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RESUMEN

Los alcoholes esteroideos, presentes en todos los organismos vivos excepto
en bacterias, de acuerdo a su estructura quimica y biosintesis se clasifican en tres
grupos: 4,4dimetilesteroles, 4-monometilesteroles y desmetilesteroles segun tengan
dos, uno o ningun grupo metilo en el carbono 4. A este ultimo grupo pertenecen los
esteroles vegetales, denominados fitoesteroles; éstos son componentes bioactivos,
particularmente abundantes en el reino vegetal; dan forma y estabilidad a las
membranas celulares, su estructura quimica presenta un nucleo ciclopentano
perhidrofenantreno (D-5 insaturado, con un grupo -OH que sustituye el carbono 3
de la estructura ciclica). Estos compuestos se diferencian entre si a través de la
cadena hidrocarbonada lateral, caracteristica que se extiende al colesterol que es el
esterol mayoritariamente presente en tejidos animales; el cual se encuentra
esterificado en el torrente sanguineo, unido a las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y baja densidad (LDL). Niveles elevados de colesterol en la fraccion LDL se

asocian fuertemente al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

En las plantas mas de 200 diferentes tipos de fitoesteroles han sido
identificados, destacandose por su abundancia g-sitosterol (24-a-etilcolesterol),
campesterol (24-a-metilcolesterol) y estigmasterol (A??, 24-o-etilcolesterol) los
cuales junto a formas reducidas, constituyen del 90 al 95% del total de esteroles
vegetales. Se ha demostrado que el consumo de fitoesteroles puede reducir los
niveles de colesterol en plasma ayudando a prevenir el depdsito e infiltracion de

sustancias lipidicas en las paredes de las arterias.

No obstante que los fitoesteroles son compuestos quimicos tipicamente
identificados en alimentos vegetales, investigaciones recientes han demostrado la
presencia de estos compuestos en la leche, relacionandose con posibles
adulteraciones; sin embargo, actualmente se reconoce su presencia de forma
natural, debida a la influencia de la alimentacion del animal; caracteristica que
resulta positiva al relacionar a los fitoesteroles sobre la quimica de absorcién del

colesterol. En este estudio pretende establecerse el contenido de



RESUMEN

fitoesteroles presentes de manera natural en quesos de leche de cabra

manufacturados en México.

Para su determinacion se realizd una técnica experimental, la cual a través
de una cromatografia de gases, precedida de una extraccién lipidica, la respectiva
saponificacion y derivatizacién con trimetilclorosilanos dio como resultado la
cuantificacion de esteroles vegetales en la muestra. En todos los quesos de cabra
de marcas nacionales analizados, se detectaron fitoesteroles cuyas
concentraciones se registraron entre los 4.827 y los 2.179 mg/100g (BS), siendo el
72.87% del total, la fraccion que correspondio a 3-sitoesterol con un valor promedio
a los 2.26 mg/100 g de producto comercial (BS). Un 15.83% correspondi6 al
estigmasterol el cual se encontré6 en concentraciones promedio de 1.22 mg/100g
de queso (BS). En tercer lugar destacé el campesterol que registré un 11.28% del
total de los fitoesteroles analizados, presentando un valor promedio de 0.491
mg/100g de producto (BS).



. INTRODUCCION

El queso es uno de los alimentos de mayor produccién y demanda a nivel
mundial, son varios sus tipos, formas y sabores, es rico en calcio, fésforo, proteinas
y grasas, por lo que es un producto ampliamente aceptado y de gran consumo
internacionalmente. Diferentes estudios destacan que el alto contenido de grasas
saturadas en los alimentos acarrea eventualmente problemas cardiovasculares al
consumidor. Otros estudios han corroborado que estos problemas de salud pueden
atenuarse con base a una dieta adecuada que incluya elementos funcionales y/o
nutracéuticos, como son los esteroles y estanoles vegetales, entre otros (Mensink y
Plat, 2002; Weingartner et al., 2009).

