depende de su
adaptacion a las condiciones ambientales de la region. Los factores que parecen tener
menor influencia son los relacionados con el procesado de la leche, ya que una vez
ordefiada y conservada adecuadamente, los cambios que se producen durante su
tratamiento son minimos. En los siguientes apartados, se exponen estos factores y los

efectos que causan sobre el contenido en nutrientes de la leche de oveja.
1.1.3.1. Factores relacionados con el animal

Entre estos factores se pueden mencionar: la raza, la edad del animal,
tipo/nimero de partos y el periodo de lactacion (Tabla 1.8). Las variaciones en el
contenido de lactosa, proteinas y grasa pueden ser muy significativas segun la raza del
animal, observandose un mayor contenido de grasa en ovejas Manchegas y un mayor
contenido proteinico en ovejas Churras (Nudda et al., 2002; Pulina y Nudda, 2004;

Jaeggi et al., 2005). Respecto a la edad del animal, cuantos mas afios tengan, parece

12
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que el contenido de grasa y proteina en la leche es mas alto (Othmane et al., 2002).
Segun lo observado por De la Fuente et al., (2009), un incremento en la edad de la oveja
repercute en: (1) un incremento del contenido de acidos grasos de cadena corta y media;
(2) un descenso del contenido de &cidos grasos mono- y poliinsaturados y (3) una
disminucidn en el contenido de acidos grasos pertenecientes a la familia C1g (Cyg:0, C1s:1,
Cis2, CLA, Cig3).

Tabla 1.8. Factores que influyen en el contenido de nutrientes en la leche de oveja

FACTOR Grasa (%) Proteina (%) Lactosa (%)
Raza
Awassi 6,50 — 7,50 5,20 -6,10 4,80-5,10
Comisana 6,40 — 10,6 5,90 - 10,4 4,00 -5,20
Lacaune 7,20 5,90
Manchega 9,10 5,40
Merino 7,70 — 8,50 4,90 - 6,40 4,70 - 4,90
Sarda 6,50 - 6,70 5,40 - 6,00 4,80-4,90
Churra 6,80 - 7,10 6,00 - 6,30 4,30
Lacha 6,50 — 7,90
Edad
1,5 afios 6,26 5,63 4,44
2,5 afios 6,36 5,79 4,33
3,5 afios 6,56 5,87 4,37
>4 afos 6,78 5,83 4,41
Tipo de partos
Parto simple 6,82 6,31
Parto multiple 6,71 6,26
NuUmero de partos
Primero 6,65 6,27
Sucesivos 6,88 6,30
Periodo de lactacion
45 dias 5,96 5,69 4,22 - 4,70
75 dias 5,99 5,87 3,83-4,32
105 dias 6,51 6,32
135 dias 7,23 6,70
150 dias 8,20 6,85

Nudda et al. (2002); Othmane et al. (2002); Pulina y Nudda (2004); Sevi et al. (2004); Jaeggi et al.
(2005).

Respecto al tipo y numero de partos, algunos sefialan que, a medida que
aumenta el nimero de partos, lo hace también el contenido de grasa (Othmane et al.,
2002). Del periodo de lactacion o de lactancia (que en la oveja es de sélo seis meses),

se ha observado que a medida que avanza la lactacion, aumenta ligeramente el
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contenido en grasa y proteinas en la leche, disminuyendo el de lactosa (Sevi et al.,
2004; Jaramillo et al., 2008). Sin embargo, las variaciones encontradas, debido a la

influencia de dichos factores, no son muy significativas.
1.1.3.2. Factores relacionados con la dieta

La alimentacion proporcionada a los animales tiene mucha influencia en la
composicion de la leche, especialmente en el contenido de grasa. Producir una leche con
mas 0 menos grasa dependera en gran medida del contenido y tipo de lipidos, asi como
de la cantidad de proteinas de la dieta (Nudda et al., 2004; Sevi et al., 2004). En Espafia,
es bastante comun que el ganado ovino tenga una alimentacién basada en un sistema
semiextensivo; es decir, se aprovecha la disponibilidad de pasto fresco para su
alimentacion y, cuando es necesario, se combina con dietas a base de forrajes y
concentrados. En todo caso, es importante considerar que los cambios realizados en la
dieta animal deben hacerse lentamente, para que asi el animal pueda readaptar su

sistema digestivo a dichos cambios (Gomez-Cortés, 2010).

Una dieta rica en un &cido graso determinado se traduce en un aumento de su
contenido en la leche, sin embargo, un exceso del mismo en la dieta puede provocar una
disminucion del contenido graso total (De la Fuente y Juéarez, 2004). Suplementos
dietéticos con aceite de oliva, ricos en acido oleico (cis-9 Cig:1), aumentan el contenido
de este acido graso, aunque con la posibilidad de provocar un descenso del contenido de
acidos grasos de cadena corta y media. Una alimentacion con grandes cantidades de
hidratos de carbono facilmente fermentables (almidén o azucares) provoca también una
disminucion en el contenido de grasa lactea (Nudda et al., 2004). También se piensa que
una dieta rica en energia, particularmente en forma de carbohidratos solubles, puede
aumentar el contenido de proteinas en la leche de oveja. Cuando la dieta es deficitaria
en proteinas, es posible que el contenido proteinico en la leche también disminuya. No
se ha encontrado un efecto significativo del tipo de alimentacion sobre la cantidad de
macroelementos (Ca, P, Mg, K, Na, Cl y S). Sin embargo, la concentracion de algunos
microelementos en la leche (tales como Mn, Co, Al, F, I, Mo y Se) puede verse afectada

por el contenido de los mismos en la dieta.
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1.1.3.3. Factores relacionados con los cambios estacionales

Los cambios estacionales tienen un impacto significativo en la composicion de
la leche, ya que estdn estrechamente relacionados con el tipo de alimentacion
proporcionada al animal y con el periodo de lactacion. En algunas publicaciones se
recoge que, el contenido de grasa y proteina en leche de oveja se incrementa en la época
primaveral y veraniega, sin embargo, en otofio es cuando se empieza a observar una
disminucion del contenido de estos nutrientes, que llegan a ser mas bajos en la época
invernal. Se han observado variaciones estacionales significativas en los &cidos grasos
poliinsaturados (entre los que se encuentran el acido a-linolénico y los isémeros CLA).
El efecto estacional observado en el contenido de acidos grasos poliinsaturados es
inverso al del contenido de acidos grasos de cadena corta y media (De la Fuente et al.,
2009).

1.1.3.4. Factores tecnoldgicos

En general, no se producen efectos importantes en la composicion lactea por los
factores tecnoldgicos. Los tratamientos térmicos (calor y/o frio) a los que se somete la
leche para garantizar su seguridad y/o conservacion, influyen méas sobre sus propiedades
fisicas y su estabilidad que sobre las caracteristicas nutritivas de la misma. El
rendimiento de leche y algunos componentes de la misma pueden verse relativamente
afectados segun la frecuencia de ordefio, pero tampoco es una influencia significativa
(Nudda et al., 2002).
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1.2. ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA)
1.2.1. Aspectos generales

Se denomina acido linoleico conjugado (conjugated linoleic acid, CLA) a la
mezcla de isomeros posicionales y geométricos del &cido linoleico (cis-9,cis-12 Cig.p),
con un sistema de dobles enlaces conjugados y una de las siguientes configuraciones

geomeétricas: cis-cis, cis-trans, trans-cis, trans-trans.

Si tenemos en cuenta que los dobles enlaces conjugados pueden aparecer entre
las posiciones 6-8 y 13-15, tedricamente deberian existir por lo menos 32 isémeros
CLA posibles (Cruz-Hernandez et al., 2004; Delmonte et al., 2004a). Sin embargo, en
el rumen y en la grasa de la leche sélo se han identificado 17 de los 32 isdmeros,
cuantificAndose, segun la técnica analitica empleada, entre 12 y 14 isémeros (Luna et
al., 2005a, 2005c).

Tabla 1.9. Contenido porcentual de isémeros CLA presentes en la leche ovina y bovina

Intervalo de variacion
Isémero CLA (% sobre el CLA total)
Ovejas Vacas
trans-trans
trans-12,trans-14 1,03 - 3,47 0,49 - 2,25
trans-11,trans-13 1,04 - 5,08 0,88 — 4,77
trans-10,trans-12 0,68—-1,77 0,52 -1,68
trans-9,trans-11 0,81-1,99 0,71-2.21
trans-8,trans-10 0,53-1,62 0,15-1,29
trans-7,trans-9 0,29-1,13 0,37 -1,46
trans-6,trans-8 0,37 -0,45 0,46 — 0,53
cis-trans + trans-cis
12,14 cis-trans/trans-cis 0,52-1,83 0,18-1,76
11,13 cis-trans/trans-cis 0,76 — 4,23 0,47-4,78
10,12 cis-trans/trans-cis 0,28-0,77 0,10-0,64
9,11 cis-trans/trans-cis 67,2—-85,5 76,5-84,3
8,10 cis-trans/trans-cis 0,11-0,71 0,30-1,00
7,9 cis-trans/trans-cis 3,31-15,8 2,87-10,2

Luna et al. (2005a, 2005b, 2005c y 2007); Martins et al. (2007); Park et al. (2007); Partidario et al.
(2008); Rodriguez-Alcala et al. (2009).

De todos los isomeros CLA presentes en la grasa de la leche de oveja (Tabla
1.9), el cis-9,trans-11 Cig, (cominmente llamado &cido ruménico) es el mas

abundante, ya que representa mas del 65% del contenido total de CLA. EIl segundo
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isbmero mas abundante en la leche suele ser el trans-7,cis-9 Cig., (entre 3 y 16%). El
resto de isOmeros aparecen en proporciones mas bajas y no superan el 3%, salvo en
muestras de leche obtenidas de animales alimentados con ciertos tipos de suplementos
(ver apartado 1.3.1), en las que algunos isémeros minoritarios llegan a alcanzar niveles
de concentracion relativamente mayores (Collomb et al., 2004). EI contenido natural del
trans-10,cis-12 Cig:2 en la leche no llega al 1% del total de isomeros. En lo que respecta
a los isbmeros trans-trans, estos pueden alcanzar hasta un 10% del CLA total, mientras
que los isdbmeros cis-cis habitualmente no se determinan por encontrarse en la leche en

cantidades muy bajas.

La importancia de los isomeros CLA, en concreto el cis-9,trans-11 y el trans-
10,cis-12 (Figura 1.2), radica en que se les atribuyen ciertas propiedades funcionales.

En el apartado 1.4 se tratan estos posibles efectos funcionales.

o

Ho trans-11,cis-13 Cqg.,
trans-10,cis-12 Cg.5

o

HO

trans-9,trans-11 Cg., cis-9,cis-11 Cyg.p

HO
HO

cis-9,trans-11 Cyg.p trans-9,cis-11 Cyg.,

Figura 1.2. Estructura de algunos isémeros CLA.

1.2.2. Biosintesis de los isomeros CLA

La biosintesis de CLA en rumiantes puede tener dos origenes: uno en el rumen

(sintesis ruminal) y otro en la glandula mamaria (sintesis enddgena).
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1.2.2.1. Sintesis ruminal

En el rumen, los acidos grasos poliinsaturados pueden llegar a sufrir una
biohidrogenacion incompleta, promovida por enzimas de distintos microorganismos
anaerobios (entre ellos, Butyrivibrio fibrisolvens). Con el acido linoleico (cis-9,cis-12
Cis:2) como sustrato, los intermediarios insaturados que se originan son el acido
ruménico (cis-9,trans-11) y el acido vacénico (TVA, trans-11 Cigi). En la
biohidrogenacion de sustratos como el acido a-linolénico (cis-9,cis-12,cis-15 Cig:3), Se
forman otros intermediarios distintos al &cido ruménico (cis-9,trans-11,cis-15 Cig3 Y
trans-11,cis-15 Cig), los cuales son convertidos rapidamente en TVA (Khanal y
Dhiman, 2004; Loor et al., 2004).

La Figura 1.3 representa el mecanismo de sintesis de CLA en el rumen. Esta ruta
biosintética sugiere como primer paso la isomerizacion del doble enlace “cis” en
posicion 12 del sustrato (acido linoleico o a-linolénico), pasando a tener configuracion
“trans” en el carbono 11. En la siguiente etapa, el doble enlace “Cis-9” experimenta una
hidrogenacion rapida, formandose el acido vacénico. Si la biohidrogenacion fuese
completa, el producto final seria el acido esteérico (Cis.0), pero la conversion de TVA a
esteérico la realizarian otros microorganismos diferentes a B. fibrisolvens (Jenkins et al.,
2008). Ademas, esta conversién se ve impedida por la gran estabilidad del doble enlace
trans-11 (Kraft et al., 2003). Esto explicaria la acumulacion de acido vacénico, y por
tanto, el alto contenido de este acido graso en lacteos de rumiantes (Haro et al., 2006;
Luna, 2006; Gomez-Cortés et al., 2008a; Hervés et al., 2008a; Bodas et al., 2010).
Durante la biohidrogenacién, el pH ruminal juega un papel muy importante. En cultivos
ruminales, trabajar a pH > 6,0 ejerce un efecto positivo sobre los contenidos de TVA 'y
CLA (Luna, 2006; Gomez-Cortés, 2010).

1.2.2.2. Sintesis enddgena

Hoy en dia se sabe que so6lo una parte del acido ruménico presente en la grasa
lactea tiene origen en el rumen, ya que el resto se genera en la glandula mamaria
(sintesis enddgena). Diversos estudios han demostrado que la mayor parte del contenido
de acido ruménico presente en la grasa lactea (entre un 64 y un 98%) se sintetiza a
través de esta ruta (Bauman et al., 1999; Griinari y Bauman, 1999). Como se muestra en

la Figura 1.3, el acido vacénico que se produce en el rumen sufre una desaturacién en la
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glandula mamaria, debido a la accién de la enzima A®-desaturasa, convirtiéndose en

acido ruménico.

Acido a-linolénico Acido linoleico Acido Oleico
cis-9,cis-12,cis-15 Ciq., cis-9,cis-12 Cpg., cis-9 Cyg, DIETA
@I somerdasa @I sonerasa ‘ Isomerasa
- RUMEN

| cis-9,trans-11,cis-15 Cyq.. | | Acido ruménico(CLA)
cis-9,trans-11 C,q.,

Hidregenasa Uﬁ-ﬁ’ desaturasa

GLANDULA MAMARIA

Butyrivibrio fibrisolvens

| trans-11,cis-15 C,, | idrogenasa CLA

. trans-7, cis-9 C .
idrogenasa ) 18:2
Z

Acido Vacénico S I Acido ruménico(CLA)
CLA trans-11 C,,., ' cis-9,trans-11 C,q.,
trans-11,cis-13 C,q.,
ﬂHi{b’ogenasa
Acido Estedrico | —2t—-————— Acido Oleico
Chrep A-9 desaturasa cis-9 Chq;

Figura 1.3. Principales rutas de formacién de acido ruménico (cis-9,trans-11) en el
rumen y en la glandula mamaria. Adaptada de Collomb et al. (2006); Luna (2006);
GOmez-Cortés (2010).

Hay que resaltar que, independientemente de la ruta biosintética, existe una
estrecha relacion entre los contenidos de acido vacénico y acido ruménico. Esta
afirmacion ha sido demostrada por numerosos estudios llevados a cabo en productos
lacteos de origen bovino, la cual también se ha hecho extensiva a los productos lacteos
de origen ovino (Cabiddu et al., 2005; Luna et al., 2005b; Luna, 2006).

1.2.2.3. Biosintesis de otros isomeros CLA

Son muchas las publicaciones relacionadas con la biosintesis del acido
rumeénico, sin embargo apenas existen estudios que detallen la posibilidad de formacion
enddgena de otros isomeros de CLA. Este hecho puede deberse a dos razones: primero,
a que muchos de estos isdmeros no se encuentran en cantidades significativas en la
grasa de la leche; y segundo, a que la funcionalidad de muchos de ellos no ha sido
establecida (Luna, 2006; Gomez-Cortés, 2010).
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Se cree, por ejemplo, que la sintesis del isbmero trans-10,cis-12, (minoritario en
la leche pero con cierta importancia funcional), también podria llevarse a cabo a través
de cualquiera de las dos formas de sintesis propuestas anteriormente: por
biohidrogenacién, mediante la accion de la cis-9,trans-10 isomerasa bacteriana o por
sintesis enddgena, a partir del trans-10 Cig.1. L0 que si parece estar claro es que el &cido
a-linolénico no es precursor de este isomero CLA en el rumen (Luna, 2006; GOmez-
Cortés, 2010). Griinari y Bauman (1999) proponen una ruta alternativa para la
biosintesis de trans-10,cis-12, la cual se representa en la Figura 1.4 y que posiblemente
se lleve a cabo con microorganismos distintos a B. fibrisolvens, como la Megasphoera
elsdenii (Kim et al., 2002; Klieve et al., 2003; Jenkins et al., 2008).

Acido a-linolénico Acido linoleico DIETA
cis-9 cis-12 cis-15 Cyq., cis-9 cis-12 Cyg,y N
cis-9 trans-10 isomerasa U
v RUMEN
trans-10 cis-12 cis-15 Cy, ; ‘ CLA Megasphoera elsdenii
= frans-10 cis-12 Cyg.,
Hidrogenasa
\/ Hidrogenasa
‘ trans-10 cis-15 Cyg., ‘
ngmm GLANDULA MAMARIA
‘ trans-10 C ., ‘ ':%:> CLA

trans-10 cis-12 C,g

UHi{lmgermsa

Acido Estedrico —

Acido Oleico

Cron A-9 desaturasa cis-9 Chy 4

Figura 1.4. Rutas alternativas de la biohidrogenacién del acido linoleico y a-linolénico
en el rumen, segun el mecanismo propuesto por Griinari y Bauman (1999). Adaptada
de Luna (2006) y Gomez-Cortés (2010).

Respecto al trans-7,cis-9, parece que se sintetiza casi exclusivamente por via
enddgena (ver Figura 1.3), a partir del trans-7 Cyg.1, un intermediario del acido oleico
(cis-9 Cyg1) (Corl et al., 2002; Piperova et al., 2002). Del resto de isémeros CLA no
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existe informacion acerca de su biosintesis, aunque se cree que pueden originarse a

partir de otras moléculas trans-Cjg.; presentes en el liquido ruminal (Luna, 2006).

Por lo tanto, seria de gran interés que se llevaran a cabo mas estudios sobre los
mecanismos de formacion de los isomeros CLA, ya que nos ayudarian a entender la
complejidad de las rutas bioquimicas implicadas en la sintesis de estos isomeros
presentes en la leche. De esta manera, se podrian buscar estrategias que permitirian
incrementar el contenido de CLA en la leche y productos lacteos (De la Fuente y Juarez,
2004). En los altimos afios, dichas estrategias ya se han ido implementando con bastante
éxito. Muchas de ellas estan enfocadas hacia la modificacion de la dieta de los animales,
a los que se les suministran suplementos grasos con un alto contenido en acido linoleico

y a-linolénico (para mas detalles al respecto, ver el apartado 1.3.1).
1.2.3. Presencia de CLA en leche y derivados lacteos

De manera natural, las principales fuentes alimentarias de CLA son los
productos procedentes de animales rumiantes (lacteos y carnicos). La leche y sus
derivados son los que, de forma natural, aportan a la dieta la mayor cantidad de CLA, y
segun la especie animal, se cree que la grasa de la leche de oveja posee un mayor
contenido de CLA que la grasa lactea de vaca y de cabra (Park et al., 2007).

En la Tabla 1.10 se recogen los contenidos de CLA total en diferentes productos
lacteos. El intervalo de variacion representa los valores maximos y minimos de CLA
encontrados en la bibliografia para cada producto. Estos valores estan expresados en
miligramos por gramo de grasa (mg/gcrasa), aUnque es mas frecuente que se expresen
en base al porcentaje total de acidos grasos (libres o esterificados). En esta tabla se
observa una amplia variacion del contenido de CLA en productos lacteos, atribuida
principalmente al tipo de alimentacién proporcionada al animal, a los procesos
tecnoldgicos y a otros factores relacionados con la genética y fisiologia del animal. La
influencia de dichos factores, se discutira mas adelante (apartado 1.3).
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Tabla 1.10. Contenido total de acido linoleico conjugado (CLA) en leche y derivados lacteos

Intervalo de variacion
Alimento (MY/Ygrasa) Referencias
Min. Max.
Leche de oveja entera, pasteurizada 5,70 6,50 Luna et al., 2007
Leche de vaca entera, pasteurizada 2,00 11,41 Mushtagq et al., 2010; Pestana et al., 2009
Leche de vaca entera, UHT 5,08 7,63 Jones et al., 2005; Fritsche y Steinh., 1998a
Leche de vaca baja en grasa 2,10 9,20 Mushtagq et al., 2010; Guler et al., 2010
Leche de cabra 4,10 9,40 Alonso et al., 1999
Mantequilla 2,50 9,67 Mushtaq et al., 2010; Ledoux et al., 2005
Yogur de leche de vaca 2,07 11,20 Akalin et al., 2007; Espirito S. et al., 2010
Yogur probiético (leche de vaca) 3,28 11,01 Akalin et al., 2007; Espirito S. et al., 2010
Yogur (leche de oveja) --- 6,92 Prandini et al., 2007
Leche fermentada de vaca 4,70 6,15 Prandini et al., 2007
Cuajada (leche vaca) 4,89 7,44 Prandini et al., 2009
Cuajada (leche oveja) --- 5,85 Herzallah et al., 2005
Queso bovino varios 1,90 11,93 Mushtagq et al., 2010; Laloux et al., 2007
Queso ovino varios 3,96 10,11 Abilleira et al., 2009
Queso caprino varios 2,70 6,94 Martins et al., 2007; Prandini et al., 2011
Queso mozzarella 4,30 9,80 Khanal y Olson, 2004; Parodi, 2003
Nata 3,70 7,49 Mushtagq et al., 2010; Laloux et al., 2007

Por otra parte, hay que mencionar los productos sintéticos con CLA que se
utilizan en complementos alimenticios y para su adicion a alimentos. Se emplean
preparaciones con una riqueza aproximada del 80% en CLA total (Clarinol® y
Tonalin®) y estan compuestas por mezclas de los isémeros cis-9,trans-11 y trans-
10,cis-12 en proporcion 1:1 y bajos porcentajes de otros isdmeros de CLA (del orden
del 4%). El resto de componentes de la mezcla representa, aproximadamente, un 7% de
acidos grasos saturados (palmitico y estearico), un 12% de acido oleico y pequefias

cantidades de acido linoleico (< 2%).

Actualmente en Espafia, existen en el mercado leche y yogures con CLA
afiadido (Tonalin®) cuya concentracién es del 0,6% y 1,5%, respectivamente, en el
producto final. En sus etiquetados recogen la recomendacion diaria maxima de consumo
(3g de CLA aportados por dos raciones). A pesar de ello, hasta el momento no se ha
adoptado ninguna decision legal sobre su autorizacion como nuevo ingrediente
alimentario, segun el Reglamento (CE) N° 258/97, aunque si se han publicado dos
opiniones cientificas acerca de su seguridad (EFSA, 2010a y 2010b) (ver apartado
1.4.3).
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1.2.4. Presencia de CLA en otros alimentos

Después de la leche y sus derivados, los alimentos que presentan mayor
contenido de CLA son los productos carnicos de rumiantes, sobre todo los de origen
ovino. Las carnes y derivados de animales no rumiantes (como las aves y el cerdo)
contienen niveles mucho mas bajos de CLA, como cabria esperar si se tienen en cuenta
sus principales rutas biosintéticas. También esta presente en algunos alimentos de

origen vegetal y marino, en concentraciones pequefias (Tabla 1.11).

Tabla 1.11. Contenido total de &cido linoleico conjugado (CLA) en distintos alimentos

Intervalo de variacion

Alimento (MY/Grasa) Referencias
Min. Max.

Cérnicos (vacuno) 1,20 10,0 Schmid et al., 2006
Cérnicos Ovino 4,30 19,0 Schmid et al., 2006
Otros cérnicos (cerdo) 0,60 1,90 Chinetal., 1992
Otros carnicos (aves) 0,13 2,50 Mushtagq et al., 2010; Chin et al., 1992
Huevos 0,30 0,60 Khanal y Olson, 2004; Chin et al., 1992
Productos marinos 0,30 0,60 Chinetal., 1992
Aceites vegetales 0,10 0,70 Chinetal., 1992

1.2.5. Ingestas de CLA

Los valores correspondientes a las ingestas de CLA estimadas en algunos paises
se muestran en la Tabla 1.12. La variabilidad observada entre las distintas poblaciones
puede deberse a las diferencias en sus habitos alimentarios y tipos concretos de
alimentos consumidos, a los métodos de estimacién del consumo alimentario y a las
concentraciones de CLA en los alimentos. En cuanto a los niveles de CLA la
informacion es incompleta, el intervalo de variacién amplio, y cuando se hace referencia
al CLA total no siempre se consideran los mismos isomeros. Todo ello dificulta en gran

medida la determinacidn de la ingesta real de CLA.

En el caso de Espafia, el Unico dato disponible procede del trabajo de Wolff y
Precht (2002), que estimaron la ingesta del isdmero cis-9,trans-11 en quince paises de la
Unioén Europea, basada Unicamente en el consumo de leche. En los paises del sur de
Europa los valores eran mas bajos (Espafia 140 mg/dia, Grecia y Portugal 150 mg/dia),

mientras que en Suecia, Finlandia e Irlanda, la ingesta oscilaba entre 330 y 380 mg/dia.
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Si consideramos los estudios recientes, se observa que la menor ingesta de cis-
9,trans-11 (56 mg/dia) corresponde a Portugal, siendo bastante préxima a la ingesta
media calculada para la poblacion catalana (72 mg/dia), en la que no existen grandes
diferencias entre ambos sexos, al contrario de lo que ocurre en el Reino Unido, donde la
ingesta es de aproximadamente el doble en hombres (127 mg/dia). Los valores
determinados en Francia son muy superiores, debido probablemente al mayor consumo
de mantequilla y quesos, que contribuyen de manera significativa a la ingesta total. En
general, se considera que el mayor aporte de CLA procede de la leche y los productos
l&cteos, mientras que el consumo de carnes y derivados contribuye con el 25 —30% a la
ingesta total de CLA (Schmid et al., 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que entre un 20 — 25% del acido vacénico de la
dieta puede convertirse en el isomero cis-9,trans-11 en humanos. Por ello, y teniendo en
cuenta la ingesta de &cido vacénico, se ha propuesto que la disponibilidad total del CLA
en el organismo podria estimarse multiplicando su ingesta por un factor de 1,4 0 1,5
(Jutzeler y Colombani, 2010).

Tabla 1.12. Ingesta de CLA

19)*
Pais/Region Referencia Método de estimacion Ingesta CLA (mg/o_lla)
Hombres | Mujeres
Union Europea o a
(15 paises) Wolff y Precht (2002) Consumo de leche 140* — 380* (min. y max.)
Fritsche y Steinh. (1998b) Encuesta Nacional 430* 350*
Alemania FFQ --- 246*
Fremann et al. (2002)
DR, 7dias — 323*
Espafia Wolff y Precht (2002) Consumo de leche 140*
Catalufia (ESP) Mayneris —P. et al. (2010) FFQ 79* 67*
Francia Laloux et al. (2007) DR, 7dias 213 178
Portugal Martins et al. (2007) Encuesta Nacional 74 (56%)
) ] Rosell et al. (2005) FFQ 370 ===
Reino Unido
Mushtag et al. (2010) DR, 7 dias 127 68
Suecia Jiang et al. (1999) DR, 7dias 160* -
Brasil Nunes y Torres (2010) Consumo de lacteos 36
DR, 7dias 95*
Canada Ens et al. (2001)
Encuesta Nacional 332* 295*
DR, 3dias 176 (133%) 104 (79%)
Estados Unidos Ritzenthaler et al. (2001) FFQ 197 (151%) 93 (72%)
FD, 3 dias 212 (193*) | 151 (140%)

Los valores sefialados con asterisco (*) representan la ingesta del isomero cis-9,trans-11, el resto de valores
representan la ingesta de CLA total. DR = Registro dietético; FD = Dieta duplicada; FFQ = Cuestionario de
frecuencia de consumo alimentario.
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1.3. FACTORES QUE CONDICIONAN EL CONTENIDO DE CLA EN LA
LECHE Y DERIVADOS LACTEOS

1.3.1. Factores relacionados con la dieta animal

El factor que mas influencia tiene sobre el contenido de CLA en la leche es el
tipo de alimentacion proporcionada al animal, ya que a través de una dieta controlada,
es posible llevar a cabo estrategias que permitan aumentar el contenido de CLA en la
leche y productos lacteos. Con la utilizacién de pasto fresco en la dieta, es posible
aumentar de forma natural los niveles de CLA en leche, ya que contienen altas
cantidades de acido a-linolénico (Collomb et al., 2006; Dewhurst et al., 2006; Kalac y
Samkova, 2010). Sin embargo, en determinadas épocas del afio no es posible disponer
de pasto fresco, por lo que en su lugar se suelen suministrar raciones integrales (TMR,
“total mixed rations”) a base de forrajes y concentrados en distintas proporciones
(Chilliard et al., 2007). En general, este tipo de dietas no contribuye de forma
significativa a aumentar el contenido de CLA en leche, ya que no aportan las cantidades
suficientes de acido linoleico y/o a-linolénico, ambos precursores de CLA en el rumen.
Los menores contenidos de estos acidos grasos en dichas raciones integrales se suelen
incrementar afiadiendo determinados suplementos lipidicos, como son las semillas y

aceites de oleaginosas, los aceites de pescado y algas marinas, entre otros.

En la actualidad, muchas de las investigaciones relacionadas con el CLA se
enfocan hacia el estudio de los efectos que ocasionan los distintos tipos de alimentacion
animal, ya que la cantidad y forma en la que se adicionan los lipidos a la dieta, la
composicion de la dieta basica y el periodo de tiempo en que se proporcionan dichas
dietas, tienen un efecto importante sobre los cambios en la concentracion de CLA en la
grasa de la leche (Dewhurst et al., 2006). La mayor parte de estos estudios se han
llevado a cabo en leche y productos lacteos de origen bovino (Collomb et al., 2006;
Dewhurst et al., 2006; Chilliard et al., 2007; Kalac y Samkova, 2010). Sin embargo, en
los ultimos afios ha ido creciendo el interés por demostrar el efecto de estos
suplementos alimenticios cuando se quiere aumentar el contenido de isomeros CLA en
la leche de oveja y sus derivados (Cabiddu et al., 2005; Luna et al., 2005b; Nudda et al.,
2005; Pulina et al., 2006; Hervés et al., 2008a y 2008b).
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A continuacion, se describirén los diferentes tipos de dietas suministradas a los
animales y sus posibles efectos sobre los niveles de CLA en leche de oveja. Para ello,
ademas se consideraran los niveles de &cidos grasos precursores en la dieta. Las
unidades en las que se suelen expresar dichos contenidos no son uniformes, por lo que,
para fines comparativos, se optd por utilizar el miligramo por gramo de grasa (Mg/Qcrasa)
como unidad comun. Aquellos valores que no estaban expresados asi, fueron
transformados en mg/gerasa €mpleando factores de conversion previamente calculados.

Dichos célculos aparecen adjuntos al final de esta memoria (ver Anexo 1).
1.3.1.1. Alimentacién con pasto fresco

Los distintos tipos de pasto fresco empleados en la dieta de rumiantes contienen
un porcentaje muy bajo de &cidos grasos (entre un 1 y un 3 %, expresado en materia
seca), sin embargo, cerca del 50 — 75% estan presentes como acido a-linolénico
(Chilliard et al. 2007). En la Tabla 1.13 se muestran las distintas proporciones de &cidos

grasos presentes en algunos pastos frescos.

Tabla 1.13. Composicion de acidos grasos presentes en algunos pastos frescos

Gramos de &cido graso/kg de pasto % del total de
Familia y nombre cientifico* _ _ _ _ __ __acidos grasos _
Palmitico  Estearico  Oleico  Linoleico  a-Linolénico | Linoleico  a-Linolénico
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C18:2 C18:3
Gramineae (Gramineas)
Lolium multiflorium Lam. 3,05 0,94 0,84 2,26 6,94 15,42 47,34
Lolium perenne L. 4,30 1,01 1,24 2,90 11,42 13,29 52,34
Lolium rigidium Gaudin 2,38 0,37 0,87 2,07 16,41 9,56 68,68
Dactylius glomerata L. 391 0,92 0,45 2,85 10,56 14,49 53,69
Festuca arundinaceae Schreb. 4,21 1,06 0,96 2,55 11,98 11,78 55,33
Festuca pratensis Huds. 4,09 0,99 1,04 2,74 10,95 13,29 53,13
Phleum pratense L. 4,05 1,05 1,05 3,18 10,43 15,31 50,22
Leguminosae o Fabaceae (Leguminosas)
Trifolium pratense L. 4,17 0,62 0,79 521 17,70 17,72 60,20
Trifolium repens L. 4,56 0,63 0,93 543 16,40 18,85 56,94
Trifolium subterraneum L. 2,29 0,55 0,40 3,59 18,89 13,95 73,23
Medicago sativa L. 5,66 0,74 0,71 6,22 24,79 16,03 63,91
Medicago polymorpha L. 2,96 1,61 0,38 4,46 21,29 15,00 71,57
Hedysarum coronarium L. 2,18 0,56 1,10 1,68 11,86 9,40 62,43
Compositae o Asteraceae (Compuestas)
Chrysanthemum coronarium L. | 2,74 0,50 0,66 5,97 16,30 | 22,75 62,69

Cabiddu et al. (2005); Dewhurst et al. (2006); Van Ranst et al. (2009); Dierking et al. (2010); Kalac y Samkova (2010).

&) |_os nombres comunes correspondientes se recogen en el Anexo 2.
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El suministro de pasto fresco en la dieta de los animales rumiantes es la forma
mas natural y mas eficaz de aumentar en su leche los niveles de &cidos grasos
poliinsaturados, particularmente los de CLA (Stanton et al., 2003; De la Fuente y
Juéarez, 2004). Las ovejas que se alimentan con pasto fresco pueden proporcionar una
leche cuyo contenido de CLA es bastante superior a la que se obtiene de ovejas
alimentadas con dietas secas (Pulina et al., 2006; Biondi et al., 2008; Gomez-Cortés et
al., 2009a), llegandose incluso a triplicar los niveles encontrados en dietas control
(Cabiddu et al., 2005; Atti et al., 2006; Pulina et al., 2006; Ostrovsky et al., 2009). En
la Figura 1.5 se representan algunos de los resultados obtenidos en leche de oveja.
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Figura 1.5. Contenido de CLA total en leche de ovejas alimentadas con diferentes tipos de pasto
fresco.

El incremento de CLA en leche de ovejas alimentadas con pasto fresco puede
atribuirse a la biohidrogenacion y principalmente a la presencia en el pasto de acido a-
linolénico, que sirve como sustrato para la formacion de acido vacénico (TVA, trans-11
Cig1) en el rumen (Collomb et al., 2006). Como se muestra en la Tabla 1.13, la
presencia de este &cido graso en el pasto fresco supera el 50% del total de &cidos
grasos; esto justifica el aumento del contenido de CLA en leche de oveja, segin los

estudios mostrados en la Figura 1.5. De acuerdo a los datos que se representan en esta
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figura, es posible aumentar el contenido de CLA en leche ovina por encima de los 40
m0/gerasa (Biondi et al., 2008). Sin embargo, este incremento también depende del tipo
de dieta control, ya que segun los datos mostrados en Figura 1.5, el mayor aumento
relativo de CLA en leche (4,3 veces respecto a la dieta base) lo experimenta la muestra
cuyo contenido de CLA total apenas supera los 10 mg/gcrasa (Atti et al., 2006). Este
mismo efecto también se ha observado en numerosos estudios realizados en leche y
lacteos de vacuno, algunos de ellos recogidos en distintas revisiones bibliogréaficas
(Collomb et al., 2006; Dewhurst et al., 2006; Chilliard et al., 2007; Kalac y Samkova et
al., 2010). Por lo tanto, para valorar el efecto real que tienen los pastos frescos sobre el
contenido de CLA en leche, es importante considerar cuél es la contribucion de acidos
grasos precursores que se encuentran presentes tanto en el pasto fresco como en la dieta

seca gue se suministre junto con el pasto.

El contenido de acido a-linolénico en el pasto esta condicionado por los cambios
estacionales y la disminucion de este acido graso en el pasto se asocia a un menor
contenido de CLA en leche (Pulina et al., 2006). Dependiendo de la época del afio, la
etapa fenoldgica de los pastos puede ser distinta, encontrdndose un mayor contenido de
acido o-linolénico en la etapa vegetativa o de crecimiento que en la etapa
reproductiva o de maduracién (Cabiddu et al., 2005). Esto explicaria que, en general,
los mayores niveles de &cido a-linolénico se encuentren en pastos primaverales y, por
consiguiente, que su consumo se traduzca en una leche més rica en CLA durante esta
época del afio que en cualquier otra (Addis et al., 2005; Cabiddu et al., 2006a). Cuando
llega el verano, los niveles de &cido a-linolénico en el pasto tienden a disminuir, por lo
que es probable que la leche obtenida durante esta época tenga una menor
concentracion de CLA que en primavera (Nudda et al., 2005; Tsiplakou et al., 2006b;
Cabiddu et al., 2009). En otofio e invierno, la disponibilidad de pasto fresco es mucho
mas limitada, sobre todo en determinadas regiones y paises, siendo frecuente el
suministro de forrajes secos y piensos que no suelen contribuir significativamente al
aumento del contenido de CLA en leche (ver el apartado 1.3.1.2). La excepcién parece
encontrarse en pastos caracteristicos de épocas invernales, como la Medicago
polymorpha L., ya que cuando se ha suministrado el mismo en la dieta animal, el
contenido de CLA en leche es mayor en invierno que en primavera (Addis et al., 2005;
Cabiddu et al., 2006a). Por lo que hay que tener en cuenta el tipo de pasto disponible,

independientemente de la época en que se suministre.
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La Tabla 1.14 muestra los valores del contenido de CLA en leche de oveja,
segun la época en la que se proporciona el pasto fresco. Hay que decir que no se
encontraron datos suficientes para los meses otofiales, debido quizas a que, como se ha

dicho previamente, la disponibilidad de pasto fresco en esta época es menor.

Tabla 1.14. Variacion del contenido de CLA en leche de oveja segun la época del afio y el pasto
fresco suministrado

Contenido de CLA (Mg/gcrasa)
Tipo de pasto Invierno Primavera Verano

(Ene. — Feb.) (Mar. — May.) (Jun. — Ago.)
Varios (sin especificar) @ @ ®® ©) 6,50 — 9,22 15,25 — 22,59 10,64 — 14,78
Lolium rigidium Gaudin © @ 9,32 -11,30 12,05 — 14,02
Chrysanthemum coronarium L. ©® @ 19,20 - 23,91 19,39 - 21,93
Medicago polymorpha L. ©® 15,62 — 21,65 10,82 - 15,53
Hedysarum coronarium L. ® @ ® 11,20 — 12,42 10,30 — 16,40

@ Nudda et al. (2005); @ Tsiplakou et al. (2006a); © Mel’uchova et al. (2008); ® Ostrovsky et al. (2009); ® Gémez-
Cortés et al. (2009a); © Addis et al. (2005); ) Cabiddu et al. (2006a); ® Cabiddu et al. (2009).

Otro aspecto a tener en cuenta es la composicién botanica del pasto. Como se
puede observar en la Tabla 1.14, la tendencia general es encontrar un alto contenido de
CLA en la leche de ovejas alimentadas con pasto fresco primaveral. Con algunas
especies botanicas (como Lolium rigidium G. o Chrysanthemum coronarium L.), el
contenido de CLA en leche suele ser casi constante, independientemente de la época del
afio en que se suministren, mientras que con otras (como la Medicago polymorpha L.),

parece ser que el contenido de CLA en invierno es algo mayor que en primavera.

La principal explicacion por la que se da esta variacion en el contenido de CLA
en leche de ovejas alimentadas con diferentes especies botanicas puede estar en el
contenido de acido a-linolénico que se encuentre en cada tipo de pasto (ver Tabla 1.13).
Las leguminosas forrajeras o las mezclas de éstas con otras familias botanicas de pasto
(como las gramineas o las compuestas), son las dietas frescas que parecen proporcionar
los niveles mas altos de CLA en leche (Addis et al., 2005; Cabiddu et al., 2005, 2006a
y 2006b; Lourenco et al., 2008).

Por ultimo, es importante destacar que una alimentacion con pasto fresco puede
llegar a influir en los niveles de ciertos isomeros minoritarios presentes en la leche. El
trans-11,cis-13 Cyg: Y el trans-11,trans-13 Cig:2 Son los ejemplos mas destacados, ya

que su contenido en leche puede llegar a alcanzar concentraciones tan altas o incluso
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mayores de las que se obtienen para el trans-7,cis-9. Gomez-Cortés et al. (2009a)
encuentran que con el suministro de una mezcla de pasto fresco en la dieta ovina se
puede aumentar de 0,04 a 1,15 mg/gcrasa €l contenido de trans-11,cis-13 en leche,
mientras que con la misma dieta, el contenido de trans-7,cis-9 no supera los 0,41
Mg/Jcrasa. Otros isbmeros minoritarios que pueden incrementar significativamente su
contenido en leche, cuando la alimentacion de las ovejas consiste en pasto fresco, son el
trans-12,trans-14 y el 12,14-(cis-trans/trans-cis) (Abilleira et al., 2009; Gomez-Cortés
et al., 2009a; Ostrovsky et al., 2009).

