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Resumen

El interés por los isémeros conjugados del acidos linoleico (CLA) aumenté a partir de los afios
‘80, debido al descubrimiento de sus propiedades biolégicas como nutrientes funcionales o
nutracéuticos. Algunos isémeros tienen un efecto benéfico comprobado para el tratamiento de
algunas patologias (cancer, obesidad, enfermedades cardiovasculares, diabetes, etc). El
consumo de carne y leche proveniente de animales rumiantes representa el principal ingreso
natural de CLA para el ser humano. El contenido de CLA en la leche cruda esta fuertemente
influido por la dietay puede ser alterado con los tratamientos tecnolégicos a los que es sometida
durante la industrializacién. Para estudiar el impacto del tratamiento térmico correspondiente a
la pasteurizacion de alta temperatura corto tiempo (HTST) sobre el contenido final de CLA, se
analizaron siete muestras de leche cruda antes y después de una pasteurizacion de 72 °C
durante 20 segundos. Se determiné el perfil de acidos grasos, incluidos los CLA, de todas las
muestras de leche por cromatografia gas-liquido. La extraccion de grasa se efectué mediante
el protocolo ISO 14156 (2001). La determinacion de esteres metilicos se efectué segun Norma
IRAM 5650 Parte Il (1982). Se utilizé un cromatégrafo gas-liquido HP 6890 con inyeccién
manual, y columna INNOWAX? de 30 m, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 mm (J. & W.
Scientific). El gas carrier utilizado fue nitrégeno. La temperatura del horno fue programada para
comenzar a 45°C durante 10 minutos con un incremento de 5 °C/min hasta los 200 °C,
permaneciendo a esta temperatura durante 13 minutos. Elinyector y el detector de temperatura
(FID) fueron ajustados a 250°C y 300 °C, respectivamente. Los picos de acidos grasos fueron
identificados a través de estandares metilicos puros (37 Component FAME mix; conjugated
linoleic acid mix— Sigma Aldrich Co — St Louis, USA). No se detectaron diferencias significativas
en el contenido de CLA entre la leche cruda y con posterioridad al proceso térmico (p>0,05).
Estos resultados preliminares sugeririan que el tratamiento térmico ensayado no modificaria el
perfil de acidos grasos de la leche, niimpactaria negativamente en el contenido de CLA. Estos
resultados son parte de un estudio mas amplio, donde se aumentara la potencia del ensayo
incrementando el numero de muestras, ademas de realizar el seguimiento del perfil durante la
vida util del producto elaborado.
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Summary

Conjugated linoleic acid (CLA), a mixture of isomers of octadecadienoic acids with conjugated
double bonds, has attracted considerable attention because of its potential beneficial effects,
including anticarcinogenic, antiatherogenic and treatment of non-insulin-dependent diabetes.
CLA is a naturally occurring fatty acid, present mainly in ruminant dairy products, and diet is the
most important factor influencing milk CLA concentration. It can be altered by processing
practices. In order to study the impact of the HTST pasteurization on the final CLA content,
seven samples of raw milk were analyzed before and after a pasteurization process for 20 s at
72 °C. Concentration of fatty acids, including CLA, was determined for unprocessed raw milk and
pasteurized milk. Fat extraction was performed according to ISO 14156 (2001) method. The fat
was transesterified into fatty acid methyl esters according to Norma IRAM 5650 Part Il (1982).
Samples were injected into a HP 6890 gas chromatograph equipped with a flame-ionization-
detector and 30 m x 0.25 mm i.d. fused silica capillary column (J. & W. Scientific). The injector
and detector temperatures were 250 and 300 °C, respectively. The initial oven temperature was
held at 45 °C for 10 min and increased 5°C/min to a final temperature of 200 °C (held for 13 min).
Nitrogen was the carrier gas. Pure methyl ester standards (37 Component FAME mix and
conjugated linoleic acid mix -Sigma Aldrich Co- St. Louis, USA) were used to identify peaks. No
differences in fatty acids concentrations were observed between raw milk and pasteurized milk
(p>0.05). CLA levels seem to be stable in this type of dairy product under the conditions

examined. Key words: conjugated linoleic acid, raw milk, pasteurization, traceability.