1.3.1.2. Alimentacién con forraje y concentrado

Este tipo de alimentacion, conocida también como racion integral (TMR)
consiste en suministrar a los animales distintas mezclas de forrajes secos y

concentrados, sobre todo en aquellas épocas del afio donde escasea el pasto fresco.

Los forrajes se componen de uno 0 mas tipos de plantas secas, las cuales se
someten a procesos de henificado o ensilado, como los henos de pasto seco (centeno,
alfalfa, zulla o cualquier otra leguminosa forrajera) y los ensilados de maiz forrajero. La
Tabla 1.15 muestra los contenidos porcentuales de acidos grasos en algunos tipos de
henos y ensilados empleados como forrajes. La composicion de los concentrados es
mucho mas compleja que la de los forrajes. Generalmente se emplean granos de maiz
(entero o molido), pulpa de remolacha, harina de soja, cebada, melaza y un pequefio
porcentaje de minerales y complementos vitaminicos. En la Tabla 1.16 se recoge la
composicion porcentual de acidos grasos presentes en algunos ingredientes empleados
en concentrados. Hay que destacar el maiz por su contenido en grasa, lo que hace que

su aporte en acido linoleico sea mas elevado.

Tabla 1.15. Composicion de &cidos grasos (AG) en diferentes tipos de heno y ensilados empleados
como forrajes en la alimentacion animal

% del total de acidos grasos

Heno y/o ensilado Total de AG (%) [ Palmitico  Estearico  Oleico  Linoleico  e-Linolénico
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Alfalfa henificada 1,20 27,00 3,50 10,00 22,00 33,00
Dactilo (heno) 1,80 24,10 2,80 3,40 15,50 35,00
Raigras perenne (heno) 3,20 15,80 1,80 2,00 14,00 55,90
Raigras perenne (ensilado) 3,70 21,20 2,00 2,80 13,40 52,20
Maiz forrajero (ensilado) 4,00 15,60 2,40 23,70 48,60 3,40

De Blas et al. (2003); Ferlay et al. (2006).
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Tabla 1.16. Composicién de acidos grasos (AG) en diferentes tipos de ingredientes utilizados como
concentrados en la alimentacién animal

: % del total de acidos grasos
Concentrados Extra((:g/c;)etereo Tota(logs AG Palmitico  Estearico  Oleico Lingleico a-Linolénico
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Cebada cervecera 2,00 1,40 23,00 1,00 13,00 56,00 6,00
Harina de soja 1,70 1,10 11,00 4,00 22,00 54,00 8,00
Maiz comun espafiol 3,60 3,24 11,00 2,00 27,00 56,00 1,00
Pulpa de remolacha 0,80 0,32 21,50 1,50 10,00 57,10 10,50

De Blas et al. (2003).

En muchos estudios experimentales, se han utilizado como dieta control distintas
combinaciones de forraje y concentrado, con el fin de observar cuales son los cambios
que se producen en la composicion de la leche cuando los animales son alimentados
con otros tipos de dietas, especialmente cuando se suministran determinados

suplementos lipidicos.

Sin embargo, los forrajes y concentrados por si mismos también influyen sobre
la composicién de &cidos grasos en la leche; esto dependerd no solamente del tipo de
forraje o concentrado que se suministre, sino también de las cantidades en que se
proporcionen. Cuando el porcentaje de concentrado en la dieta no excede el 50 — 60%,
el contenido de grasa en leche no varia significativamente; sin embargo, por encima de
este porcentaje es probable que disminuya el contenido de grasa y pueda modificarse la
composicion de acidos grasos. Una posible explicacién a estos cambios puede estar en
que al variar la proporcién forraje-concentrado, se produzcan modificaciones en la
biohidrogenacion ruminal de los &cidos grasos presentes en la dieta (Chilliard et al.,
2007).

Tabla 1.17. Contenido de CLA en leche de ovejas alimentadas con distintas proporciones de forraje
y concentrado

Proporcion Intervalo de variacion (Mg/ggrasa)™ .

. Referencias

Forraje-Concentrado Min. MAx.
20:80 7,53 10,50 Toral et al. (2010a); Hervas et al. (2008b)
50:50 (4,19) (10,35) Toral et al. (2010b); Tsiplakou et al. (2010)
60:40 2,45 9,41 Reynolds et al. (2006); Martini et al. (2010)
75:25 4,70 4,98 Antongiovani et al. (2004); Mele et al. (2006)
Otras (6,20) (14,87) Ostrovsky et al. (2009); Biondi et al. (2008)

&)os valores entre paréntesis se refieren al contenido de CLA como cis-9,trans-11; el resto de valores corresponden
al contenido de CLA total.
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En la Tabla 1.17 se dan algunos valores méximos y minimos del contenido de
CLA en leche de oveja, segun la proporcion forraje-concentrado (F/C) suministrado. El
contenido de CLA total mas bajo encontrado en la bibliografia fue de 2,45 mg/gcrasa
(F/C 60:40, Reynolds et al., 2006), mientras que el més alto era de 14,87 mg/gcrasa (F/C
80:20, Biondi et al., 2008).

Al observar estos resultados, es posible llegar a pensar que, cuanto mayor sea la
proporcion de concentrado en la dieta, mayor sera el contenido de CLA en la leche. Sin
embargo, este aumento no necesariamente dependerd de la proporcion forraje-
concentrado, sino méas bien de la cantidad de acido linoleico y a-linolénico que ambos
(forraje y concentrado) aporten a la dieta. En todo caso, hay que decir que la
repercusion del forraje-concentrado sobre el contenido de CLA en leche no parece ser
muy importante. Primero, porque los niveles de &cido linoleico y/o a-linolénico suelen
ser mucho méas bajos que los encontrados en pasto fresco u otro tipo de suplemento. Y
segundo, porque el incremento de CLA, observado en la leche de ovejas alimentadas
con determinados tipos de forrajes y concentrados, es minimo y poco significativo
(Dewhurst et al., 2006). Esta ltima afirmacion es consistente con los datos publicados
en dos estudios experimentales diferentes (Antongiovani et al., 2004; Mele et al.,
2006). Utilizando las mismas proporciones de forraje-concentrado (75:25 y 60:40),
observaron un ligero incremento en el contenido de CLA en leche de oveja. En el
primero de ellos, el incremento medio fue de +2,09 Mg/gcrasa (de 4,98 a 7,07 My/gcrasa)
y en el segundo de +1,98 mg/gcrasa (de 4,70 a 6,68 MQ/Qcrasa)-

1.3.1.3. Suplementos de origen vegetal

Estos suplementos estan constituidos principalmente por semillas o aceites
provenientes de plantas oleaginosas. En la alimentacion animal se suelen suministrar
junto con las raciones integrales (TMR), ya que pueden llegar a cubrir las deficiencias
de ciertos acidos grasos, especialmente la de aquellos que pueden servir como
precursores de CLA en el organismo animal. Los suplementos grasos de origen vegetal
pueden condicionar la composicion de acidos grasos en la leche de oveja. Esto
dependera de la forma en que se suministren (ya sea como semillas o0 como aceites) y
de la cantidad de &cidos grasos que estos aporten a la dieta. En la Tabla 1.18 se muestra

la composicidn en acidos grasos de algunas semillas y aceites vegetales.
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Tabla 1.18. Composicion de acidos grasos (AG) en diferentes tipos de semillas y aceites vegetales

% del total de &cidos grasos
Suplemento % Grasa Palmitico Estearico Oleico Linoleico a-Linolénico
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Algodon 23,80 2,50 18,80 50,20 0,20
Céartamo 6,10 2,30 13,40 76,00 0,30
Colza 5,00 2,00 57,50 20,50 8,50
Girasol 6,40 4,50 22,10 65,60 0,50
Aceites Lino 6,10 3,40 18,40 16,80 55,00
Oliva 12,10 2,60 72,50 9,40 0,60
Maiz 10,70 2,40 27,10 55,80 1,00
Palma 42,50 4,80 40,10 9,70 Trazas
Soja 10,80 3,90 23,90 52,10 7,80
Algodon 17,9 24,00 2,00 19,00 51,00 0,20
. Colza 40,7 5,00 2,00 56,00 22,00 9,00
Semillas ]
Girasol 44,6 6,50 4,00 22,00 65,00 0,40
Linaza 34,7 6,50 5,00 21.00 13,00 51,00

De Blas et al. (2003); Dubois et al. (2007).

En lo que respecta al CLA, su contenido en leche aumentara segun la cantidad
de acido linoleico y a-linolénico que aportan tanto el suplemento graso como la dieta
base (0 TMR). Ambos &cidos grasos son capaces de aumentar los niveles de &cidos
trans-Cig:1 en el rumen. Sin embargo, s6lo con el acido linoleico se favorece la
formacion de CLA mediante las dos vias de biosintesis (ruminal y endégena), mientras
que con el acido a-linolénico s6lo es posible la formacion de CLA mediante sintesis
enddgena a partir del acido vacénico (ver el apartado 1.2.2). Este hecho podria explicar

la mayor efectividad del acido linoleico respecto al a-linolénico.

Entre los suplementos ricos en acido linoleico y a-linolénico, hay que destacar
los aceites y semillas provenientes de soja, algodon, lino, girasol, cartamo y colza. Su
contenido en estos precursores de CLA es bastante elevado, algo que contrasta con los
bajos niveles de acido linoleico y a-linolénico presentes en las TMR. Sin embargo, es
importante tener en cuenta el aporte a la dieta de dichas TMR a la hora de evaluar el
efecto real de los suplementos grasos sobre el contenido de CLA en leche.

Otro aspecto a tener en cuenta es la forma de incorporar estos suplementos
grasos en la dieta animal, siendo frecuente el uso de aceites y semillas oleaginosas. La
efectividad de una u otra forma de adicion dependera de la facilidad con la que los

microorganismos del rumen puedan acceder a la matriz y, por tanto, disponer de los
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acidos grasos necesarios para llevar a cabo la biohidrogenacién (Dhiman et al., 2000;
Khanal y Olson, 2004).

Adicion como aceites: En general, los aceites suelen ser mucho mas efectivos

que las semillas en el aumento del CLA en leche. Varios estudios han demostrado esta
efectividad, empleando en la dieta animal distintos tipos de aceites vegetales, cuyos
porcentajes, dentro de la racion suministrada, oscilan entre un 1 y un 6%. En ovejas
alimentadas con este tipo de aceites, se han encontrado aumentos significativos del
contenido de CLA en leche, sobre todo con aceite de soja (Gomez-Cortés et al., 2008a),
aceite de girasol (Hervas et al., 2008b; Castro et al., 2009; Bodas et al., 2010; Gémez-
Cortés et al., 2011) y aceite de lino (Bodas et al., 2010). Esta efectividad es menor
cuando se emplea aceite de oliva (Gomez-Cortés et al., 2008b; Bodas et al., 2010) o
aceite de palma hidrogenado (Castro et al., 2009; Bodas et al., 2010), debido a que en
estos aceites, el contenido de acido linoleico es mucho mas bajo, mientras que el de
acido a-linolénico es practicamente inexistente. En la Figura 1.6 se muestran los valores
méaximos de CLA encontrados en leche de oveja, alimentadas con algun tipo de aceite
vegetal. Segun los resultados, parece que el mayor aumento en el contenido de CLA se
da con aceite de girasol y con el aceite de lino.
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E Dieta control (DC)
O Suplemento + DC

40 A

35 4

30 1

25 4

20

Aceite de lino (3%) + DC

mg CLA/g Grasa

15 A

Forraje + concentrado (20:80)
Aceite de soja (6%) + DC

Forraje + concentrado (20:80)
Aceite de girasol (6%) + DC

Aceite de oliva (3%) + DC

10 A

Aceite de palma hidrogenado (1%) + DC

- Forraje + concentrado (60:40)

. Forraje + concentrado (43:57)

o
. Forraje + concentrado (43:57)

Gomez-C et al., 2008a Hervés et al., 2008b Bodas et al., 2010 Bodas et al., 2010 Castro et al., 2009
(aumenta 3,3 veces) (aumenta 3,7 veces) (aumenta 4,3 veces) (aumenta 2,1 veces) (aumenta 1,1 veces)

Figura 1.6. Contenido de CLA total en leche de ovejas alimentadas con distintos suplementos de
aceites vegetales.
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Una de las desventajas de proporcionar dietas con grandes cantidades de aceites
vegetales es la posible inhibicion de la actividad microbiolédgica en el rumen, pudiendo
afectar de forma negativa al rendimiento lacteo y a la composicion de la leche (Pulina et
al., 2006). Diversos estudios han demostrado que, con la adicion de hasta un 6% de
aceite en la dieta de ovinos, es posible aumentar el contenido de CLA en leche, sin que
se vea afectado el rendimiento lacteo o la composicion de la leche (Gomez-Cortés et
al., 2008a y 2011; Hervas et al., 2008a y 2008b). En bovinos, estos suplementos
lipidicos estan restringidos en su dieta a niveles menores del 7% en materia seca, segun
Gomez-Cortés (2010). Las alternativas que se dan para superar estos porcentajes en la
dieta animal son el uso de semillas o de aceites protegidos, ya que sus efectos

fisiolégicos en el rumen son menos agresivos (Gémez-Cortés, 2010).

Adicién como semillas: Las semillas afiadidas a la dieta pueden estar intactas

(Luna et al., 2005b) o ser sometidas previamente a procesos como tratamientos
térmicos, molienda, micronizacion o extrusion (Gémez-Cortés et al., 2009b; Mele et
al., 2011). Con el uso de determinadas semillas (como la linaza o el girasol) es posible
aumentar los niveles de CLA en la leche de oveja (Luna et al., 2005b; Zhang et al.,
2006a; Addis et al., 2009). Este incremento, comparado con el de sus respectivos
aceites, suele ser menor; sin embargo, en la dieta animal es posible utilizar porcentajes
mucho mas altos de semillas que de aceites (Zhang et al., 2006b). En la Figura 1.7 se
muestra que las semillas extrusionadas dan un contenido de CLA en leche mucho mas

alto con menor porcentaje afiadido que con las semillas enteras.

Adicién como constituyente graso protegido: En la dieta animal, los aceites

vegetales también se pueden suministrar de forma protegida. De esta manera, es posible
evitar que determinados acidos grasos puedan sufrir transformaciones o degradaciones
en el rumen. Esto se puede lograr mediante la emulsificacién o encapsulacion en una
matriz proteica 0 mediante la conversion en sales de calcio, inertes al pH ruminal
(Chouinard et al., 2001; Huang et al., 2009). Estos constituyentes son muy efectivos en
el aumento de los niveles de CLA en la grasa lactea. Sin embargo la suplementacion con
este tipo de dietas tiene un coste muy alto y en algunos casos, su aplicacion se ha
traducido en una disminucion del contenido graso en leche y de ciertos acidos grasos de

cadena corta y media (Stanton et al., 2003; De la Fuente y Juarez, 2004).
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Figura 1.7. Contenido de CLA total en leche de ovejas alimentadas con distintos suplementos de
semillas vegetales.

1.3.1.4. Suplementos de origen marino

Algunos de estos suplementos se han afiadido a la dieta de los animales como aceite de
pescado (Shingfield et al., 2003; Capper et al., 2007; Toral et al., 2010a), aceite de
algas (Reynolds et al., 2006), harinas de pescado (AbuGhazaleh et al., 2002 y 2004) o
como algas marinas (Toral et al., 2010b). De todos ellos, los que parecen ser mas

efectivos a la hora de aumentar el contenido de CLA en leche son los aceites marinos.

A diferencia de los suplementos de origen vegetal, los de origen marino
contienen un bajo porcentaje de acido linoleico y a-linolénico, pero son ricos en &cidos
grasos poliinsaturados de 20 y 22 atomos de carbono (PUFA). Se podria pensar que
estos acidos grasos no son capaces de inducir la formacion de CLA en el rumen. De
hecho, el mecanismo mediante el cual estos suplementos lipidicos aumentan el
contenido de CLA en leche aln no esta suficientemente esclarecido (Luna, 2006). Sin
embargo, algunos autores coinciden en que los PUFA, suministrados junto con otros
suplementos ricos en acido linoleico o a-linolénico, podrian inhibir la transformacion de
acido vacénico en acido estearico en el rumen, y por este mecanismo incrementar el
contenido de CLA en leche (De la Fuente y Juarez, 2004; Khanal y Olson, 2004).
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La suplementacion de aceites y algas marinas en la dieta animal podria provocar
una disminucion del rendimiento lacteo y del contenido total de grasa en leche. Ademas,
la leche contendria acidos grasos mas susceptibles a la oxidacion (De la Fuente y
Juéarez, 2004; Haro et al., 2006). Estos inconvenientes se podrian contrarrestar en cierta
medida, combinando los suplementos marinos con aquellos que son ricos en acido

linoleico y/o a-linolénico.
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Figura 1.8. Contenido de CLA total en leche de ovejas alimentadas con distintos suplementos de
origen marino o combinaciones de los mismos con aceites vegetales.

La Figura 1.8 muestra algunos estudios relacionados con la utilizacion de
suplementos de origen marino en la dieta animal, ya sea como aceites, como algas o
combinacion de los mismos con aceites vegetales. En general, la efectividad de los
aceites marinos y las algas en el aumento del contenido de CLA en leche es comparable
a la de los aceites vegetales. Incluso con cantidades mas bajas de aceite de pescado
(1%) fue posible obtener una leche de oveja con niveles de CLA casi comparables a los
encontrados cuando se suministrd el doble de aceite de girasol, aunque el mayor
aumento en el contenido de CLA (28,98 mg/gcrasa, Casi cuatro veces el contenido de
CLA inicial) se encontr6 combinando ambos suplementos (Toral et al., 2010a).

Reynolds et al., (2006) obtuvieron resultados similares (el contenido de CLA en leche
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aumento de 6,68 a 26,36 mg/gerasa), SUMInNistrando aceite de algas y aceite de soja (en
una proporcién 1:2). Finalmente, en el estudio publicado por Toral et al. (2010b) se
observo que con la utilizacion de cantidades equivalentes de algas marinas y aceite de
girasol (2,4 y 2,5%, respectivamente), el contenido de CLA en leche podria aumentar
hasta casi seis veces, respecto al encontrado en la dieta basica empleada (de 5,90 a
34,80 mg/gcrasa)-

De estos resultados se podria deducir que con los suplementos de origen marino,
solos o combinados con aceites vegetales, es posible aumentar considerablemente los
niveles de CLA en leche (Pulina et al., 2006; Chilliard et al., 2007). Algo que parece
bastante prometedor, sobre todo si se utilizan combinaciones de ambos suplementos, ya
que ademas de ser mas efectivas que cuando se suministran de forma individual,

repercuten en menor grado sobre el rendimiento lacteo.
1.3.2. Factores asociados a procesos tecnolégicos

Entre los procesos tecnoldgicos utilizados para el procesado y transformacion de
la leche, se pueden mencionar los siguientes: tratamientos térmicos, homogeneizacion,
fermentacion, maduracion, conservacion, almacenamiento, etc. Algunos de ellos han
sido estudiados con el fin de observar su influencia sobre el contenido de CLA en
productos lacteos (Rodriguez-Alcala et al., 2007 y 2009), principalmente en quesos
(Luna et al., 2005c y 2007).

Hay que sefialar que la influencia de los procesos tecnoldgicos sobre el
contenido de CLA en leche y derivados lacteos, ha generado cierta controversia. En los
primeros trabajos se encontrd una gran variabilidad en las concentraciones de CLA, con
aumentos que se atribuyeron principalmente al calentamiento previo de la leche (Aneja
y Murthy, 1990; Shantha et al., 1992; Garcia-Lopez et al., 1994), al proceso de
maduracion (Ha et al., 1989) o a la utilizacion de bacterias productoras de isomerasas
(Parodi, 2003). Este posible aumento del contenido de CLA en determinados productos
lacteos se intentd explicar a través de la oxidacion del acido linoleico durante las etapas
del procesado y maduracién. Segln este mecanismo, el &cido linoleico presente en la
leche se convierte en un radical libre, el cual posteriormente reacciona con un agente
donador de hidrogeno para formar un sistema de dobles enlaces conjugados. La

temperatura, el oxigeno y la presencia de moléculas donadoras de hidrdégeno son
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factores que podrian ejercer una influencia decisiva (Ha et al., 1989; De la Fuente y
Juéarez, 2004).

Garcia-Lopez et al. (1994) encontraron que el contenido de CLA en quesos
aumentaba Unicamente en las etapas relacionadas con el tratamiento térmico. Estos
incrementos podian alcanzar un 14% vy se atribuyeron a la auto-oxidacion del acido
linoleico bajo condiciones anaerobias durante las etapas de calentamiento. Shantha et al.
(1995) también atribuyeron los aumentos en el contenido de CLA en muestras de yogur
y mantequilla a los procesos de fabricacion de los mismos, aunque no observaron
variaciones en el contenido de CLA cuando estos productos lacteos fueron almacenados

durante 6 semanas.

El empleo de temperaturas muy elevadas (200°C, 15 min.), puede inducir
pérdidas significativas en el contenido de CLA presente en la grasa lactea, llegando a
alcanzar el 20 y 32% (Precht et al., 1999). A esa temperatura, el acido ruménico (cis-
9,trans-11) puede sufrir una isomerizacion posicional, conocida como reordenamiento
sigmatrépico, transformandose en el isébmero trans-8,cis-10. Dicho isdmero podria
emplearse como indicador del tratamiento térmico en grasas naturales y en aceites que
contienen CLA (Destaillats et al., 2005). También se han encontrado descensos
importantes en el contenido de CLA en quesos calentados en horno de microondas (a
temperaturas por encima de 94 °C). Dichas pérdidas eran del 20% y del 52%, cuando las

muestras se calentaban durante 5 y 10 minutos, respectivamente (Herzallah et al., 2005).

Sin embargo, en ninguno de los estudios mas recientes se ha podido demostrar
que tales procesos tecnoldgicos contribuyan de manera significativa al aumento o
disminucion del contenido de CLA en la grasa lactea (Luna et al., 2005c y 2007).
Ademas, estos pequefios cambios no son comparables con los efectos ocasionados por
la adicion a la dieta de determinados suplementos. Segun Herzallah et al. (2005), la
pasteurizacion de la leche no tiene un efecto significativo sobre el contenido de CLA,
aunque si observan una disminucion del contenido de CLA en leche sometida a un
proceso UHT o a calentamiento con microondas. Resultados publicados recientemente
corroboran que la pasteurizacion, aunque se empleen temperaturas relativamente
elevadas (70 a 90°C, 5 minutos), permite mantener la cantidad de CLA inicialmente

presente en leche sin tratar (Zengin et al., 2011).
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En leche de oveja pasteurizada (73°C, 15 segundos), se encontrd que el
contenido de CLA total no varia, pero si se producen cambios en la distribucién de
algunos isomeros: el cis-9,trans-11 y el trans-10,trans-12 aumentan y, por el contrario,
el cis-10,cis-12 y otros isdmeros no especificados, se reducen (Buccioni et al., 2010). A
efectos comparativos entre trabajos, las modificaciones en el perfil de isomeros hay que
considerarlas con cautela puesto que, en muchos casos, no se estan determinando los
mismos isdbmeros y a veces se trata de variaciones relativas pero que no tienen el mismo

significado cuando se refieren a valores absolutos.

La homogeneizacion de leche de vaca, oveja o cabra, con altas presiones (350
MPa) no provoco modificaciones en el contenido de CLA total, ni en la distribucién de
isdmeros (Rodriguez-Alcala et al., 2009). En leche materna, se han comparado los
efectos que sobre algunos nutrientes puede producir un tratamiento con altas presiones
(400, 500 y 600 MPa; 22, 24,5 y 27° C) y una pasteurizacion clésica (62,5°C, 30
minutos). En lo que respecta al CLA, no se encontraron variaciones en los isdbmeros cis-
9,trans-11 y trans-10,cis-12 (Molté-Puigmarti et al., 2011).

La mayoria de los resultados encontrados en la bibliografia estan relacionados
con el efecto del procesado en quesos. Werner et al. (1992), determinan cambios poco
significativos en el contenido de CLA de diversos tipos de quesos. En un estudio con
quesos tipo Mozzarella y Cheddar, tampoco se observaron cambios en los niveles de
CLA durante las 32 semanas que fueron almacenados (Boylston y Beitz, 2002).
Partidario et al. (2008) no encontraron diferencias significativas en el contenido
individual de isomeros CLA en tres tipos de quesos ovinos portugueses, aunque si
observaron ligeros aumentos de cis-9,trans-11 y ligeros descensos de trans-7,cis-9,
cuando se compararon con la leche de partida. Luna et al. (2005c) tampoco
determinaron pérdidas importantes en el contenido de este isomero en quesos de leche
de vaca. Luna et al. (2007) no detectan diferencias significativas en el contenido de
CLA de diferentes quesos espafioles con denominacion de origen (Manchego, Mahon y
Cabrales), cuando se sometieron a periodos de maduracién de 3 y 6 meses. Herzallah et
al. (2005) no observaron variaciones importantes en el contenido de CLA presente en
quesos, cuando se sometieron a un calentamiento con agua a ebullicion (la pérdida en el

contenido de CLA total no superé el 1%) o durante su almacenamiento.
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Rodriguez-Alcald y Fontecha (2007), evaluaron el contenido de CLA en 6
productos lacteos enriquecidos con Tonalin®, analizados después de procesados y varias
semanas después de estar almacenados en refrigeracion. Aungue observaron una
disminucion del CLA total en muestras de queso fresco analizadas después de 10
semanas (relacionada posiblemente con un aumento de la microbiota), cabe decir que,
en general, la influencia del procesado y del almacenamiento sobre el contenido de
isbmeros mayoritarios fue insignificante. Respecto a los isomeros minoritarios, si
encontraron que algunos de ellos pueden disminuir (cis-11,trans-13 y trans-8,cis-10) o
desaparecer (algunos cis-cis) durante estos procesos, en particular cuando se realiza un
tratamiento térmico. Ademas, en leche en polvo, se observan incrementos significativos

de isbmeros trans-trans, en concreto trans-9,trans-11 y trans-10,trans-12.

En general, se considera que la concentracion de CLA en la leche procesada y/o
almacenada depende fundamentalmente del contenido en la leche cruda, siendo poco
relevante el efecto del procesado (Dhiman et al., 2005; Luna, 2006; Luna et al., 2005¢
Bisig et al., 2007; Prandini et al., 2009; Gomez-Cortés, 2010). En todo caso, es

necesario conocer la influencia real en leches comerciales.

El empleo de fermentos lacticos o cepas de cultivo iniciadores, capaces de
convertir ciertos acidos grasos poliinsaturados no esterificados (como el acido linoleico
“libre”) en CLA, incrementa su contenido en productos fermentados, como el yogur
(Akalin et al., 2007; Yadav et al., 2007). Estudios in vitro con determinadas bacterias
han demostrado que este efecto se debe a las isomerasas presentes en las bacterias
utilizadas. Akalin et al. (2007) emplearon Lactobacillus acidophilus o Bifidobacterium
animalis en yogures que contenian un 2% de fructooligosacaridos, observando un
incremento en el contenido de CLA hasta 3 veces superior, comparado con los yogures
no tratados con este tipo de fermentos. Yadav et al. (2007) observaron este mismo
efecto al afadir L. acidophilus y L. casei, también en yogures. Sin embargo, a pesar de
parecer un procedimiento bastante interesante para conseguir mayores contenidos de
CLA, se desconoce si dichos efectos pueden darse a escala industrial. Ademas, una
desventaja de utilizar estas cepas de cultivo es la necesidad de un acido graso
poliinsaturado como sustrato, el cual podria influir negativamente sobre la calidad
organoléptica del producto fermentado, ya que es mas susceptible a la oxidacién

(Collomb et al., 2006; Bisig et al.,, 2007). En trabajos posteriores se recoge que
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determinadas bacterias son capaces de aumentar el contenido de CLA cuando el &cido
linoleico se afiade en forma de triglicérido, pero el porcentaje de conversion es menor y
se necesita un periodo de incubacién mas largo que cuando se afiade en forma libre
(Rodriguez-Alcald et al., 2011). Todo ello indica la necesidad de realizar
investigaciones que permitan no sélo conocer la viabilidad econémica de estos procesos

en la industria, sino también obtener un producto con un buen sabor.

En leche fermentada con la fraccion grasa modificada para enriquecerla en
acidos grasos n-3, no se detectaron cambios en el contenido de CLA atribuibles al
proceso de fermentacion ni a su almacenamiento en refrigeracion (4°C) durante 21 dias.
Se emplearon Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium
BB-12. Ademas, se estudid el efecto de las proteinas del suero, concluyéndose que la

presencia de las mismas no altera el contenido de CLA (Luna et al., 2004).
1.3.3. Otros factores relacionados con el propio animal

La influencia que pueden tener estos factores sobre el contenido de CLA en
leche puede ser variada y relativa. Entre estos factores, se pueden mencionar: la
poblacion microbiana en el rumen, el rendimiento lechero, la produccion de grasa lactea
y la actividad enzimatica de la A’-desaturasa en la glandula mamaria (Gémez-Cortés,
2010). Este ultimo factor es el que méas se ha estudiado (Palmquist et al., 2005), y
aunque existe cierta controversia sobre el mecanismo que regula la actividad enzimatica
de la A°-desaturasa, lo que si parece estar claro es que entre dos animales de la misma

especie y raza, dicha actividad puede ser muy diferente (Bauman et al., 2003).

Se han encontrado, por ejemplo, diferencias significativas entre los contenidos
de acido linoleico conjugado de distintas razas de ovejas (Tabla 1.19). Se cree que
estas diferencias vienen marcadas por la presencia del sustrato (acido vacénico) y no
tanto por la propia actividad enzimatica de la A%-desaturasa en la glandula mamaria
(Tsiplakou et al., 2008b). Otros factores como el periodo de lactancia (De la Fuente et
al., 2009) y la edad del animal (Barbosa et al., 2003) pueden afectar al contenido de
CLA en leche. Aun asi, muchos de estos resultados no han podido ser contrastados con
datos de otras publicaciones, y ademas, las variaciones encontradas son poco relevantes,
si se compara con la variacion de CLA que puede ejercer la dieta animal. Segun De la

Fuente et al. (2009), las variaciones en el contenido de CLA en leche durante la
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lactacion pueden llegar a ser significativas, debido quizas a que en este periodo hay una

variacion del contenido de grasa en la leche y un aumento de la relacion CLA/TVA.

Barbosa et al. (2003) observaron un mayor contenido de CLA en la leche de ovejas con

un rango de edad de entre 8 y 10 afios (1,73%), comparadas con aquellas cuya edad
estaba entre 1 — 4 afios (1,53%) y entre 5 — 7 afios (1,27%).

Tabla 1.19. Contenido de CLA en leche segun la raza ovina

Referencia CLA total (% respecto al total de acidos grasos)
Tsiplakou et al., 2008a Awassi Lacaune Friesland Chios
Dieta control (F/C 50:50) 0,72 0,64 0,64 0,68
Pasto (sin especificar cual) 0,96 0,88 1,00 0,90
Luna et al., 2005a Awassi Manchega Churra Assaf
No especifican dieta 0,97 0,62 0,96 0,57
Barbosa et al., 2003 Blanca Negra Churra Vérzea
No especifican dieta 1,46 1,46 1,45 1,59
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1.4. ASPECTOS FUNCIONALES DEL CLA

El &cido linoleico conjugado ha despertado un interés creciente por sus
potenciales efectos beneficiosos sobre la salud. Entre los efectos fisioldgicos que se le
atribuyen destacan su papel protector frente al desarrollo de procesos tumorales,
obesidad, aterosclerosis, diabetes, enfermedades Oseas, asi como modulador de la

respuesta inmune.

Las actividades bioldgicas del CLA se relacionan con dos isomeros, el cis-
9,trans-11 vy el trans-10,cis-12. Muchas de las investigaciones se han realizado con
mezclas de ambos isémeros en proporcion 1:1 y pequefias cantidades de otros isémeros,
y en menor medida con isomeros individuales, que han aportado evidencias sobre
algunas de sus funciones fisiologicas especificas. Asi el isdbmero trans-10,cis-12 se
considera responsable de la reduccion de la grasa corporal, mientras que el cis-9,trans-
11 estaria implicado en la mejora del crecimiento y eficiencia de la dieta en roedores.
Los dos serian activos como inmunomoduladores o como agentes anticancerigenos y en
ciertos casos podrian actuar sinérgicamente. Incluso no se descarta que tengan efectos

opuestos en algunas acciones (Pariza et al., 2001; Churruca et al., 2009; Park, 2009).

Las actividades atribuidas al CLA se han demostrado en numerosas y extensas
investigaciones desarrolladas en animales y estudios in vitro, aunque los posibles
mecanismos de accidn no estan totalmente clarificados. En la mayoria de los casos, la
magnitud de los efectos observados hacia prever que también se reflejarian en humanos.
Sin embargo, en general, los resultados son mas modestos, no siempre concluyentes e
incluso a veces controvertidos (Bhattacharya et al., 2006; Benjamin y Spener, 2009;
Park, 2009; Reynolds y Roche, 2010).

1.4.1. Efectos anticarcindgenos

(Lee et al., 2005; Kelley et al., 2007; Gomez-Cortés y De la Fuente, 2010)

En 1987 se identific6 al CLA como el factor responsable de la inhibicion del
desarrollo de tumores de piel inducidos en ratones. Posteriormente, multiples estudios
tanto con mezclas equimoleculares de los isomeros cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12
como con los isémeros individuales han confirmado su actividad anticarcinogena.

Pueden actuar en las distintas etapas del proceso carcinogénico: iniciacién, promocién y
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metastasis y regular el crecimiento de tumores por diferentes mecanismos de accion
sobre el metabolismo lipidico, la expresion génica de apoptosis y el control del ciclo

celular, entre otros.

La capacidad anticarcin6gena del &cido ruménico (RA) se ha demostrado en
ratas con tumores de mama inducidos quimicamente con metilnitrosourea, cuando se
incorporaba a su dieta en dosis entre 0,5 y 1%. Asimismo, se ha puesto de manifiesto la
disminucion de la incidencia de tumores de estdmago y colon inducidos quimicamente
en ratones y ratas, respectivamente. Incluso, cantidades inferiores (0,1%) reducian la
metastasis pulmonar espontanea generada tras la implantacion de un tipo de tumor de
mama en ratones. En todos estos modelos, también era eficaz el isomero trans-10,cis-
12.

En relacion con los tumores de la glandula mamaria, también se observaba el
efecto anticancerigeno cuando se incluia en la dieta mantequilla enriquecida de forma
natural con cis-9,trans-11 y cuando se administraba acido vacenico, probablemente por

su transformacion enddgena en acido ruménico.

Por otra parte, en dos modelos animales de ratdén con alteraciones genéticas que
favorecen el desarrollo de tumores de mama o de intestino, el cis-9,trans-11 no producia

ningun efecto.

Ademas de los estudios in vivo, se han realizado numerosos estudios in vitro con
cultivos de células cancerosas humanas y de animales procedentes de tumores de mama,
colon, estomago y prostata, entre otros. De los resultados obtenidos, se deduce que el
potencial inhibitorio de la proliferacion celular del acido ruménico es moderado,
depende del tipo celular concreto y, excepto en algunos estudios, cuando presenta
actividad, suele ser menos potente que el trans-10,cis-12, que es efectivo en todas las
lineas celulares ensayadas. También han mostrado actividad en algunas lineas celulares
tumorales de mama y colon los isomeros cis-9,cis-11 y trans-9,trans-11, presentando

este Ultimo compuesto la mayor capacidad inhibitoria del crecimiento.

En humanos las relaciones entre el acido ruménico y el cancer se han valorado

en estudios epidemiologicos y los resultados no son homogeéneos.
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En un estudio en Finlandia en mujeres pre y posmenopausicas, se establecié que
la ingesta de CLA vy sus niveles en suero eran significativamente inferiores en las
pacientes con cancer de mama que en los controles, solo en el segundo grupo de
mujeres (Aro et al., 2000). Sin embargo, en una cohorte de mujeres posmenopausicas en
Holanda, se observo una débil asociacion positiva entre la ingesta de CLA (ingesta
media: 200mg/dia) y la incidencia de cancer de mama (Voorrips et al., 2002). Por otra
parte, en una poblacion de pacientes francesas con tumores de mama, no se encontrd
una asociacion significativa con los niveles de CLA en tejido adiposo mamario en
relacion con los controles, ni tampoco con el riesgo de desarrollo posterior de
metastasis, pero el intervalo de variacion en las concentraciones de CLA era estrecho
(Chajes et al., 2002 y 2003).

En otro amplio estudio de casos y controles llevados a cabo en Estados Unidos,
no se detectd ninguna correlacion entre la ingesta de CLA vy el riesgo global de céncer
de mama. No obstante, se observo una ligera reduccion del riesgo de tumores de mama,
negativos para el receptor de estrégenos, s6lo en mujeres premenopausicas
pertenecientes al cuartil con ingestas de cis-9,trans-11 mas altas (> 155mg/dia) cuando
se comparaban con el grupo de ingestas mas bajas (< 66mg/dia) (McCann et al., 2004).
Un estudio de cohorte prospectivo realizado en Suecia ha confirmado la ausencia de
asociacion entre la ingesta de CLA (quintiles inferior y superior, <78 y >156mg/dia) y
la incidencia total de cancer de mama, que no se modifica cuando se considera el estatus
en relacion con los receptores de estrogenos y progesterona, asi como cuando se tratan
de forma independiente las mujeres pre y posmenopausicas (Larsson et al., 2009). En
esta misma cohorte, en un estudio previo, se encontr6 que la ingesta de CLA y
productos lacteos ricos en grasa reducian el riesgo de desarrollo de cancer colorrectal
(Larsson et al., 2005).

A partir de los datos obtenidos en estudios epidemiolédgicos, no es posible
extraer conclusiones definitivas acerca del papel del acido ruménico como agente
preventivo del cancer. Es posible que las ingestas sean bajas y las diferencias entre ellas
en las distintas poblaciones insuficientes, para establecer claramente una relacion. Aun
teniendo en cuenta las limitaciones de extrapolar directamente las dosis utilizadas en los
ensayos en animales, algunos autores consideran como cantidad de referencia la ingesta

de 3,0 gramos diarios por un adulto de 70kg. Este valor se ha estimado a partir de la
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proporcion de una mezcla de CLA en la dieta (0,1%) administrada a ratas, que producia
una reduccidn significativa en el nimero de tumores de mama (Ip et al., 1994). Por otra
parte, Gomez-Cortés y De la Fuente (2010) recogen la informacion aportada por otros
autores, indicando que parece probable que los potenciales efectos protectores podrian
alcanzarse con alimentos funcionales obtenidos aumentando de forma natural los
niveles de &cidos ruménico y vacénico, por su contribucion a incrementar la

disponibilidad de CLA en el organismo.

Por todo ello, es prioritario conocer las cantidades efectivas del CLA y, dadas las
dificultades de realizar estudios de intervencién en humanos para evaluar su influencia
en el proceso carcindgenico, también seria recomendable seguir profundizando en la
investigacion con modelos animales apropiados para mejorar su extrapolacion a la

poblacion humana.
1.4.2. Efectos en el peso y la composicion corporal

La capacidad del CLA para modificar la composicion corporal se demostrd por
primera vez en 1997 en ratones (Park et al., 1997). La suplementacién de la dieta con
0,5% de una mezcla de CLA durante 4 semanas producia una reduccién de la masa
grasa proxima al 60% e incrementos significativos de la masa magra en relacion con los
controles. Estudios posteriores confirmaron estos efectos en otras especies animales,
comprobandose que existian grandes diferencias en la sensibilidad, siendo el ratén la
especie mas sensible. Del conjunto de los resultados en modelos animales se puede
deducir que esta actividad depende del isémero trans-10,cis-12, varia con la dosis,
parece mas eficaz para prevenir la ganancia de grasa que para eliminar la acumulada y
no todos los depdsitos adiposos se afectan en grado similar. En algin caso se han
observado efectos adversos como hipertrofia, esteatosis hepatica y resistencia a la

insulina (Fernandez-Quintela et al., 2004; Navarro et al., 2006).

Entre los estudios de intervencidén con CLA en humanos, el mayor porcentaje se
ha centrado en su influencia en la obesidad. Desde el afio 2000 se han publicado mas de
30 trabajos disefiados especificamente para valorar la eficacia del CLA sobre la
composicion y el peso corporal (Plourde et al., 2008; Jutzeler, 2011). Las caracteristicas

generales son las siguientes:
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e En la mayoria se emplean mezclas de los isomeros cis-9,trans-11 y trans-10,cis-
12 en proporcion 1:1, puesto que solo en tres se ha utilizado el isomero trans-
10,cis-12 aislado (Risérus et al., 2002a; Malpuech et al., 2004; Tricon et al.,
2004a) y no se consideran los realizados con el isbmero cis-9,trans-11 ya que en

ninguno se observaban cambios en la masa grasa.

e Las dosis varian entre 0,7 y 6,8g de CLA al dia, administradas a grupos de
poblacion adulta con diferentes indices de masa corporal, sobre todo con
sobrepeso y obesos. En algun caso los participantes tenian sindrome metabdlico
0 eran diabéticos (Risérus et al., 2002a; Norris et al., 2009). Sélo uno de los

estudios se ha realizado en nifios (Racine et al., 2010).

e El periodo de intervencion duraba entre 1 y 6 meses, excepto en tres estudios en
los que la suplementacidn se mantenia hasta 1 afio (Gaullier et al., 2004; Larsen
et al., 2006) o 2 afios (Gaullier et al., 2005).

En relacion con el peso corporal, sélo en cuatro estudios se produjeron pérdidas
pequefias pero significativas (1-2%), por lo que puede deducirse que la accién del CLA

apenas tiene relevancia.

En cuanto a la masa grasa, se observan efectos significativos en
aproximadamente el 50% de los estudios, obteniéndose reducciones entre el 1y el 8% y
detectdndose algunas inconsistencias cuando se comparan entre ellos. Whigham et al.
(2007) realizaron un meta-analisis que incluia los ensayos doble ciego controlados con
placebo y que utilizasen técnicas validadas para medir la composicién corporal (15
estudios). Los autores concluyen que una dosis mediana de 3,2 gramos de CLA al dia
produce una reduccion de la masa grasa de 0,09 + 0,08 kg/semana en el grupo tratado,
comparado con el placebo. Ademas, constatan la existencia de una respuesta lineal
frente a la dosis hasta los 6 meses, luego la pérdida de masa grasa es menos acusada
hasta que practicamente se estabiliza entre 1 y 2 afios. Por otra parte, indican que la
ausencia de efectos pueda deberse a que el tiempo de tratamiento sea corto y/o el
namero de participantes muy reducido como para detectar los cambios. Jutzeler (2011)
en una revision sobre este tema, propone considerar solo los estudios con 3 meses de

tratamiento como minimo.
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Algunos estudios valoran los efectos de la suplementacion inmediatamente
después de haber realizado una dieta hipocaldrica (Kamphuis et al., 2003; Whigham et
al., 2004; Larsen et al., 2006). En ninguno de ellos encuentran diferencias significativas

en el peso y la grasa corporal en relacion con los controles.

Otro efecto que se le atribuye al CLA es el aumento de la masa magra.
Schoeller et al. (2009) han realizado un meta-analisis con los mismos 15 estudios
mencionados anteriormente y concluyen que la ingesta de CLA resulta en un pequefio
incremento en la masa libre de grasa (< 1%), no significativo estadisticamente. El panel
de Alergias, Nutricion y Productos Dietéticos (NDA) de la EFSA también ha concluido
que no se puede establecer una relacion entre la ingesta de CLA y un aumento de la

masa magra en humanos (EFSA, 2010c).

Del conjunto de los resultados, se puede deducir que las ingestas de 3,0 g/dia de
mezclas de CLA en humanos producen un efecto pequefio pero significativo en la
pérdida de masa grasa sin afectar al peso corporal ni a la masa magra. En cualquier
caso, la variabilidad de la respuesta en humanos y las discrepancias con los resultados
obtenidos en ensayos con animales podrian deberse a factores relacionados con el
disefio experimental (las dosis, fundamentalmente), la ingesta dietética y a diferencias

de tipo genético y metabolico (Navarro et al., 2006; Plourde et al., 2008).

1.4.3. Efectos sobre los factores relacionados con el desarrollo de diabetes tipo 2 y

enfermedades cardiovasculares

En los estudios de intervencion realizados en humanos para investigar los
efectos del CLA sobre la composicion corporal y en otros especificos, con frecuencia se
evalla el impacto del CLA sobre factores de riesgo de estas patologias. Los principales
parametros estudiados son: la sensibilidad a la insulina, los lipidos en sangre,

marcadores de peroxidacion lipidica, de inflamacion y de la funcién vascular.

En la Tabla 1.20 se recogen ensayos en humanos con &cido rumenico y su

influencia en distintos indicadores metabdlicos.

El panel NDA de la EFSA ha publicado dos opiniones cientificas acerca de la
seguridad del CLA (una para el Clarinol® y otra para el Tonalin®) como paso previo a

su posible autorizacion como nuevo ingrediente alimentario en las condiciones de uso
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propuestas: 3 — 3,5¢/dia respectivamente, de una mezcla en proporcion 1:1 de los
isdbmeros cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 (EFSA, 2010a; EFSA, 2010b). Las diferencias
entre ambas opiniones radican solamente en las caracteristicas de los productos
utilizados. De la evaluacién de los datos cientificos disponibles han extraido
conclusiones sobre la seguridad de mezclas de CLA a los que haremos referencia en
este apartado. Por otra parte, estos mismos aspectos se han recopilado y analizado en la

revision de Jutzeler (2011).
1.4.3.1. Efectos sobre la sensibilidad a la insulina y homeostasis de glucosa

Entre los procedimientos para valorar la sensibilidad a la insulina es frecuente
medir las concentraciones sanguineas de glucosa e insulina e indices derivados de
dichos valores como el HOMA-IR (homeostatic model assessment — insulin
resistance). Hay un meta-andlisis, recogido en una tesis doctoral y por el momento no
publicado en revistas cientificas (Herrmann, 2009), que evalua el efecto de la mezcla de
CLA en proporcion 50:50 sobre la glucosa plasmatica (16 estudios), la concentracion de
insulina (15 estudios) y el indice HOMA-IR (7 estudios). Incluye ensayos publicados
entre el 2000 - 2008 y concluye que, en personas con nNormopeso, sobrepeso y obesos no
diabéticos, la mezcla de CLA no ejerceria ningln efecto en estos parametros (EFSA,
2010a). Estudios posteriores (Raff et al., 2009; Joseph et al., 2011; Pfeuffer et al., 2011)
y otros ensayos (Risérus et al., 2002a; Syvertsen et al., 2007), que utilizan medidas mas

especificas de la resistencia a la insulina, confirman la ausencia de efectos.

En cuanto a los isémeros individuales, son sorprendentes los resultados
obtenidos en los trabajos del grupo de Risérus. La administracion de 3,4 g/dia de trans-
10,cis-12 o 3,0 g/dia de cis-9,trans-11 a varones obesos con sindrome metabolico
durante 3 meses, producia un incremento en la resistencia a la insulina que no se
observaba cuando consumian 3,4 g/ dia de la mezcla de ambos isdmeros (Risérus et al.,
2002a y 2004). Hasta el momento, no se ha encontrado una explicacion convincente
para estas observaciones y, en el caso del &cido ruménico, el resto de estudios muestran

gue no afecta a la sensibilidad a la insulina (ver Tabla 1.20).

Solo hay dos estudios con mezclas de CLA en personas diabéticas (Moloney et
al., 2004; Norris et al., 2009) y por los efectos detectados se plantean serias dudas en

cuanto a su seguridad.
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1.4.3.2. Efectos en lipidos plasméticos

Respecto a los efectos del CLA sobre el perfil lipidico, hay publicados muchos
estudios en diferentes poblaciones. Un meta-analisis evalta los efectos del CLA, en
proporcion 1:1, sobre los lipidos en sangre (Herrmann, 2009). Incluye 25 estudios
publicados entre el 2000 y el 2008, que suponian ingestas de CLA entre 1,1y 4,5 g/dia
entre cuatro y 52 semanas. Los resultados muestran que no existen diferencias
significativas entre el grupo tratado y el grupo control en cuanto al colesterol-LDL vy el
colesterol-HDL, mientras que los niveles de triglicéridos son ligeramente superiores en
el primero. Tiene interés el andlisis de un subgrupo de estudios que s6lo consideraba
aquellos que utilizaban aceite de oliva como placebo (n = 9) en vez de aceite de cartamo
o de girasol. En ese caso, se observaban concentraciones de colesterol-HDL inferiores
significativamente en el grupo que ingeria el CLA, aunque la reduccion era baja. Existe
la posibilidad de que este efecto se detecte al comparar con el &cido oleico como
control, por su influencia positiva en los niveles de colesterol-HDL. En cualquier caso,
la magnitud de los cambios en los triglicéridos y en el colesterol-HDL tendrian poco

impacto en el riesgo cardiovascular (EFSA, 2010a).

Los resultados referentes al isomero cis-9,trans-11 muestran que la mayoria no
tienen un efecto significativo en los niveles de triglicéridos ni de colesterol. Sélo en el
estudio de Tricon et al. (2004a) se observa una reduccion del colesterol total y del
colesterol-LDL en funcién de la dosis y cuando se compara con el isémero trans-10,cis-
12.

1.4.3.3. Efectos sobre la peroxidacién lipidica

La determinacion de las concentraciones de algunos isoprostanos-F,, en plasma
y en orina se utilizan como marcadores de peroxidacién lipidica y por ello de estrés
oxidativo in vivo. Se considera que podrian ser marcadores independientes de riesgo de

ateroesclerosis.

En nueve estudios (publicados entre 2000 y 2008) y en otro mas reciente
(Pfeuffer et al.,, 2011) se han evaluado los efectos del CLA en los niveles de
isoprostanos-F,, (8-isoprostaglandina-F,, y/o 15-cetodihidroprostaglandina-F,,) en
orina y/o plasma. Cuando se utilizaban mezclas de CLA en proporcion 1:1, con dosis
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entre 3,4y 5,5 g/dia, en todos los casos se producian incrementos en las concentraciones
de los compuestos determinados. En dos de ellos se administré a otro grupo el isdmero
trans-10,cis-12 y los valores eran superiores a los encontrados con la mezcla (Risérus et
al., 2002a; Smedman et al., 2004); mientras que si se trataba del isbmero cis-9,trans-11,
los incrementos eran inferiores a los correspondientes a la mezcla para las mismas dosis
(Risérus et al., 2004; Tholstrup et al., 2008).

Aunque los resultados son concluyentes en relacion con este efecto del CLA,
lannone et al. (2009) han comprobado, en estudios in vitro y en animales, que el
aumento de 8-isoprostaglandina-F,, podria resultar, al menos en parte, de su menor
catabolismo debido a que el CLA compite con este compuesto por su B-oxidacion en
peroxisomas y bloquearia su degradacion. Por ello cabe la posibilidad de que los
incrementos en isoprostanos-F,, en los tratamientos con CLA no sean claramente
indicativos de favorecer los procesos de peroxidacion lipidica y es necesario realizar

mas investigaciones para clarificar estas interacciones.
1.4.3.4. Efectos sobre la inflamacion

Uno de los pardmetros estudiados es la Proteina C Reactiva (PCR). Tras la
administracion de mezclas de isémeros se observan respuestas diferentes: en cinco
estudios se encuentran incrementos en las concentraciones de PCR, en dos de ellos no
muy significativos y en otro, sélo con dosis altas (6,4 g/dia). Ademas, hay otros tres
estudios en los que no se detecta ningun efecto en este marcador. Herrmann (2009)
considera 6 estudios para hacer un meta-analisis y concluye que se produce un aumento
de la PCR en el grupo tratado con CLA 1:1 comparado con el grupo control (EFSA,
2010a).

También hay informacidn respecto a los isdmeros aislados, 6 estudios con cis-
9,trans-11 y otros 4 con trans-10,cis-12, en los que se demuestra que no afectan a los
niveles de PCR excepto en uno de los ensayos con el isdbmero trans-10,cis-12. Este
estudio se realizd en varones con sindrome metab6lico y se incrementaban las
concentraciones de la proteina, aunque con la mezcla de CLA no se modificaban los

valores correspondientes (Risérus et al., 2002b).
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Otros marcadores de inflamacion, como el TNFa y la IL-6, no se afectan por el
tratamiento con mezclas de CLA (6 estudios) ni tampoco con el isémero cis-9,trans-11
(ver Tabla 1.20).

1.4.3.5. Efectos sobre la funcion vascular

El endotelio vascular es un regulador clave de la homeostasis vascular e
interviene de forma determinante en el desarrollo de ateroesclerosis. Los resultados
obtenidos con mezclas de CLA en los tres estudios disponibles son heterogéneos. En
uno de ellos se comprueba que produce un deterioro de la funcién endotelial (Taylor et
al., 2006), mientras que Pfeuffer et al. (2011), no observan este efecto, sino incluso una
tendencia favorable y Raff et al. (2006) demuestran que no se afecta la elasticidad
arterial. Sluijs et al. (2010) obtienen resultados similares cuando administran cis-

9,trans-11 con pequefias cantidades de trans-10,cis-12

Por otra parte, hay cuatro estudios con mezclas o con el isémero cis-9,trans-11
(dos estudios) que determinan otros marcadores de la funcion endotelial, en concreto las
moléculas de adhesion vascular (VCAM) e intercelular (ICAM). Estos parametros
no se ven afectados excepto en un estudio, en el que se encontraba una reduccion de la
VCAM (Watras et al., 2007).

Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados, el panel NDA de la EFSA
concluye que el consumo de 3,0 — 3,5g/dia de una mezcla de isémeros cis-9,trans-11 y
trans-10,cis-12 en proporcion 50:50 durante seis meses es seguro. No se ha establecido
su seguridad para diabéticos tipo 2, ni para periodos de tratamiento mas prolongados
para la poblacion en general, porque los resultados son limitados o no concluyentes.
Incluso plantean ciertas reservas en cuanto a su seguridad por los incrementos
observados en las concentraciones de isoprostanos y en otros marcadores de
inflamacion. Sin embargo, la FDA de Estados Unidos considera que los posibles efectos
adversos sobre la sensibilidad a la insulina y las enfermedades cardiovasculares no
serian significativos cuando se consuman 3g/dia de estas mismas mezclas. De hecho, en
julio de 2008 incluyé al CLA entre las sustancias GRAS (generalmente reconocidas
como seguras) para su uso como ingrediente alimentario en algunos alimentos (FDA,
2008).
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En relacion con el isomero cis-9,trans-11 y admitiendo que la informacién
disponible es escasa, los datos cientificos indican que no afectaria de forma significativa
a la sensibilidad a la insulina ni a los factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo Smit et al. (2010) han encontrado que su concentracion
en tejido adiposo subcuténeo se asocia de forma inversa con menor riesgo de infarto de
miocardio no fatal. El estudio se realizd en 3626 personas con y sin historia de infarto
de miocardio en Costa Rica. Se comprobd que las personas con niveles mas altos en
tejido adiposo tenian mayores ingestas de CLA (cis-9,trans-11) y de productos lacteos.
Por todo ello parece necesario plantear nuevas investigaciones, con especial énfasis en
ampliar los periodos de estudio y el nimero de participantes, para poder obtener

evidencias concluyentes al respecto.
1.4.4. Efectos inmunomoduladores

Los estudios en animales e in vitro indican que el CLA puede modular la
funcion inmune siendo activos tanto el isdmero cis-9,trans-11 como el trans-10,cis-12.
Pueden influir en la respuesta inmune humoral y celular y afectar a la produccién de
citocinas, inmunoglobulinas y a la proliferacién de linfocitos, entre otros efectos
(O’Shea et al., 2004; Bhattacharya et al., 2006; Park, 2009).

En humanos hay muy pocos estudios que evaluen la actividad del CLA sobre el
sistema inmune. Albers et al. (2003) encontraron que la administracién de mezclas de
los isomeros cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 en proporciones 50:50 y 80:20
incrementaba los niveles de anticuerpos frente al virus de la hepatitis pero no
modificaba otros pardmetros. Un estudio con las mismas mezclas concluia que el CLA
producia un efecto minimo en marcadores de la funcién inmune y no suponia ningdn
beneficio comparado con el control (Nugent et al., 2005). Sin embargo, Song et al.
(2005) comprobaron que la ingesta de 3g/dia de una mezcla de CLA (50:50) influia
positivamente en la respuesta inmune. Se incrementaban las concentraciones de IgA e
IgM v la citocina antiinflamatoria IL-10 y se reducian los niveles de IgE y de citocinas
proinflamatorias (TNF-o y IL-1B). Asimismo, disminuia la respuesta de
hipersensibilidad retardada. Sugieren que la suplementacion con CLA podria mejorar la
capacidad de respuesta de personas sanas frente a agentes infecciosos e incrementar su

resistencia a alergenos.
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Tricon et al. (2004b) valoraron la eficacia de los isbmeros cis-9,trans-11 y trans-
10,cis-12 individualmente, tras la administracion de 0,6, 1,2 y 2,4 g/dia, y observaron
que ambos isomeros presentaban una capacidad similar para reducir la activacion de

linfocitos T pero no modificaban la produccidn de citocinas.

Los estudios mencionados se han realizado en personas sanas y tendria interés
conocer los efectos del CLA en grupos de poblacion con enfermedades de base
inmunoldgica. En este sentido, se ha llevado a cabo un ensayo en personas alérgicas al
polen de abedul. La suplementacién con 2g de CLA (mayoritariamente cis-9,trans-11)
mejoraba algunos sintomas y reducia la produccion de algunas citocinas inflamatorias.
Sin embargo, no habia diferencias en los niveles de IgE total y especifica, 1gG e IgM y
disminuyeron las concentraciones de IgA. Ademas se incrementaba la excrecion

urinaria de isoprostanos (Turpeinen et al., 2008).

Recientemente, se han publicado los resultados de un estudio de cohorte
realizado en Holanda. Thijs et al. (2011) demuestran por primera vez la existencia de
una asociacion consistente entre los altos niveles de acidos ruménico y vacénico en
leche materna, y el menor riesgo de padecer eczema en las madres y dermatitis atopica y
sensibilizacion alérgica en nifios al afio de vida, que es independiente del efecto

protector de los acidos grasos poliinsaturados omega-3.

La escasez de evidencias en humanos impiden obtener conclusiones, pero
plantean nuevos interrogantes sobre los posibles beneficios del CLA en la prevencion y
desarrollo de enfermedades que afectan al sistema inmunitario.
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Tabla 1.20. Estudios con cis-9,trans-11 en humanos e influencia en indicadores metabélicos

N FEEEES Dosis Duracion | Triglicéridos/ e
Referencia tratadas Placebo . g Insulina/ | Isoprostanos Otros indicadores sin efectos
(g/dia) (semanas) Colesterol P
(M/H) Indices
Risérus et al., . > resistencia
2004 13 (H) Oliva 3,0 12 SE N Incremento
Malpuech et al., Girasol . ., .
2004 18/18 (alto oleico) 1,5/3,0 18 ND SE ND PCR; funcion renal/ hepatica
Tricon et al., Sin placebo < colesterol total
2004 24 Cruzado 06/12/24]| 8+8+8 y colesterol LDL = A2
Mantequilla
Desroggg%et al. 16 (H) CLA (bajolalto) | 0,24/ 2,60 4+4 SE ND ND PCR; leptina
Natural. Cruzado
Naumann et al., Girasol i L -
2006 34 (alto oleico) 3,0 13 SE SE ND PCR; funcion renal/ hepética
i Lacteos Natural
ity Gl 32 (H) CLA (bajolalte) | 0,15/ 1,4 6+6 SE SE ND PCR; IL-6; VCAM, ICAM
2006 Cruzado
Tholstrup et al., . PCR; IL-6; TNF-a; VCAM;
2008 24 (M) Oliva 51 16 SE ND Incremento ICAM: MCP1, PAI-1, fibrin6geno
Ra‘;fo‘ztga"’ 24 (M) Oliva 47 16 ND SE ND Adiponectina; mRNA genes
Sluijs et al., Palma + Soja 2,5+ ) .. . .
2010 173 (80 + 20) 0,6 (110¢12) 24 SE SE ND PCR,; elasticidad y tensidn arterial
Venkatramanan et al., CLA (bajo/alto) ) ) » -
2010 32 Natural 02/13 8 SE ND ND PCR; TNF-a; funcion hepatica
Brown et al., CLA (bajo/alto) Adiponectina; funcién hepatica;
2011 18 (M) Natural 0,35/1,2 8 SE SE ND masa 6sea
Joseph et al., Cartamo PCR; IL-6; TNF-a; adiponectina;
2011 21 {(7) Cruzado 2,8 S S5 == ND LDL oxidada

M: Mujer; H: Hombre; SE: Sin Efecto; ND: No Determinado; PCR: Proteina C Reactiva; IL-6: Interleucina-6; VCAM: molécula de adhesion vascular; ICAM: molécula de adhesion intercelular; TNF-a: Factor de

necrosis tumoral; MCP1: proteina quimiotactica de monocitos 1; PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno 1.
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1.5. ANALISIS DE CLA EN LACTEOS
1.5.1. Introduccién

El analisis de CLA puede llegar a ser una tarea bastante compleja, debido a la
gran variedad de &cidos grasos presentes en la grasa de la leche y a la desigual
proporcion de los isomeros CLA en este tipo de muestra. Para la determinacion de estos
isdmeros en leche, se han aplicado distintas metodologias analiticas (Figura 1.9), que
incluyen: la extraccion de la grasa lactea; la derivatizacion de los &cidos grasos a
compuestos que sean mas féciles de analizar; y finalmente, la aplicacion de una técnica
analitica precisa y fiable capaz de separar, identificar y cuantificar cada uno de los

isdbmeros presentes en la muestra de leche.

| LECHE O DERIVADO LACTEO |

| EXTRACCION |

| Derivatizacion FAME |

Fraccionamiento FAME (normalmente no se realiza)
Ag-TLC; Ag-SPE:; RP-HPLC

Derivatizacion DMOX
(cuando proceda)

Ag*-HPLC/DAD CLA total GC-MS (Localizacion de enlaces C=C)
Fraccionamiento de CLA (semipreparativa) GC-FID; FT-Raman GC-FTIR (Configuracion de enlaces C=C)
Perfil de isomeros CLA GC-CI-MS/MS (Posicion y geometria C=C)
Cuantificacién CLA individual RMN (Localizacion de enlaces C=C)

Ag*-HPLC/{APPI 6 APCI)}/MS
Pasicion y geometria C=C (poco utilizada)

Figura 1.9. Diagrama general del andlisis de isomeros CLA en lacteos.

De entre todas las técnicas instrumentales que existen para el analisis de
isdmeros CLA en leche, la mas utilizada ha sido la cromatografia de gases con detector
de ionizacién de llama (GC-FID). Su acoplamiento a técnicas como la espectrometria
de masas (GC-MS) o la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (GC-
FTIR) la han hecho una potente herramienta instrumental, sobre todo cuando se quiere
obtener informacién estructural que permita identificar algunos de los isomeros. Sin

embargo, en los Ultimos afios, la cromatografia liquida de alta resolucién con
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intercambiador de iones plata con detector de diodos (Ag*-HPLC/DAD) esta teniendo
mucha aceptacion como técnica de andlisis de estos isdbmeros, debido a su eficacia
resolutiva. Otras técnicas aplicadas a la determinacion de CLA en lacteos son la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectroscopia Raman con
transformada de Fourier (FT-Raman). Sin embargo, ambas se limitan al andlisis de
muestras con un elevado contenido de CLA, siendo mas restringida su aplicacion en el
analisis de muestras lacteas. A continuacién, se describira la metodologia analitica
para la determinacion de CLA en productos lacteos, haciendo énfasis en la técnica
cromatografica que se utilizard en este trabajo: la cromatografia liquida de alta

resolucion con intercambiador de iones plata (Ag*-HPLC/DAD).
1.5.2. Extraccion de la grasa lactea

Para el analisis de CLA en muestras lacteas, conviene evitar procedimientos de
extraccion que impliquen reactivos acidos, pues asi se evita la isomerizacion de los
dobles enlaces conjugados y la formacion de productos secundarios que puedan afectar
a la fiabilidad de la determinacion (Luna, 2006; Ruiz-Rodriguez et al., 2010). En la
Norma ISO 14156/IDF 172:2001 se contempla una serie de procedimientos utilizados
como métodos de referencia para extraer la grasa en distintos tipos de muestras lacteas,
la mayoria de ellos basados en la extraccion con disolventes organicos. Otros métodos
de extraccion que se han utilizado para este fin son: la extraccion Soxhlet (Atti et al.,
2006), el método de Folch (Mel’uchova et al., 2008; Domagala et al., 2010) y el método
de Rose-Gottlieb (Prandini et al., 2009). Aunque la validez analitica de muchos de ellos
estd plenamente demostrada, se debe tener en cuenta que suelen ser métodos de
extraccion bastante laboriosos, lo cual precisa de gran atencion por parte del analista.
Otra desventaja de los métodos anteriormente mencionados es la utilizacion de
disolventes organicos, por lo que podria ser conveniente, siempre que sea posible,
sustituir estos métodos de extraccion por técnicas mas limpias, como la utilizacion de
CO, supercritico (Domagala et al., 2010) o la separacion por centrifugacién en muestras
de leche cruda (Feng et al., 2004; Luna et al., 2005d).

1.5.3. Derivatizacion de los acidos grasos

Una vez extraida la grasa lactea, es necesario aplicar un procedimiento de

derivatizacion que facilite la obtencion de derivados de una forma rapida y eficiente. En
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lo que respecta al andlisis de isomeros CLA, interesa ademas que los métodos de
derivatizacion no produzcan la transformacion o “isomerizacién” de un isdbmero a otro

y/o eviten la formacidn de otros compuestos interferentes.

Aunque se han descrito distintos tipos de derivados para acidos grasos (Ruiz-
Rodriguez et al., 2010), el procedimiento de derivatizacion mas utilizado en la
actualidad, tanto para determinacion del CLA como la de cualquier otro acido graso
presente en la grasa lactea, es la transformacion de los mismos en sus respectivos
ésteres metilicos (FAME, fatty acid methyl ester). Estos FAME se obtienen mediante la
transesterificacion (metandlisis o metilacion) de los &cidos grasos, empleando un

exceso de metanol y en presencia de un catalizador, acido o alcalino.

Tanto la metilacion alcalina como la metilacion &cida podrian utilizarse para
derivatizar los &cidos grasos en la leche, sin embargo, resulta mas conveniente
emplear procedimientos con metilacion alcalina. Aunque los procedimientos
alcalinos no son utiles para la esterificacion de acidos grasos libres y fosfolipidos, la
baja proporcidn de estos componentes en la grasa lactea hace que este inconveniente
carezca de importancia, ya que la mayor parte de los acidos grasos presentes en este tipo
de muestras se encuentran como triglicéridos (De la Fuente et al., 2006; Christie et al.,
2007). Los estudios mas recientes sobre los procedimientos de metilacion se estan
enfocando en buscar las mejores condiciones experimentales para realizar una
derivatizacion lo mas completa posible; los mejores resultados se han obtenido con el
uso combinado de catalizadores acido y alcalino (Nuernberg et al., 2007; Lee y Tweed,
2008; Luna et al., 2008a; Dance et al., 2010).

En lo que respecta al analisis de CLA, la utilizacion de la metilacion alcalina se
justifica aun mas, ya que a diferencia de las metilaciones &cidas, los procedimientos
alcalinos no producen isomerizaciones indeseadas ni generan metdoxidos interferentes.
Para que la metilacion alcalina sea adecuada y eficiente, es importante emplear metanol
en exceso. Ademas, hay que evitar la presencia de agua, ya que al ser una reaccién
catalizada por una base fuerte, se podrian producir saponificaciones. La Norma 1SO
15884 /IDF 182:2002 (ISO-IDF, 2002) describe un procedimiento de metilacion

alcalina que se utiliza como referencia en el analisis de &cidos grasos en leche. Dicho
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método es el que emplearemos en nuestros ensayos para la derivatizacion de la grasa de

leche ovina, cuya descripcion se recoge en el apartado 3.1.2.

Con los ésteres metilicos (FAME) no es posible obtener informacion estructural
para identificar cada uno de los isomeros CLA. Para lograr este propdsito es necesario
emplear otros procedimientos de derivatizacion més especificos, ademés de disponer de
técnicas analiticas tan potentes como la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS) o al infrarrojo con transformada de Fourier (GC-
FTIR). En la identificacion de isdbmeros CLA interesan aquellos derivados especificos
que, en el momento de ser analizados por cualquiera de estas técnicas, proporcionen
informacidn estructural sobre la posicion y/o la configuracién geométrica de los dobles

enlaces del sistema conjugado (Christie et al., 2007).

cis-9,trans-11 C;5., (FAME)

cis-9,trans-11 C,5., (M TAD)

Figura 1.10. Estructuras de los derivados FAME, DMOX y MTAD, correspondientes al isémero
cis-9,trans-11 Cyg.».

De todos los derivados especificos que se conocen (Spitzer, 1999) el que mas
interesa destacar son los derivados de la dimetiloxazolina (DMOX, Figura 1.10). Este
derivado nitrogenado es especifico para el grupo carboxilico, atil en la identificacion de
isdmeros CLA cuando se utiliza GC-MS (Dobson, 2003; De la Fuente et al., 2006;
Luna, 2006; Christie et al., 2007; Ruiz-Rodriguez et al., 2010). Luna et al. (2005a y
2005b) describen un procedimiento sencillo para la obtencién de derivados DMOX a
partir de la grasa lactea. Otro procedimiento alternativo a los DMOX es aquél en el que
se utilizan derivados de la 4-metil-1,2,4-triazolina-3,5-diona (MTAD, Figura 1.10), el
cual es especifico para los enlaces conjugados, sin embargo, no es tan frecuente su uso
en el andlisis de CLA (Spitzer, 1999; Dobson, 2003; Luna, 2006; Christie et al., 2007).
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1.5.4. Técnicas de fraccionamiento para el analisis de CLA

Debido a la complejidad y variedad de los lipidos presentes en ciertos tipos de
muestras, puede que sea necesario realizar un fraccionamiento previo de los mismos.
Las técnicas de fraccionamiento se han empleado para el analisis de CLA como técnicas
complementarias a la cromatografia de gases (GC). Entre ellas podemos mencionar:
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), cromatografia en
capa fina con intercambiador de iones plata (Ag*-TLC) y extraccion en fase solida con
intercambiador de i6n plata (Ag*-SPE). En lo que respecta a la grasa lactea, son pocos
los trabajos publicados en los que se utilizan técnicas de fraccionamiento (Contarini et
al., 2009). Ademas, las constantes mejoras analiticas y experimentales en la
determinacion de isdémeros CLA (columnas, detectores, acoplamientos, etc.) han hecho

que estas técnicas sean cada vez menos utilizadas.

En el anélisis de CLA, la cromatografia RP-HPLC permite la preconcentracion
de los isdmeros presentes en muestras con bajo contenido de estos isémeros, como es el
caso de la grasa lactea. Sin embargo, su pobre resolucion y la no discriminacion de los
isdbmeros CLA han sido los grandes inconvenientes de esta modalidad, algo que en la
actualidad se ha resuelto con la utilizacion de Ag*-HPLC semipreparativa (Adlof, 2004;
Delmonte et al., 2004a y 2004b).

La cromatografia en capa fina con intercambiador de iones plata (Ag*-TLC) es
una técnica que puede ser muy Util cuando se quiere obtener grandes cantidades de
isomeros CLA en muestras cuyo contenido es relativamente bajo. Aunque en la
actualidad, este procedimiento se utiliza muy poco, ya que con las mejoras que se han
conseguido en la cromatografia liquida de alta resolucién con intercambiador de iones
plata (Ag*-HPLC), resulta innecesario (Adlof, 2003; Christie et al., 2007).

Otra técnica de fraccionamiento que también ha sido empleada en la grasa lactea
(Luna et al., 2009), es la extraccion en fase sdlida con intercambiador de iones plata
(Ag*-SPE). Ademas de su rapidez, su sencillez y su posibilidad de automatizacion
(Kramer et al., 2008), Ag*-SPE tiene una gran capacidad de discriminar acidos grasos
monoinsaturados segun la configuracion geomeétrica (cis y trans) de sus dobles enlaces.

Sin embargo, su utilidad en la separacion de isomeros CLA es bastante limitada.
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1.5.5. Patrones y mezclas sintéticas

Hasta el momento, una de las limitaciones analiticas mas importantes en la
identificacion de los isomeros CLA es la escasa disponibilidad de patrones y de otros
materiales de referencia. En varias casas comerciales como Nu-Check Prep. Inc.
(Elysian, MN), Larodan Fine Chemicals (Malmo, Suecia), Matreya Inc. (Pleasant Gap,
PA), entre otras, se pueden encontrar mezclas que contienen los ésteres metilicos de los
siguientes isomeros CLA: trans-8,cis-10, cis-9,trans-11, trans-10,cis-12, cis-11,trans-
13 y pequefias cantidades de sus respectivos isomeros trans-trans y cis-cis. También
suministran algunos isémeros con una pureza superior al 90%: cis-9,trans-11, cis-9,cis-

11, trans-9,trans-11, trans-10,cis-12 y cis-11,trans-13.

Sin embargo, aun no se dispone de patrones o mezclas sintéticas comerciales que
contengan todos los isomeros presentes en alimentos (como por ejemplo, el trans-7,cis-
9, caracteristico de la grasa lactea). Estas mezclas se podrian obtener en el laboratorio,
empleando algunas reacciones de sintesis organica, entre las que podemos destacar: el
reordenamiento sigmatropico (Destaillats y Angers, 2003; Saebo, 2003; Destaillats et
al., 2005); la hidrogenacion parcial con hidrazina (Delmonte et al., 2003 y 2004a) y la
isomerizacién catalizada con yodo (Eulitz et al., 1999; Delmonte et al., 2004a).
Mediante el uso de estas reacciones, se han sintetizado los 32 isémeros posibles, desde
6,8- hasta 13,15-CLA (Delmonte et al., 2004a).

1.5.6. Ag*-HPLC: Aplicacion a la determinacion de CLA en lacteos
1.5.6.1. Introduccién

Durante décadas, la cromatografia del idn plata (o cromatografia de argentacion)
ha sido una importante metodologia en el fraccionamiento y caracterizacion de lipidos;
ya que con ella es posible separar los acidos grasos de acuerdo a su configuracién
geométrica y al nimero y posicion de sus dobles enlaces (De la Fuente et al., 2006).
Dos de sus modalidades (Ag*-TLC y Ag*-SPE) ya han sido comentadas previamente
(véase el apartado 1.5.4), por lo que en este apartado nos centraremos en la
cromatografia liquida de alta eficacia con intercambiador de iones plata (Ag*™-HPLC) y

su importancia en la determinacion analitica de isomeros CLA.

62



1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Desde sus primeras aplicaciones como técnica complementaria a la
cromatografia de gases (Sehat et al., 1998), la Ag*-HPLC ha tenido mucha aceptacion
en el analisis de CLA, ya que proporciona una Optima separacion de la mayor parte de
los isdbmeros (De la Fuente et al., 2006; Christie et al., 2007). De hecho, tanto los
isdbmeros posicionales como los geométricos se resuelven mejor mediante esta técnica
que por ninguna otra. Su aplicacion como técnica semipreparativa ha permitido aislar
miligramos de isomeros CLA presentes en mezclas isoméricas (Adlof, 2004; Delmonte
et al., 2004a y 2004b). Su uso complementario con la cromatografia de gases, la hacen
ser la técnica mas completa para la determinacion de CLA en la leche (Collomb et al.,
2004; Luna et al., 2005a, 2005b, 2005c y 2008a; Gémez-Cortés et al., 2008a, 2008b,
2009a y 2009b; Hervas et al., 2008b). Los dltimos avances han permitido desarrollar
interfases a presion atmosférica (Marchi et al.,, 2009) para su acoplamiento a la
espectrometria de masas (Mdiller et al., 2006a; Demir y Talpur, 2010), que de momento,

no han tenido mucha utilidad para el analisis de CLA en lacteos.
1.5.6.2. Condiciones analiticas utilizadas en la cromatografia Ag*-HPLC

Con la Ag*™-HPLC, es posible separar la mayoria de los isdémeros CLA presentes
en matrices como la leche. Aunque se han publicado trabajos cientificos para determinar
dichos isomeros como acidos grasos libres (Ostrowska et al., 2000; Dance et al., 2010;
Czauderna et al., 2011) o como triglicéridos (Adlof et al., 2002, Adlof, 2007), lo més
frecuente es que se trabaje con derivados de ésteres metilicos (FAME). Estos
derivados son muy utilizados para la determinacion de acidos grasos por cromatografia
de gases, debido principalmente a la volatilidad de los mismos. Sin embargo, los FAME
también son Gtiles en Ag*-HPLC, no por su volatilidad, sino mas bien por la necesidad
de emplear un procedimiento sencillo y rapido que logre romper la unién entre los
acidos grasos y la molécula de glicerol (Delmonte et al., 2005; Luna et al., 20053,
2005b, 2005c y 2007; Gomez-Cortés et al., 2008a y 2008b; Rodriguez-Alcala et al.,
2009). Con los FAME se evitaria emplear procedimientos que impliquen acidos grasos
libres, que si bien pueden ser validos para este tipo de analisis, suelen ser procesos mas
laboriosos, que conllevan pasos previos de saponificacion y acidificacion, y que utilizan
reactivos acidos capaces de ocasionar isomerizaciones indeseadas. Para evitar dichas
isomerizaciones, los derivados FAME deben obtenerse eligiendo una metilacion

alcalina, en condiciones suaves de temperatura y tiempos de reaccién cortos.
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Figura 1.11. Separacion Ag*-HPLC/DAD de los ésteres metilicos de la grasa lactea
usando tres columnas en serie. Modificada de Collomb et al. (2004).

Como se observa en la Figura 1.11, la separacién de los isomeros CLA-FAME
se lleva a cabo utilizando varias columnas analiticas conectadas en serie (Sehat et al.,
1999; Adlof, 2003; Collomb et al., 2004; Delmonte et al., 2004b). Estas columnas se
comercializan con el nombre de ChromSpher 5 Lipids, las cuales estan hechas a base
de silice-4cido fenilsulfénico, matriz en la que los iones plata se encuentran unidos
mediante enlaces idnicos, sustituyendo al proton del &cido fenilsulfonico (Christie et al.,
2007; Nikolova-Damyanova, 2009). Cerca del 30% de los grupos silanoles originales
estan libres, lo que le da un caracter parcial de fase normal. Esto facilita la union
“transitoria” entre los iones plata y los electrones © que se encuentran en los dobles
enlaces de los isomeros CLA (Nikolova-Damyanova, 2009). La configuracion
geométrica de los dobles enlaces también es importante, ya que los dobles enlaces “cis”
son retenidos con mas fuerza que los dobles enlaces “trans” (Kramer et al., 1999; De la
Fuente et al., 2006; Christie et al., 2007). El volumen de muestra inyectado suele estar
entre 10 — 30 uL, y no debe superar los 250 ug de acidos grasos, para evitar saturaciones

dentro de las columnas (De la Fuente et al., 2006).

Para lograr una buena separacién de los isomeros CLA en leche, es fundamental
la composicion de la fase movil. Para el analisis de CLA en la grasa lactea, la mezcla
eluyente que mas se ha utilizado estd constituida de hexano, al cual se le afiade una
pequefia proporcion de acetonitrilo (entre 0,1 y 1%), sugiriéndose que la mezcla
acetonitrilo-hexano sea preparada recientemente y se mantenga en constante agitacién
(Cruz-Hernandez et al., 2004; Delmonte et al., 2004b; Luna et al., 2005a, 2005b, 2005c;
Nuernberg et al., 2007). Sin embargo, la baja solubilidad del acetonitrilo en hexano

(menor al 5%) hace que este eluyente sea relativamente inestable, 1o que puede causar
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variaciones en los volimenes de retencion de los isdbmeros CLA entre distintas
inyecciones. Algunos investigadores han afiadido a esta mezcla pequefas cantidades de
éter etilico (Collomb et al., 2004; Delmonte et al., 2005; Gomez-Cortés et al., 2008a,
2008b, 2009a y 2009b; Luna et al., 2008b); otros en cambio, han ensayado con distintas
mezclas de fase mévil (Delmonte et al., 2005; Muller et al., 2006b; Kuhnt et al., 2010).
En cualquier caso, con ninguno de estos sistemas de elucion se ha podido evitar por
completo los desplazamientos que se observan en los volumenes de retencién (RV) de
los isbmeros CLA. Una forma de controlar las variaciones en los RV’s de los diferentes
isomeros CLA, es conociendo sus volumenes de retencion relativos (RRV) como

sugieren Delmonte et al. (2005).

La deteccion de los CLA-FAME se lleva a cabo por absorcién UV, a una
longitud de onda de 233 nm, caracteristica de los dienos conjugados (Delmonte et al.,
2005; De la Fuente et al., 2006). Dicha longitud de onda puede variar entre 230 y 235
nm, dependiendo del equipo instrumental con el que se trabaja, por lo que para
determinarla con mayor exactitud, resulta mucho mas util realizar un barrido espectral
previo al anélisis, utilizando un detector de diodos (DAD). El uso del DAD también
permite evaluar la posibilidad de que se produzcan interferencias, al detectar de manera
simultanea la presencia de acidos grasos monoinsaturados (cuyo maximo de absorcién

es 205 nm) y trienos conjugados (268 nm).
1.5.6.3. Orden de elucién de los isomeros CLA por Ag*-HPLC

En general, el orden de elucion de los isomeros CLA-FAME, cuando se utiliza
Ag*-HPLC, es el siguiente (ver Figura 1.12 y Tabla 1.21): trans-trans < cis-trans/trans-
cis < cis-cis. Los primeros en aparecer son los isdmeros trans-trans, cuya resolucién
cromatografica es bastante buena. Posteriormente, aparece una zona en donde eluyen
los isdmeros cis-trans/trans-cis, los cuales eluyen juntos y presentan una peor
resolucion, comparados con los trans-trans. Finalmente, deberian aparecer los isomeros
cis-cis, pero generalmente no se detectan por Ag*-HPLC/DAD, ya que en la grasa lactea

estos isdbmeros se encuentran en proporciones casi inapreciables.
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Figura 1.12. Perfil Ag*-HPLC de los isémeros CLA-FAME presentes en la grasa lactea ovina
(Luna et al., 2005a). Linea continua: registro a 233nm; linea entrecortada: registro a 205nm.