Introduccion

El término CLA (conjugated linoleic acid)
se aplicaaunamezcladeisémeros posiciona-
les y geométricos del acido linoleico, con dos
dobles enlaces conjugados. Son considerados
como componentes funcionales por sus efec-
tos benéficos sobre la salud humana (Parodi,
1997). Se encuentran en forma natural y en
alta proporciéon en la grasa lactea y corporal
de rumiantes y sus productos derivados, y en
menor proporcion, en productos derivados de
no rumiantes, como yema de huevo (Fritsche
y Steinhart, 1998; Khanal y Olson, 2004).

El principal isémero es el 9¢,11t-18:2 ¢
acido ruménico (Ellen y Elgersma, 2004), el
cual constituye 89 a 90% del total de CLA en
grasa lactea bovina (Bauman et al., 2001) y
0,34-0,85% de los acidos grasos totales. En
menor proporcion se encuentra el 10t,12c-
18:2.

Los mamiferos no sintetizan acidos grasos
trans (TFA), su presencia en la leche es debi-
da a la biohidrogenacion ruminal que convier-
te, en proporciones variables, los acidos lino-

leico (18:2) y linolénico (18:3) de los vegetales
en acido estearico (18:0). Durante este proce-
so se generan intermediarios, dos de ellos son
el acido vaccénico (t11-C18:1) y el acido
ruménico. El acido vaccénico puede ser trans-
formado en acido ruménico en algunos tejidos
(entre ellos el mamario) por accién de una °-
desaturasa. Es decir que el contenido de CLA
en la grasa lactea depende de la produccion
ruminal de los intermediarios y de la actividad
de la desaturasa en el tejido (Bauman et al.,
2001).

Entre los factores que modifican el conte-
nido de CLA en leche cruda, las variaciones
mas importantes son debidas a la dieta, exis-
tiendo gran cantidad de informacién generada
al respecto, basicamente internacional (Jiang
etal., 1996; Stanton etal., 1997; Jahreis et al.,
1997; Kalscheur et al., 1997; Chouinard et al.,
1998; Nelly etal., 1998; Solomon et al., 2000).
También han sido ampliamente estudiados e
informados, efectos potencialmente benéficos
en humanos, como anticarcinogénesis, debi-
dos al acido ruménico (Pariza, 1999, citado
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por Bauman et al., 2001; Ip et al., 1999). El
isobmero t10,c12-18:2 interviene en la particion
de los nutrientes, metabolismo de los lipidos
(efecto antiobesidad), y posee efecto antidia-
bético (Ryder et al., 1999).

Menos informaciéon se ha generado res-
pecto al impacto de los procesos industriales
aplicados a la leche cruda sobre el contenido
original de CLA. Algunos autores no observa-
ron diferencias en el contenido de CLA debi-
das al procesamiento (Jiang et al., 1997;
Gnading et al., 2004); otros observaron dife-
rencias solo en yogur descremado y manteca
(Shantha et al., 1995). Por el contrario, Shant-
ha etal. (1992) proponen que los CLA pueden
formarse durante la maduracién del queso.

En relacién al tratamiento térmico
especificamente, Prechtetal. (1999) sometie-
ron grasa lactea a temperaturas desde 200
hasta 300 °C durante 15 min; elaumento de la
temperatura produjo disminucion del contenido
de CLA y de los acidos linoleico y vaccénico.
Otros autores informan disminucion del acido
ruménico luego de un tratamiento menos
intenso, como HTST (alta temperatura, corto
tiempo) de 77,2 °C 16 seg. (Campbell et al.,
2003). Por otro lado, Gnading et al. (2004) no
encontraron modificaciones en el contenido de
CLA de leche cruday leche termizada utilizada
para la elaboracion de queso Emmental,
aunque no informaron cual fue la relacion
temperatura-tiempo de la termizacion, aunque
es sabido que es menor a la correspondiente
a cualquier proceso de pasteurizacion.

Surge de la revision de la literatura que,
por un lado, no se ha definido a partir de qué
combinacién tiempo-temperatura se ve afecta-
do el contenido de CLA vy, por otro, no hay
estudios que evaluen elimpacto del tratamien-
to de pasteurizado mas difundido en la indus-
tria lactea argentina, correspondiente al rango
de relacion temperatura-tiempo de 72/75 °C
durante 15/20 segundos.