Tabla 1.21. Orden de elucion Ag*™-HPLC de los ésteres metilicos de isémeros CLA

trans-trans cis-trans/trans-cis cis-cis
(13t,15t) (13,15 clt) (13c,15c¢)
12t,14t 12,14 c/t 12c,14c
11t,13t 11t,13c 11c,13c
10t,12t 11c13t 10c,12c
9t,11t 10,12 c/t 9c,11c
8t,10t 9c,11t 8c,10c
7t,9t 9t,11c + 8c,10t 7c,9¢
6t,8t 8t,10c
7t,9¢

Datos tomados de Kramer et al. (1999). Segin estos autores, los isomeros que se muestran entre
paréntesis ain no han sido confirmados.

1.5.6.4. Identificacién de los isdmeros CLA

La caracteristica comun de todos los isomeros CLA es su méaximo de absorcion
ultravioleta, por lo que una forma de distinguir los picos CLA de los que no lo son, es a
través de sus espectros ultravioleta caracteristicos (Delmonte et al., 2004b). Otra forma
de identificar los isbmeros CLA es mediante la co-inyeccion de la muestra problema
con patrones 0 mezclas sintéticas de CLA (Eulitz et al., 1999; Collomb et al., 2004;
Luna et al., 2005a y 2005c¢; Rodriguez-Alcala et al., 2009). De forma tentativa, tambien
es posible deducir el orden de elucion de los isémeros, comparando los resultados
obtenidos con los encontrados en trabajos previamente publicados (Luna et al., 2005a y

2005c¢; Alfaia et al., 2006; Martins et al., 2007). Sin embargo, uno de los inconvenientes
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mas importantes del analisis Ag*-HPLC, y que dificulta la identificacion de los picos, es
la no reproducibilidad en los volimenes de retencion (RV), por lo que otra forma de
identificar cada uno de los isomeros CLA es a través de sus respectivos volumenes de
retencion relativos (RRV). La aplicacion de los mismos en la identificacion de estos
isomeros se realiza asumiendo, en todos los casos, que cualquier cambio en la
composicion de la fase movil afectara de la misma manera a la elucion de cada isomero

CLA presente en la mezcla que se analiza (Delmonte et al., 2004a y 2005).
1.5.6.5. Cuantificacion por Ag*-HPLC

Es habitual que, en el anlisis de isdmeros CLA, Ag*'-HPLC se utilice como
técnica complementaria de la cromatografia de gases (GC-FID). Como esta Gltima
técnica utiliza un patron interno para determinar la concentracion de acidos grasos
presentes en la muestra, el contenido de CLA total se suele cuantificar de esta manera y
la distribucion porcentual de los isomeros se calcula con las areas cromatograficas
obtenidas por Ag'-HPLC. A veces, la combinacion de ambas técnicas también hace
posible la determinacion de isdmeros individuales. En estos casos, se cuantifica el pico
mayoritario que se observa en el cromatograma obtenido por GC-FID. Este pico
corresponde a la suma de tres isomeros (cis-9,trans-11, trans-7,cis-9 y trans-8,cis-10),
por lo que el contenido de cada uno de ellos se obtiene relativizandolos a las areas en el
cromatograma Ag*-HPLC. Los isomeros CLA restantes se cuantifican a partir de cada
una de sus areas Ag'-HPLC, comparandolas con el area correspondiente al isomero
mayoritario, es decir, al cis-9,trans-11 (Collomb et al., 2004; Gémez-Cortés et al.,
2008a; Luna et al., 2008a). Los resultados se pueden expresar en: miligramos por gramo
de grasa (Mg/gerasa), %0 respecto al contenido total de acidos grasos (libres o como
FAME) 0 % respecto al contenido total de CLA.

Cuando Gnicamente se utiliza Ag*-HPLC, la cuantificacion de los isémeros CLA
se realiza mediante rectas de calibrado con patrones externos, empleando para su
elaboracion diferentes concentraciones de isomeros puros. Esta forma de trabajar fue
descrita por Fritsche et al. (2000) para la determinacion de CLA en grasa de bovino, y
ha sido aplicada, con pequefias modificaciones, para determinar CLA en alimentos
procedentes de rumiantes (Mele et al., 2006; Martins et al., 2007; Nuernberg et al.,
2007).
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1.5.6.6. Ag*-HPLC como técnica complementaria de la cromatografia de gases

En los ultimos afios, la cromatografia de gases ha tenido un papel fundamental y
destacado como técnica de determinacién de CLA, sobre todo en muestras de origen
lacteo. De todas sus modalidades, la cromatografia de gases con detector de ionizacion
de llama (GC-FID) es la que mas se ha utilizado, aunque su acoplamiento a otras
técnicas como la espectrometria de masas (GC-MS) o el infrarrojo con transformada de
Fourier (GC-FTIR) suelen tener interés como técnicas de determinacion estructural. Su
complementacion con la Ag*-HPLC ha sido, es y sigue siendo clave en la separacion,
identificacion estructural y cuantificacion de la mayor parte de los isomeros CLA
(Collomb et al., 2004; Luna et al., 2005a, 2005b, 2005¢ y 2008a; Gomez-Corteés et al.,
2008a, 2008b, 2009a y 2009b; Hervas et al., 2008b). Algunas de las razones por las que

se recomienda un uso complementario de ambas técnicas, son las siguientes:

e Mediante la cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID)
es posible determinar tanto el contenido total de CLA como el de cualquier otro
acido graso presente en la grasa lactea. Sin embargo, los isomeros CLA no
presentan una buena resolucion, lo que no permite diferenciarlos entre si. Ag*-
HPLC ayudaria a resolver este problema, ya que su resolucion cromatograficas es

superior.

e Como los dienos conjugados absorben a 233 nm, la determinacion de los isomeros
CLA mediante Ag'-HPLC con detector de diodos (Ag'-HPLC/DAD) es muy
selectiva. A través de esta técnica, no solo es posible separar y diferenciar los
isbmeros entre si, sino que también se podrian determinar otros acidos grasos
insaturados. Sin embargo, Ag*-HPLC/DAD no es capaz de cuantificar acidos grasos

saturados, por lo que para ello es necesario recurrir a la cromatografia de gases.

e A través de la Ag'™-HPLC se pueden diferenciar los distintos isomeros CLA,
mediante el calculo de sus respectivos volumenes de retencion relativos. Pero para
identificarlos inequivocamente, es necesario emplear técnicas de identificacion
estructural mas potentes, como la cromatografia de gases acoplada a un
espectrémetro de masas (GC-MS) o a un infrarrojo con transformada de Fourier
(GC-FTIR).
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Con Ag™-HPLC, los isomeros trans-trans (0 los cis-cis), presentan una mejor
resolucion cromatogréfica, ya que es posible separar cada uno de ellos sin que estén
superpuestos o enmascarados por otros isomeros CLA. En cambio, cuando el
analisis se realiza mediante GC, la mayor parte de los isomeros trans-trans (a
excepcion del trans-11,trans-13) no se separan adecuadamente, y en algunos casos
se pueden encontrar superpuestos (parcial o totalmente) con otros isémeros de
configuracién geométrica distinta (Figura 1.13).

Cuando se trata de separar isomeros CLA en muestras como la grasa lactea, se
observa que el isomero mayoritario (cis-9,trans-11) enmascara a otros iSOmeros
menores. En GC, el cis-9,trans-11 enmascara al trans-7,cis-9 y al trans-8,cis-10.
Dichos isdmeros pueden llegar a separarse de forma adecuada mediante Ag*-HPLC
con tres columnas conectadas en serie. Cuando la separacion se realiza mediante
Ag'-HPLC, el mayoritario cis-9,trans-11 se superpone al trans-9,cis-11 y
parcialmente al cis-8,trans-10, que pueden llegar a separarse adecuadamente
mediante GC.

21:0
9c,11t (11c.130
81‘,100* 10,127
St11r
81,107
719t
%"110 108, 12c n
(12c.14?8)
9c.11c
11¢2,13c 117,13¢
71.9cCc 11¢.13¢c s
l 1211412 -
j\) A V\/
10<\:\.12t
7cC,9c
8c,10c

Figura 1.13. Cromatograma parcial GC de los isdmeros CLA (separados como
FAME en una columna CP Sil 88) presentes en la grasa lactea de queso. Los
picos con asterisco (*) indican que no corresponden a isomeros CLA. Tomada de
Christie et al. (2007).
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En un analisis de CLA por cromatografia de gases, es importante utilizar una
columna capilar cuyas caracteristicas permitan garantizar una buena resolucién de los
isdmeros. Cuanto mayor sea la polaridad y la longitud de la columna, mejor sera la
resolucion de los mismos. Columnas polares de 100 m, como la CP-Sil 88, suelen ser
las preferidas en el analisis de los isdmeros CLA (Ledoux et al., 2005; Luna et al.,
2005a, 2005b, 2005c; Rodriguez-Alcala y Fontecha, 2007). El tipo de gas portador vy,
sobre todo, la temperatura del horno, también influyen sobre la resolucion
cromatogréafica de los picos. Una buena eleccién del gradiente de temperatura sera
fundamental para obtener un cromatograma en el cual los isémeros presenten una buena
resolucion, evitandose también posibles errores de identificacion causados por
desplazamientos de otros picos a la zona correspondiente al CLA (Christie et al., 2007).
Del sistema de deteccion, el méas utilizado con diferencia es el detector de ionizacion de
llama (FID). Otros tipos de detectores son el espectrémetro de masas (MS) y el
infrarrojo (FTIR), los cuales tienen mas utilidad cuando se quiere obtener informacion
estructural de los isomeros. Finalmente, el orden de elucidén en cromatografia de gases

difiere al observado en la cromatografia Ag*™-HPLC, y es el siguiente:

cis-trans/trans-cis < cis-cis < trans-trans.
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El objetivo general de este trabajo es conocer el contenido de isémeros del
Acido Linoleico Conjugado (CLA) en leche de oveja parcialmente desnatada y tratada
térmicamente, asi como en yogur y cuajada elaborados con leche de la misma especie
animal. Hasta el momento, no existen datos en productos espafioles destinados al
consumo. Para alcanzar el objetivo general, se han planteado tres objetivos parciales que

se exponen a continuacion:

1) Puesta a punto de un método que permita la cuantificacion individual de
isomeros CLA en leche y derivados lacteos, recurriendo Unicamente a la

determinacion por Ag*-HPLC.

Como ya ha quedado recogido en “Antecedentes Bibliograficos”, para resolver
el anlisis de los isomeros CLA presentes en un alimento es imprescindible combinar
varias técnicas, tales como la cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-
MS) y la cromatografia liquida de alta resolucién con intercambiador de iones plata
(Ag*-HPLC). Una buena separacion entre isdmeros sélo se consigue con ésta Gltima,
pero para la cuantificacion se suele recurrir a la cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID). De esta manera se cuantifica el conjunto de los mismos

y para los distintos isomeros se fija la contribucion al total.

El poder disponer de un método que posibilite la separacién y cuantificacion de
isdbmeros CLA recurriendo a una Unica técnica, permitira valorar los contenidos reales
de diferentes isomeros en alimentos y, con ello, establecer la ingesta individual de los
mismos. Ademas, serd una herramienta a disposicion de otros investigadores, para el
estudio de las rutas biosintéticas y de la efectividad de la dieta suministrada a los
animales para aumentar el contenido de CLA de la leche y carne que producen.

Para la puesta a punto de dicho método, es necesario resolver varias dificultades,
entre otras, los cambios en los volimenes de retencion. Estas variaciones, que son
recogidas en la bibliografia por distintos autores, parecen caracteristicas de las
condiciones cromatograficas establecidas para la separacion de los isomeros CLA, y
pueden deberse a pequefias modificaciones en la composicion del eluyente. Se estudiara

la manera de fijar las variables experimentales, con el fin de obtener resultados
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reproducibles. Una vez conseguida la reproducibilidad, hay que establecer el

procedimiento de cuantificacion externa con patrones y validar el método propuesto.

2) Conocer el contenido de los diferentes isomeros CLA en leche de oveja

parcialmente desnatada y tratada térmicamente.

Existen muchos datos en la bibliografia respecto a la leche de vaca, pero en
leche de oveja son escasos y se refieren, casi siempre, a contenido global de isbmeros
CLA en leche cruda. En algunos casos se detalla la concentracion de los isomeros cis-
9,trans-11 y trans-10,cis-12, pero en realidad estos contenidos suelen incluir otros
isdbmeros, ya que la cromatografia de gases no permite la separacion de algunos de ellos.
En leche de ovejas espafolas, se dispone de un trabajo en el que se establece el
porcentaje de contribucion de los diferentes isémeros determinados por Ag*-HPLC. Los
trabajos publicados en los Ultimos afios recogen el efecto que produce, sobre los
isomeros CLA, la modificacién de la dieta que se suministra a los animales.

Es conocido que la leche de oveja presenta una cantidad de grasa elevada (5 a 8
%), por lo que eliminar parte de la misma parece una medida adecuada desde el punto
de vista dietético, si se pretende comercializar como leche liquida o bien destinarla a la
elaboracion de algunos derivados lacteos.

El establecer la composicion y contenido de CLA en leche de oveja comercial
parcialmente desnatada y tratada térmicamente, permitira disponer de informacion
nueva y valorar la contribucion de este alimento a la ingesta de distintos isomeros.
Ademas, se evaluara el efecto estacional y la influencia del tratamiento y

almacenamiento, sobre el contenido total e individual de los isomeros presentes.

3) Estudio de los isomeros CLA en yogur y cuajada elaborados con leche de

oveja.

Segun nuestros conocimientos, se dispone de muy poca informacion al respecto
y tendria mucho interés porque podrian ser una buena fuente de CLA, incluso superior a
la leche de oveja semidesnatada, puesto que se comercializan con un contenido de grasa
mayor. Ademas, en el caso del yogur, cabe la posibilidad de que aumente el contenido

de CLA respecto a la leche utilizada para su elaboracion, debido a la presencia de
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microorganismos. También se estudiara el efecto del procesado y almacenamiento

sobre los isdmeros individuales.

Dado que puede existir una elevada variabilidad en los niveles de CLA en
funcién de diversos factores exdgenos, como la alimentacion, estacion del afio, entre
otros, se controlard en todos los casos la leche de partida y se tratara de establecer la

influencia global de estos factores, realizando el muestreo en distintos meses del afio.

Los resultados obtenidos permitiran asignar contenidos representativos en leche
de oveja, yogur y cuajada fabricados con leche de la misma especie animal, que pueden
utilizarse para estimar la contribucién de estos alimentos a la ingesta de CLA total y
de isémeros individuales. Debe recordarse que el CLA ha despertado un interés
creciente en los ultimos afios porque se le han atribuido efectos beneficiosos en la

prevencion de algunas enfermedades.

75






3. PUESTA A PUNTO Y VALIDACION DEL
METODO DE ANALISIS






3. PUESTA A PUNTO DEL METODO DE ANALISIS

3. PUESTA A PUNTO Y VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS

Para cumplir con este objetivo, se recurrié a la cromatografia liquida de alta
resolucion con intercambiador de iones plata (Ag*-HPLC) como Unico método de
analisis. Sera necesario emplear varios procedimientos de identificacion: volumenes de
retencion (RV), volimenes de retencion relativos (RRV), co-inyeccion de patrones con
muestras y espectros de absorcién en el ultravioleta. La cuantificacion se llevara a cabo
utilizando patrones externos y fijando las condiciones experimentales mas adecuadas.
Una vez se haya establecido el procedimiento, se validard el método de andlisis. Los
ensayos de puesta a punto y validacién se desarrollaron mediante la determinacién del
contenido de isdbmeros CLA en muestras de leche de oveja semidesnatada (1,6% de
materia grasa) tratada térmicamente y envasada en tetrabrik, que fueron suministradas
por la empresa Leche GAZA, S.L. La extraccion de la grasa y la derivatizacion de los
acidos grasos presentes en la misma se llevaron a cabo utilizando, respectivamente, los
procedimientos ISO 14156 (2001) e 1ISO 15884 (2002). Los ésteres metilicos obtenidos
se inyectaron en el cromatdgrafo, cuantificandose, después de la separacion con Ag*-
HPLC/DAD, todos los picos detectados como dienos conjugados.

3.1. METODO DE ANALISIS
3.1.1. Extraccidn de la grasa

El procedimiento que se utiliz6 para la extraccion de la grasa lactea de todas las
muestras (tanto de leche cruda como de sus productos procesados) esta contemplado
dentro de la Norma ISO 14156 / IDF 172: 2001 (ISO-IDF, 2001). Para dicha extraccion,
se siguieron los pasos que se representan en el esquema de la Figura 3.1. La muestra
previamente atemperada (20°C + 2) fue sometida a un proceso de digestién con
amoniaco y etanol; luego se procedid a la extraccion de la grasa, empleando como
disolvente una mezcla de éter etilico-pentano (1:1). Una vez que se desecho la fase
acuosa, fue necesario eliminar restos de agua de la fase organica, para lo cual se empled
sulfato sédico anhidro. La fase organica se elimind por evaporacién a presion reducida y
a una temperatura que no superd los 50°C. Es posible que el residuo de dicha
evaporacion, correspondiente a la grasa extraida, presente cierta turbidez. En ese caso,
lo recomendable es trasvasar dicho residuo a un vial eppendorf y someterlo a una

centrifugacion durante 5 minutos (10000 rpm, 20°C), utilizando para ello una
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microcentrifuga refrigerada (Heraeus Biofuge “Fresco”, Sorvall). Finalmente, y para
evitar una posible degradacién de los acidos grasos, la grasa extraida debe guardarse en
un vial de vidrio color &mbar (Supelco, 8 x 40 mm, 1 mL) y a -20°C, hasta su

metilacion.

100 mL leche UHT| 6 50 mL leche crudal 6 50 g cuajada o yogur
Depositar en un embudo de decantacion de 500 mL

- Afiadir: 80 mL etanol + 20 mL NHs;+ 100 mL éter etilico
- Agitar durante 1 minuto. Separar las fases
- 100 mL n-pentano. Separar las fases

v v
Fase acuosa |  Fase organica |
(Desechar) '
- Afiadir 100 mL de Na,SO, al 10%
- Agitar durante 1 minuto
- Separar las fases

v I v
Fase organica Fase acuosa
I (Desechar)

- Transferir a un erlenmeyer limpio y seco
- Afadir 5-10 g Na,SO,. Mezclar
- Dejar reposar durante 10 min. Filtrar

v

| Fase organica (filtrado) |

Residuo solido
(desechar)

- Evaporar en rotavapor (50°C) o
- Centrifugar 5 min (10000 rpm, 20°C) De”"(aFti'Zj‘r;g SAME
- Guardar en un vial &mbar (-20°C) g '

A 4
Gnélisis Ag*-HPLc)

Figura 3.1. Esquema de extraccion de la grasa lactea, segun la Norma ISO 14156 / IDF
172:2001.
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3.1.2. Metilacion de los acidos grasos

Antes de proceder a la identificacion y cuantificacion de los isomeros CLA por
Ag*-HPLC, es necesario transformar los mismos en ésteres metilicos (FAME). La
Norma ISO 15884 / IDF 182: 2002 (ISO-IDF, 2002) es el método de referencia para la
metilacion de acidos grasos en leche y productos lacteos y es el que utilizaremos para
nuestros ensayos. Durante la metilacion y en los pasos posteriores a la misma, es
importante evitar la interferencia del agua, por lo que todo el material que se vaya a

utilizar debe estar seco.

Grasa lactea (25-30 mg de grasa fundida,
exactamente pesada en un tubo eppendorff)

- Anadir: 250 pL de hexano. Mezclar
- Afiadir 50 pL disolucion de KOH/MeOH. Tapar bien
- Agitar durante 1 min. Dejar reposar durante 5min.

- Afadir 0,13 g de NaHSO,4.H,0O
- Agitar durante 5 min.
- Centrifugar durante 4 min. (7500 rpm, 5°C)

v

- Transferir 150 pL a un vial de inyeccion Waters
- Afadir 50 pL de tolueno al 10%. Mezclar
- Conservar en frio hasta su inyeccién

v

@nélisis Ag*-HPL(D

Figura 3.2. Esquema de metilacion de la grasa lactea, segun la Norma ISO 15884 / IDF
182:2002.

Una cantidad exactamente pesada de grasa fundida (entre 25 y 30 mg) se colocd
en un tubo eppendorff para microcentrifuga (Sorenson, 2,0 mL) y se disolvid en un
volumen conocido de hexano (250 uL). Esta mezcla se hizo reaccionar con 50 pL del

reactivo de transesterificacion alcalino; dicho reactivo se prepard diariamente,
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disolviendo aproximadamente 0,18 g de KOH en 1 mL de metanol (con esta cantidad de
reactivo, es posible la metilacion de, al menos, 12 muestras). Después de mezclarlo
durante un minuto, se dejé reaccionar durante 5 minutos. Pasado este tiempo se le
adiciond NaHSO,4 (como reactivo de terminacion) y se centrifugd durante 4 minutos
(7500 rpm, 5°C). Del sobrenadante, el cual contiene los ésteres metilicos (FAME), se
recogié un alicuota (150 uL) y se depositdé en un vial (Waters) junto con 50 uL de
tolueno al 10%. Esta mezcla, previamente homogenizada, se colocd en el autoinyector
para su andlisis por Ag'-HPLC (el autoinyector se programo previamente a 5°C para
evitar posibles pérdidas por volatilizacion). En la Figura 3.2, se representa el esquema
de metilacion de los acidos grasos presentes en la leche, segin esta metodologia. Como
ya se expuso previamente (véase el apartado 1.5.3) los derivados FAME son Utiles
porque se obtienen facilmente con un procedimiento sencillo y répido, capaz de romper
la unidn entre los acidos grasos y la molécula de glicerol.

3.1.3. Determinacion de CLA por Ag*-HPLC con detector de diodos
3.1.3.1. Especificaciones instrumentales y analiticas

Equipo instrumental: El andlisis Ag*-HPLC de los ésteres metilicos de CLA se
realiz6 en un cromatégrafo liquido, equipado con una bomba cuaternaria Agilent 1100,
un detector de diodos Hewlett Packard 1040M (que opera entre longitudes de onda de
190 y 600 nm) y un inyector automatico Waters TM 717 Plus refrigerado, para evitar la
degradacion de los ésteres metilicos o la volatilizacion del hexano en el que se
encuentran disueltos. El equipo se controld mediante el software Chemstation, de
Agilent Technologies.

Columnas analiticas: Para conseguir una buena resolucién de los isémeros, se
utilizaron 3 columnas analiticas “ChromSpher 5 Lipids” (4,6 mm de didmetro interno,
250 mm de largo y 5 um de diametro de particula, Varian Chrompack Int.) con
intercambiador de iones plata, conectadas en serie. Durante el analisis, estas columnas
se mantuvieron a temperatura ambiente (23° C). Para su buen funcionamiento y para
prolongar la vida Gtil de las mismas, es importante que la muestra a inyectar esté
previamente diluida y, si fuera necesario, filtrada, ya que asi se evitara una saturacion de

las columnas.
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Fase mdvil: La separacion se realizd empleando como eluyente una mezcla de
hexano con un 0,1% de acetonitrilo (1 mL de acetonitrilo en n-hexano, hasta completar
1 L), ambos disolventes han de ser grado UV. El acetonitrilo y el hexano son poco
miscibles entre si, por lo que para asegurar una mezcla completa de ambos disolventes,
es recomendable agitar mecanicamente el hexano mientras se afiade el acetonitrilo. Esta
mezcla debe prepararse el mismo dia del ensayo, para asi evitar en la medida de lo
posible, los desplazamientos en los volimenes de retencion de los FAME. Es
importante realizar un pretratamiento de la columna con la fase movil (al menos durante
los 30 minutos previos a la primera inyeccion). Aunque algunos autores han sugerido
que la mezcla eluyente esté en constante agitacion durante el andlisis cromatografico
(Cruz-Hernandez et al., 2004; Delmonte et al., 2004b), hemos optado por descartar esta
practica en nuestros ensayos, debido a que cuando se intentd trabajar con mezclas

agitadas, los cromatogramas obtenidos no mantenian la linea base.

Disolucion de lavado: Se utilizd una disolucion de lavado, compuesta de
hexano con un 1% de acetonitrilo (10 mL de acetonitrilo, completar con hexano hasta 1
L). Esta mezcla fue util para el pretratamiento de la columna antes de los ensayos
(durante 1 hora) y para el lavado de la misma al finalizar todas las inyecciones del dia

(durante 2 horas) a un flujo de 1,0 mL/min.

Flujo de trabajo: Se aumentd gradualmente el flujo hasta alcanzar un valor
constante de 1,0 mL/min, trabajando en régimen isocratico. La presion en cabeza de

columna, para la unién de 3 columnas, se mantuvo entre 65y 70 bar.

Deteccidn: Se utilizé un detector de diodos (DAD), ya que con este detector no
solo es posible realizar barridos espectrales entre 190 y 600nm, sino que también se
pueden registrar simultaneamente la absorcion de los picos cromatograficos a diferentes
longitudes de onda. Para conocer cuél es el maximo de absorcién de los isomeros CLA,
segun el detector que hemos empleado en este trabajo, se registraron los espectros
ultravioleta de los patrones CLA correspondientes. Una vez fijada la longitud de onda
en la que los isomeros CLA experimentan su maximo de absorcion (231 nm), se
programd en el software un método para detectar todos los picos posibles, trabajando
con 3 longitudes de onda: 231 nm (maximo de absorcién de los dienos conjugados de

CLA), 205 nm (maximo de absorcion de los &cidos grasos insaturados no conjugados),
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y 268 nm (maximo de absorcién para trienos conjugados). Estas dos ultimas longitudes

de onda se emplearon con el fin de observar cualquier tipo de interferencias.

Patrones y mezclas sintéticas de CLA: Para la identificacion y cuantificacion
de los isdbmeros presentes en las muestras de leche, se utilizaron patrones de isomeros
individuales y mezclas de CLA en forma de ésteres metilicos (CLA-FAME). La mezcla
sintética empleada (UC-59M, 500 mg, 99% pureza) contenia proporciones similares de
cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12, ademas de pequefias cantidades de cis-11,trans-13,
trans-8,cis-10 y otros isomeros trans-trans. También se utilizaron dos patrones de
isomeros individuales: el UC-60M (cis-9,trans-11 Cig., > 90% pureza) y el UC-61M
(trans-10,cis-12 Cig:2, > 90% pureza). Todos ellos fueron suministrados por Nu-Check
Prep., Inc. (Elysian, USA), y una vez abiertos, se almacenaron en viales color &mbar

para protegerles de la luz, manteniéndolos a baja temperatura (entre -20 y -30 °C).

Volumen de inyeccién: En cada vial (Waters, 700 uL) se depositaron 150 uL
del sobrenadante obtenido en la metilacion y 50 uL de tolueno al 10% (diluido en
hexano). Esta misma proporcion (150:50) se utilizd también con los patrones de CLA
necesarios para elaborar las distintas rectas de calibrado. Nuestro ensayo fue
programado para inyectar 10 pL de cada vial.

3.1.3.2. Identificacion

Con el fin de comprobar el méximo de absorcion caracteristico de los dienos
conjugados Yy asi confirmar la identidad de los mismos, se registraron para todos los
picos cromatograficos su correspondiente espectro de absorcion ultravioleta, en un
intervalo de 190 a 350 nm. La identificacion de algunos de los isomeros presentes en la
grasa de la leche se llevara a cabo mediante comparacion de los volimenes de retencién
(RV), al co-inyectar la muestra con una mezcla sintética de isomeros CLA (UC-59M).
Los isomeros que no se hayan podido confirmar con este tipo de mezcla, se
identificaran comparando el orden de elucién de los mismos con datos publicados en
investigaciones realizadas previamente (Eulitz et al., 1999; Adlof, 2003; Cruz-
Hernandez et al., 2004; Luna et al., 2005a).

Para asegurarse de que los distintos isomeros CLA en leche han sido
identificados correctamente, se calculardn sus correspondientes voliumenes de

retencion relativos (RRV), segin Delmonte et al. (2004a y 2005). Como ya se ha
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dicho previamente (apartado 3.1.3.1), en cada vial de inyeccion (Waters, 700 pL) se
afiadi6 tres partes de patron (o de grasa metilada) y una parte de una disolucién de
tolueno al 10% (véase esquema del procedimiento de metilacion, Figura 3.2). Tomando
como referencia el isomero cis-9,trans-11 (acido ruménico, RA), los volimenes de
retencion (RV) de los diferentes isomeros se relativizaron a través de la siguiente

expresion:

RRV , = (RV, ~ RV J(RV o, — RV

tolueno tolueno )

En donde “G” indica el isomero CLA que nos interesa conocer. La adicion de
tolueno fue necesaria, ya que permitié conocer su volumen de retencion (RVioieno) Y
estimar el volumen muerto de nuestro sistema HPLC. La aplicacion de los RRV’s en la
identificacion de isdmeros CLA se realizara asumiendo, en todos los casos, que
cualquier cambio en la composicién de la fase mdvil afectara de la misma manera a la

elucion de cada isdmero CLA presente en la mezcla que se analiza.
3.1.3.3. Rectas de calibrado y cuantificacion

Para cuantificar los distintos isémeros CLA que se encontraran en las muestras,
se construyeron 3 rectas de calibrado a partir de los patrones suministrados por Nu-
Check Prep., Inc. (Elysian, USA). La primera de las rectas se realiz0 para cuantificar
cis-9,trans-11, isomero mayoritario en la leche. En ella se emplearon distintas
disoluciones de UC-60M (dicho patrén contiene mayoritariamente cis-9,trans-11),
cuyas concentraciones oscilaron entre 0,05 y 1,00 pg/ul. La segunda de las rectas se
realizd con el mismo patron (UC-60M), pero empleando concentraciones mas bajas (de
0,001 a 0,015 pg/ul); esta recta de calibrado sera util para cuantificar el resto de los
isomeros CLA, excepto el trans-10,cis-12. Para este ultimo, se elabor6 una recta con un
intervalo de concentracion similar a la anterior, (0,001 — 0,015 pg/uL), pero partiendo

de un patrén distinto (UC-61M, que contiene mayoritariamente trans-10,cis-12).

La cuantificacion de los distintos isomeros CLA encontrados en las muestras
lacteas se realizO mediante las ecuaciones de regresion lineal obtenidas a partir del
calibrado. Cada uno de los cromatogramas se procesé de manera minuciosa, aplicando,
cuando fue necesario, integraciones manuales y optimizando los pardmetros de
integracion, para asi obtener valores mas adecuados de las &reas de pico que nos

permitieran conocer los contenidos de los distintos isémeros CLA en leche.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION
3.2.1. Identificacién de los isomeros CLA

En el apartado siguiente, se detallan y discuten los procedimientos utilizados
para la identificacion de isomeros CLA. Después, se pasard a exponer los ensayos de
validacion del método, que incluyen el estudio de linealidad, limite de cuantificacion,

precision y exactitud.
3.2.1.1. Espectros de absorcion

En los cromatogramas Ag*-HPLC/DAD, correspondientes a la mezcla patron de
isomeros CLA-FAME (Figura 3.3) y a la muestra de grasa de leche ovina (Figura 3.4),
se distinguen claramente tres zonas: la primera corresponde a la region trans-trans; en
la segunda zona eluyen los picos cis-trans/trans-cis; mientras que en la tercera, deberian
aparecer los picos cis-cis, aunque en las muestras de leche que hemos analizado, no se
detectaron picos dentro de esta Gltima zona. Lejos de estas tres zonas, se distingue al
tolueno, un pico bien definido que aparece al inicio del cromatograma. En muestras de
grasa de leche, también se observan una serie de picos cercanos al tolueno, pero que no

estan relacionados con los isémeros CLA.

Con estas figuras y teniendo presente los cromatogramas recogidos por Luna et
al. (2005a; ver Figura 1.12, apartado 1.5.6.3), fue posible identificar varios isbmeros
CLA: seis de ellos aparecen dentro de la zona trans-trans, mientras que otros seis
eluyen en la region cis-trans/trans-cis. Se confirmé que todos estos picos, asociados a
isdbmeros CLA, presentan un espectro de absorcién caracteristico de dienos conjugados
(Figura 3.3y 3.4).

En los espectros mostrados en la Figura 3.5, se puede observar que el maximo de
absorcion a 231 nm se localiza en una pequefia meseta, con una ligera inclinacion. Para
los espectros de isomeros trans-trans, esta inclinacion se encuentra entre 227 y 231 nm
(Figura 3.5-A), mientras que en isomeros cis-trans/trans-cis, aparece entre 231 y 235
nm (Figura 3.5-B). Esta podria ser una manera de distinguir isomeros trans-trans de cis-

trans/trans-cis, pero es algo que no podemos afirmar con seguridad.
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desnatada y tratada térmicamente.
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Figura 3.5. Espectros de absorcion ultravioleta de los isémeros CLA encontrados en las
muestras de leche de oveja parcialmente desnatada y tratada térmicamente.

Delmonte et al. (2004b) establecieron que, bajo sus condiciones de trabajo, los
isdmeros CLA presentan maximos de absorcion a las siguientes longitudes de onda:
229,8 nm (trans-trans); 232,1 nm (cis-trans/trans-cis) y 234,5 nm (cis-cis). Segun
sefialan los mismos autores, los maximos de absorcion ultravioleta de estos isbmeros
geométricos pueden presentar ligeras variaciones de un detector a otro, pero que por lo
general, son diferencias que en un mismo instrumento suelen mantenerse y percibirse.
En nuestros ensayos, dichas variaciones se ponen de manifiesto por la inclinacion de la
meseta en los espectros comentados hace poco. Sin embargo, este tipo de cambios no se

da en el maximo de absorcidn, el cual coincide en 231 nm para todos los isémeros.
3.2.1.2. Identificacion mediante la co-inyeccion de una mezcla sintética de CLA

En el cromatograma de la mezcla sintética de isémeros CLA (Figura 3.3)
aparecen registrados 8 picos bien definidos. La identidad de los mismos se confirmo
comparando los volumenes de retencién obtenidos con los publicados por otros autores
(Eulitz et al., 1999; Adlof, 2003; Cruz-Hernandez et al., 2004; Luna et al., 2005a). Los
dos mayoritarios corresponden al 9,11-(cis-trans/trans-cis) y al 10,12-(cis-trans/trans-
cis); también se encontraron cantidades importantes de 11,13-(cis-trans/trans-cis), de
8,10-(cis-trans/trans-cis) y pequefias cantidades de los siguientes isdmeros trans-trans:
trans-11,trans-13; trans-10,trans-12; trans-9,trans-11 y trans-8,trans-10. La co-
inyeccion de esta mezcla sintética junto con la de muestras de grasa lactea hizo posible
confirmar la presencia en la leche de oveja de estos 8 isomeros CLA. La Figura 3.6

muestra un cromatograma donde se observa que, en dicha co-inyeccion, se produce una
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superposicién de los isomeros presentes en la muestra de grasa con los encontrados en

la mezcla patron.

Ademas, fue posible identificar otros isémeros dentro de la zona trans-trans
(como el trans-12,trans-14 y el trans-7,trans-9) y dentro de la zona cis-trans/trans-cis
(como el 12,14- y el 8,10-). En la Figura 3.4, se puede observar que el pico asignado al
isdbmero 8,10-(cis-trans/trans-cis) no presenta una buena resolucién cromatografica. Sin
embargo, podriamos asumir su identidad al coinyectar patrones de CLA junto con la
muestra de grasa (Figura 3.6), ya que aumenta la cantidad de 8,10-(cis-trans/trans-cis)

que se determind en la grasa.
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Figura 3.6. Cromatograma correspondiente a la co-inyecciéon de una muestra de grasa de
leche de oveja junto con la mezcla patrén UC-59M.

En nuestras condiciones experimentales no fue posible diferenciar los isomeros
cis-trans de los trans-cis. A pesar de ello y teniendo presentes los resultados recogidos
en la bibliografia (Luna et al., 2005a), puede asumirse que el 9,11-(cis-trans/trans-cis)
corresponde en su mayoria al cis-9,trans-11. El 7,9-(cis-trans/trans-cis) es el segundo

isbmero mas abundante; dicho pico deberia asignarse al trans-7,cis-9. De igual manera,
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puede admitirse que los picos 10,12-(cis-trans/trans-cis) y 11,13-(cis-trans/trans-cis)
corresponden casi en su totalidad al trans-10,cis-12 y al trans-11,cis-13,
respectivamente, aunque ambos pueden incluir pequefias cantidades de sus
correspondientes isomeros cis-trans. Respecto al pico 8,10-(cis-trans/trans-cis), hemos
comentado que no se separa adecuadamente. Para identificarlo, ademas de ayudarnos
con la co-inyeccién de patrones, fue necesario recurrir a la comparacion de los

volumenes de retencion relativos (RRV).
3.2.1.3. ldentificacion a través de los volimenes de retencion relativos (RRV)

Varios autores sefialan que, en cromatografia Ag'-HPLC, los volimenes de
retencion no son reproducibles (Delmonte et al., 2004b y 2005). Esto se evidencid en
nuestros experimentos, ya que a pesar de controlarse las condiciones experimentales
(preparacion del eluyente, control de la temperatura, acondicionamiento adecuado de la
columna, etc.), los picos cromatograficos se desplazaban hacia valores de retencion
ligeramente mayores. Por lo que, para una identificacion mas segura de los isbmeros
CLA mediante Ag*-HPLC fue necesario calcular sus respectivos volumenes de
retencion relativos (RRV) respecto al cis-9,trans-11 y al tolueno; este ultimo se inyectd

junto con la muestra, con el fin de obtener el volumen muerto en el sistema de elucion.

Tabla 3.1. Volumenes de retencién relativos (RRV) para los ésteres metilicos de isomeros CLA en
distintas muestras de grasa lactea

Delmonte et al., 2005 Valores calculados segiin nuestros datos
Isémero Leche de vaca (n = 48) Leche de oveja (n = 30)
(0,1% acetonitrilo + 0,5% éter etilico) / hexano 0,1%acetonitrilo / hexano
RRV o (N=48) RRV o (n=30)
trans-12,trans-14 0,533 0,008 0,538 0,004
trans-11,trans-13 0,574 0,007 0,581 0,004
trans-10,trans-12 0,609 0,007 0,617 0,004
trans-9,trans-11 0,649 0,007 0,653 0,005
trans-8,trans-10 0,680 0,007 0,689 0,003
trans-7,trans-9 0,716 0,009 0,719 0,004
trans-6,trans-8 --- --- 0,750 0,004
12,14-(c-t / t-c) 0,829 0,004
trans-11,cis-13 0,893 0,005 0,910 0,006
cis-11,trans-13 0,914 0,003
trans-10,cis-12 0,957 0,003 0,973 0,002
cis-9,trans-11 1,000 0,000 1,000 0,000
trans-8,cis-10 1,059 0,002 1,054 0,004
trans-7,cis-9 1,095 0,003 1,086 0,008
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Los RRV obtenidos se calcularon partiendo de 30 muestras de leche de oveja,
recogiéndose en la Tabla 3.1 los valores medios para cada isomero. Comparando estos
resultados con los que obtuvieron Delmonte et al. (2005) en leche de vaca, se puede
observar que son bastante semejantes, salvo algunas excepciones en isdmeros que
eluyen dentro de la zona cis-trans/trans-cis. Estas ligeras diferencias se pueden atribuir
a la composicion del eluyente, ya que en nuestros experimentos no se empleo dietil éter
en la mezcla eluyente. Los isébmeros trans-11,cis-13 y trans-10,cis-12 fueron los que
presentaron una mayor diferencia de RRV cuando se compararon los resultados de
ambos ensayos. Uno de los isdbmeros que fue necesario identificar mediante estos
valores fue el trans-8,cis-10, ya que no presentaba una resolucion éptima. EI RRV que
obtuvimos para dicho isomero en leche de oveja registré un valor medio de 1,054 +
0,004 (n = 30); este valor concuerda bastante con el encontrado por Delmonte et al.

(2005) para el isomero trans-8,cis-10.

3.2.1.4. Comentarios respecto a la resolucién cromatografica de los isomeros CLA

En cuanto a la resolucion cromatogréfica, los picos trans-trans son los que
presentan una mejor separacion (Figura 3.7), confirmandose lo que se ha encontrado al
respecto en las distintas publicaciones. Sin embargo, a pesar de su buena resolucién, es

posible encontrar picos solapados en muestras concretas.

Al inicio de la zona trans-trans, aparecia un pequefio pico que deberia
corresponder al trans-13,trans-15, segun los criterios del orden de elucién encontrados
en algunas referencias bibliograficas (Rickert et al., 1999; Fritsche et al., 2001; Dobson,
2003). Rickert et al. (1999) identifican tentativamente este isomero en muestras de
queso; sin embargo, la presencia del mismo en muestras de leche no ha podido ser
constatada, segun nuestro conocimiento. A este pico le sigue uno mucho mas grande, el

cual previamente hemos identificado como trans-12,trans-14.

El pico que se asigna al trans-11,trans-13, puede llegar a ser el mas importante
dentro de la zona trans-trans, aunque hay que recordar que esto depende mucho del tipo
de alimentacion suministrada al animal (véase el apartado 1.3.1). El segundo en
cantidad suele ser el trans-9,trans-11, que presenta una resolucion bastante buena. El

trans-10,trans-12 suele aparecer como un pico relativamente pequefio, pero bien
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separado; sin embargo, su cuantificacion puede complicarse por la presencia de un pico

que aparece entre éste isomero y el trans-9,trans-11.
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Figura 3.7. Cromatograma parcial Ag*-HPLC/DAD correspondiente a la zona trans-trans de
los isomeros CLA presentes en la grasa lactea ovina. El pico asignado al isdmero trans-
13,trans-15 C,g., no ha sido confirmado.

Al final de la zona trans-trans, se encuentran tres pequefios picos, que presentan
una pobre resolucion. Dos de estos picos han sido asignados al trans-8,trans-10 y al
trans-7,trans-9. El otro pico, que aparece bastante pegado al trans-8,trans-10, presenta
un valor RRV préximo al mismo y ademas, su espectro UV es caracteristico de
isbmeros CLA. Pensamos que podria tratarse de una elucion desdoblada del
mencionado isémero. Finalmente y de forma tentativa, hemos asignado como trans-
6,trans-8 al pico que aparece al final de la zona trans-trans; aunque hay que decir que
su espectro UV presenta una meseta entre 231 y 235, una excepcion a lo que se ha
afirmado anteriormente respecto a los picos trans-trans, cuya meseta aparece entre 227

y 231nm.
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Los isdbmeros cis-trans/trans-cis presentan peor resolucion cromatografica que
los trans-trans, (Figura 3.8); sobre todo los mas préximos al isomero mayoritario (cis-
9,trans-11).
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Figura 3.8. Cromatograma parcial Ag'-HPLC/DAD correspondiente a la zona cis-trans/
trans-cis de los isdmeros CLA presentes en la grasa lactea ovina. Se cree que el pico asignado
al isémero trans-8,cis-10 coeluye con otro compuesto que absorbe a 268nm.

El primer pico que aparece en esta zona ha sido asignado al 12,14-(cis-
trans/trans-cis). En la mayoria de las referencias bibliograficas no se atribuye dicho
pico a un isomero geométrico en concreto. Sin embargo, si seguimos los criterios de
asignacién encontrados en los experimentos llevados a cabo por Delmonte et al. (2005),

se podria pensar que corresponde casi exclusivamente al trans-12,cis-14.

El par trans-cis/cis-trans del 11,13-CLA es el que mejor resolucion
cromatografica presentd en esta zona. EI mas abundante de los dos isomeros es el trans-
11,cis-13, pudiéndose encontrar cantidades mas altas del mismo cuando se dispone de

pasto fresco en la alimentacién de los animales (Luna et al., 2005b y 2005c¢).
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Se asigné como 8,10-CLA (cis-trans/trans-cis), al pico que aparece entre los
isdmeros 9,11-CLA y 7,9-CLA; sin embargo, este se encuentra en la leche de forma
minoritaria y su resolucion cromatografica suele ser bastante deficiente. Si se tiene en
cuenta los resultados publicados por Eulitz et al. (1999) y su volumen de retencién
relativo (Tabla 3.1), este pico podria identificarse como trans-8,cis-10.

Respecto a los picos correspondientes a los cis-cis, en principio, estos isomeros
aparecen en la zona posterior a los cis-trans/trans-cis; sin embargo, hay que decir que
sus cantidades en muestras de leche deben ser muy bajas, ya que no se registraron picos
en esta zona del cromatograma. Ademas, en dicha zona puede darse una interferencia de
un compuesto que absorbe a 205 nm y que a 231 nm se observaria como una especie de
“cola” (ver Figura 3.9). Dicho compuesto posiblemente sea &cido oleico (Luna et al.,
2005a; De la Fuente et al., 2006). Algunos autores han detectado pequefias cantidades
de estos isbmeros en leche de oveja, principalmente de cis-9,cis-11, utilizando derivados
DMOX vy determinandolos por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-
MS); aungue los niveles encontrados estuvieron por debajo del 0,5% respecto al total de
isomeros CLA (Gomez-Cortés et al., 2008a, 2008b, 2009a y 2011; Hervas et al., 2008b;
Luna et al., 2005b, 2007 y 2008b; Ostrovsky et al., 2009).

3.2.1.5. Observaciones sobre los cromatogramas registrados a 205 y 268 nm

En el analisis de los isomeros CLA en lacteos, aparecieron picos que no tenian
su maximo de absorcién a 231 nm y que se visualizan mejor en los cromatogramas

registrados a 205 y 268 nm (ver Figura 3.9 y 3.10).

En la zona trans-trans, se observd un pequefio pico que aparecia entre los
isdbmeros trans-10,trans-12 y trans-9,trans-11, casi siempre solapado a este Ultimo
(Figura 3.9). Aungue no se sabe exactamente a qué compuesto corresponde, su maximo
de absorcion ronda los 200 nm, pudiendo asociarse a un compuesto monoinsaturado no
identificado. Dentro de la zona cis-cis también se encontrd otro pico, que como ya se
dijo previamente, presenta un maximo de absorcién por debajo de los 205 nm (Figura
3.9). Lo que se observa es un pico muy ancho y bastante irregular, que en algunos
trabajos lo han relacionado con el oleato de metilo (Luna et al., 2005a; De la Fuente et
al., 2006). La presencia de este ultimo puede impedir la visualizacion y cuantificacion

de isdmeros cis-cis en leche.
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Figura 3.9. Cromatogramas Ag*-HPLC/DAD a 231 y 205 nm. El pico del cuadrante negro
puede ser un compuesto monoinsaturado.
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Figura 3.10. Cromatogramas Ag*-HPLC/DAD a 231 y 268 nm. EIl espectro muestra que,
ademés del isémero trans-8,cis-10 (A = 231 nm) existe un compuesto cuyo maximo de
absorcion es 268 nm, posiblemente relacionado con un trieno conjugado.
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Al observar el cromatograma a 268 nm (Figura 3.10), aparece un pico con un
volumen de retencion proximo al del trans-8,cis-10, que presenta un espectro
correspondiente a un trieno conjugado y que ademas puede encontrarse en cantidades
relativamente elevadas. Sin embargo, en la bibliografia no se recoge la presencia de
acidos grasos con triples enlaces conjugados en muestras de leche. Con las condiciones
experimentales que hemos utilizado, no fue posible determinar su naturaleza, por lo que

seria interesante caracterizar este componente y conocer de qué sustancia se trata.
3.2.2. Rectas de calibrado

En la Tabla 3.2 se recogen los parametros de regresion estimados en el estudio
de linealidad para las tres rectas de calibrado que se utilizaran en la cuantificacion de los
isdmeros CLA. Las pendientes de dichas rectas son muy parecidas y los coeficientes de
correlacion (valores de R?) son superiores a 0,99, lo que demuestra que la linealidad
obtenida para las tres rectas de calibrado es bastante adecuada.

Tabla 3.2. Parametros de regresion estimados para los patrones CLA-FAME en el estudio
de linealidad (n=4)

e
cis-9,trans-11 0,056-12 27,2+0,1 0,07 £ 0,06 0,9996
cis-9,trans-11 0,001 - 0,015 27,0£0,2 0,001 £ 0,001 0,9991
trans-10,cis-12 0,001 -0,015 27,6+0,2 0,0004 + 0,001 0,9996

@ Valores expresados como &cidos grasos libres. ® Representa el valor medio y la desviacion estandar de
la pendiente y de la ordenada en el origen. © R? = coeficiente de correlacién.

3.2.3. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ) se determind segun el método de la pendiente

de la recta y la desviacion estandar de la ordenada en el origen (Dolan, 2009):

100,

LOQ =

o, = Desviacion estandar de la ordenada en el origen

S’ = Pendiente de la recta
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El limite de cuantificacion se establecio en 0,0005 pg/uL, tanto para el isomero
cis-9,trans-11 como para el trans-10,cis-12. En el ensayo de confirmacion, se inyecto
cuatro veces una cantidad de patron cercana al limite de cuantificacion calculado,
obteniéndose desviaciones estandar relativas (RSD) de 3,2% para el cis-9,trans-11y de
4,8% para el trans-10,cis-12. Ambos valores permanecen por debajo del 5% que se

exige para que el limite de cuantificacion estimado sea valido.

Dicho limite corresponde a 0,005 pg de isémero inyectado en la columna
(volumen de inyeccion = 10 uL). En lo que respecta a las muestras, el LOQ para ambos
isdbmeros (cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12), segun las condiciones habituales de trabajo,
seria de 0,008 mg/gcrasa. Aunque estos valores se han establecido para los isémeros
indicados, se podria asumir que dicho valor es practicamente el mismo para el resto de
los isdmeros presentes en la muestra de grasa. Por tanto, cabria la posibilidad de que la
ausencia de los isomeros cis-cis en las muestras analizadas, se deba a que se encuentren

por debajo del limite de cuantificacion.

Fritsche et al. (2000), en muestras de grasa de carne de vacuno, obtuvieron
limites de determinacion de 0,00025, 0,0005 y 0,001 pg/inyeccion para patrones de Cis-
9,trans-11, trans-9,trans-11 y cis-9,cis-11, respectivamente. Estos valores se calcularon

aplicando el criterio de multiplicar cinco veces la relacién sefial/ruido.
3.2.4. Precision

Este pardametro se determind mediante un ensayo de repetibilidad, en el que se
cuantificé doce veces y en dias distintos, el contenido de isomeros CLA de una misma

muestra de leche de oveja UHT.

En la Tabla 3.3 se recogen los niveles de CLA encontrados para cada isomero,
asi como la desviacion estandar (SD) y la desviacion estandar relativa (RSDr). Como se
puede observar en dicha tabla, los valores de desviacion estandar relativa oscilan entre
2,08 y 7,50%. Para el isomero mayoritario (cis-9,trans-11) este valor fue de 2,14%;
mientras que la mayor desviacion se encontrd para el isomero trans-8,cis-10, algo que
cabia esperar teniendo en cuenta la mala resolucion cromatogréafica de este isémero. En
esta tabla no se incluyen los isdbmeros trans-8,trans-10, trans-7,trans-9 y trans-6,trans-

8, ya que el contenido de los mismos en esta muestra fue muy bajo.
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Tabla 3.3. Ensayo de precision (repetibilidad) del método de anélisis de isémeros CLA en la grasa
de leche de oveja (n=12)

Isomero X (MY/Qorasa) sD RSDF (%)
trans-12,trans-14 0,081 0,002 2,47
trans-11,trans-13 0,077 0,002 2,60
trans-10,trans-12 0,039 0,001 2,56

trans-9,trans-11 0,113 0,003 2,65
12,14 (cis-trans/trans-cis) 0,043 0,002 4,65
trans-11,cis-13 0,048 0,001 2,08
trans-10,cis-12 0,056 0,002 3,57
cis-9,trans-11 4,491 0,096 2,14
trans-8,cis-10 0,133 0,010 7,50
trans-7,cis-9 0,379 0,008 2,11

x = Valor promedio. SD = Desviacion estdndar. RSDr = Desviacion estandar relativa.

Para estos ensayos, se calcul6 la desviacién estandar relativa pronosticada, segln

la ecuacion de Horwitz:
RSD r, pronostica da (%) = %(21*0,5@, c)

Donde “C” es la concentracion del analito. Este valor puede servir como
indicador de la aceptabilidad de un método de analisis en lo que respecta a su precision.
En otras palabras, es el mayor error relativo experimental que se puede cometer a un
nivel de concentracion dado, para aceptar que un método cuantitativo es el mas

indicado, en cuanto a precision, para realizar una determinacion.

Una vez obtenida las desviaciones estandar relativas, se calcularon los valores
HORRATT, a través de la siguiente expresion:
RSD (%)

HORRATr — r,observada
RSD (%)

r, pronostica da

Para evaluar la precision de las medidas de repetibilidad de un mismo
laboratorio, estos valores deben mantenerse dentro de un intervalo comprendido entre
0,3y 1,3. En la Tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos para los distintos
isbmeros CLA encontrados en la grasa lactea ovina. Se puede observar gque, a excepcién

del isbmero trans-8,cis-10, todos los isdmeros se mantienen dentro de este intervalo,
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cumpliendo con los criterios especificados por la Association of Analytical
Communities (AOAC, 2002). Por tanto, se considera que el método propuesto posee

una buena precision.

Tabla 3.4. Comparacion de las desviaciones estandar relativas y los valores HORRATT para los
diferentes isomeros CLA encontrados en la grasa de leche de oveja (n=12)

Is6mero RSDr, obs (%) RSDr, pron (%) HORRATYr
trans-12,trans-14 2,47 5,50 0,46
trans-11,trans-13 2,60 5,55 0,46
trans-10,trans-12 2,56 6,15 0,46
trans-9,trans-11 2,65 5,24 0,44

12,14 (cis-trans/trans-cis) 4,65 6,05 0,89
trans-11,cis-13 2,08 5,96 0,46
trans-10,cis-12 3,57 6,03 0,50

cis-9,trans-11 2,14 3,01 0,71
trans-8,cis-10 7,50 511 1,43
trans-7,cis-9 2,11 4,36 0,47

Pardmetros de precision similares a los que hemos obtenido en nuestro ensayo
han sido publicados por Molt6é Puigmarti et al. (2007); dichos valores se muestran en la
Tabla 3.5. La diferencia con respecto a nuestro ensayo es que estos autores llevan a
cabo ensayos intradia e interdia, utilizando muestras de leche humana y de rata; ademas,
la determinacién de los isomeros CLA se realizd por cromatografia de gases.
Observando estos valores, podriamos admitir que la precision obtenida por estos

investigadores es similar a la que hemos encontrado en nuestro método de trabajo.

Tabla 3.5. Valores de desviacion estandar relativa (RSD) obtenidos en los ensayos realizados por
Moltd-Puigmarti et al. (2007) en muestras de leche de rata y leche humana

RSD (%)

Isomero Leche de Rata Leche Humana
trans-trans, intradia 7,78 6,50
trans-trans, interdia 3,46 7,75

trans-10,cis-12, intradia n.d. 6,56
trans-10,cis-12, interdia n.d. 7,51
cis-9,trans-11, intradia 1,53 2,51
cis-9,trans-11, interdia 3,08 3,27
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3.2.5. Exactitud

Este ensayo se llevo a cabo afiadiendo a una muestra de grasa lactea un patron de
cis-9,trans-11 Cig, en forma de triglicérido (Larodan Fine Chemical, Suecia) de una
pureza del 90%, determinada por cromatografia de gases. Se pesd una cantidad exacta
(200 mg) de triglicérido y se disolvid en 10 mL de hexano. A partir de esta disolucion
se hicieron las diluciones necesarias para afadir distintas cantidades a la muestra. La
determinacion se realizd cuatro veces para cada cantidad afiadida y los resultados
encontrados se presentan en la Tabla 3.6. La muestra utilizada en este ensayo se analizé
en distintos dias, obteniéndose un valor medio de cis-9,trans-11 de 4,511 + 0,094 mg
cis-9,trans-11/gerasa (N = 12); dicho valor se considerd la cantidad inicial presente en la

muestra.

Tabla 3.6. Ensayo de recuperacion de cis-9,trans-11 CLA, afiadido como triglicérido cis-9,trans-11
Cig» a la grasa de leche de oveja

Canticad afadida (ggore) Cantidad ancontrada espits R
2,562 2,355 2,543 2,477 6,894 6,814 7,016 6,884 97 £2,7
4,032 3,869 4,316 3,734 8,341 8,249 8,976 8,286 99 £3,7
9,041 9,000 9,209 9,124 12,919 12,695 12,891 12,742 91+13

Media: 96 +4,2

* Se afadieron tres cantidades distintas a cuatro muestras de la misma grasa lactea, cuyo contenido de
CLA inicial (o sin adicion) era de 4,511 + 0,094 miligramos de cis-9,trans-11 CLA /g de grasa lactea.

@ valores expresados en miligramos de cis-9,trans-11 CLA / ggrasa-

® Media + desviacion estandar.

Las recuperaciones oscilaron entre el 91 y el 97% (con un valor medio de 96%).
Estos porcentajes de recuperacion se consideran buenos segin los intervalos

establecidos, en funcién de las concentraciones que se determinan (AOAC, 2002).

Estos resultados también nos confirman que la metilacion con KOH/metanol del
triglicérido cis-9,trans-11 Cig.» €S completa; algo que permite garantizar una adecuada
metilacién de la grasa lactea, compuesta casi en su totalidad por triglicéridos. Elegir la
metilacion en medio alcalino (KOH/metanol) tiene la gran ventaja de que con ella se
evitan posibles isomerizaciones indeseadas. Este procedimiento de metilacion no es

adecuado para matrices con altas cantidades de fosfolipidos y acidos grasos libres. Sin
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embargo, este inconveniente no supuso ningun problema en el andlisis de la grasa de
leche, ya que en dicha matriz, estos componentes se encuentran como una fraccién
minoritaria (menos de un 2%). La leche con baja calidad bacteriologica puede contener
mayores niveles de acidos grasos libres, por lo que para garantizar la efectividad de la
metilacion alcalina, es necesario que la muestra de leche se mantenga en buenas

condiciones de conservacion (De la Fuente et al., 2006; Lee y Tweed, 2008).

En lo que respecta al analisis de CLA, debemos comentar la escasa
disponibilidad de trabajos en los que se publiquen estudios de recuperacion de estos
isdbmeros. Nuernberg et al. (2007) encontraron porcentajes de recuperacion similares
(entre 89 y 93%) cuando estudiaban diferentes métodos de metilacion para la
determinacion de isomeros CLA en grasa de carne de vacuno. Para ello, utilizan un
material de referencia (BCR-163 grasa de carne porcina), al que afiaden cis-9,trans-11
en estado libre. Si tenemos en cuenta la cantidad de cis-9,trans-11 utilizada (100,05 nug)
y las condiciones experimentales en las que se realiz6 dicho estudio, la cantidad afiadida
por estos investigadores estaria proxima al nivel intermedio que se empled en nuestros
ensayos de recuperacion. Aldai et al. (2006), afiadiendo diversos &cidos grasos libres a
la carne de vacuno, obtienen una recuperacion de 93,67% para el isbmero cis-9,trans-

11, determinado por cromatografia de gases.
3.3. CONSIDERACIONES FINALES

El método que proponemos permite la determinacion cuantitativa de los
diferentes isbmeros CLA en leche. Teniendo en cuenta los pardmetros de validacion
establecidos, este método podria ser una buena alternativa a la determinacion
convencional de estos isémeros, la cual combina dos técnicas, GC y Ag*-HPLC. Su
aplicacion como Unico método de andlisis permitiria un ahorro importante de tiempo y
de medios. Desde el punto de vista practico, estas ventajas pueden ser de gran interes,
sobre todo en la valoracion de las ingestas de los distintos isomeros y en aquellos
estudios que buscan relacionar las actividades biolégicas con cantidades concretas de

isdmeros individuales.

La validacion del método incluye el estudio de la linealidad, limite de
cuantificacion, ensayos de recuperacion y de precision. Otros autores (Fritsche et al.,

2000) han descrito un procedimiento similar para la determinacion de CLA en grasa de
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carne de vacuno y en la validacion estudiaron la linealidad y el limite de cuantificacion,
pero no establecieron la precision ni la exactitud. Por ello, pensamos que la validacion
del método aporta datos nuevos que generan confianza en los resultados desde el punto
de vista cuantitativo. Unos de los aspectos mas innovadores es la utilizacion de un
patron en forma de triglicérido de cis-9,trans-11 Cig., para los ensayos de recuperacion.
Esta forma de trabajar garantiza que el proceso de metilacion es completo y permite

cuantificar recurriendo a estandares externos.

El método, puesto a punto y validado, es una herramienta que consigue
determinar isomeros CLA de forma relativamente répida y fiable en leche y derivados
lacteos. También puede utilizarse para el analisis de rutina de mezclas comerciales
obtenidas por sintesis, las cuales son empleadas actualmente como complementos
dietéticos. En los ensayos de valoracion de actividad biolégica, debe conocerse el
contenido de cada uno de los isdbmeros en las mezclas que se estan utilizando. En ambos
casos, es imprescindible establecer la composicion exacta de isomeros y por ello el
método puede interesar a sectores relacionados con la elaboracién de complementos
dietéticos o bien a investigadores cuyo objetivo sea relacionar las actividades bioldgicas

con contenidos de isomeros individuales.
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4. ISOMEROS CLA EN LECHE DE OVEJA PARCIALMENTE
DESNATADA Y TRATADA TERMICAMENTE

Una vez validado el método de analisis, el siguiente objetivo fue conocer el
contenido de los diferentes isdmeros CLA en leche de oveja UHT semidesnatada,
asi como estudiar la influencia que sobre los mismos pueden tener el procesado y el
almacenamiento. Para ello, se han analizado muestras correspondientes a leche cruda,
recién procesada y al final del periodo de vida util. También se valoraran las
variaciones en los isomeros, atribuibles a la época del afio, puesto que condiciona, en

gran medida, la alimentacién de los animales.
4.1. MUESTRAS

Las muestras de leche de oveja fueron suministradas por la empresa Leche
GAZA, S.L.; esta empresa dispone de 22 rebafios de ovejas, todos pertenecientes y
controlados por la misma. Los rebafios incluyen cerca de 10000 ovejas reproductoras
adultas, de las cuales 8300 son de raza Assaf y 1700 proceden de razas autdctonas
(como la Churra y la Castellana). Los animales se alimentaron mediante dos sistemas

productivos: semi-extensivo y semi-intensivo (Tabla 4.1).

Con el sistema semi-extensivo, los animales permanecieron estabulados de
octubre a febrero, alimentandose de piensos comerciales y forrajes, mientras que de
marzo a septiembre, pastorearon 6 horas al dia, consumiendo las especies vegetales
disponibles. Con el sistema semi-intensivo, la alimentacion se baso casi exclusivamente
en piensos y forrajes, complementandose con cortos periodos de pastoreo de 3 horas al
dia entre los meses de abril y agosto. En ninguno de los casos se modificd la dieta

animal de manera intencionada, con el fin de aumentar los niveles de CLA en la leche.

La frecuencia de muestreo estuvo condicionada por la planificacién de la
empresa, impuesta a su vez por las necesidades del mercado. Desde octubre de 2007
hasta diciembre de 2008 (15 meses), Leche GAZA, S.L. nos suministro un total de 24
muestras de leche de oveja semidesnatada UHT, ademas de sus correspondientes

muestras de leche cruda.
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Tabla 4.1. Régimen de alimentacion de las ovejas, segun el sistema de produccion empleado

Sistema de produccion Régimen y Periodo Observaciones adicionales

Forraje: Alfalfa (bajo porcentaje), paja, vezas
Estabulacion integra*** empacadas y heno de avena.

Octubre-Febrero (5 meses) Concentrado: Pienso comercial (a base de

Semi-extensivo* cereales) y cebada.

(7000 ovej as) Cuando la disponibilidad de pasto fue escasa,
Pastoreo*** se complement6 con cereales, principalmente
para las ovejas en lactacion.

Marzo-Septiembre (7 meses, 6h/dia)

Forraje: Alfalfa (alto porcentaje) y paja.

Concentrado: Alfalfa granulada, soja, semilla
de algodon, pulpa de remolacha, maiz, otros
cereales y corrector vitaminico-mineral. Las
proporciones de estos componentes variaban
segun el fabricante.

Estabulacion integra***

Todo el afio
Semi-intensivo**

(3000 ovejas)
En este sistema de produccion, el pastoreo
tiene caracter complementario, ya que
durante todo el afio, las ovejas permanecieron

Abril-Agosto (5 meses, 3h/dia) estabuladas y se alimentaron con forraje y
concentrado.

Pastoreo™**

La informacién plasmada en esta tabla fue suministrada por la empresa GAZA, S.L.

*De las 7000 ovejas de este grupo, 5300 eran de raza Assaf; mientras que las restantes (1700) pertenecian
a otras razas autoctonas (como la churra o la castellana).

** Todas las ovejas (3000 cabezas) pertenecian a la raza Assaf.

*** En la estabulacién integra, la alimentacion de las ovejas consistio en suministrarles forraje y
concentrado, aunque no se especifica la proporcion de los mismos, mientras que en el pastoreo, las ovejas
consumian las distintas especies vegetales disponibles, segun la zona geogréfica (alfalfa, pastizal, etc.).

Las muestras de leche cruda se recogian del conjunto total de la mezcla de leche
recién ordefiada. La leche se mantenia refrigerada, se depositaba en envases
esterilizados y se trasladaba al laboratorio lo méas rapidamente posible el mismo dia de
su ordefio, para evitar la lipdlisis. La extraccion de la grasa se realizé en el momento de
recibir la muestra en el laboratorio (ver apartado 3.1.1) y se guardd a -20°C hasta el dia

en que se procedi6 con su analisis.

Las correspondientes muestras de leche de oveja semidesnatada llegaron uno o
dos dias después de recibir la leche cruda. Se recibia un pack de 6 envases “Tetra Brik”
de 1 litro, cuya vida util era de aproximadamente 3 meses. Se extrajo la grasa de la
misma forma que para la leche cruda. Uno de los envases se dejé cerrado y se almacend

en el laboratorio (temperatura ambiente aproximada de 22 + 2 °C) para una posterior
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extraccion proxima a la fecha de caducidad. En el etiquetado se recoge la informacion

nutricional que se detalla a continuacion:

Informacion nutricional
Valores medios en 100 mL

Valor energético ..........covoveenenennn.. 54,80 kcal/230,90 kJ
Proteinas ..........ccovviviniiiiiiiicicieieie e 0,40 g
Hidratos de carbono ..............coviiiiiiiiii 4,70 g
(€ -1 T 1,60 g
Vitamina B12........ccccoeiiiiiiiiiin, 0,60 pg (60% CDR*)
CalCio. ... 220 mg (27,50% CDR¥*)
FOsforo ......coveeeviiiiiiiiin. 150 mg (18,66% CDR¥*)

*CDR = Cantidad diaria recomendada

4.2. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los contenidos de isémeros CLA en los tres tipos de leche, y segun la época del
afio, se compararon con un andlisis de varianza de dos factores independientes con
interaccién (tipo de leche y variacion estacional). Para el anélisis de deteccion de las
diferencias de medias entre los niveles de los factores, se ha utilizado la penalizacion de
Bonferroni. Los niveles de significacion elegidos han sido los habituales del 5% vy el
1%. Para la realizacion de analisis estadistico, se ha utilizado el software XLSTAT
2007.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 4.2 se recogen los contenidos de isomeros CLA encontrados en las
distintas muestras de leche cruda, asi como en sus correspondientes muestras de leche
semidesnatada UHT, tanto las recién procesadas como las que se almacenaron hasta su
caducidad. Los valores medios obtenidos para todos los isomeros durante los 15 meses
de estudio se agruparon en intervalos de tres meses, para valorar la influencia estacional
en los diferentes isomeros. Estos resultados se expresan en miligramos por gramo de
grasa (mgcLa/derasa), POr 1o que para compararlos con aquellas publicaciones en las que
el CLA se expresa de otra forma (gca/100 g de &cidos grasos totales 0 gca-rame/100 g
de FAME’s), hemos optado por convertir los datos de otros autores a esta misma unidad
(myg/gerasa), empleando para ello los factores de conversion que se recogen en el Anexo
1. Pensamos que la aplicacion de estos factores resulta util a efectos comparativos,
aunque debemos asumir que los valores calculados pueden incluir errores derivados del

numero y cantidad concreta de acidos grasos determinados en cada trabajo.
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Tabla 4.2. Contenido de isémeros CLA (mg/gcrasa) €N leche de oveja

PN

Isémero CLA Tipo O(lae) Otofio 2007®  Invierno 2008®  Primavera 2008® Verano 2008®  Otofio 2008
Leche (Oct-Nov-Dic)  (Ene-Feb-Mar)  (Abr-May-Jun)  (Jul-Ago-Sep)  (Oct-Nov-Dic)

n=4 n=4 n==6 n=>5 n=>5
trans-12,trans-14 Cruda 0,125+£0,017 0,127 £0,011 0,225+£0,040 0,132+0,024 0,127 £0,006
Procesada | 0,119 +£0,018 0,115 +0,009 0,219+£0,037 0,134+0,019 0,120+£0,010
Almacenada| 0,120 +£0,017 0,118 £ 0,008 0,210£0,039 0,137 £0,019 0,124 +0,010
trans-11,trans-13 Cruda 0,121 £0,016 0,117 +0,014 0,327 £0,065 0,130+0,038 0,128 £0,015
Procesada | 0,115+0,016 0,106 + 0,007 0,326 £0,068 0,137 £0,047 0,123 +0,016
Almacenada| 0,114 +£0,018 0,107 + 0,005 0,311 +0,071 0,140 £ 0,047 0,126 £0,015
trans-10,trans-12 Cruda 0,070 £0,008 0,071 +0,009 0,066 £0,013 0,074 +£0,009 0,063 £ 0,006
Procesada | 0,071 £0,008 0,069 +0,011 0,068 £0,015 0,074 +£0,007 0,067 £ 0,009
Almacenada| 0,070 £0,008 0,065 + 0,007 0,069 +0,012 0,064 +£0,006 0,059 + 0,008
trans-9,trans-11 Cruda 0,140 £0,017 0,137 £0,005 0,208 £0,026 0,154 +0,018 0,146 £0,018
Procesada | 0,140 £0,017 0,149 + 0,007 0,216 £0,022 0,161 +0,018 0,141 +£0,012
Almacenada| 0,133 +0,015 0,137 + 0,006 0,209 +0,022 0,156 +0,023 0,138 £0,015
trans-8,trans-10 Cruda 0,052 £0,007 0,060 + 0,005 0,066 £0,010 0,059 £0,006 0,060 +0,007
Procesada | 0,052 £0,004 0,061 + 0,008 0,060 £0,007 0,061 +0,004 0,058 + 0,005
Almacenada| 0,055 +0,009 0,057 + 0,004 0,061 £0,007 0,061 +0,007 0,058 + 0,004
trans-7,trans-9 Cruda 0,048 £0,004 0,055 + 0,004 0,065+0,005 0,057 £0,005 0,052 +0,005
Procesada | 0,051 +£0,006 0,056 + 0,006 0,065 +0,004 0,058 +0,005 0,051+ 0,003
Almacenada| 0,051 +0,007 0,048 £ 0,004 0,065+0,006 0,061+0,003 0,052 0,004
trans-6,trans-8 Cruda 0,012 +£0,002 0,014 0,002 0,013+0,002 0,017 +0,002 0,017 £0,001
Procesada | 0,013 +£0,002 0,013 +0,003 0,016 £0,005 0,017 +£0,003 0,017 £ 0,002
Almacenada | 0,013 +0,003 0,013 + 0,002 0,014 £0,004 0,018 £0,004 0,017 £0,003

@ Tipo de leche: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

® Tiempo de muestreo: Se han encontrado diferencias significativas, P < 0,05.

@xb) |nteraccion: Sélo se da para el isdmero trans-7,trans-9.

“n” = NUmero de muestras, analizadas por triplicado.
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Tabla 4.2 (cont.). Contenido de isomeros CLA (mg/gerasa) €N leche de oveja

X ts,

Isémero CLA | 11P99¢  I™Gtofio 20077 Invierno 20087 Primavera 20087 Verano 20080 Otofio 20087
Leche (Oct-Nov-Dic)  (Ene-Feb-Mar)  (Abr-May-Jun)  (Jul-Ago-Sep)  (Oct-Nov-Dic)

n=4 n=4 n=6 n=>5 n=>5
12,14-(c-t/ t-C) Cruda 0,057 £0,005 0,058 = 0,005 0,152 £0,035 0,068 +0,011 0,060 + 0,007
Procesada | 0,055 +0,004 0,056 + 0,002 0,152 £0,035 0,071+0,018 0,061 + 0,006
Almacenada | 0,052 +£0,005 0,059 + 0,009 0,147 £0,039 0,071 £0,014 0,061 +0,007
trans-11,cis-13 Cruda 0,061 £0,007 0,068 £ 0,016 0,223 +£0,046 0,069 +£0,022 0,064 + 0,005
Procesada | 0,057 £0,005 0,065 + 0,009 0,232 £0,055 0,073 +£0,030 0,063 +0,005
Almacenada | 0,056 +£ 0,009 0,064 + 0,010 0,230 £0,067  0,075+0,027 0,069 + 0,009
trans-10,cis-12 Cruda 0,044 £0,005 0,042 0,002 0,062 £0,010 0,050 +0,009 0,046 + 0,004
Procesada | 0,043 £0,005 0,046 + 0,003 0,060 £0,012 0,050 +0,009 0,045 + 0,004
Almacenada | 0,043 +0,006 0,046 + 0,003 0,060+0,009 0,050 +0,006 0,045+ 0,002
cis-9,trans-11 Cruda 4,446 £0,292 4,400 + 0,254 6,737 £0,657 4,725+0,651 4,605 + 0,324
Procesada | 4,364 £0,274 4,225 +0,189 6,507 £0,717 4,666 +0,704 4,556 + 0,469
Almacenada | 4,295+ 0,275 4,242 +0,121 6,486 £0,726 4,685 +0,674 4,617 + 0,459
trans-8,cis-10 Cruda 0,064 £0,009 0,075+0,017 0,093+0,014 0,098 £0,007 0,088 + 0,006
Procesada | 0,068 £0,017 0,067 +0,013 0,086 +£0,009 0,096 +0,008 0,086 + 0,009
Almacenada | 0,072 +0,007 0,062 +0,013 0,090 +0,012 0,096 +0,006 0,087 + 0,008
trans-7,cis-9 Cruda 0,385+0,022 0,393 £0,044 0,442 £0,028 0,398 £0,038 0,389 + 0,031
Procesada | 0,381 +£0,029 0,369 + 0,031 0,428 £0,024 0,393 +0,027 0,386 + 0,036
Almacenada | 0,373 +0,029 0,360 + 0,026 0,436 £0,026  0,395+0,018 0,392 + 0,033
CLATOTAL Cruda 5,624 £0,383 5,617 £0,290 8,679+0,868 6,031+0,815 5,845+ 0,353
Procesada | 5,530 +0,375 5,395 +0,185 8,435+0,922 5992+0,871 5,775+0,531
Almacenada | 5,448 +0,366 5,378 £ 0,112 8,388 0,950 6,009 +0,805 5,846 +0,518

@ Tipo de leche: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

® Tiempo de muestreo: Se han encontrado diferencias significativas, P < 0,05.

@xb) |nteraccion: No se encontrd

“n” = NUmero de muestras, analizadas por triplicado.
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4.3.1. Influencia del procesado y del almacenamiento

Para observar la influencia del procesado y del almacenamiento, se compararon
entre si los contenidos de isomeros CLA encontrados en las diferentes muestras de leche
semidesnatada con la correspondiente leche cruda (ver Tabla 4.2). En la Figura 4.1 se
esquematiza el proceso de fabricacion de la leche UHT, facilitada por la empresa
GAZA, S.L. En ella puede observarse que la temperatura mas elevada (150°C) se

mantiene durante un tiempo muy corto (2,4 segundos).

RECEPCION —» Temperatura: < 10°C. Ausencia de inhibidores
HIGIENIZACION Y —— Temperatura: 40°C (6100 rpm)
DESNATADO
TERMIZACION Y — Temperatura: 57 — 78°C (10— 20 s)
ENFRIAMIENTO Enfriamiento: 4 — 8 °C
NORMALIZACION ——  Materia grasa: 1,6%

!

PRECALENTAMIENTO —> Temperatura: 65-80°C (2-65)
. Temperatura: 150°C (2,4 s
UPERIZACION > emp (2.45)
HOMOGENEIZACION Y 140 — 250 bar (80°C)
ENFRIAMIENTO »  Enfriamiento: 12/25°C
ENVASADO
ALMACENAMIENTO —  Temperatura ambiente

Figura 4.1. Esquema del procesado de la leche de oveja UHT, segln la empresa GAZA.
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4.3.1.1. Efecto del procesado y el almacenamiento en el contenido de CLA total

Para casi todas las épocas del afio, el contenido total de CLA fue ligeramente
mayor en la leche cruda que en sus respectivas muestras de leche procesada o
almacenada. Sin embargo, hay que decir que estas diferencias no fueron significativas
(P > 0,05), ni en leche recién tratada, ni cuando el producto final se almacené durante
tres meses (periodo correspondiente a su vida Util). Estas observaciones coinciden con
las encontradas en algunos trabajos relacionados con los efectos del procesado de la
leche para obtener distintos derivados l4cteos, en las que no se observan variaciones de
CLA o, de producirse, son muy pequefias (Luna et al., 2005c y 2007; Partidario et al.,
2008; Prandini et al., 2009).

Sin embargo, las publicaciones mas antiguas contradicen estas afirmaciones (Ha
et al., 1989; Shantha et al., 1992; Garcia-L0pez et al., 1994), creando cierta controversia
en lo que se refiere a la influencia del procesado sobre el contenido total e individual de
isdmeros CLA en leche y derivados lacteos. Los primeros estudios indicaban que el
incremento del CLA en los productos lacteos se debia a los diversos procesos térmicos
que se aplicaban a la leche cruda durante la fabricacion de los mismos, sobre todo
aquellos que utilizaban temperaturas moderadas (inferiores a 100°C). Otros
consideraron que este aumento se debia a una posible conversion del acido linoleico en
CLA, influenciado por factores como la temperatura de calentamiento, el oxigeno y la
presencia de moléculas donadoras de hidrogeno (como las proteinas). Estos trabajos
estan hechos en quesos y por ello, en este apartado, no hemos considerado necesario

entrar en detalles respecto a los mismos (ver apartado 1.3.2).

Los estudios mas recientes sostienen la idea de que los distintos procesos
térmicos no tienen influencia en el contenido de CLA en leche y sus derivados. Los
procesos de fabricacion de leche liquida (Herzallah et al., 2005; Buccioni et al., 2010),
leche fermentada (Luna et al., 2004) y quesos (Gnadig et al., 2004; Luna et al., 2005¢c y
2007; Partidario et al., 2008; Prandini et al., 2009) no parecen alterar la cantidad de
CLA.

En leche de oveja, después de un tratamiento de pasteurizacion (73°C, 15
segundos), se mantuvo el contenido de CLA total (17,4 mg/Qcrasa), aungque se modifico

la distribucién de isébmeros (Buccioni et al., 2010). Herzallah et al. (2005) no observan
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diferencias entre los contenidos de CLA en leche cruda de vaca (5,67 mg/Qcrasa) Y 10S
encontrados en la correspondiente leche pasteurizada a 63°C durante 30 min (5,34
MQ/Jcrasa) Y @ 95°C durante 5 min (5,37 Mg/gerasa), aUNQue si determinan descensos en
los niveles de CLA (4,82 mg/gcrasa, aproximadamente un 15%) cuando la leche se
sometid a tratamiento UHT (140°C, durante 4 segundos). Estas variaciones estan
bastante alejadas de los resultados que hemos obtenido con la leche de oveja UHT, en la
que el descenso mas destacado del contenido de CLA total se dio en invierno. En esta
época, los niveles de CLA en la leche procesada (5,395 + 0,185 mg/gcrasa) 0 almacenada
(5,378 + 0,112 mg/gcrasa) fueron apenas un 4% menores que en su correspondiente leche
de partida (5,617 £ 0,290 mg/gerasa)- Las diferencias en las temperaturas y tiempos de
calentamiento no explican la falta de concordancia entre los resultados encontrados en

nuestro trabajo y las publicadas para la leche UHT de vaca.

En leche pasteurizada (85°C, 16 segundos), el tratamiento térmico no supuso
ninguna variacion en los niveles de CLA. Sin embargo, el almacenamiento en
refrigeracion (5°C) durante tres dias, hizo descender dichas cantidades (de 5,53 a 4,71
Mg/Jcrasa). ESte mismo efecto no se observé en la leche UHT, después de mantenerla en
refrigeracion durante cinco dias (Herzallah et al. 2005).

4.3.1.2. Efecto del procesado y el almacenamiento en los isomeros individuales

No hemos observado cambios importantes en los contenidos individuales de
isdbmeros CLA, como consecuencia del procesado de la leche o por el almacenamiento,
y las ligeras diferencias encontradas en los niveles de CLA total se deben
principalmente al isébmero mayoritario, el cis-9,trans-11, pero no fueron

estadisticamente significativas (P > 0,05).

Como ya hemos recogido previamente, la leche de oveja, después de un
tratamiento de pasteurizacion (73°C, 15 segundos), conservo el contenido de CLA total
pero se modifico la distribucion de isomeros. El cis-9,trans-11 y el trans-10,trans-12
aumentaron (1,3 y 0,7% respectivamente), mientras que en el cis-10,cis-12 y en otros
isdbmeros no especificados, se observé una reduccion (0,3 y 1,4% respectivamente). En
el perfil no se han considerado los isomeros trans-10,cis-12 y trans-6,trans-8, porque se
encuentran en cantidades muy pequefias, tanto en la leche cruda como en la pasteurizada
(Buccioni et al., 2010).

112



4. 1SOMEROS CLA EN LECHE DE OVEJA PARCIALMENTE
DESNATADA Y TRATADA TERMICAMENTE

Los contenidos de cis-9,trans-11 y de trans-10,cis-12, determinados por Zengin
et al. (2011) en leche de vaca pasteurizada a diferentes temperaturas (70 a 90°C, 5 min),

fueron iguales a los que presentaba su correspondiente leche sin tratar.

Estos resultados estarian en la misma linea de los recogidos por Rodriguez-
Alcald y Fontecha (2007), que trabajaron con 6 productos lacteos enriquecidos con CLA
(leche, leche fermentada, queso fresco, yogur, zumo y leche en polvo) y evaluaron el
efecto del procesado y almacenamiento (durante 1, 5y 10 semanas) sobre el contenido
de CLA en estos productos. En leche desnatada, enriquecida con CLA vy tratada
térmicamente (142°C, 6 segundos) no encontraron diferencias en la cantidad de los
isbmeros mayoritarios (cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12) ni tampoco en la de los
minoritarios (trans-11,trans-13; trans-10,trans-12; cis-11,trans-13; trans-8,cis-10; cis-
9,cis-11 y cis-10,cis-12) después de 10 semanas almacenada a 4°C. S6lo en las muestras
de queso fresco llegaron a encontrar pérdidas significativas de los mayoritarios cis-
9,trans-11 y trans-10,cis-12.