El objetivo de este trabajo fue analizar si el
tratamiento térmico aplicado, 72 °C 20 segun-
dos, modifica el perfil de acidos grasos, espe-
cialmente los isomeros conjugados del acido

linoleico, determinado en la leche cruda de
origen.

Materiales y Métodos

El estudio se efectud sobre una muestra
compuesta de leche cruda recibida a diario
por una usina lactea ubicada en Castelli,
provincia de Buenos Aires. La leche cruda del
silo recibida durante un dia y de la misma
composicion, se dividio en dos partes y se
aplicaron los tratamientos, TO: sin procesa-
miento y T1: pasteurizacion a 72 °C durante
20 segundos. Este procedimiento se repitid
durante siete dias. Dado que el contenido de
CLA en la leche procesada tiene relacién
directa con el contenido en la leche cruda de
origen, el promedio de las diferencias de los
pares de muestras obtenidos se analizaron
asumiendo una distribucion ¢t de Student con
seis grados de libertad.

Para caracterizar la composicion de la
leche se determiné el contenido de proteina
bruta, grasa butirosa y lactosa mediante un
autoanalizador Milko Scan 300® por espectro-
fotometria infrarroja (IDF 141B:1996).

Para la determinacion del perfil de acidos
grasos se extrajo la materia grasa segun el
protocolo ISO 14156 (2001), mientras que la
metilacion de los acidos grasos se realizd
segun IRAM 5 650-Parte Il (1982). Para el
analisis cromatografico gas-liquido se utilizé
un cromatografo HP 6890 con inyeccion
manual, y columna INNOWAX? de 30 m, 0.25
mm de diametro interno y 0.25 mm (J. & W.
Scientific). El gas carrier utilizado fue nitroge-
no. La temperatura del horno fue programada
paracomenzara45°C durante 10 minutos con
un incremento de 5 °C/min hasta los 200 °C.
La muestra permaneciéo a esta temperatura
durante 13 minutos. El inyector y el detector
de temperatura (FID) fue ajustado a 250 y
300°C, respectivamente. Los picos de acidos
grasos fueron identificados a través de estan-
dares metilicos puros (37 Component FAME
mix; conjugated linoleic acid mix— Sigma
Aldrich Co — St. Louis, USA).
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Luego de la pasteurizacién en un equipo
intercambiador de calor de placas a 72 °C
durante 20 segundos se efectud, sobre la
leche pasteurizada, el estudio del perfil de
acidos grasos y CLA de igual forma que en la
leche cruda.

Resultados y Discusién

En el Cuadro 1 se presenta la composi-
cion quimica de las muestras de leche cruda
y en el Cuadro 2 se muestra el perfil de acidos
grasos para la leche cruda y la leche pasteuri-
zada. Los resultados muestran que la pasteu-
rizacion no modificé la concentracion de
acidos grasos (p>0,05).

La Figura 1 muestra el promedio de CLA
para cada tratamiento. Como se observa las
diferencias no resultaron ser significativas, lo
cual coincide con los resultados obtenidos por
Lin et al. (1999), si bien estos autores no
informan la relacién temperatura-tiempo utili-
zada en el proceso de pasteurizacion.

Utilizando un tratamiento térmico de valo-
res superiores a los aplicados en este trabajo
(77,2°C durante 16 segundos), Campbell et al.
(2003) informaron una disminucion significati-
va en la concentracion del ¢9,t11-18:2 (33,04
vs 29,69 g/100 g metilésteres), adjudicandola
a un proceso de autooxidacion, por lo cual
sugieren encapsular estos acidos grasos
cuando se enriquece la leche. Herzallah et al.
(2005), aplicando pasteurizacion durante 16
segundos a 85°C, informaron cambios no
significativos en el contenido de acidos gra-
sos de muestras de leche antes y después del
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tratamiento, si bien no determinaron el conte-
nido de CLA.