Otros estudios ponen de manifiesto cambios significativos en los contenidos de
cis-9,trans-11, asi como de otros isomeros minoritarios. Campbell et al. (2003) detectan
un descenso significativo del contenido de cis-9,trans-11 y de otros isémeros
minoritarios como consecuencia de la pasteurizacion HTST (alta temperatura y corto
tiempo) en muestras de leche desnatada enriquecida con un 2% de CLA. Los mismos
autores llegan a determinar descensos significativos del acido ruménico después de 3
semanas de almacenamiento en refrigeracion. Estos cambios en el contenido de cis-
9,trans-11 los atribuyen al proceso térmico que se empled en la elaboraciéon de los
productos y a un excesivo crecimiento microbioldgico durante el almacenamiento de las

muestras.

Se han publicado descensos de hasta un 20% (de 15,0 hasta 12,0 mg/gcrasa) €n el
contenido de cis-9,trans-11 en la leche UHT (138°C, durante 3 segundos). Esta
reduccién fue comparativamente mas baja (de 15,0 hasta 13,4 mg/Qcrasa, Un 10% menos)
cuando utilizaron la pasteurizacion a 60°C durante 20 minutos. EI almacenamiento de la
leche UHT durante dos meses a temperatura de refrigeracion (6 — 7°C) produjo una

reduccion muy pequeiia (1,2%) del &cido ruménico. Esta disminucion se puede
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considerar despreciable frente al efecto producido por el tratamiento térmico (Leite et
al., 2007).

Pensamos que la discrepancia entre los resultados de distintos autores, no puede
deberse a las diferencias en el tiempo y temperatura de tratamiento, sino que podria

estar condicionada por otros factores no contemplados en los trabajos publicados.

4.3.2. Contenido de CLA total y variacion estacional

En la Tabla 4.2 se puede observar que, para las distintas muestras de leche, el
contenido de CLA total se mantiene entre 5,378 y 8,679 mg/Qcrsa. Dichos datos se
representan en la Figura 4.2. Los mayores niveles se encontraron durante la época
primaveral (8,501 £+ 0,906 mg/gaerasa), Mientras que en el resto de épocas estacionales,
las cantidades de CLA total apenas llegaron a alcanzar los 6,00 mg/gcrasa. Hay que
precisar que, en muestras correspondientes al mes de mayo, se determinaron cantidades

mas altas (10 mg/gcrasa)-

10,0

8,0

6,0

4,0

mg CLA total/ g Grasa

2,0 4

0,0 -

Otofio 2007 Invierno 2008 Primavera 2008 Verano 2008 Otofio 2008
X=5,534 +0,371 X=5,463 0,231 X = 8,501 + 0,906 X=6,011 £ 0,812 X =5,822 + 0,465

B Cruda B UHT((recién procesada) O UHT (almacenada)

Figura 4.2. Variacion del contenido de CLA total en las muestras de leche de oveja UHT.

Los contenidos de CLA total determinados en primavera presentan diferencias
significativas (P < 0,01) con respecto a los contenidos encontrados en el resto del afio.

En la Tabla 4.3 se recogen de forma esquematica los resultados del tratamiento
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estadistico, con el fin de facilitar su visualizacion y la comparacion global de las

variaciones estacionales entre isomeros.

El analisis estadistico califica como significativas variaciones minimas que se
dan en los isdbmeros que se encuentran en concentraciones mas bajas. En estos casos
concretos, no se ha tenido en cuenta la significacion si la diferencia de las medias era
inferior al limite de cuantificacion referido a las muestras y determinado en la

validacién del método de andlisis.

Tabla 4.3. Diferencias estacionales: resultados del tratamiento estadistico en leche de oveja UHT

Isémeros
. — = N — o
N o — o — (2] (o)
Tiempo de muestreo —lg2lele|S S22l F 22|72 ]%
Slal2|lelele|lsISslelsle]lels!| s
Sl sl g|lS|e|s|le| 5|88 &) s
< 5 '\(;) o S s - | « = | o p e N ©
_I o c 2 1) [y < 5 ! - & 5 &9 )
ol |E|ls|s|&|a|e|z|L|8|8|5]|E
|| 5|8 &8|d| s 8| cs|S|cs| 2|8
= = — = < S = = = =]
s g| =
Otofio 2007 — Invierno 2008
Otofio 2007 — Primavera 2008 E N B e B B I e B *%x
Otofio 2007 — Verano 2008 K%k *% *% *%
Otofio 2007 — Otoiio 2008 *x
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** «P» <0,01; * «P» < 0,05; No significativo > 0,05.

Si tenemos en cuenta estos contenidos y la alimentacion que han recibido los
animales, podemos decir que nuestros resultados son bastante parecidos a los que se han
obtenido en algunos trabajos publicados previamente. Los valores de CLA total
encontrados por Luna et al. (2005a) en leche de ovejas de distintas razas, son muy
similares a los que hemos obtenido en este ensayo (5,43 — 9,25 mg/Qgcrasa). EN otro
estudio realizado por los mismos autores (Luna et al., 2005b), el contenido de CLA total
en leche de ovejas Assaf alimentadas con una dieta control fue de 7,6 mg/Qgrasa; dicho
valor no superd los 10,0 mg/gerasa Cuando la dieta se suplement6 con semillas de lino.
Atti et al. (2006) obtuvieron un intervalo de variacion mas amplio (2,40 — 10,30

mMQg/Jcrasa) €N OVejas alimentadas con tres dietas distintas. Segun los resultados de Castro
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et al. (2009), los niveles de CLA en leche de oveja no superan los 7,5mg/gcrasa €N OVejas
alimentadas con suplementos enriquecidos con pequefias cantidades de aceites
vegetales. Luna et al. (2007) determinaron cantidades similares a las obtenidas en este
estudio en leche cruda de oveja utilizada para elaborar quesos manchegos (5,70 — 6,50
Ma/Jerasa), Mientras que Partidario et al. (2008) obtuvieron valores algo mayores en la
leche de partida empleada en la fabricacion de tres tipos de quesos ovinos portugueses
(8,00 — 11,00 mg/gcrasa).- En leche de oveja destinada a la elaboracion de queso

Pecorino, se han recogido contenidos mas altos (17,4 mg/gerasa, Buccioni et al., 2010).

En algunos de los estudios en los que las ovejas se alimentaron con dietas
basicas (aquéllas que no contenian ningun tipo de suplemento), los niveles de CLA se
mantuvieron cercanos a los valores que hemos determinado en nuestros ensayos: 4,98 —
7,07 mg/gcrasa (Mele et al., 2006), 2,45 — 8,38 mg/gerasa (Reynolds et al., 2006), 6,06 —
9,71 my/gerasa (GOMez-Cortés et al., 2008b), 7,34 — 8,19 mg/gcrasa (GOMez-Cortés et al.,
2009a), 4,28 — 9,41 mg/gcrasa (Bodas et al., 2010), 3,86 — 6,59 mg/gcrasa (LUruenia,
2010), y 7,72 — 9,41 mg/gcrasa (Martini et al., 2010).

Otros estudios relacionados con el contenido de CLA en leche de vaca
comercial, también publican datos muy similares. En leche entera de vaca, el intervalo
de variacion del contenido de CLA es relativamente amplio, estos valores oscilan entre
2,00 y 11,41 mg/gcrasa (Ma et al., 1999; Pestana et al., 2009; Guler et al., 2010;
Mushtag et al., 2010; Nunes y Torres, 2010). En leche UHT, se han determinado
concentraciones de CLA entre 5,08 y 7,63 mg/gcrsa (Chin et al., 1992; Fritsche et al.,
1998a; Jones et al., 2005; Laloux et al., 2007; Park et al., 2008). En los trabajos
llevados a cabo con leche baja en grasa, el contenido de CLA también se mantuvo
dentro de los valores que hemos encontrado en nuestro estudio. Martins et al. (2007)
analizaron diferentes tipos de productos derivados de la leche y encontraron que el
contenido de CLA en leche semidesnatada fue de 7,22 mg/gerasa, Valor relativamente
alto si se compara con los 2,10 mg/gcrasa determinado por Mushtaq et al. (2010). En este
ultimo trabajo no se encontré CLA en leche desnatada, resultado que deberia esperarse
si se tiene en cuenta que el contenido de grasa es muy pequefio. Sin embargo, llaman la
atencion los resultados publicados por Guler et al. (2010), que recogen contenidos
medios de CLA de 9,20 mg/gcrasa €N leche desnatada.
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En trabajos publicados recientemente, se insiste en la necesidad de asignar
contenidos de acidos grasos a la leche destinada al consumo, y que incluyan variables
estacionales, geogréaficas y de produccion (Butler et al., 2011; O’Donnell-Megaro et al.,
2011). En muestras comerciales de leche de vaca de diferentes estados de Estados
Unidos recogidas durante un afio, con una frecuencia de tres meses y procesadas en
distintas empresas, se llega a la conclusién de que se puede considerar un valor medio
de 5,22 mg/gcrasa pPara el isomero cis-9,trans-11 y que el trans-10,cis-12 se encontraria
por debajo de 0,09 mg/gerasa- También se llama la atencion respecto a que muchos de
los contenidos publicados se han obtenido en condiciones de alimentacion experimental,

y no deberian utilizarse para asignar valores a la leche comercial.

Después de lo que se acaba de exponer, debe admitirse que las cantidades de
CLA en leche, tanto de oveja como de vaca, son menores de lo que se habia recogido en
la bibliografia hace unos afios. Ademas, el intervalo de variacion es tan amplio que

resulta dificil asignar un valor medio.

Ya hemos comentado previamente (véase el apartado 4.1) que la alimentacion de
los animales se llevd a cabo siguiendo dos sistemas productivos (semiextensivo y
semiintensivo) y que dicha alimentacion no se modificé intencionalmente con el fin de
aumentar los niveles de CLA. Puede observarse que el mayor contenido de CLA
corresponde a los meses en los que hay una mayor disponibilidad de pastos verdes
frescos. También es probable que los descensos registrados en las muestras
correspondientes a épocas distintas a la primavera, tengan relacién con la ingesta de
dietas basicas junto con un pasto de menor calidad, con bajos contenidos de acido

linoleico y a-linolénico, ambos precursores del CLA.

Resultados similares en los que se relaciona la ingesta de pasto fresco con
niveles més altos de CLA en leche de oveja han sido encontrados por varios autores
(Cabiddu et al., 2005; Nudda et al., 2005; Tsiplakou et al., 2006a; Mel’uchova et al.,
2008; Goémez-Cortés et al., 2009a; Ostrovsky et al., 2009). Nudda et al. (2005)
determinan los mayores contenidos de CLA (expresados como cis-9,trans-11) en leche
y lacteos de ovejas alimentadas con pasto fresco, y relacionan los descensos
significativos del CLA en estos productos entre los meses de marzo (20,0 mg/Qcrasa) Y

junio (menos de 12,0 mg/gerasa) CON la ingesta por parte de los animales de un pasto
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cada vez més maduro. En un estudio realizado entre los meses de enero y junio por
Tsiplakou et al. (2006a), se encontré que los valores méas elevados de CLA total en
leche de oveja cruda correspondieron a los meses de abril (19,48 mg/Qcrasa) Y Mayo
(16,38 mg/gcrasa); mientras que en enero (7,44 mg/gcrasa), Marzo (9,22 mg/gerasa) Y junio
(12,71 mg/garasa) SU contenido fue menor.

Gomez-Cortés et al. (2009a) determinan que el contenido de CLA en leche de
ovejas alimentadas con pasto supera los 15 mg/gcrasa, Valores que se pueden ver
reducidos a casi la mitad cuando se utilizan dietas TMR (8,20 mg/Qcrasa) 0 cuando el
pasto se combina con suplementos ricos en granos de avena (7,30 mQ/Qcrasa). LOS
resultados publicados por Ostrovsky et al. (2009) muestran que durante los meses de
mayo Yy septiembre, las ovejas que consumieron pasto fresco produjeron una leche cuyo
contenido de CLA fue tres veces superior (21,0 mg/gcrasa) al que se encontroé en leche de
ovejas alimentadas con dietas basicas (TMR, 7,0 mg/gcrasa). EStos valores primaverales
se reducen durante los meses de julio y agosto (12,7 mg/gerasa), Probablemente por el
descenso de acido a-linolénico en el pasto y la escasa disponibilidad del mismo durante
esos periodos. Justifican los incrementos que se encontraron en septiembre con un
cambio en la composicion botanica del pasto, mas rico en acido a-linolénico. En un
estudio previo, Mel’uchova et al. (2008) obtuvieron resultados similares entre los meses
de abril y septiembre, periodo en el que las ovejas fueron alimentadas con el pasto
disponible. Se encontraron aumentos de hasta cuatro veces en el contenido de CLA en
leche de mayo (22,6 mg/gcrasa) Y Septiembre (25,0 mg/gcrasa), respecto a los niveles
encontrados en las muestras obtenidas de ovejas alimentadas con dietas basicas (6,70

mMQ/Jerasa) Y CON descensos importantes durante los meses de verano (14,8 Mg/gcrasa)-

Los valores de CLA que se han mencionado anteriormente son mas altos que los
encontrados en nuestro estudio con leche de oveja. No obstante, nos permiten constatar
que, al igual que en nuestros resultados, los mayores niveles de CLA pueden
encontrarse en primavera, época en la que se dispone de pastos frescos, ricos en acido -
linolénico. El contenido de este &cido graso disminuye progresivamente cuando el pasto
madura, por lo que la ingesta de pastos maduros o la combinacion de los mismos con
dietas deficientes en &cido o-linolénico trae como consecuencia un descenso en los
niveles de TVA, intermediario generado durante la biohidrogenacién en el rumen. Esto

se traduce en una reduccion del CLA sintetizado a partir de TVA en la glandula
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mamaria (Nudda et al., 2005). Otros trabajos destacan la posible asociacion que existe
entre la variacion del contenido de CLA en leche y la relacion a-linolénico/linoleico en
el pasto, ya que cuanto mayor sea dicha relacion, mayor sera el contenido de CLA en la
leche (Dhiman et al., 2000; Mel’uchova et al., 2008). En cualquier caso, todos sugieren
que el acido a-linolénico es el principal responsable del aumento de CLA en leche de

ovejas alimentadas con pasto.

El tipo de pasto proporcionado al animal (especie vegetal, etapa fenoldgica) y la
frecuencia de pastoreo son dos de las posibles causas a las que pueden atribuirse las
diferencias importantes entre los contenidos de CLA de este trabajo con los encontrados

en las distintas publicaciones.

4.3.3. Contenido individual de los isomeros CLA y variacion estacional

A continuacion, pasaremos a describir las variaciones estacionales que
experimentan los diferentes isomeros CLA presentes en las muestras que hemos
analizado. En la Tabla 4.2, los isdmeros se han ordenado segun el tiempo de retencién
observado en el cromatograma, sin embargo, en esta parte de la discusion trataremos
primero los isdmeros cis-trans/trans-cis para continuar después con los trans-trans.
Dentro de los cis-trans/trans-cis, empezaremos con los dos isémeros mayoritarios: cis-

9,trans-11 y trans-7,cis-9.

4.3.3.1. Isdbmeros cis-trans/trans-cis
cis-9,trans-11 Cyg.»

Como ya se dijo previamente, la mayor parte del CLA determinado en las
muestras de leche corresponde al isbmero cis-9,trans-11. Los niveles encontrados se
mantuvieron entre 4,289 y 6,577 mg/gcrasa (Figura 4.3). Dicho isbmero experimenta una
variacion estacional significativa durante la primavera (P < 0,05; Tabla 4.3), época en la
que se registraron los mayores contenidos de cis-9,trans-11. Respecto a otras épocas

estacionales, el aumento de este isomero en leche de primavera equivale a un 50%.

Resultados similares a los obtenidos en las muestras que analizamos han sido
publicados por diversos autores, que encontraron los siguientes niveles (en mg/gcrasa) de
cis-9,trans-11: 3,86 — 5,82 (Mele et al., 2006); 2,54 — 7,72 (Reynolds et al., 2006); 3,29
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— 4,33 (Tsiplakou et al., 2006b); 4,48 — 7,07 (Luna et al., 2005a y 2007); 5,77 — 6,62
(Partidario et al., 2008); 5,18 — 6,68 (Castro et al., 2009); 5,41 — 6,78 (Gomez-Cortés et
al., 2009a). Otros autores han determinado mayores concentraciones de este isdmero
mayoritario, utilizando dietas especificas cuyo fin era aumentar el contenido de CLA:
pasto fresco (Addis et al., 2005; Cabiddu et al., 2006a y 2006b; Biondi et al., 2008;
Mel’uchova et al., 2008; Tsiplakou et al., 2010), suplementos de origen vegetal (Luna
et al., 2005b y 2008b; Zhang et al., 2006a y 2006b; Gémez-Cortés et al., 2008a, 2009b
y 2011; Hervas et al., 2008b; Addis et al., 2009; Bodas et al., 2010; Mele et al., 2011) o
alimentos de origen marino (Toral et al., 2010a y 2010b). Este tipo de dietas son
estrategias Utiles para incrementar de forma importante los niveles de cis-9,trans-11, ya
que pueden llegar a triplicar el contenido de este isdbmero en la leche, alcanzando

valores mé&ximos superiores a 10s 30 mg/gerasa-

10,0

8,0

6,0

4,0

mg cis-9, trans-11/ g Grasa

2,0

0,0 -

Otofio 2007 Invierno 2008 Primavera 2008 Verano 2008 Otofio 2008
X=4,368 0,279 X = 4,289 + 0,206 X = 6,577 £0,697 x=4,692 0,662 X=4,592 +0,414

B Cruda B UHT((recién procesada) 00 UHT (almacenada)

Figura 4.3. Variacion del contenido de cis-9,trans-11 en las muestras de leche de oveja UHT.

Tambien se detectaron diferencias significativas entre los contenidos de acido
ruménico correspondientes al invierno y verano. Esto se debe a que la primera muestra
del verano, que se recibié en el mes de julio, tenia un contenido muy proximo a los que
se encontraron en primavera, y es posible que la disponibilidad de pasto fresco se

mantuviese durante este periodo.
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trans-7,cis-9 Cig:»

El contenido de trans-7,cis-9 en la leche se mantuvo entre 0,374 y 0,435
MQ/Jcrasa, Siendo el segundo isomero mas abundante (Figura 4.4). Segin nuestros
resultados, el efecto estacional que experimenta este isomero es poco relevante, ya que
los niveles encontrados en primavera apenas aumentan un 16%, si se comparan con las
muestras de otras épocas del afio. Aunque las variaciones sean menores, existen
diferencias significativas entre los contenidos medios determinados en primavera y el
resto del afio. También se encontraron diferencias entre el invierno y el verano, pero con

menor significacion (Tabla 4.3).

0,30 ~

0,20 ~

mg trans -7, cis -9/ g Grasa

0,10 -

0,00 -

Otofio 2007 Invierno 2008 Primavera 2008 Verano 2008 Otofio 2008
X=0,380 +0,027 x=0,374 +0,036 X = 0,435 + 0,026 X =0,395 + 0,028 X=0,389 +0,033

B Cruda B UHT((recién procesada) O UHT (almacenada)

Figura 4.4. Variacion del contenido de trans-7,cis-9 en las muestras de leche de oveja UHT.

Estos valores son muy parecidos a los encontrados por Luna et al. (2005a) en
distintas razas de ovino (variaban entre 0,300 y 0,570), o incluso cercanos a los
publicados por Abilleira et al. (2009) en dos épocas distintas del afio (0,260 en invierno
y 0,430 en primavera). Gémez-Cortés et al. (2009a y 2011) y Luna et al. (2007),
también determinan la presencia de trans-7,cis-9 en leche de oveja, cuyos niveles se
aproximan a los 0,460 mg/gerasa. Ostrovsky et al. (2009) encuentran que los contenidos
de este isomero en leche no sobrepasa los 0,380 mg/gerasa- La suplementacidn con aceite

de oliva puede producir un aumento significativo de trans-7,cis-9, ya que se llegan a
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alcanzar valores de hasta 1,90 mg/gerasa (GOmMez-Cortés et al., 2008b). En otros trabajos,
se observaron aumentos importantes cuando se suministraron dietas ricas en aceite de
girasol (Gomez-Cortés et al., 2011; Hervas et al., 2008b), semillas de lino (Mele et al.,

2011) o &cidos grasos de origen marino (Toral et al., 2010a y 2010b).
trans-8,cis-10 Cig:»

Como se observa en la Figura 4.5, los niveles de trans-8,cis-10 encontrados en
las distintas estaciones muestran una tendencia algo distinta a la de otros isomeros. A
diferencia de los méaximos valores primaverales que hemos recogido para el resto de los
isdbmeros, las muestras de leche presentaban el mayor contenido de trans-8,cis-10
durante la época de verano (0,097 mg/gcrasa). LOS niveles encontrados en primavera
(0,089 Mg/gcrasa), Otofio (0,068 y 0,087 mg/Qcrasa) O iNvierno (0,068 Mg/gerasa) fueron
relativamente menores. Se detectaron diferencias significativas para casi todas las
épocas del afio (Tabla 4.3).

0,15

0,12

0,09

0,06 -

mg trans -8, cis-10/ g Grasa

0,03 ~

0,00 -

Otofio 2007 Invierno 2008 Primavera 2008 Verano 2008 Otofio 2008
X =0,068 + 0,012 X =0,068 + 0,015 X =0,089 + 0,012 X =0,097 + 0,007 X =0,087 + 0,008

B Cruda B UHT((recién procesada) O UHT (almacenada)
Figura 4.5. Variacion del contenido de trans-8,cis-10 en las muestras de leche de oveja UHT.
En algunos trabajos se publican valores de trans-8,cis-10 que suelen ser mas
elevados que los encontrados en las muestras que hemos analizado. Sin embargo, es

posible que estos altos contenidos se deban a que, con el mismo, coexistan pequefas
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cantidades de otros isomeros, como el cis-9,trans-11 y sobre todo el trans-7,cis-9
(Martins et al., 2007; Mel’uchova et al., 2008; Partidario et al., 2008), ya que, como
habiamos comentado antes (apartado 3.2.1), este isbmero presenta una pobre resolucion
cromatogréafica. Si comparamos nuestros resultados con los determinados por Luna et
al. (2005a), los contenidos de trans-8,cis-10 son relativamente mayores que los
encontrados en leche de ovejas de distintas razas (entre 0,010 y 0,040 mg/Qcrasa). EN las
muestras de leche analizadas por Mele et al. (2006), también se observan niveles de
trans-8,cis-10 bastante préximos a los nuestros (0,060 — 0,120), aunque estas cantidades
pueden llegar a aumentar considerablemente (entre 0,230 y 0,300 mg/Qcrasa) Cuando la

dieta contiene suplementos vegetales, como el aceite de soja.

Luna et al. (2008b) determinan que una dieta suplementada con semillas de lino
y aceite de girasol, duplica el contenido de este isomero en leche de oveja (de 0,090
hasta 0,190 mg/gerasa). Valores bastante similares a los anteriores fueron obtenidos por
Gomez-Cortés et al. (2009a) en muestras de leche de oveja alimentadas con pasto fresco
(0,070 — 0,130 mg/gcrasa), Mientras que los resultados publicados por Ostrovsky et al.
(2009) muestran contenidos de trans-8,cis-10 (de 0,070 hasta 0,200 mg/gerasa), €N €l que
las cantidades mas altas se encontraron en leche de ovejas alimentadas con pasto
veraniego, es decir, en la misma época en la que determinamos el méximo contenido de

dicho isémero.
trans-10,cis-12 Cig.»

Los contenidos de trans-10,cis-12 en las muestras de leche de oveja oscilaron
entre 0,043 y 0,061 mg/gerasa (Figura 4.6). Este isomero tiene una variacion estacional
significativa respecto a la primavera (ver Tabla 4.3), pero al tratarse de cantidades muy

bajas, no tendria importancia desde el punto de vista préactico.

Estos resultados estarian en la linea de los publicados por Nudda et al. (2005),
Ovstrovsky et al. (2009) y Gomez-Cortés et al. (2009a), en los que el pasto que se
suministré a los animales no supuso cambios en el contenido de trans-10,cis-12, cuyos
niveles en la leche no superaron los 0,050 mg/gcrasa- EStos valores contrastan con las
concentraciones de este isomero, determinadas por Cabiddu et al. (2009) en leche de
ovejas alimentadas con Hedysarum coronarium L., y que oscilaron entre 0,95 y 1,24

MA/Jcrasa-
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Los contenidos determinados en nuestro estudio son ligeramente superiores a los
encontrados por Luna et al. (2005a, 2007) y Abilleira et al. (2009), cuyos niveles de
trans-10,cis-12 se mantuvieron entre 0,020 y 0,040 mg/gcrasa- EN cambio, los valores
encontrados por Partidario et al. (2008), se asemejan a los detectados en las muestras
que hemos analizado (0,030 — 0,070 mg/gcrasa). Martins et al. (2007) también
determinan concentraciones de este isomero en leche de vaca, cuyos contenidos

permanecieron por debajo de 0,050 mg/gcrasa-

0,15

0,12

0,09

0,06

mg trans-10, cis-12/ g Grasa

0,03 +

0,00 -

Otofio 2007 Invierno 2008 Primavera 2008 Verano 2008 Otofio 2008
x =0,043 + 0,005 x=0,045+0,003 x=0,061+0,011 x=0,050 + 0,008 x =0,046 + 0,004

B Cruda BUHT (recién procesada) O UHT (almacenada)

Figura 4.6. Variacion del contenido de trans-10,cis-12 en las muestras de leche de oveja UHT.

La suplementacién con ciertos aceites vegetales no parece incrementar de
manera importante los niveles de este isomero en leche, ya que segun algunos estudios,
la concentracién de trans-10,cis-12 se mantiene entre 0,010 y 0,110 mg/gcrasa (Mele et
al., 2006; Gomez-Cortés et al., 2008a y 2008b; Luna et al., 2008b; Bodas et al., 2010).
Se encontraron contenidos similares (0,090 mg/gcrasa) €n leche de ovejas que fueron
alimentadas con semillas de lino extrusionadas (Gomez-Cortés et al., 2009b). Sin
embargo, se han observado cantidades relativamente altas de trans-10,cis-12 cuando la
dieta se enriquece con distintos porcentajes de aceite de girasol, cuyas concentraciones
varian desde 0,050 hasta 0,670 mg/gcrasa (Hervas et al., 2008b; Gémez-Cortés et al.,
2011). El empleo de suplementos de origen marino tampoco supone cambios
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importantes en los niveles de este isomero en la leche ovina (Toral et al., 2010a y
2010b).

Si tenemos en cuenta el mecanismo de formacion que se muestra en la Figura
1.4 (ver apartado 1.2.2.3), el trans-10,cis-12 sélo podria formarse en el rumen y a partir
del &cido linoleico (no del 4cido a-linolénico), descartdndose asi la formacion enddgena
del mismo a partir de trans-10 Cyg.1. Se cree que el incremento en leche de este isdmero
esta relacionado con el empleo de dietas basicas con un bajo porcentaje de forrajes, ya
que en el rumen, dichas dietas podrian provocar cambios en las rutas de
biohidrogenacion e inhibir la sintesis de la grasa de leche en la glandula mamaria
(Gomez-Cortés et al., 2008b y 2009a; Bodas et al., 2010).

trans-11,cis-13 Cqg:»

El trans-11,cis-13 es uno de los isdbmeros que experimenta mayor variacion
estacional (Figura 4.7 y Tabla 4.3). Su contenido en leche primaveral fue hasta cuatro
veces superior respecto al que se encontré en otras épocas del afio (0,058 — 0,228
mMQ/Jerasa). Dicho aumento se relaciona con los niveles de acido a-linolénico presente en
el pasto (Addis et al., 2009; Gomez-Cortés et al., 2009a).
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Figura 4.7. Variacion del contenido de trans-11,cis-13 en las muestras de leche de oveja UHT.
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Las muestras de leche de oveja analizadas por Luna et al. (2005a) contienen
cantidades de trans-11,cis-13 similares a los que hemos obtenido, cuyos valores
oscilaron entre 0,060 y 0,390 Mg/gcrasa- OVstrovsky et al. (2009) también determinaron
concentraciones cercanas a estas (0,020 — 0,380 mg/gcrsa), Cuando las ovejas se
alimentaron con pasto. Abilleira et al. (2009) encontraron que los niveles de trans-
11,cis-13 en quesos Idiazabal invernales (0,090 mQ/gcrasa) aumentaban
significativamente cuando su leche de partida se obtenia en primavera (0,320 Mg/Qcrasa)-
Mele et al. (2006) cuantifican este mismo isémero en leche de ovejas alimentadas con
suplementos de aceite de soja (0,120 — 0,280 mg/gerasa). Las concentraciones de trans-
11,cis-13 que se encontraron en la leche de partida de determinados tipos de quesos
ovinos (Luna et al., 2007; Partidario et al., 2008) se mantuvieron en un intervalo similar
(0,220 — 0,350 Mg/gcrasa)-

Sin embargo, en otros trabajos se recogen valores méas altos para este isomero. El
suministro de determinadas especies botanicas, como la Lolium multiflorium Lam. o la
Hedysarum coronarium L., pueden incrementar el trans-11,cis-13 en leche hasta llegar
a alcanzar niveles superiores a los 1,10 mg/gerasa (Addis et al., 2009; Cabiddu et al.,
2009). Ademas, en algunas ocasiones, el trans-11,cis-13 ha llegado a ser el segundo
isbmero mas abundante, segln los resultados publicados por Gomez-Cortés et al.
(2009a) y por Ostrovsky et al. (2009) en leche de ovejas alimentadas con determinados

tipos de pasto.

Los aceites y semillas de lino, con altas cantidades de acido a-linolénico,
también suponen incrementos importantes cuando se combinan con dietas basicas,
alcanzandose en la leche de oveja niveles de trans-11,cis-13 de hasta 2,00mg/Qcrasa
(Gomez-Cortés et al., 2009b; Bodas et al., 2010). EI complementar las dietas con otros
tipos de aceites vegetales (como soja, girasol u oliva) no se tradujo en aumentos
relevantes de este isomero en leche (Gomez-Cortés et al., 2008a, 2008b y 2011; Hervéas
et al., 2008b; Luna et al., 2008b). Tampoco se observaron cambios en las
concentraciones de trans-11,cis-13 cuando la dieta se modificd afiadiendo suplementos

de origen marino (Toral et al., 2010a y 2010b).

El incremento en leche de este isomero se ha relacionado, como habiamos

comentado antes, con la presencia de altas concentraciones de acido a-linolénico en la
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dieta de los animales. EI mecanismo de formacion del trans-11,cis-13 sugiere que
proviene de la isomerizacion del trans-11,cis-15 Cig., Siguiendo una ruta metabdlica
aun desconocida (ver Figura 1.3, apartado 1.2.2). Se cree que el acido a-linolénico sufre
una isomerizacion inicial en el rumen, transfiriendo el doble enlace del carbono 12 al
carbono 11, formandose asi un trieno (cis-9,trans-11,cis-15 Cyg:3). Uno de los dobles
enlaces “cis” de dicho trieno se reduce para formar el trans-11,cis-15 Cig.,
intermediario que se necesita para formar el acido vacénico (trans-11 Cig.1). Algunas
referencias sefialan la posibilidad de que, a través de este mecanismo, se formen otros
isomeros CLA como el trans-11,trans-13, trans-12,trans-14, 12,14-(cis-trans/trans-cis)
y cis-9,trans-11 (Kraft et al., 2003; Luna et al., 2005b; Gémez-Cortés et al., 2009a).

12,14-Cg:, (cis-trans/trans-cis)

En las muestras de leche de oveja que hemos analizado, el contenido de 12,14-
(cis-trans/trans-cis) se mantuvo entre 0,055 y 0,150 mg/gcrasas, Obteniéndose los
mayores niveles en la primavera, época en la que se duplica su contenido (Figura 4.8).
Las cantidades encontradas en primavera se diferencian significativamente de las

correspondientes al resto del afio (Tabla 4.3).
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Figura 4.8. Variacion del contenido de 12,14- (cis-trans/trans-cis) en las muestras de leche de oveja UHT.
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En cualquier caso, podriamos decir que los niveles encontrados en la leche
analizada son bastante semejantes a los que determinaron algunos autores en muestras
de leche de oveja, con intervalos de concentracion (expresados en mg/gerasa) bastante
similares entre si: 0,030 — 0,170 (Luna et al., 2005a); 0,060 — 0,120 (Partidario et al.,
2008) y 0,030 — 0,130 (GOmez-Cortés et al., 2009a). En el resto de los trabajos
encontrados, el contenido de 12,14-(cis-trans/trans-cis) apenas alcanzan los 0,070
mo/Jgcrasa (Mele et al., 2006; Luna et al., 2007 y 2008b; Gomez-Cortés et al., 2008a,
2008b y 2011; Hervas et al., 2008b).

Al igual que sucede con el trans-11,cis-13, este isomero aumenta su contenido
en leche debido a la presencia en la dieta de altas cantidades de acido a-linolénico, y
aunque no se ha establecido con seguridad el mecanismo de formacion, se cree que se

generaria por la misma ruta propuesta para el trans-11,cis-13.

4.3.3.2. Isbmeros trans-trans
trans-12,trans-14 Cqg.,

El contenido de trans-12,trans-14 en las muestras de leche de oveja que hemos
analizado se mantuvo entre 0,121 y 0,218 mg/gcrsa (Figura 4.9); registrandose los
valores més elevados durante la primavera, que difieren significativamente del resto
(Tabla 4.3). Estas concentraciones fueron ligeramente superiores a las que se encontrd

para su correspondiente isomero geométrico 12,14-(cis-trans/trans-cis) (Figura 4.8).

Estos resultados se corresponden con los que se han publicado para el trans-
12,trans-14, en los que se muestran contenidos, expresados en MQ/Qgrasa, CON UN
intervalo de variacion bastante parecido: 0,070 a 0,320 (Luna et al., 2005a y 2007);
0,150 a 0,220 (Partidario et al., 2008); 0,090 a 0,200 (Abilleira et al., 2009); 0,090 a
0,230 (GAmez-Cortés et al., 2009b); 0,090 a 0,190 (Bodas et al., 2010). En otros
trabajos se determinan valores de trans-12,trans-14 ligeramente menores: 0,010 a 0,180
(Gomez-Cortés et al., 2009a); 0,020 a 0,111 (Ostrovsky et al., 2009).

Las dietas enriquecidas con aceite de girasol (Hervas et al., 2008b; Gomez-
Cortés et al., 2011), aceite de soja (GOmez-Cortés et al., 2008a), aceite de oliva

(Gomez-Cortés et al., 2008b) o algas marinas (Toral et al., 2010b) no parecen influir en
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el contenido de este isomero en leche, ya que las concentraciones de trans-12,trans-14

que se han encontrado no sobrepasaron los 0,100 mg/gcrasa-
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Figura 4.9. Variacion del contenido de trans-12,trans-14 en las muestras de leche de oveja UHT.

Las dietas ricas en acido a-linolénico son las que incrementan de manera
importante el contenido de este isomero. Segun los datos publicados por Bodas et al.
(2010), el uso de aceite de lino en la dieta de las ovejas supuso un aumento considerable
del contenido de trans-12,trans-14 en leche de oveja (0,090 — 0,660 m@/Qcrasa). La
alimentacion con determinados pastos, como Hedysarum coronarium L., también elevo
el contenido de este isobmero en leche (entre 0,380 y 0,570 mg/crsa) (Cabiddu et al.,
2009). Al igual que el 12,14-(cis-trans/trans-cis), es posible que el mecanismo de
formacion de este isdmero esté bastante relacionado con el mencionado previamente

para el trans-11,cis-13.
trans-11,trans-13 Cyg.»

Segun nuestros resultados, este isémero sufre una variacion estacional
significativa durante la primavera (P < 0,01, Tabla 4.3). Es en este periodo donde llega a
ser el tercer isomero mas abundante en las muestras analizadas, triplicandose su

contenido respecto al de otras épocas estacionales (Figura 4.10). Los valores que hemos
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encontrado oscilan entre los 0,110 y los 0,321 mg/gcrasa- Datos similares fueron
determinados en diferentes estudios llevados a cabo previamente: 0,090 — 0,470 (Luna
et al., 2005a); 0,130 — 0,270 (Mele et al., 2006); 0,100 — 0,350 (Abilleira et al., 2009);
0,060 — 0,140 (Ovstrovsky et al., 2009).
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Figura 4.10. Variacién del contenido de trans-11,trans-13 en las muestras de leche de oveja UHT.

El marcado efecto estacional que hemos observado para el trans-11,trans-13
concuerda con muchos de los resultados publicados respecto a dicho isémero. Abilleira
et al. (2009) determinaron aumentos de hasta 3 veces en el contenido de este isbmero en
quesos ldiazabal fabricados con leche de primavera e invierno. Gomez-Cortés et al.
(2009a) determinan que los niveles de trans-11,trans-13, en la leche de ovejas
alimentadas con pasto fresco, fueron diez veces mas altos (0,600 mg/gcrasa) que los
encontrados en muestras obtenidas de ovejas alimentadas con dietas basicas (0,060
m0/Jerasa). Algunas especies botanicas pueden llegar a incrementar el contenido de

trans-11,trans-13 hasta niveles superiores a los 1,5 mg/gerasa (Cabiddu et al., 2009).

Tambien se han encontrado niveles relativamente altos en leche de oveja (0,470
— 0,750), cuando su dieta ha sido suplementada con aceite o semilla de lino (Gémez-
Cortés et al., 2009b; Bodas et al., 2010). Otros suplementos vegetales, como los aceites

de girasol, oliva 0 soja, no incrementan este isomero en leche de ovejas suplementadas
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con dichos aceites (Gomez-Cortés et al., 2008a, 2008b y 2011; Hervas et al., 2008b).
Los suplementos marinos parecen tener un efecto reductor en los niveles de trans-
11,trans-13 encontrados en leche de oveja alimentadas con aceites de pescado o algas
marinas (Toral et al., 2010a y 2010b).

trans-10,trans-12 Cig.»

Respecto al trans-10,trans-12, no se observan variaciones estacionales (P > 0,05,
Tabla 4.3); los niveles de este isomero en la leche se mantuvieron durante todo el
periodo de estudio entre 0,063 y 0,071 mg/gcrasa (Figura 4.11). Estos datos son
ligeramente superiores a los que hemos determinado para su homdélogo geométrico, el

trans-10,cis-12 (ver Figura 4.6).
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Figura 4.11. Variacién del contenido de trans-10,trans-12 en las muestras de leche de oveja UHT.

Luna et al. (2005a), en leche de ovejas de distintas razas, encuentran valores de
trans-10,trans-12 ligeramente mas altos (entre 0,100 y 0,130 mg/gcrasa). EN muestras de
leche utilizadas para elaborar queso manchego, se determinaron contenidos de trans-
10,trans-12 que no sobrepasaron los 0,070 mg/gcrasa (Luna et al., 2007), mientras que
en la leche de partida que se empled para elaborar quesos portugueses, las cantidades de

trans-10,trans-12 se mantuvieron entre 0,070 y 0,140 mg/gcrasa (Partidario et al., 2008).
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Contenidos de trans-10,trans-12 mas bajos de los que hemos determinado (< 0,040
mQ/gerasa) han sido recogidos por algunos investigadores en leche de ovejas alimentadas
con pasto fresco (Abilleira et al., 2009; Gémez-Cortés et al., 2009a) o determinados

suplementos de origen vegetal (Luna et al., 2008b; Gomez-Cortés et al., 2008b)

Se han registrado aumentos importantes de este isomero en leche cuando se
empled, junto con la dieta basica suministrada a los animales, aceite de girasol (0,030 —
0,190 mg/garasa; Hervas et al., 2008b; Gomez-Cortés et al., 2011) o aceite de soja (0,050
—0,220; Mele et al., 2006; Gémez-Cortés et al., 2008a).

trans-9,trans-11 Ciz.»

El trans-9,trans-11 fue el isdmero trans-trans mas importante desde el punto de
vista cuantitativo, excepto en la primavera, época en la que el trans-11,trans-13 registré
un mayor contenido. La variacion estacional de este isomero en las muestras analizadas
(Figura 4.12) fue similar a la que se observo para el cis-9,trans-11 (Figura 4.3),
encontrandose diferencias significativas entre las mismas épocas estacionales, aunque se

encontrd una diferencia adicional entre el verano y el otofio 2007 (Tabla 4.3).
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Figura 4.12. Variacién del contenido de trans-9,trans-11 en las muestras de leche de oveja UHT.
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Los valores determinados para este isomero varian entre 0,138 y 0,211 mg/gcrasa
(Figura 4.12) y se aproximan a los encontrados en algunos de los trabajos publicados
previamente. Por ejemplo, Cabiddu et al. (2009) observaron que el contenido de trans-
9,trans-11 en leche de ovejas alimentadas con pasto fresco (Hedysarum coronarium),
varia entre 0,190 — 0,290. Los niveles de trans-9,trans-11 encontrados por Luna et al.
(2005a) son ligeramente mas bajos (0,060 — 0,180 mg/gerasa). Otros valores encontrados
en leche de ovejas alimentadas con pasto fueron los siguientes: 0,130 — 0,210 (Abilleira
et al., 2009) y 0,120 — 0,240 (GOmez-Cortés et al., 2009a). Los contenidos de este
isomero determinados en la leche de partida de ciertos quesos mostraron los siguientes
intervalos (Mg/gcrasa): 0,080 — 0,100 (Luna et al., 2007) y 0,050 — 0,130 (Partidario et
al., 2008).

En cuanto a la influencia de suministrar determinados suplementos grasos sobre
el contenido de trans-9,trans-11, se ha observado que, al igual que sucede con el cis-
9,trans-11, las dietas que contienen aceite de girasol (Hervas et al., 2008b; Gomez-
Cortés et al., 2011) o aceite de soja (Mele et al., 2006; Gomez-Cortes et al., 2008a)
pueden incrementar los niveles de trans-9,trans-11 en leche hasta triplicar el contenido,
respecto a la leche de ovejas alimentadas con dietas basicas.

trans-8,trans-10 Cqg.»

En las muestras de leche de oveja UHT analizadas, hemos determinado que los
contenidos de trans-8,trans-10 se mantuvieron entre 0,053 y 0,062 mg/gcrasa (Figura
4.13); estos valores no varian durante las distintas estaciones (ver Tabla 4.3).

Concentraciones similares (0,040 — 0,080 mg/gacrasa) S€ €NCONtraron en muestras
de leche de oveja alimentadas con pasto fresco (Gomez-Cortés et al., 2009a). Los
niveles de trans-8,trans-10 en las muestras analizadas por Luna et al. (2005a, 2007 y
2008b) oscilaron entre los 0,040 y 0,100 mg/gcrasa. GOmMez Cortés et al. (2011)
determinaron contenidos de trans-8,trans-10 en ovejas alimentadas con suplementos de
aceite de girasol (de 0,030 a 0,110 mg/gerasa)- EN otro de los estudios que utilizan aceite
de girasol (Hervas et al., 2008b) se observé que estos suplementos parecen aumentar el
contenido de este isomero en leche (de 0,050 a 0,230 mg/gcrasa). A diferencia de lo que
sucede con el aceite de girasol, las dietas complementadas con aceite de soja (Mele et
al., 2006; Gomez-Cortés et al., 2008a) no parece gue incrementen de manera destacada

los contenidos de trans-8,trans-10.
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Figura 4.13. Variacién del contenido de trans-8,trans-10 en las muestras de leche de oveja UHT.

trans-7,trans-9 Cig.»

El contenido de trans-7,trans-9 gue se encontré en nuestro estudio se mantuvo
dentro de los 0,050 y 0,065 mg/gcrasa (Figura 4.14), no detectandose variaciones

relacionadas con el tiempo de muestreo (P > 0,05; Tabla 4.3).

Estos valores son muy parecidos a los 0,060 mg/gcrsa que determinaron
Abilleira et al. (2009) en quesos fabricados en primavera e invierno. Se obtuvieron
concentraciones ligeramente mas bajas en los ensayos realizados por Luna et al. (2005a,
2007 y 2008b) y Gomez-Cortés et al. (2008b, 2009a y 2011), cuyos valores oscilaron
entre 0,020 y 0,050 mg/gcrasa- Se observaron aumentos significativos en el contenido de
este isdmero (0,060 — 0,160 mg/gerasa) Cuando las dietas se suplementaron con aceite de
girasol (Hervas et al., 2008b); o cuando se alimentd a las ovejas con dietas ricas en
aceite de soja (0,080 — 0,140 mg/gcrasa; Mele et al., 2006; Gomez-Cortés et al., 2008a).

Para este isomero se han encontrado interacciones entre el procesado y el tiempo
de muestreo, con significacion estadistica (P < 0,05). Pensamos que este resultado esta
condicionado por una mayor variabilidad en el comportamiento de los diferentes tipos

de leche que a su vez puede estar influida por las dificultades de cuantificacion, puesto
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que se encuentra solapado al trans-8,trans-10, y ademds, ambos estan presentes en

cantidades pequerias.
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Figura 4.14. Variacién del contenido de trans-7,trans-9 en las muestras de leche de oveja UHT.

trans-6,trans-8 Cig.»

El trans-6,trans-8 es el isdbmero que se encuentra en menor cantidad; su
contenido oscilo entre 0,013 y 0,017 mg/gcrasa (Figura 4.15) y no se observan
diferencias estacionales (Tabla 4.3). Son pocas las referencias bibliograficas en las que
se menciona la presencia en la leche ovina del trans-6,trans-8, posiblemente porque su

bajo contenido no permite que se determine en muchos casos.

Gbémez Cortés et al. (2011) encuentran dicho isémero en leche de ovejas
alimentadas con distintas dosis de aceite de girasol (0,040 y 0,090 mg/gcrasa). Abilleira
et al. (2009) determinan concentraciones cercanas a los 0,040 mg/gcrasa €N quesos de
primavera y de invierno. Partidario et al. (2008) también cuantifican este mismo
isdmero en la leche de oveja utilizada para fabricar quesos portugueses (0,040 y 0,050
Mg/Jcrasa). COMO se puede observar, los valores encontrados en nuestro trabajo no
llegan a alcanzar estos niveles de trans-6,trans-8. Los escasos datos no permiten hacer

una valoraciéon mas objetiva de la influencia estacional o de la dieta animal en el
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contenido de este isomero en leche. Sin embargo, se podria llegar a pensar que dichos
suplementos no parecen influir en el aumento del trans-6,trans-8 en la leche, ya que ni
el aceite de girasol (0,040 hasta 0,090) ni el pasto primaveral (valor constante de 0,040
tanto en invierno como en verano) hacen que aumente su contenido de manera

significativa.
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Figura 4.15. Variacién del contenido de trans-6,trans-8 en las muestras de leche de oveja UHT.

4.3.4. Distribucion de los isémeros CLA

En la Tabla 4.4 se recoge el perfil de isdmeros presentes en leche de oveja UHT
semidesnatada. El isdbmero cis-9,trans-11 varia entre el 77 y el 79% respecto al total de
isbmeros CLA. El trans-7,cis-9 se mantuvo como el segundo isdbmero en todas las
épocas estacionales (entre 5 y 7%), aunque su contenido porcentual durante la
primavera experimentd un descenso relativo de aproximadamente un 1%. El tercer
isbmero mas abundante es el trans-9,trans-11, excepto en la época primaveral, en la que
es superado por el isomero trans-11,trans-13. Durante la primavera, los isomeros trans-
12,trans-14 y trans-11,cis-13 llegan a igualar en porcentaje al trans-9,trans-11, pero
para el resto del afio, la contribucion de estos al total de CLA es menor. Del resto de
isébmeros, sélo los ya mencionados trans-11,trans-13 y trans-12,trans-14 superan el 2%

del total de CLA en leche; los demas no llegan a alcanzar este porcentaje, entre los que
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se incluyen el trans-10,cis-12 (0,70 — 0,90%). La suma de todos los isomeros trans-
trans supero el 10% en todas las épocas del afo, y si se excluye el ruménico, el resto de
los isdmeros cis-trans/trans-cis contribuyen con aproximadamente un 10%.

Tabla 4.4. Contenido porcentual de isomeros CLA presentes en las distintas muestras de leche de
oveja UHT, segun la época estacional

% sobre el CLA total
Isomero CLA Otofio Invierno Primavera Verano Otofio
2007 2008 2008 2008 2008

trans-trans CLA 10,20+ 0,43 | 10,42+0,53 | 11,33+0,58 | 10,63+0,56 | 10,11 £ 0,69
trans-12,trans-14 2,19+£0,17 2,20+£0,19 2,55+0,24 2,23+0,11 2,13+£0,11
trans-11,trans-13 2,09+£0,17 2,01+£0,17 3,74+£0,41 2,21 +£0,39 2,16 £0,22
trans-10,trans-12 1,27 £0,16 1,24 £0,15 0,81+£0,19 1,19+£0,15 1,08 £0,15
trans-9,trans-11 2,565 +0,22 2,67x0,21 2,55+0,21 2,70 £ 0,18 2,53 0,27
trans-8,trans-10 0,96 + 0,15 1,08 +0,12 0,74 £ 0,15 1,02+£0,18 1,02+£0,12
trans-7,trans-9 0,90+ 0,10 0,97+ 0,12 0,77 £ 0,07 0,99+0,12 0,89+0,11
trans-6,trans-8 0,23 £0,03 0,25+ 0,04 0,18 £ 0,06 0,29 £ 0,09 0,30 £ 0,05
cis-trans + trans-cis 89,80+0,43 | 89,58+0,53 | 88,67+0,58 | 89,37 +£0,56 | 89,89 0,69
12,14-(c-t / t-c) 0,99 £ 0,09 1,05+0,11 1,75£0,26 1,16 £0,10 1,05+£0,11
trans-11,cis-13 1,05£0,09 1,20 £ 0,22 2,66 + 0,44 1,17 £0,25 1,12 £0,08
trans-10,cis-12 0,78 £ 0,05 0,82 £ 0,07 0,72+0,16 0,83 £ 0,06 0,78 £ 0,05
cis-9,trans-11 78,89+053 | 78,42+105 | 77,33+£0,93 | 77,94+0,93 | 78,76 £ 1,24
trans-8,cis-10 1,22 +0,17 1,25 +£0,29 1,06 £ 0,14 1,63 +£0,23 1,50+0,16
trans-7,cis-9 6,86 £ 0,17 6,83+ 0,49 5,15+ 0,41 6,63 £ 0,49 6,68 £ 0,39

Nota: Estos datos corresponden al promedio global de los porcentajes de cada isomero encontrado en las
distintas muestras de leche.

La distribucion de isomeros presente en estas muestras es similar a la publicada
por otros autores (Luna et al., 2005a, 2005b y 2007; Martins et al., 2007; Park et al.,
2007). Luna et al. (2007) trabajaron con leche de oveja cruda para elaborar quesos
manchegos y determinaron que, de los isémeros cis-trans/trans-cis (89,88%), el cis-
9,trans-11 (79,15 + 0,49 %) y el trans-7,cis-9 (7,12 + 0,10 %) son los mas importantes;
mientras que de los trans-trans (7,86%), los mas abundantes fueron el trans-11,trans-13
(2,55 £ 0,05%) y el trans-12,trans-14 (2,10 = 0,07%). Los porcentajes de isOmeros
CLA determinados en la leche de distintas razas de ovinos son muy distintos, aunque
podemos recoger los intervalos de variacion para los siguientes isémeros: cis-9,trans-11
(76,5 — 82,4%); trans-7,cis-9 (3,31 — 9,69%); trans-11,trans-13 (1,21 — 5,08%); trans-
11,cis-13 (0,76 — 4,23%) y trans-12,trans-14 (1,26 — 3,47%) (Luna et al. 2005a).

Valores porcentuales muy diferentes a los que hemos obtenido fueron

publicados por Partidario et al. (2008) en leche cruda de oveja, aunque también
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consideraron al cis-9,trans-11 (67,2 — 69,7 %) y trans-7,cis-9 (12,6 — 15,8 %) como los
dos isdmeros mayoritarios; el porcentaje de trans-trans encontrado por dichos autores
se mantuvo entre el 7,9 y 12,1 %. No podemos explicar los bajos porcentajes de cis-
9,trans-11 encontrados por estos autores, sobre todo teniendo en cuenta que en ninguna
de las referencias consultadas se ha observado estos niveles tan bajos. Rodriguez-Alcala
et al. (2009) determinan en la leche de oveja cruda porcentajes relativamente cercanos a
los obtenidos en nuestro trabajo, sobre todo para los isomeros cis-9,trans-11 (85,53 +
0,18%) y trans-7,cis-9 (7,98 * 0,34%), aunque el contenido de trans-trans (5,62 * 0,26

%) es relativamente menor.

Respecto al trans-10,cis-12, los porcentajes que se han publicado de este
isémero, no superan los valores que hemos determinado en este trabajo: 0,28 — 0,41%
(Luna et al., 2005a); 0,56 = 0,01 % (Luna et al., 2005b); 0,40 £ 0,05 % (Luna et al.,
2007); 0,68 — 0,77% (Partidario et al., 2008).

4.4. CONSIDERACIONES FINALES

El desarrollo de este objetivo ha permitido disponer de contenidos de CLA total
y de 13 isbmeros en muestras comerciales de leche de oveja. Las cantidades mas altas
corresponden a los meses de abril a junio, con un valor medio para el CLA total de
8,501 + 0,906 mQ/gcrasa, Mientras que el resto del afio, varian entre 5,463 + 0,231
(invierno de 2008) y 6,011 + 0,812 (verano de 2008). Los datos bibliograficos en leche
de oveja son escasos, se refieren a leche cruda y generalmente solo se recoge el
contenido de CLA total o del isbmero mayoritario. Estos resultados pueden utilizarse
para valorar la contribucion de la leche de oveja a la ingesta de CLA total y de los

diferentes isdmeros.

El tratamiento térmico y el almacenamiento durante el tiempo de vida util de
la leche de oveja no tienen influencia en la cantidad de CLA ni tampoco en la
distribucion de isomeros. Se debe resaltar que al realizarse el estudio durante 15 meses,
se incluye la variabilidad estacional, aspecto a considerar cuando se quieren asignar

cantidades de CLA a un alimento.
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5. ISOMEROS CLA EN CUAJADAS Y YOGURES ELABORADOS
CON LECHE DE OVEJA

Se determind el contenido total e individual de los isomeros CLA en yogures
y cuajadas elaboradas con leche de oveja. Para evaluar la influencia del proceso de
fabricacién y el almacenamiento, se compararan entre si los valores de CLA
encontrados en las diferentes muestras de leche cruda con su correspondiente yogur o
cuajada recién procesada y después de almacenarse durante aproximadamente un mes.
Solo se estudiaran las variaciones estacionales del CLA en las cuajadas, ya que no se
dispuso de un namero suficiente de muestras de yogur que nos permitiera observar el
efecto estacional en dicho producto; debido a que la demanda del mismo fue limitada,

segun nos informd la empresa suministradora.
5.1. MUESTRAS

Los yogures (7 muestras) y las cuajadas (12 muestras) fueron suministrados por
Leche Gaza, S.L.; estos productos comerciales se elaboraron con leche de oveja,
procedente de los 22 rebafios anteriormente descritos (ver apartado 4.1). El régimen de
alimentacion de las ovejas es el mismo que se recoge en la Tabla 4.1; ademas, cabe
recordar que la dieta no se modificé para aumentar el contenido de CLA. La frecuencia
del muestreo estuvo condicionada por la planificacion de la empresa, impuesta a su vez
por las necesidades del mercado. La leche de partida se recogia del conjunto total de la
mezcla de leche recién ordefiada y se trasladaba refrigerada al laboratorio el mismo dia
de su ordefio, contenida en envases esterilizados. Los yogures venian envasados en
tarros de cristal (140g), mientras que las cuajadas estaban contenidas en tarros de
ceramica (140g). Ambos productos se transportaban refrigerados al dia siguiente de su
fabricacion. La vida Gtil del yogur y la cuajada es de 28 y 20 dias, respectivamente,
tiempo en el que se almacenaban (a 5°C) hasta su analisis, un dia antes de la fecha de
caducidad. La extraccion de la grasa, la metilacion de los acidos grasos y la
determinacion de CLA se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos en el
apartado 3.1. En el etiquetado de estos productos, se recoge la informacién nutricional

que se detalla a continuacion:
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Informacion nutricional (cuajada)
Valores medios en 100 mL

Valor energético .......c....vvvveenennnnnn. 97 kcal/407 kJ
Proteinas .............covivivivinisiiniiiien e eenenn2.5,10 g
Hidratos de carbono ...............ccccceenviinnennns 4,609
GITASAS ©.vvietetetiiet et et et e e eaeaaas 6,00 g
CalCio.....oiiiiieeiiiie 130 mg (15% CDR¥)

*CDR = Cantidad diaria recomendada

Informacion nutricional (yogur)
Valores medios en 100 mL

Valor energético .............................85 kcal/356 kJ

Proteinas ...........ccovveveveveveveceeceee v evenn.4,20 g
Hidratos de carbono ..............ccooeiiiiiins 4,60 g
GIASAS ..viviniieiieteiet ettt e eeaaaaas 5409
CalCio....uiviiieeiiiiieeeceeea 155 mg (19% CDR*)

*CDR = Cantidad diaria recomendada

5.2. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se ha realizado un analisis de la varianza de un factor en el caso de los yogures y
un analisis de dos factores independientes con interaccion en el caso de la cuajada
(leche cruda o tipo de cuajada y variacion estacional). Para el analisis de deteccion de
las diferencias de medias entre los niveles de los factores, se ha utilizado la penalizacién
de Tukey. Los niveles de significacion elegidos han sido los habituales del 5% y el 1%.

Para la realizacion del andlisis estadistico, se ha utilizado el software XLSTAT 2007.
5.3. RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1. Estudio de isomeros CLA en cuajada

Los resultados encontrados en las muestras comerciales de cuajada como en su
correspondiente leche de partida se recogen en la Tabla 5.1. Estos datos estan agrupados
en intervalos de tres meses, distribuyéndose las 12 muestras en 4 épocas estacionales.
Hay que decir que la bibliografia relacionada con la determinacion de CLA en este
producto es bastante escasa, por lo que para la discusién de los resultados, nos
basaremos en dichas referencias, ademas de las observaciones que previamente hicimos

con la leche semidesnatada (UHT).
5.3.1.1. Influencia del procesado y del almacenamiento

Para observar la influencia del procesado y del almacenamiento, se compararon
los resultados obtenidos en las diferentes muestras de cuajada con su correspondiente
leche de partida (Tabla 5.1). En la Figura 5.1 se resume el proceso de fabricacion de la
cuajada elaborada por la empresa GAZA. La etapa mas drastica en este proceso es la
pasteurizacion, donde se alcanzan temperaturas cercanas a los 90°C durante un tiempo

prolongado (25 — 35min).
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RECEPCION
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A 4
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PASTEURIZACION

)

ENFRIAMIENTO

!

DOSIFICACION CUAJO

¥

ENVASADO

:

ALMACENAMIENTO

Los resultados obtenidos en

caducidad.

Temperatura: < 10°C. Ausencia inhibidores

Temperatura: 40°C (6100 rpm)

Materia grasa: 6%

Agar y agua

Temperatura: 80 — 90°C (25 — 35 min)

Temperatura: 50 — 65°C

Cuajo (2 mL) y agua destilada

Temperatura: < 6°C

Figura 5.1. Esquema del procesado de la cuajada elaborada con leche de oveja, segun la empresa GAZA.

las cuajadas no muestran una influencia
significativa del proceso de elaboracion sobre el contenido de CLA total y de isobmeros
individuales. Tampoco se encontraron grandes variaciones en el contenido de estos
isomeros cuando el producto elaborado se almaceno hasta su caducidad. En general, los
resultados muestran una tendencia a presentar contenidos ligeramente mas altos en la
leche de partida, pero dichas diferencias no presentaron significacion estadistica (P >

0,05) ni en las cuajadas recién procesadas ni cuando las mismas se almacenaron hasta su
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Tabla 5.1. Contenido de isémeros CLA (mg/gcrasa) €N cUajada

Xt

Isémero CLA Muestra® Invierno 2008®  Primavera 2008®  Verano 2008®  Otofio 2008®
(Ene-Feb-Mar) (Abr-May-Jun) (Jul-Ago-Sep) (Oct-Nov-Dic)

n=3 n=3 n=3 n=3
trans-12,trans-14 Leche Cruda 0,140 + 0,008 0,266 + 0,047 0,149 £0,010 0,136 £0,018
Cuajada Proc. 0,140 £ 0,015 0,270 £ 0,047 0,147 £0,011 0,136 £0,015
Cuajada Almac. 0,137 £ 0,014 0,275 + 0,046 0,149 £0,013 0,136 £0,017
trans-11,trans-13 Leche Cruda 0,112 + 0,018 0,337 £ 0,088 0,151+£0,032 0,131 +0,014
Cuajada Proc. 0,110 £ 0,020 0,335+ 0,080 0,148 £0,032 0,132 +£0,012
Cuajada Almac. 0,108 £ 0,021 0,348 £ 0,092 0,150 £0,033 0,134 £0,012
trans-10,trans-12 Leche Cruda 0,082 £0,011 0,070 £ 0,015 0,065+0,004 0,054 +£0,011
Cuajada Proc. 0,078 £0,012 0,070 £ 0,013 0,071+£0,004 0,060 £+ 0,013
Cuajada Almac. 0,076 £0,017 0,064 + 0,003 0,066 £0,005 0,054 +£0,013
trans-9,trans-11 Leche Cruda 0,142 + 0,016 0,230 £ 0,016 0,155 +0,007 0,148 £ 0,030
Cuajada Proc. 0,140 £ 0,007 0,232 £ 0,015 0,162 £0,011 0,141 £ 0,023
Cuajada Almac. 0,141 £ 0,005 0,244 + 0,019 0,162 £0,009 0,147 £0,030
trans-8,trans-10 Leche Cruda 0,055 + 0,007 0,068 = 0,007 0,053 +0,003 0,056 £ 0,008
Cuajada Proc. 0,056 + 0,006 0,074 £ 0,005 0,056 £0,003 0,052 + 0,007
Cuajada Almac. 0,054 + 0,005 0,070 £ 0,010 0,055+0,002 0,058 + 0,007
trans-7,trans-9 Leche Cruda 0,051 + 0,007 0,066 = 0,006 0,055 +0,002 0,051 £0,004
Cuajada Proc. 0,053 + 0,006 0,067 + 0,003 0,056 + 0,002 0,050 + 0,004
Cuajada Almac. 0,055 + 0,007 0,070 £ 0,009 0,057 £0,002 0,055+ 0,004
trans-6,trans-8 Leche Cruda 0,011 + 0,002 0,017 £ 0,001 0,015+0,003 0,016 £0,001
Cuajada Proc. 0,012 + 0,003 0,016 + 0,002 0,016 +0,002 0,015 + 0,002
Cuajada Almac. 0,012 £ 0,002 0,016 + 0,002 0,018 £0,001 0,017 £0,001

@ Leche cruda, cuajada recién procesada, cuajada almacenada: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

® Tiempo de muestreo: Se han encontrado diferencias significativas, P < 0,05.

@xb) Interaccién: No se encontro.

“n” = Numero de muestras, analizadas por triplicado.
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Tabla 5.1 (cont.). Contenido de isémeros CLA (Mg/gcrasa) €N Cuajada

PN

Isémero CLA Muestra® Invierno 2008® Primavera 2008®  Verano 2008 Otofio 2008®
(Ene-Feb-Mar) (Abr-May-Jun) (Jul-Ago-Sep) (Oct-Nov-Dic)

n=3 n=3 n=3 n=3
12,14-(c-t/ t-c) Leche Cruda 0,072 £ 0,007 0,156 = 0,038 0,071 0,015 0,065 = 0,006
Cuajada Proc. 0,072 £ 0,007 0,155 + 0,039 0,071 +£0,018 0,066 = 0,008
Cuajada Almac. 0,066 = 0,012 0,156 + 0,043 0,070 £ 0,016 0,069 + 0,011
trans-11,cis-13 Leche Cruda 0,067 £ 0,018 0,267 = 0,052 0,085 + 0,026 0,067 = 0,004
Cuajada Proc. 0,063 £ 0,019 0,266 = 0,046 0,085 + 0,028 0,066 = 0,003
Cuajada Almac. 0,066 + 0,018 0,270 £ 0,052 0,084 + 0,027 0,069 = 0,003
trans-10,cis-12 Leche Cruda 0,041 + 0,009 0,076 = 0,007 0,041 + 0,004 0,040 = 0,007
Cuajada Proc. 0,041 + 0,009 0,073 0,009 0,040 + 0,003 0,042 + 0,006
Cuajada Almac. 0,043 £0,013 0,073 £ 0,007 0,040 + 0,003 0,045 = 0,006
cis-9,trans-11 Leche Cruda 4,625 + 0,257 6,998 = 0,375 4,772 £ 0,427 4,475 + 0,131
Cuajada Proc. 4,602 + 0,251 6,930 = 0,289 4,762 + 0,497 4,450 + 0,107
Cuajada Almac. 4,552 + 0,336 6,977 £ 0,391 4,733 £ 0,437 4,461 + 0,132
trans-8,cis-10 Leche Cruda 0,070 0,008 0,107 £ 0,013 0,082 + 0,002 0,081 + 0,016
Cuajada Proc. 0,071 + 0,003 0,105 = 0,009 0,081 + 0,004 0,080 + 0,015
Cuajada Almac. 0,069 * 0,006 0,104 +£0,012 0,083 + 0,002 0,078 £ 0,012
trans-7,cis-9 Leche Cruda 0,403 £ 0,055 0,456 * 0,024 0,379 £0,005 0,383 £0,022
Cuajada Proc. 0,397 0,049 0,458 + 0,025 0,370 £ 0,013 0,384 + 0,022
Cuajada Almac. 0,394 + 0,056 0,443 £ 0,030 0,369 + 0,012 0,389 0,021
CLATOTAL Leche Cruda 5,871 0,389 9,113 £ 0,621 6,071 = 0,509 5,703 £ 0,214
Cuajada Proc. 5,834 + 0,390 9,051 £ 0,515 6,066 = 0,599 5,674 + 0,181
Cuajada Almac. 5,772 = 0,466 9,110 £ 0,618 6,036 £ 0,536 5,712 £ 0,207

@ Leche cruda, cuajada recién procesada, cuajada almacenada: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

® Tiempo de muestreo: Se han encontrado diferencias significativas, P < 0,05.

@xb) Interaccién: No se encontro.

“n” = NUmero de muestras, analizadas por triplicado.
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Estas observaciones se corresponden con las que hemos encontrado en las
muestras de leche UHT analizadas previamente, en las que no se detectaron cambios
significativos en el contenido de CLA cuando la leche se sometié a una temperatura mas

alta pero durante un tiempo mas corto (150°C, 2,4 segundos).

En cuanto a los contenidos, nuestros resultados son similares a los publicados
por Prandini et al. (2009) en muestras de cuajadas convencionales y organicas de leche
de vaca. Segun estos autores, el contenido de CLA (cis-9,trans-11) en las cuajadas
convencionales (5,4 mg/gcrasa), cOmparadas con su leche de partida (4,9 Mg/gcrasa),
experimentan un aumento de aproximadamente un 10%. Para las cuajadas procedentes
de un régimen de alimentacion organico, los niveles de cis-9,trans-11 son mayores (7,1
mMQ/Jerasa), aUNQue se observa una ligera disminucion (de aproximadamente un 8%) con
respecto a su leche de partida (7,7 mg/gcrasa). EN ambos casos, los cambios no eran
estadisticamente significativos (P > 0,05). Estas cuajadas también se sometieron a un
posterior calentamiento (53 — 56°C), pero tampoco Se observaron variaciones

importantes en el contenido de CLA.
5.3.1.2. Contenido y variacion estacional del CLA total e isomeros individuales

Segun los resultados de la Tabla 5.1, puede observarse que los contenidos méas
elevados de CLA total, tanto para la leche de partida como para la cuajada ya procesada,
se encuentran en las muestras correspondientes a los meses de primavera, con valores
que superan los 9,0 mg/gerasa (Figura 5.2). En los meses correspondientes a la época
veraniega, los valores se mantienen por encima de los 6,0 mg/gcrasa, Mientras que en
invierno y en otofio, el contenido de CLA total es inferior. Las cantidades de cis-
9,trans-11 determinadas en las cuajadas de leche de oveja se mantuvieron entre 4,462 y
6,968 MQ/gerasa (Figura 5.3).

Estos valores son ligeramente superiores a los determinados en la leche UHT,
aunque hay que tener en cuenta que para la cuajada, se dispuso de 3 muestras por epoca,
mientras que para la leche UHT, el nimero de muestras fue mayor. En cualquier caso,
hay que decir que la influencia estacional en este producto lacteo es muy similar a la

observada en leche UHT.
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Figura 5.3. Variacion del contenido de cis-9,trans-11 en las muestras de cuajada.
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En la bibliografia s6lo hemos encontrado una referencia en la que se cuantifica
el contenido de CLA total en cuajada elaborada con leche de oveja (Herzallah et al.,
2005). Estos autores determinan una concentracion de 5,85 mg/gerasa, UN Valor que se
aproxima mucho a los niveles de CLA encontrados en las muestras de cuajada que

hemos analizado durante los meses anteriores y posteriores a la primavera.

La Tabla 5.2 recoge de forma esquematica los resultados del tratamiento
estadistico, con el fin de facilitar la comparacion de las variaciones estacionales entre
isomeros. En la misma se puede observar que las cantidades de CLA total y de cis-
9,trans-11, determinados en primavera, presentan diferencias significativas (P < 0,01)
con el resto de épocas estacionales; aunque también se encontrd significacion entre el
verano Y el otofio, tanto para el CLA total (P < 0,05) como para el cis-9,trans-11 (P <
0,01).

Tabla 5.2. Diferencias estacionales: resultados del tratamiento estadistico en cuajada

Isdmeros

Tiempo de muestreo

CLA total
cis-9,trans-11
trans-7,cis-9
trans-8,cis-10
trans-10,cis-12
trans-11,cis-13
12,14-(c-t/ t-c)
trans-12,trans-14
trans-11,trans-13
trans-10,trans-12
trans-9,trans-11
trans-8,trans-10
trans-7,trans-9
trans-6,trans-8

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

Invierno 2008 — Primavera 2008 w3 || s

Invierno 2008 — Verano 2008 * | Kk B

Invierno 2008 — Otofio 2008 ** *%

Prima\/era 2008 — Verano 2008 ** ** ** **% ** ** ** ** ** ** *%* **
Primavera 2008 — OtOﬁO 2008 *%* ** ** ** ** ** ** ** ** **% ** *%* **
Verano 2008 — Otofio 2008 W &= *x | *

** «P» <0,01; * «P» <0,05; No significativo > 0,05.

Respecto a los cambios estacionales experimentados por otros isomeros en las
cuajadas, hay que decir que muchos de ellos presentan un comportamiento bastante
similar al encontrado en la leche UHT. Se detectaron diferencias con significacién
estadistica entre los contenidos de primavera y el resto del afio, para todos los isomeros

(P <0,01), excepto para el trans-6,trans-8.
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El aumento del contenido de CLA total durante la primavera se debe al
incremento de los siguientes isdbmeros, que claramente experimentan un mayor efecto
estacional: trans-11,cis-13, trans-11,trans-13, 12,14-(cis-trans/trans-cis) y trans-
12,trans-14 (Figuras 5.5 a 5.8). De todos ellos, se observé la mayor repercusion
estacional en los isbmeros posicionales 11-13-CLA (trans-11,trans-13, trans-11,cis-13),
ya que ambos isémeros triplicaron su contenido en primavera (Figura 5.5 y 5.6), aunque
para el trans-11,trans-13 se encontré una significacion adicional entre el invierno y el
verano (P < 0,05). Esta misma significacion estadistica se observo para el trans-7,cis-9
(Figura 5.4), segundo isdbmero mayoritario en las cuajadas, después del cis-9,trans-11.
Respecto al trans-9,trans-11 (Figura 5.9), se encontraron diferencias estadisticas en

todas las épocas, excepto entre el invierno y el otofio (P > 0,05).

Para el resto de isomeros (ver Figuras 5.10 hasta 5.15), existe un pequefio
aumento de su contenido en la cuajada durante la primavera, y al igual que en los demas
isbmeros mencionados previamente, los contenidos determinados en esta época
presentan variaciones significativas (P < 0,01) respecto a los encontrados en otras
épocas del afio. En cualquier caso, cabe decir que los aumentos observados no son tan
importantes si se comparan con los encontrados en los isomeros que claramente
experimentan mayor variacion estacional. Salvo en el trans-8,cis-10 primaveral (Figura
5.10), ninguno de estos isomeros superd, en las distintas épocas del afio, los 0,100
mg/gerasa (Ver Tabla 5.1). Este dltimo isébmero presenta diferencias entre todas las
épocas (P < 0,01), excepto entre el verano y el otofio (Tabla 5.2). Al igual que con la
leche UHT, el trans-6,trans-8 (Figura 5.15) es el isbmero minoritario cuyos contenidos

fueron los méas bajos de todos los isomeros presentes (entre 0,012 y 0,017 Mg/Qcrasa)-

El incremento estacional del CLA observado en las cuajadas durante los meses
correspondientes a la época primaveral es consecuencia de una mayor disponibilidad de
pasto fresco, rico en acido a-linolénico. En la discusion de los resultados realizados para
la leche UHT, se comentd que cuando se ingiere pasto, el aumento del CLA en la leche
dependera de la especie botanica del pasto, de su calidad y de la cantidad ingerida. Estas
mismas observaciones pueden aplicarse a los resultados obtenidos en las cuajadas,
aungue no hemos encontrado estudios relacionados con las variaciones estacionales en

este tipo de productos.
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Figura 5.4. Variacion del contenido de trans-7,cis-9 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.5. Variacion del contenido de trans-11,cis-13 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.6. Variacion del contenido de trans-11,trans-13 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.7. Variacion del contenido de 12,14-(cis-trans/trans-cis) en las muestras de cuajada.
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Figura 5.8. Variacion del contenido de trans-12,trans-14 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.9. Variacion del contenido de trans-9,trans-11 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.10. Variacion del contenido de trans-8,cis-10 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.11. Variacion del contenido de trans-8,trans-10 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.13. Variacion del contenido de trans-10,cis-12 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.14. Variacion del contenido de trans-10,trans-12 en las muestras de cuajada.
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Figura 5.15. Variacion del contenido de trans-6,trans-8 en las muestras de cuajada.
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En el estudio realizado por Prandini et al. (2009), se observaron que los
contenidos de CLA (cis-9,trans-11), en cuajadas elaboradas con leche de vaca
alimentadas con un régimen “organico”, aumentaron hasta 7,15 mg/gcrasa. ESte valor es
practicamente igual al que hemos determinado para este mismo isémero en nuestras
cuajadas primaverales (6,968 mg/gerasa), aunque cabe destacar que estos autores también
encuentran cambios estadisticamente significativos (P < 0,05) respecto a las cuajadas

convencionales (5,00 mg/gcrasa)-

5.3.1.3. Distribucion de los isbmeros CLA en cuajadas

En general, los porcentajes de los isdmeros CLA son bastante similares a los que
encontramos en la leche de oveja UHT (Tabla 5.3). El isomero mayoritario, como era de
esperar, fue el cis-9,trans-11 y su contenido en cuajada (entre 4,40 y 7,00 mg/Qcrasa,
segun la época estacional) supone entre el 77 y el 79% del CLA total, mientras que el
trans-7,cis-9 (entre 5 y 7%) fue el segundo isémero mas abundante.

Tabla 5.3. Contenido porcentual de isdmeros CLA presentes en las distintas muestras de cuajadas,
segun la época estacional

% sobre el CLA total

Isomero CLA Invierno Primavera Verano Otofio

2008 2008 2008 2008
trans-trans CLA 10,08 + 0,58 11,69 + 0,98 10,78 £ 0,35 10,40 £ 0,74
trans-12,trans-14 2,38+0,11 2,96 + 0,33 2,45+0,10 2,38+ 0,22
trans-11,trans-13 1,88 +£0,20 3,69 0,70 2,44 + 0,29 2,32+0,15
trans-10,trans-12 1,34 +0,17 0,74+ 0,10 1,12 £0,15 0,99 + 0,23
trans-9,trans-11 2,43+0,17 259+0,17 2,65+0,17 2,54 +0,41
trans-8,trans-10 0,94 + 0,09 0,78 + 0,06 0,91 +0,08 0,97 £ 0,11
trans-7,trans-9 0,91 +0,08 0,75+ 0,08 0,93 £ 0,09 0,92 + 0,07
trans-6,trans-8 0,20 + 0,03 0,18 + 0,02 0,27 £ 0,05 0,28 + 0,02
cis-trans + trans-cis 89,92 + 0,58 88,31 + 0,98 89,22 + 0,35 89,60 + 0,74
12,14-(c-t/ t-c) 1,21+0,17 1,69 £0,32 1,16 £ 0,15 1,17+0,18
trans-11,cis-13 1,10 £ 0,23 2,92 +0,35 1,37+0,30 1,18 £ 0,04
trans-10,cis-12 0,71+0,13 0,82 + 0,06 0,68+0,11 0,74 +0,10
cis-9,trans-11 78,89+ 1,14 76,71 £ 1,09 78,47 £ 0,46 78,35 £ 0,95
trans-8,cis-10 1,20+0,12 1,16 £0,11 1,36 £0,10 1,39+0,21
trans-7,cis-9 6,81+£0,42 5,01 £ 0,56 6,18 £ 0,42 6,76 £ 0,16

Nota: Estos datos corresponden al promedio global de los porcentajes de cada isomero encontrado en las

distintas muestras de cuajada.
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Durante la primavera, aumenta de forma considerable el porcentaje de los
isbmeros trans-11,trans-13 'y trans-11,cis-13, y en menor proporcion los
correspondientes al trans-9,trans-11, trans-12,trans-14 y 12,14-(cis-trans/trans-cis).
Este aumento conlleva una modificacion en la distribucion que hace que el porcentaje
de isdbmeros mayoritarios disminuya en esta estacion, efecto que también se manifiesta
en algunos de los isémeros minoritarios (trans-10,trans-12, trans-8,trans-10, trans-
7,trans-9). Para el isomero trans-10,cis-12, la distribucion se mantiene sin variaciones a

lo largo del afio de estudio.

5.3.2. Estudio de isomeros CLA en yogur

Los yogures se elaboraron con leche de oveja, siguiendo un procedimiento

habitual para la fabricacidn de este tipo de productos (Figura 5.16).

RECEPCION —>» Temperatura: < 10°C. Ausencia inhibidores

4

NORMALIZACION Y

—» Materiagrasa: 5.4%

HOMOGENEIZACION 100 — 110 bar
A 4
PASTEURIZACION ——  Temperatura: 93 — 100°C (5 min)
\ 4
ENFRIAMIENTO Temperatura: 3 —8°C
— Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaris
ALMACENAMIENTO Streptococcus thermophilus
ADICION DE FERMENTO
ENVASADO ——  Temperatura: 40 — 50°C
Y Temperatura: 40 — 46°C
INCUBACION > pH:440-470
\ 4
ALMACENAMIENTO —>  Temperatra: <6°C

Figura 5.16. Esquema del procesado del yogur elaborado con leche de oveja, segun la empresa GAZA.

155



5. ISOMEROS CLA EN CUAJADAS Y YOGURES
ELABORADOS CON LECHEDE OVEJA

Durante la normalizacion, solo se ajusta el contenido de grasa para que el

producto final tenga un 5,40% de este componente, mientras que en los yogures que se

fabrican con leche de vaca, se suele partir de leche semidesnatada, a la que se le afiade

nata y leche el polvo. Como ya hemos comentado previamente, no se dispuso de un

namero suficiente de muestras de yogur para estudiar la influencia estacional, por lo que

para estas muestras, sélo se estudiara la influencia del procesado y almacenamiento.

5.3.2.1. Contenido y variacion del CLA total e isomeros individuales

En la Tabla 5.4 se recogen los contenidos de los 13 isomeros y de CLA total,
correspondientes a yogur recién elaborado y almacenado asi como a la leche de partida.