Es deseable un elevado contenido de CLA
en los productos lacteos debido a sus propie-
dades benéficas sobre la salud humana. A
través de distintas practicas de alimentacién
se ha comprobado que se puede modificar
sustancialmente su presencia en la leche. El
contenido promedio de CLA en la leche cruda
obtenida en sistemas de produccion estabula-
dos es menor al informado para sistemas
pastoriles, por lo cual los productos lacteos
producidos en nuestro pais tendrian una
valiosa diferenciacion respecto a los produci-
dos en otros sistemas; ello ampliaria el espa-
cio ocupado por Argentina en el comercio
internacional.

Si bien los resultados de este trabajo se
basaron en el analisis de s6lo 7 muestras, no
hubo evidencia suficiente para afirmar que el
proceso de pasteurizado a 72 °C durante 20
segundos tenga un efecto detrimental en el
contenido de CLA. Esto nos lleva a proponer
para el futuro el analisis de un nimero mayor
de muestras, en diversas plantas elaborado-
ras, de manera de estudiar el impacto del
proceso con mayor precisién y evaluar si
existe algun comportamiento diferencial seguin
el nivel inicial de CLA en la leche de origen.
Se propone también estudiar procesos térmi-
cos mas intensos, como el UAT (ultra alta
temperatura) donde seria de interés, ademas,
monitorear el comportamiento durante la vida
util del producto (3-6 meses). Los datos obte-
nidos contribuiran a generar una base de
datos nacional hasta hoy escasa.

Cuadro 1: Composicion de las muestras de leche cruda (%, p/p).
Table 1: Composition of bovine raw milk samples (%, w/w).

Grasa Proteina Ext. Seco Lactosa
Media 3,49 3,17 12,04 4,78
Desvio estandar 0,108 0,066 0,169 0,022
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Cuadro 2: Perfil de acidos grasos en leche cruda (LC) y leche pasteurizada (LP) en las 7 muestras
analizadas (g/100 g acidos grasos).

Table 2: Fatty acids composition of raw milk (LC) and pasteurized milk (LP) of 7 analyzed samples (g/100
g fatty acids).

Acido 1 2 3 4 5 6 7 Media DE Valor
graso LC-LP LC-LP LC-LP LC-LP LC-LP LC-LP LC-LP (dify*  (dif)° p°
C4#0 s 221 220 za7 2w 2a1 zap 018 018 009
CO0 Y41 1ee 13 10 176 47a  17a 009 013 0427
C80 151 10 120 106 116 117 119 004 005 006
clo0 D03 Jes  zre  2s1 sen amr s 008 016 0287
c104 0307 026 oz oz oz oz oso 001 001 005
c1zo 01T Jar a6 zse a01 azs  aay 004 0.2 0o72
121 00 o1e otz ods odz ot o4s 0001 001 o7es
C140 1064 oss 1027 1042 1004 1om1  fopr 002 031 085
Ciso AB1 A7z 177 174 178 170 1ss 001 005 0s3s
o150 1077 o3 o7 10s  ose  osr  tao 0001 003 os17
CIS1 G35 oas 027 o2 oos 025 | ogs 0002 002 065
C180 2031 2383 zoq8 2045 s5e 2502 aor 004 044 0832
CI61 144 a0 aas 1z 10 141 143 004 005 0072
CiTo 052 o7 oes o7z ose  oss  oe 005 006 000
T g3 o3 o2 oms ose  osi  oa1 001 001 0472
C180  10%5 1231 1130 1201 1206 1167 115 00T 05 0734
CI1 Dose  sans  zeer 221 2305 2a71  aap 084 093 004
C182  Jle  gas 2 245 2sa 271 za1 005 024 0631
C183  g5a oss o1 o1 oss  oso  ose O 002 >088
CLA ges 102 101 112 101 100  oes 003 005 0193
OTROS LT 731 7s0  sos  esr  7ds  ero 46 189 008

a: Media (dif)= diferencia promedio (LC-LP); b: DE (dif)= desvio estandar de la diferencia; c: Valor p de la prueba t de
Student.
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Figura 1: Valores promedio de concentracion de CLA (g/100 g acidos grasos) en la leche cruda (LC) y
pasteurizada (LP) de las muestras analizadas (las barras corresponden al desvio estandar de la muestra).
Figure 1: CLA concentration means (9/100 g fatty acids) of bovine raw milk (LC) and pasteurized milk (LP).
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