Tabla 5.4. Contenido de isémeros CLA (Mg/gcrasa) €N YOgures

Isémero CLA Muestra @ x*tsp
Ene. 08 Abr. 08 May. 08 Jul. 08 Sep. 08 Nov. 08 Dic. 08
n=1 n=1 n=1 n=1 N=1 n=1 n=1
trans-12,trans-14 Leche Cruda 0,140+0,002 | 0,240+0,008 | 0,292+0,007 | 0,142+0,006 | 0,137+0,006 | 0,146+0,002 | 0,112+0,004
Yogur Proc. 0,139+0,001 ] 0,255+0,004 | 0,297+0,003 | 0,150+0,003 | 0,134+0,002 | 0,146+0,003 | 0,114+0,010
Yogur Almac. 0,144+0,002 | 0,264+0,004 | 0,297+0,007 | 0,152+0,004 | 0,138+0,002 | 0,147+0,007 | 0,109+0,001
trans-11,trans-13 Leche Cruda 0,093+0,001 ] 0,309+0,010 | 0,399+0,007 | 0,193+0,006 | 0,135+0,011 | 0,129+0,001 | 0,110+0,006
Yogur Proc. 0,094+0,004 | 0,315+0,008 | 0,400+0,002 | 0,189+0,003 | 0,130+0,002 | 0,130+0,004 | 0,119+0,005
Yogur Almac. 0,088+0,002 | 0,313+0,013 | 0,419+0,008 | 0,195+0,006 | 0,132+0,002 | 0,127+0,002 | 0,119+0,004
trans-10,trans-12 Leche Cruda 0,066+0,001 | 0,052+0,002 | 0,076+0,003 | 0,064+0,004 | 0,064+0,003 | 0,039+0,002 | 0,065+0,004
Yogur Proc. 0,066+0,001 | 0,058+0,002 | 0,063+0,001 | 0,071+0,001 | 0,064+0,002 | 0,041+0,004 | 0,063+0,003
Yogur Almac. 0,064+0,003 | 0,061+0,007 | 0,064+0,001 | 0,065+0,001 | 0,068+0,001 | 0,039+0,002 | 0,061+0,003
trans-9,trans-11 Leche Cruda 0,147+0,003 | 0,219+0,007 | 0,230+0,003 | 0,164+0,002 | 0,147+0,003 | 0,133+0,002 | 0,122+0,003
Yogur Proc. 0,149+0,003 | 0,229+0,005 | 0,240+0,005 | 0,164+0,006 | 0,153+0,003 | 0,130+0,007 | 0,135+0,003
Yogur Almac. 0,154+0,009 | 0,222+0,020 | 0,233+0,001 | 0,169+0,002 | 0,152+0,007 | 0,135+0,002 | 0,129+0,007
trans-8,trans-10 Leche Cruda 0,055+0,001 | 0,068+0,010 | 0,053+0,002 | 0,056+0,004 | 0,055+0,001 | 0,052+0,001 | 0,047+0,001
Yogur Proc. 0,055+0,002 | 0,063+0,001 | 0,059+0,001 | 0,050+0,001 | 0,055+0,001 | 0,054+0,002 | 0,051+0,004
Yogur Almac. 0,057+0,002 | 0,064+0,004 | 0,055+0,002 | 0,050+0,002 | 0,056+0,002 | 0,053+0,001 | 0,052+0,005
trans-7,trans-9 Leche Cruda 0,048+0,002 | 0,064+0,008 | 0,062+0,001 | 0,053+0,002 | 0,049:+0,002 | 0,055+0,001 | 0,048+0,002
Yogur Proc. 0,049+0,003 | 0,060+0,006 | 0,060+0,002 | 0,051+0,002 | 0,049:+0,001 | 0,057+0,002 | 0,047+0,003
Yogur Almac. 0,048+0,001 ] 0,056+0,004 | 0,061+0,001 | 0,048+0,002 | 0,050+0,002 | 0,055+0,003 | 0,052+0,003
trans-6,trans-8 Leche Cruda 0,012+0,003 | 0,019+0,006 | 0,016+0,001 | 0,013+0,002 | 0,018+0,001 | 0,014+0,002 | 0,015+0,001
Yogur Proc. 0,011+0,001 | 0,016+0,007 | 0,014+0,001 | 0,013+0,002 | 0,016+0,001 | 0,015+0,001 | 0,012+0,001
Yogur Almac. 0,010+0,001 } 0,016+0,001 | 0,016+0,001 | 0,011+0,001 | 0,019+0,001 | 0,014+0,001 | 0,015+0,002

@ Leche cruda, yogur recién procesado, yogur almacenado: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

“n” = Numero de muestras, analizadas por triplicado.
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Cada una de las muestras se analiz6 por triplicado, y los resultados se registraron
segun el mes al que corresponde. En el yogur recien fabricado, el contenido de CLA
total varia entre 5,556 y 8,796 Mg/gcrasa, cON UN Valor medio de 6,617 + 1,308 Mg/Jcrasa-
Los niveles mas elevados corresponden a los meses de abril y mayo (> 8,00 mg/gcrasa),
mientras que el méas bajo se encontr6 en diciembre (5,556 * 0,246 Mg/gcrasa). El isbmero
mayoritario cis-9,trans-11 (Figura 5.18) presenta un comportamiento similar, como no
podria ser de otra forma, puesto que es el que practicamente condiciona el contenido de
CLA total (Figura 5.17).

Tabla 5.4 (cont.). Contenido de isomeros CLA (Mg/gcrasa) €N YOgures

Isémero CLA Muestra® X s,
Ene. 08 Abr. 08 May. 08 Jul. 08 Sep. 08 Nov. 08 Dic. 08
n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1

12,14-(c-t/ t-c) Leche Cruda 0,061+0,002 | 0,144+0,003 | 0,180+0,002 | 0,090+0,004 | 0,067+0,005 | 0,063+0,002 | 0,073+0,001
Yogur Proc. 0,061+0,001 | 0,145+0,013 | 0,176+0,002 | 0,083+0,001 | 0,062+0,005 | 0,063+0,007 | 0,073+0,002
Yogur Almac. 0,058+0,001 | 0,139+0,015 | 0,177+0,001 | 0,082+0,004 | 0,061+0,006 | 0,060+0,004 | 0,084+0,005

trans-11,cis-13 Leche Cruda 0,049+0,002 | 0,245+0,005 | 0,310+0,002 | 0,109+0,005 | 0,068+0,005 | 0,071+0,001 | 0,056+0,002
Yogur Proc. 0,048+0,001 | 0,242+0,001 | 0,308+0,005 | 0,114+0,001 | 0,068+0,001 | 0,072+0,006 | 0,058+0,002
Yogur Almac. 0,047+0,002 | 0,226+0,005 | 0,309+0,004 | 0,116+0,004 | 0,070+0,003 | 0,069+0,004 | 0,055+0,001

trans-10,cis-12 Leche Cruda 0,050+0,001 | 0,063+0,002 | 0,072+0,004 ] 0,035+0,002 | 0,042+0,005 | 0,042+0,002 | 0,038+0,003
Yogur Proc. 0,049+0,003 | 0,063+0,002 | 0,070+0,004 ] 0,034+0,002 | 0,036+0,002 | 0,043+0,003 | 0,038+0,001
Yogur Almac. 0,050+0,001 | 0,072+0,002 | 0,070+0,004 | 0,032+0,002 | 0,038+0,003 | 0,042+0,002 | 0,042+0,002

cis-9,trans-11 Leche Cruda 4,662+0,071 | 6,403+0,102 | 6,662+0,071 | 4,940+0,034 | 4,694+0,057 | 4,583+0,087 | 4,320+0,025
Yogur Proc. 4,607+0,017 | 6,445+0,203 | 6,640+0,045 | 4,882+0,046 | 4,521+0,084 | 4,601+0,074 | 4,415+0,188
Yogur Almac. 4,616+0,072 | 6,441+0,214 | 6,666+0,063 | 4,910+0,039 | 4,582+0,042 | 4,523+0,055 | 4,280+0,097

trans-8,cis-10 Leche Cruda 0,066+0,006 | 0,096+0,005 | 0,093+0,008 | 0,074+0,003 | 0,086+0,010 | 0,090+0,011 | 0,054+0,008
Yogur Proc. 0,064+0,003 | 0,094+0,003 | 0,090+0,005 | 0,075+0,002 | 0,075+0,006 | 0,095+0,003 | 0,063+0,010
Yogur Almac. 0,064+0,003 | 0,096+0,004 | 0,090+0,006 | 0,072+0,002 | 0,078+0,004 | 0,087+0,013 | 0,062+0,011

trans-7,cis-9 Leche Cruda 0,379+0,013 | 0,417+0,017 | 0,365+0,004 ] 0,349+0,004 | 0,380+0,017 | 0,386+0,007 | 0,355+0,008
Yogur Proc. 0,378+0,010 | 0,416+0,015 | 0,380+0,006 | 0,344+0,002 | 0,364+0,009 | 0,398+0,004 | 0,366+0,022
Yogur Almac. 0,379+0,010 | 0,410+0,014 | 0,366+0,007 | 0,340+0,007 | 0,364+0,013 | 0,382+0,005 | 0,361+0,013

CLATOTAL Leche Cruda 5,828+0,072 | 8,341+0,174 | 8,812+0,074 | 6,282+0,055 | 5,942+0,065 | 5,801+0,061 | 5,415+0,045
Yogur Proc. 5,770+0,027 | 8,399+0,251 | 8,796+0,067 | 6,221+0,051 | 5,728+0,107 | 5,847+0073 | 5,556+0,246
Yogur Almac. 5,779+0,066 | 8,380+0,286 | 8,824+0,090 | 6,241+0,054 | 5,808+0,068 | 5,735+0,093 | 5,420+0,130

@ Leche cruda, yogur recién procesado, yogur almacenado: No se han encontrado diferencias significativas, P > 0,05.

“n” = Numero de muestras, analizadas por triplicado.
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Figura 5.17. Variacién del contenido de CLA total en las muestras de yogur.
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Figura 5.18. Variacién del contenido de cis-9,trans-11 en las muestras de yogur.
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En la bibliografia se dispone de muy pocos resultados respecto a la presencia de
CLA en yogur de oveja. Prandini et al. (2007) recogen un contenido medio de cis-
9,itrans-11 de 6,92 + 1,48 mQ/gcrasa Para 5 muestras de yogures comerciales y
encuentran diferencias significativas respecto a los elaborados con leche de vaca, en
este caso con concentraciones inferiores. Las cantidades de este isomero presentes en
las muestras analizadas en nuestro trabajo se encuentran en un intervalo de 4,41 a 6,64
mM0/Jerasa (Tabla 5.4) con un contenido medio, para los meses de enero a abril, de 5,526
+ 1,105, evidentemente méas bajo que el determinado en la publicacion que se acaba de
citar. Se ha calculado el valor medio para esos meses concretos porque se corresponden

con los de adquisicion de las muestras en el estudio anterior.

Las cantidades encontradas en yogures de leche de vaca, varian en intervalos
muy amplios. Asi, en 6 muestras de yogures comerciales adquiridas en Québec (Park et
al., 2008), se determinaron contenidos de cis-9,trans-11 de 12,98 *+ 4,7 mg/ggrasa CON UN
intervalo de 5,45 a 19,40. Sin embargo, en 45 muestras de yogures comerciales
comprados en Portugal (Martins et al., 2007), la cantidad de CLA total correspondié a
un valor mucho mas bajo (4,00 + 1,031 mg/gcrasa)- EI contenido medio de cis-9,trans-11
que se encontré en 30 muestras de Italia fue de 5,20 + 1,33 mg/gcrasa (Prandini et al.,
2007). Para estimar la ingesta de CLA en Francia, se ha considerado un contenido de
0,02 g/100 g de yogur, que corresponderia a 5,464 mg/gerasa (Laloux et al., 2007). En la
ultima estimacion realizada en Reino Unido (Mushtaq et al., 2010), se asign6 al yogur
un contenido medio de 2,3 + 0,3 mMg/gcrasa Para el cis-9,trans-11 y de 0,069 Mg/gcrasa
para el trans-10,cis-12, este ultimo valor es bastante parecido a los niveles de trans-
10,cis-12 que hemos determinado en las muestras de yogur analizadas en nuestro
trabajo para los meses de abril y mayo y algo mas alto si se compara con el resto de

meses.

En esta parte de la discusion, s6lo hacemos mencién a aquellas publicaciones
que recogen resultados en yogures comerciales, debido a que pensamos que es con los
gue se debe hacer la comparacion, puesto que en el caso de los yogures experimentales,
se introducen cambios con el fin de aumentar el contenido de CLA. Aunque se ha
afirmado que los productos lacteos derivados de oveja tienen contenidos de CLA
mayores que los correspondientes de vaca, los resultados que acabamos de comentar no

nos permiten apoyar dicha afirmacion puesto que la variabilidad es muy grande.
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5.3.2.2. Influencia del procesado y del almacenamiento

En nuestros resultados no se observan diferencias con significacion estadistica
entre las cantidades de los distintos isomeros en el yogur y en la leche utilizada para su
elaboracion. Este es un aspecto que presenta controversia en la bibliografia, puesto que
algunos autores han encontrado aumentos atribuibles a la fermentacion y otros no.
Parece que, el incremento estaria condicionado por el tipo de microorganismos,

presencia de sustratos, tiempo y condiciones de incubacion (Sieber et al., 2004).

Se dispone de bastantes evidencias en sistemas modelo, que apoyan la sintesis
microbiana de CLA a partir de acido linoleico libre. Lin et al., (1999) utilizaron un
sistema con leche desnatada esterilizada méas &cido linoleico libre (1.000 6 5.000
pg/mL) y a este sistema afiadieron diferentes bacterias, demostrandose que aquellas que
se emplean comUnmente en la elaboracion del yogur (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus) son capaces de producir CLA, aungue bajo
las mismas condiciones, otros microorganismos resultaron ser mas eficaces. Sin
embargo, este y otros efectos comprobados en sistemas modelo, no estan totalmente
contrastados en yogures (Xu et al., 2005; Xu et al., 2006). Las publicaciones mas
recientes indican que es necesaria la combinacion de otras bacterias con las propias del
yogur y/o la presencia de &cido linoleico libre para que se produzcan aumentos de CLA
(Sieber et al., 2004; Yadav et al., 2007; Florence et al., 2009). Sin embargo, respecto al
acido linoleico hay que matizar que la adicion del mismo en forma de triglicérido
(aceite de girasol, 1 mg/mL) también provoc6 un aumento en el contenido de CLA.
Dicho aumento fue menor que al utilizar linoleico libre y ademas fue necesario un

tiempo mayor de incubacién (Rodriguez-Alcala et al., 2011).

En yogur desnatado, se produjo un pequefio aumento de CLA atribuible al
procesado, pero este efecto resulta dificil de explicar, puesto que no se observé en
yogures con un contenido de grasa de 1 y 3,25 % (Shantha et al., 1995). En otros
estudios, no se detectaron diferencias entre la leche de partida y el yogur, destacandose
que la variabilidad observada entre los contenidos de las distintas muestras se relaciona

con las diferencias en la leche de partida (Boylston y Beitz, 2002; Lin et al., 1995).

Los resultados encontrados en las muestras analizadas en este trabajo estarian de

acuerdo con la afirmacion de Prandini et al., (2007), respecto a que el isomero cis-
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9,trans-11 no depende de la presencia microorganismos, sino de la cantidad

originalmente presente en leche.

En algln trabajo se recoge que las cantidades de CLA presentes en yogur son
dos veces més elevadas que la encontradas en leche (Park et al., 2008) o al contrario que
son bastante mas bajas, aproximadamente la mitad (Martins et al., 2007). Dichas
afirmaciones hay que matizarlas, puesto que, en estos casos concretos, se analizan
muestras adquiridas en el mercado, y la leche analizada no corresponde a la que se

utilizé para la elaboracion del yogur.

Se admite que la leche tiene un contenido medio de acido linoleico (cis-9,cis-12
Cis:2) de 10 mg/gerasa, Y SU presencia como acido graso libre no supera los 0,1 Mg/gcrasa
(Sieber et al., 2004). Aunque toda la fraccion libre se hubiese transformado en CLA,
supondria un aumento muy pequefio que, con los contenidos determinados en las
muestras analizadas en este trabajo, no representarian una modificacion significativa,
salvo que la transformacién afectase a algunos de los isomeros minoritarios. Ademas, el
CLA que se pudiera llegar a formar estaria presente como acido libre y no seria posible

determinarlo con el método de anélisis utilizado.

El almacenamiento de los yogures en refrigeracion hasta el final de su vida
atil, no produjo modificaciones en el contenido de CLA total ni en los isomeros
individuales. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros autores en
yogures experimentales fabricados con leche de vaca. No se encontraron variaciones
en el contenido de cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 y cis-11,trans-13 en yogures
almacenados a 4° C durante siete dias (Boylston y Beitz, 2002). Tampoco se observaron
cambios en el contenido del isémero cis-9,trans-11 en yogur almacenado a la misma
temperatura durante 28 dias, pero si hubo diferencias a los 35 dias de almacenamiento
(Akalin et al., 2007), aunque hay que tener presente que este Gltimo periodo supera la
vida util del yogur. Segun estos ultimos autores, no se llego a detectar la presencia de
trans-10,cis-12 después de una semana de almacenamiento, pero como los contenidos
iniciales del mismo fueron muy bajos (0,05 pg/g), es posible que una pequefia

disminucion provoque que la cantidad residual sea inferior al limite de deteccion.

Herzallah et al. (2005) recogen un descenso del CLA total en yogur almacenado

7 dias en refrigeracion y lo atribuyen a la captacion de radicales libres formados durante
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la oxidacion lipidica. En cualquier caso, se trata de pequefias variaciones del orden de

0,22 a 0,35 mg/gerasa, Para valores iniciales de 5 mg/gcrasa.

Al no disponer de datos relacionados con la variacion del contenido de CLA en
yogures fabricados con leche de oveja, no podemos realizar una comparacion con
nuestros resultados. Sin embargo, y segun lo que acabamos de exponer, tendriamos que

admitir que no deberian producirse variaciones atribuibles al almacenamiento.
5.3.2.3. Distribucién de los isomeros CLA en yogures

En cuanto al perfil de isomeros en yogur (Tabla 5.5), el mayoritario continta
siendo el cis-9,trans-11 (75 — 80 %) vy le sigue en abundancia el trans-7,cis-9 (4 — 7 %).
En los isémeros trans-12,trans-14; 12,14- (cis-trans/trans-cis); trans-11,trans-13;
trans-11,cis-13, se observa un aumento porcentual en el mes de mayo, lo que produce
una disminucion relativa en el porcentaje de otros isomeros. El aumento que se acaba de

mencionar, coincide con la época de mayor disponibilidad de pasto.

Tabla 5.5. Contenido porcentual de isomeros CLA presentes en las distintas muestras de yogur,
segun el mes de muestreo

% sobre el CLA total

Isémero CLA

Enero Abril Mayo Julio Septiembre | Noviembre Diciembre
2008 2008 2008 2008 2008 2008 2008
trans-trans CLA 9,73+0,18 | 11,80+0,26 | 12,89+0,13 | 11,00+0,15 | 10,44+0,21 | 985+0,15 | 9,74+0,18

trans-12,trans-14 243+0,05 | 3,02+014 | 3,35+0,06 [ 2,37+0,09 2,35+0,07 2,53 +0,07 2,04 +0,08
trans-11,trans-13 158+0,06 [ 3,73+0,06 [ 4,61+0,11 3,08 £ 0,06 228+0,09 [ 222+0,04 | 212+0,10
trans-10,trans-12 1,13+0,03 [ 0,68+0,06 [ 0,77 +0,07 1,06 + 0,06 1,12+0,05 | 0,69+0,05 1,15+0,07
trans-9,trans-11 2,60+0,11 2,66+0,12 2,66+0,05 | 2,65+0,07 259+0,11 229+0,09 | 235%0,10
trans-8,trans-10 09+0,03 | 0,78+0,07 | 0,63+0,03 | 083+0,06 | 095+002 | 092+0,03 | 0,92+0,05

trans-7,trans-9 0,84+0,04 | 0,71+0,07 | 0,70+0,01 081+004 | 085+0,02 | 09+0,03 | 0,90+0,07

trans-6,trans-8 0,19+0,03 | 020+0,05 | 0,17+0,01 0,20+0,03 | 031+0,02 | 025+0,02 0,26 +0,04

cis-trans + trans-cis | 90,27 +0,18 | 88,20+ 0,26 | 87,11+0,13 | 89,00+ 0,15 | 89,56 +0,21 | 90,15+ 0,15 | 90,26 + 0,18

12,14-(c-t/ t-c) 1,04 +0,03 1,70+ 0,09 2,02+0,03 1,35+0,07 1,08 0,08 1,07 0,07 141+0,12
trans-11,cis-13 0,83+0,02 284+012 | 351+0,03 1,81+0,08 1,18 £0,06 1,22 +0,06 1,03+0,03
trans-10,cis-12 086+0,03 | 079+006 | 080+0,05 [ 054+0,03 | 066+006 | 0,73+0,04 | 0,73 +0,06
cis-9,trans-11 79,90+0,26 | 76,79+0,23 | 7555+0,18 | 78,60+ 0,22 | 7894+0,21 | 78,85+0,47 | 79,41 +0,44
trans-8,cis-10 1,11 +£0,07 1,14+0,05 [ 1,03 +0,06 1,18 £ 0,04 1,37+0,12 1,56 + 0,16 1,09 £0,15

trans-7,cis-9 6,53+0,16 | 495+0,08 | 421+0,10 | 551+0,08 6,34 +0,17 6,71+0,12 6,60 +0,11

Nota: Estos datos corresponden al promedio global de los porcentajes de cada isomero encontrado en las
distintas muestras de yogur.
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La distribucidn de isdbmeros es diferente a la publicada por Martins et al. (2007),
que recogen un valor de 69,74% para el acido ruménico (cis-9,trans-11) presente en
yogur de leche de vaca; evidentemente, este porcentaje es bastante inferior al calculado
en las muestras analizadas en este trabajo. Sin embargo, los mismos autores encuentran
para este isomero un 79,21% y un 73,7% en leche y queso, respectivamente; dichos
valores estarian dentro de los intervalos que habitualmente se determinan para estos

alimentos.

Respecto al isbmero trans-7,cis-9, parece suceder lo contrario, ya que obtienen
un 20,2%, muy por encima del que se suele encontrar. Llama la atencién que, en yogur,
no detectan algunos isomeros como el trans-10,cis-12, el trans-12,trans-14 y el cis-
11,trans-13, mientras que en leche si los encuentran, y los autores no dan ninguna
explicacién a este hecho. Al conjunto de isdbmeros trans-trans le asignan un 9% como
valor medio; valor bastante préximo al calculado en los yogures que hemos analizado
en enero, noviembre y diciembre, aunque mas bajo que los determinados en abril, julio,
septiembre y sobre todo en mayo (cercano al 13%). El porcentaje total de isobmeros cis-

trans/trans-cis (90,99%) es muy similar a los determinados en este trabajo (Tabla 5.5).
5.4. CONSIDERACIONES FINALES

El desarrollo de este objetivo ha permitido conocer los contenidos de 13
isdmeros CLA en muestras comerciales de yogur y cuajada elaborados con leche de
oveja. En la bibliografia s6lo hemos encontrado un trabajo referido a cuajada de oveja 'y
los datos existentes para yogur de la misma especie son escasos. Al hacerse el estudio
durante un afio (en el caso de la cuajada) se incluye la variacion estacional,
correspondiendo las cantidades mayores a la primavera. Los resultados indican que la
concentracion de los diferentes isomeros CLA en cuajada y yogur depende del
contenido de los mismos en la leche de partida y que no se observan variaciones que

puedan atribuirse al proceso de elaboracion y/o al de almacenamiento.
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El desarrollo de los objetivos permite disponer de datos sobre contenidos de
CLA en productos lacteos de oveja comerciales, de los que no se disponia hasta el
momento. A partir de los mismos, hemos estimado la contribucion a la ingesta de CLA
de una racién de leche semidesnatada UHT, o de cuajada o de yogur (Tabla 6.1).
Pueden observarse diferencias importantes entre las posibles ingestas por consumo de
estos productos en primavera y en el resto del afio y también la mayor contribucion a la
ingesta de la cuajada y el yogur, por tener un contenido de grasa mas elevado.

Tabla 6.1. Contenidos medios e ingesta de CLA

Primavera Resto del afo
. CLA total cis-9,trans-11 CLA total cis-9,trans-11
Contenido
(mg/gGrasa) (mg/gGrasa) (mg/gGrasa) (mg/gGrasa)
Leche de oveja UHT 8,50 6,58 571 4,49
Cuajada 9,09 6,97 5,86 4,60
Yogur 8,59 6,54 5,82 461
CLA total cis-9,trans-11 CLA total cis-9,trans-11
Ingesta
(mg) (mg) (mg) (mg)
1 vaso de leche 34 26 23 18
1 cuajada 76 59 49 39
1 yogur 65 49 44 35
Total 175 134 116 92

La ingesta derivada del consumo de estos alimentos resulta significativa si se
compara el aporte de CLA de una racion de los mismos con las ingestas publicadas en
los Gltimos afios. Asi para la poblacion catalana se ha estimado una ingesta media de 72
mg/dia del isdbmero cis-9,trans-11 (Mayneris-Perxachs et al., 2010), valor que se
alcanzaria con el consumo de un vaso de leche y un yogur o una cuajada, en primavera.
En el resto del afio serian necesarios dos vasos de leche y un derivado lacteo o bien, una

cuajada y un yogur de oveja, al dia.

En Portugal las ingestas estimadas de acido ruménico y de CLA total son de 56 y
73 mg/dia respectivamente, valores muy proximos a los de la poblacion catalana. En
Espafa, al igual que en la mayoria de los paises, hace unos afios se han publicado
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ingestas mas altas que las que se reflejan en trabajos més actuales (apartado 1.2.5). En
estos ultimos, el pais para el que se recoge una ingesta mas elevada es Francia, con unos
valores de CLA total de 213 mg en varones y 178 mg en mujeres. Si en Espafia se
incluyen en la dieta diaria leche, yogur y cuajada de oveja seria posible alcanzar e

incluso superar las ingestas estimadas en Francia.

Aungue no se conocen con seguridad las cantidades necesarias de cis-9,trans-11
para ejercer efectos beneficiosos para la salud, la inclusion en la dieta de yogur o
cuajada de oveja contribuiran a aumentar la ingesta de acido ruménico de forma

importante.

Ademas, hay que recordar que los contenidos determinados en este trabajo
incluyen, en gran medida, la variacion debida a diferentes factores que condicionan la
presencia de CLA en alimentos y por ello serian valores representativos de las
cantidades reales presentes en productos comerciales.
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El método que se propone permite la determinacion cuantitativa de 13 isomeros
CLA en leche y derivados lacteos. Si se tienen presentes los parametros de
validacion establecidos, este método puede ser una buena alternativa a la
determinacion convencional de estos isomeros, que combina dos técnicas, GC y
Ag’-HPLC. Ademas, su aplicacion como Unico procedimiento de analisis supondra

un ahorro de tiempo y de medios.

La validacion del método incluye el estudio de linealidad, limite de cuantificacion,
ensayos de recuperacion y de precision. Los resultados de los ensayos de validacion
cumplen con los criterios especificados por organismos internacionales, lo que
garantiza que es un método preciso y exacto y que genera confianza en los

resultados obtenidos con su aplicacion.

La utilizacién de un patron en forma de triglicérido de cis-9,trans-11 en los
ensayos de recuperacion asegura que el proceso de metilacién es completo y
permite cuantificar recurriendo a patrones externos, que a su vez han demostrado

unas caracteristicas adecuadas de linealidad.

El método puesto a punto también puede emplearse para el analisis de mezclas de
isbmeros CLA obtenidas por sintesis o de complementos dietéticos. Por ello, es una
herramienta Gtil que puede interesar a sectores relacionados con la elaboracion de
suplementos, o bien, a investigadores cuyo objetivo sea relacionar actividades

bioldgicas con contenidos de isomeros concretos.

Se dispone del contenido de 13 isdbmeros CLA en muestras comerciales de leche
de oveja UHT semidesnatada, correspondientes a un periodo de 15 meses. Las
cantidades maés altas de CLA total y de algunos isdbmeros se encontraron en los
meses de primavera. El resto del afio, los contenidos medios son mas bajos y

relativamente similares entre si.

Entre los isbmeros que muestran un aumento estacional relativo mas importante,
se encuentran: trans-11,cis-13, 12,14-(cis-trans/trans-cis), trans-11trans-13 vy
trans-12,trans-14, que al menos duplican su contenido durante la primavera y, en el
caso del isomero trans-11,cis-13, la cantidad determinada en esta época es cuatro

veces mayor a la encontrada en otofio. En valores absolutos, los mayores aumentos

171



7. CONCLUSIONES

10.

11.

12.

corresponden al isdbmero mayoritario cis-9,trans-11, mientras que los isémeros
trans-10,trans-12, trans-8,trans-10 y trans-6,trans-8 no se modifican durante el

periodo de estudio.

En lo que se refiere al isomero trans-10,cis-12, se encuentran variaciones
significativas en todas las estaciones, respecto a la primavera, pero al tratarse de
cantidades muy pequefias, pensamos que no tiene relevancia desde un punto de vista

practico.

El tratamiento térmico y posterior almacenamiento no modifica los contenidos de
CLA presentes en leche de oveja ni la distribucion de isdbmeros. Estos resultados,
unidos a las variaciones estacionales observadas, nos permiten confirmar que el
contenido de CLA estd condicionado fundamentalmente por la dieta que se

suministra a los animales.

En leche de oveja UHT comercial, las cantidades de CLA total y de la mayoria de
los isémeros analizados, son del mismo orden que las publicadas por autores
espafoles en leche sin tratar de ovejas alimentadas con dietas basicas o dietas

control.

Las variaciones estacionales observadas en los distintos isémeros en cuajadas de
oveja, son semejantes a las encontradas en leche UHT y los mayores aumentos

relativos correspondieron a los mismos isémeros.

El contenido de CLA total en las muestras de primavera es mayor al Unico
resultado recogido en la bibliografia para cuajada elaborada con leche de oveja,
aunque hay que mencionar que este ultimo valor se aproxima bastante a los niveles

encontrados en las cuajadas que hemos analizado en otras estaciones.

En yogures de oveja, el isomero cis-9,trans-11 se encuentra en cantidades
inferiores a las recogidas en la bibliografia, sin embargo, son similares a las
publicadas en algunos yogures de leche de vaca. En cuanto al isémero trans-10,cis-
12, los contenidos determinados en nuestro trabajo son parecidos a los publicados

para yogur de vaca.
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13.

14.

El proceso de elaboracion y almacenamiento no cambian los contenidos de CLA
en cuajadas y yogures de leche de oveja, en los que se encuentran las mismas
concentraciones y perfil de isbmeros que en la leche utilizada para su fabricacion.
Los resultados de este estudio permiten afirmar que los niveles de CLA en yogur y
cuajada dependen Unicamente de las cantidades inicialmente presentes en leche.

Los resultados pueden utilizarse para valorar la contribucion de leche, cuajada y
yogur de oveja a la ingesta de CLA total y de los diferentes isdbmeros. La ingesta
de cis-9,trans-11 derivada del consumo de un yogur o de una cuajada puede
considerarse relativamente alta al compararla con las recogidas en los estudios de
estimacion de ingestas y aungue no se conocen con seguridad las cantidades
necesarias para que el acido ruménico pueda ejercer efectos positivos para la salud,
la inclusion de estos derivados lacteos en la dieta contribuira a aumentar la ingesta

del mismo, de manera significativa.
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ANEXOS

Anexo 1: Calculo de factores de conversiéon de unidades

Se trata de transformar las expresiones:
e gdeCLA/100 g de &cidos grasos — mg de CLA /g de grasa
e gde CLAFAME/100g de FAME — mgde CLA /g de grasa

Sera necesario:
e Calcular el peso molecular promedio de los triglicéridos de leche de oveja o de vaca,
segun el caso concreto.
e Conocer el peso molecular promedio de los &acidos grasos y de los FAME’s
correspondientes.
e Establecer la relacion numérica entre gramos de grasa y acidos grasos totales o
FAME'’s.

1. Calcular el peso molecular promedio de los triglicéridos de leche de oveja o de vaca

Se han considerado los diferentes triglicéridos y contenido de los mismo publicados por Goudijil
et al. (2003), Fontecha et al. (2005) y Park et al. (2007). Se calcul6 el peso molecular
individual de cada triglicérido y se multiplicé por el porcentaje del mismo en leche de cada
especie animal, asi se obtiene un valor parcial (peso molecular relativo) para cada triglicérido.
La suma de todos estos valores nos dara el peso molecular promedio de los triglicéridos de

leche. En la Tabla A-1, se recogen estos calculos.
El peso molecular individual se obtuvo mediante la formula:
PM oy =[(N +3)(PM )] +[(2N +2)(PM )], +[(6)(PM )],

El nimero de carbonos (N+3) corresponde a “N” carbonos de los acidos grasos mas los tres del
glicerol. EI nimero de hidrégenos (2N+2) se obtiene de sumar los [2(N-3)+3] hidrogenos de los
acidos grasos y los 5 hidrdgenos que aporta el glicerato. El valor “2(N-3)+3” resulta de
considerar que cada carbono de &cido graso (N) tiene dos (2) hidrégenos enlazados, excepto el
carbono carbonilico (no aporta hidrégeno, de ahi que se reste 3) y el carbono final de cada acido

graso (aporta un hidrégeno mas, de ahi que se sume 3).

En esta estimacion se asume que los acidos grasos presentes en la molécula de triglicérido son
saturados, ya que la diferencia en el célculo seria de dos hidrégenos menos por cada
insaturacion, un error que puede considerarse minimo si se tiene en cuenta las variaciones en las

proporciones de los triglicéridos en la leche y en el contenido de acidos grasos insaturados.

199



ANEXOS

Tabla A-1. Estimacion del peso molecular promedio de los triglicéridos en la leche

Trigicerids e

@ Neay  (onezy MO PMusaa' | (9) PMzang (%) PMziang
Cu 29 54 6 498,74 0,72 3,5909 0,22 1,0972
Cs 31 58 6 526,79 1,78 9,3768 0,57 3,0027
Cso 33 62 6 554,84 3,15 17,4775 1,13 6,2697
Cs, 35 66 6 582,89 5,13 29,9025 2,56 14,9221
Cx 37 70 6 610,95 7,95 48,5704 5,95 36,3514
Css 39 74 6 639,00 11,24 71,8237 10,80 69,0121
Css 41 78 6 667,05 14,23 94,9218 12,50 83,3818
Cuo 43 82 6 695,11 12,50 86,8884 9,87 68,6071
Csu 45 86 6 723,16 9,21 66,6031 6,87 49,6811
Cu 47 90 6 751,21 7,67 57,6181 6,47 48,6035
Cis 49 o4 6 779,27 6,19 48,2366 7,32 57,0423
Co 51 %8 6 807,32 5,69 45,9365 9,12 73,6276
Cx 58 102 6 835,37 6,49 54,2157 1130 94,3972
Cx 55 106 6 863,43 6,41 55,3456 10,00 86,3427
Ce 57 110 6 891,48 1,64 14,6203 4,99 44,4848
PESO MOLECULAR PROMEDIO’ 705,1282 g/mol (ovejas) 736,8235 g/mol (vacas)

@ El subindice “N” indica el nimero de carbonos en las tres moléculas de acido graso unidas al triglicérido. @ Namero de carbonos
totales. © NGmero de hidrégenos totales.  Peso molecular individual (se asume que todos los &cidos grasos son saturados). ® Para
calcular el peso molecular relativo de cada triglicérido en leche de oveja, se utilizaron los porcentajes publicados por Fontecha et al.
(2005) y Goudjil et al. (2003). © Célculos para la leche de vaca, empleando los porcentajes recogidos por Park et al. (2007). ©” Con
la suma de todos los pesos moleculares relativos, se obtuvo el peso molecular promedio de triglicéridos.

2. Conocer el peso molecular promedio de los acidos grasos y de los FAME’s

Peso molecular promedio de acidos grasos libres: Hay que restar al peso molecular final de

triglicérido, el valor de peso molecular del glicerato; luego sumar 3 veces el peso molecular del
grupo —OH. Finalmente, se divide entre tres y se obtiene el peso molecular promedio para cada

acido graso.
PM aglibre = [705,1282 — 89,07 (glicerato) + (51,0220)04] / 3 = 222,36 g/mol (ovejas)

PMagiibre = [736,8235 — 89,07 (glicerato) + (51,0220)04] / 3 = 232,92 g/mol (vacas)

Peso molecular promedio de FAME’s: El calculo se realizaria de la misma forma que en el caso

anterior, pero teniendo en cuenta que —OH se sustituye por —OCHa, por lo que hay que cambiar
“H” por “CH3” (PM = 15).

PMeame = [705,1282 — 89,07 (glicerato) + (93,1018)0.chs] / 3 = 236,39 g/mol (ovejas)
PMeanve = [736,8235 — 89,07 (glicerato) + (93,1018)0.chs] / 3 = 246,95 g/mol (vacas)
Fontecha et al. (2005) aporta datos porcentuales de los acidos grasos presentes en leche de oveja

(Tabla A-2). Con estos datos también se pudo obtener el peso molecular promedio de acido

graso en la leche de oveja; los resultados se aproximan bastante a los calculados anteriormente.
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Tabla A-2. Estimacion del peso molecular promedio de los acidos grasos (libres o FAME) presentes
en la leche de oveja

P Pesos moleculares como acidos grasos libres |  Pesos moleculares como FAME
Acido graso (%)
PMindividual PMRelativo PMindividual PMgelativo
Cap 8,81 88,11 7,7621 102,13 8,9978
Cso 5,52 116,16 6,4119 130,18 7,1862
Cso 4,05 144,21 5,8406 158,24 6,4086
Cioo 10,06 172,26 17,3298 186,29 18,7409
Ci20 4,84 200,32 9,6954 214,34 10,3743
Cia0 10,28 228,37 23,4765 242,40 24,9185
Ciso 1,64 242,40 3,9753 256,42 4,2054
Cie0 22,58 256,42 57,9006 270,45 61,0678
Cie1 0,90 254,41 2,2897 268,43 2,4159
Ciro 1,19 270,45 3,2184 284,48 3,3853
Ciso 7,44 284,48 21,1651 298,50 22,2087
Cig1 16,50 282,46 46,6061 296,49 48,9205
Cis 3,12 280,45 8,7499 294,47 9,1875
Otros 3,07 222,36 6,8265 236,39 7,2571
PESO MOLECULAR PROMEDIO? 221,2478 g/mol (AG libres) 235,2744 g/mol (FAME)

@ Datos tomados de Fontecha et al. (2005). @ El peso molecular promedio de 4cidos grasos (libre 0 FAME) se obtuvo de la suma de
todos los pesos moleculares relativos.

3. Establecer la relacion numérica entre “gramos de grasa” y “acidos grasos totales”

Una vez conocidos los pesos moleculares promedio de &cidos grasos (libre o FAME) y
triglicéridos, se procede a buscar la relacion numérica que permita convertir los datos
expresados como acidos grasos (libre o FAME) en gramo de grasa. Teniendo en cuenta que en
cada triglicérido hay 3 moléculas de acido graso y asumiendo que el 100% de la grasa de leche

extraida se compone practicamente de triglicéridos, se puede realizar el célculo de dicho factor.

Para aquellos valores expresados como acidos grasos libres (AGipre), €sta relacion seria:

1,0g de grasa = 0,9413g de &cidos grasos libres totales

1,09 ][ 1mol 1,6 J( 3mol e ]( 221 ,2478 9 pgjipre \

0 pome =100 oS
Aciiore " 1,00 e 7051282 g N 1mol e U 1mol )

Para los contenidos expresados como FAME total, se calcula un factor que los relacione con los

gramos de grasa; de hecho, se pudo calcular que:

1,0g de grasa = 1,0010g de FAME total

1,006 ]( mol ][3mo| - J( 235 2144 e |

g =1,00g =1,0010 g
FAVE arese {1,09 gesa 7051282 g U 1mol N 1mol )

TAG
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que con este factor solo se transformaria el contenido de
FAME total (denominador) y no el contenido de CLA (numerador). Por lo que seria necesario
introducir otro factor que transforme la cantidad de CLArame @ CLAibe. Con los valores de peso
molecular (280,4455 para CLA iy ¥ 294,4721 para CLAravE), S€ calcula el factor 0,9524, que
al multiplicarse por 1,0010, se obtiene 0,9533. Este Gltimo factor es el que se utilizaria para

obtener el contenido de CLA (en miligramos por gramo de grasa).

En leche de vaca, se procederia de la misma forma, pero empleando los pesos moleculares
promedio correspondientes a esta especie. En la Tabla A-3 se recogen los factores calculados
para ambas especies; dichos factores se aproximan al factor 0,945, utilizado por otros autores
(Moreiras et al., 2009; Mataix Verdu et al.,, 2009; Partidario et al., 2008; McCance y
Widdowson’s, 1992).

Tabla A-3. Factores para transformar el contenido de CLA, expresados en otras unidades, a mg/g
de grasa

FACTORES

Expresion inicial Factor Expresion intermedia Expresion final -
Ovejas | Vacas

g CLA /100 g acidos grasos 10 mg CLA / g acidos grasos mg CLA /g Grasa | 0,9413 | 0,9483

g CLAFAME / 100 g FAME'’s 10 mg CLAFAME / g FAME’s mg CLA / g Grasa 0,9533 0,9576
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Anexo 2: Familia, nombre cientifico y nombre comdn de algunas plantas utilizadas como

pasto en la alimentacion animal

Familia: Gramineae o Poaceae - Gramineas

AVENA SALIVA L. ...ttt ettt et b Avena
Dactylis glomerata L. ........ccooveiiiiiiiiecece e Jopillo, jopillo de monte, japillo
Festuca arundinacag SCNIED. ......vvviiiiiie ettt e e e Caniuela, laston
Festuca pratensis HUdS. .........ccccveieiie i Cafiuela, cafiuela de prados
HOrdeUM VUIGArE L. ....oioeieieeeeeee ettt et sre b e e Cebada
Lolium mUIIFIOFUM LaM. ..o Vallico o ballico
LOLIUM PEFENNE L. vttt Vallico, hierba triguera
Lolium rigidium GaUiN.........ceivveiiiiiciiie ettt sre e Vallico, margal
Phleum pratense L. ... Hierba macerguera, bohordillo
P0A Pratensis L. .......oooireieieieise e Poa comun, grama de prado
PoatrivialiS L. .. ..o Poa comun, gramilla, espiguilla

Familia Leguminosae o Fabaceae - Leguminosas

Hedysarum coronarium L. .........cccoovvnenineneinene e Sulla, zulla, pipirigallo, esparceta roja
Lotus corniculatus L. .......ccccooeiveiiiiinnenns Cuernecillo, cornajuelos, trébol amarillo o de cuernos
MediCago SALIVA L. ..ocviveiiiieie et Alfalfa, mielga, lucerna
Medicago polymorpha L. ........cccooeiiiniiineecce e Alfalfa de secano, carreton
PiSTUM SALIVUM L. ceveiiiiceie ettt sttt s s arveja, guisante, chicharo
TrifOliUM PratensSe L. ..ot Trébol rojo o violeta
TrfOlUM FEPENS L. i re s Trébol blanco
Trifolium SUDLEFTaN UM L. ..c.ooviieieeece s Trébol subterrdneo

Familia Compositae o Asteraceae - Compuestas

Chrysanthemum coronarium L. ........cccccoeveieiieieinine e, Cristantemo silvestre, mojigato

Esta informacion se consulté en las siguientes bases de datos:

Flora Ibérica. Plantas vasculares de la Peninsula Ibérica e Islas Baleares. Real Jardin Botanico (CSIC).
http://www.floraiberica.es/index.php.

Herbario de la Universidad Puablica de Navarra (UPNA). Departamento de Ciencias del Medio Natural
(Universidad Publica de Navarra). http://www.unavarra.es/servicio/herbario/index.htm.
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