Los fitoesteroles y los fitoestanoles (formas reducidas de los fitoesteroles)
son esteroles de origen vegetal y cuya estructura quimica es muy similar a la del
colesterol: isoprenos de 28 6 29 carbonos que poseen un nucleo ciclopentano
perhidrofenantreno A-5 insaturado, con un grupo —OH en el carbono 3, el cual
puede estar libre o esterificado, ya sea a un glucdésido, a u cianésido o mas
comunmente a un acido graso (Contarini et al., 2002). Los fitoesteroles difieren
estructuralmente del colesterol (que posee 27 carbonos) por la presencia de

sustituyentes de tipo metilo o etilo en la cadena lateral de la molécula (Figura 1).

Figura 1. Estructura quimica de algunos esteroles representativos
(Valenzuela, 2004).
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Los fitoesteroles son particularmente abundantes en el reino vegetal: estan
presentes en practicamente todos los vegetales conocidos; contribuyen a la
regulacion de la permeabilidad y fluidez de las membranas, son sustrato en la
sintesis de metabolitos secundarios y precursores de compuestos involucrados en

el crecimiento del vegetal (Weingartner et al., 2009).

Los cereales son una fuente natural de fitoesteroles, reportandose un
contenido total de 95.5 mg/100g en el centeno, 76.2 mg/100g en trigo, 76.2
mg/100g en cebada y de 44.7 mg/100g en avena, entre otros. En semillas de alto
consumo, como la de girasol, se han reportado 400 mg/100g y en nueces de 95
mg/100g. En aceites de 61 a 118 mg/100g dependiendo su naturaleza (Lagarda et
al., 2006). En este sentido, el consumo regular de fitoesteroles esta presente de

manera cotidiana como parte de una alimentacion balanceada.

Se estima que una ingesta variable de esteroles, depende de los habitos
alimentarios de la poblacion, pero un aproximado basado en una dieta mediterranea
refiere el consumo diario de 200 a 500 mg de colesterol, 200 a 400 mg de
fitoesteroles y 50 mg de fitoestanoles, de los cuales en su mayoria (60 - 80%)

corresponde a B-sitosterol (Plat y Mensink, 2000; Weingartner et al., 2009).

En la naturaleza mas han sido identificados mas de 200 diferentes tipos de
fitoesteroles en los alimentos. Especificamente en los de origen animal, solo 20
estructuras han sido reportadas, destacandose por su abundancia: B-sitosterol (24-
a-etilcolesterol), estigmasterol (A, (24-a-etilcolesterol) campesterol (24-a-
metilcolesterol), ergosterol (A722, 24-a-etilcolesterol), y brassicasterol (As, 24-
metilcolesterol). Los primeros tres son la porcion mayoritaria, sumando mas de un
95% del contenido total de fitoesteroles (Sanchez et al., 2001; Contarini et al., 2002;

Lagarda et al., 2006).
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Desde lo década de los 50°s se reconoce la influencia de los fitoesteroles
para la reduccién de niveles de colesterol en sangre, ademas de propiedades
anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes (Fernandes y Cabral, 2006;
Lagarda et al., 2006; Weingatner et al., 2009).

Contarini et al. (2002), afirmaron que la determinacion de esteroles en
matrices alimenticias se da por tres razones principales: informacion nutricional,
detectar la naturaleza de la grasa (animal o vegetal) y por tanto posibles
adulteraciones en el producto final (al intercambiar o mezclar los lipidos nativos,
dependiendo la naturaleza del alimento) y cuantificar adiciones de material graso al
alimento; por tanto para conocer alternativas para la cuantificacion de esteroles se

han desarrollado diversos métodos.

La cromatografia de gases (CG) y la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) son actualmente los métodos mas reconocidos y convenientes
para el analisis de esteroles, sin embargo presentan algunos inconvenientes como
son, el tiempo que se requiere para tratar y preparar la muestra antes de la
inyeccién al cromatégrafo, y gasto y contaminaciéon que representan los solventes

organicos (Toivo et al., 1998).

La CG ha sido la técnica mas utilizada para la determinacién de esteroles y
compuestos relacionados, ofreciendo tiempos de anadlisis mas cortos y menos
sefales de interferencia, ademas de estabilidad y alta resolucion en el
cromatograma (Abidi, 2001). Otra complicacion que cabe resaltar en Ia
determinacién de esteroles en matrices alimentarias complejas como son leche y
queso, es que el analisis cromatografico debe ser precedido por la extraccion de la

grasa (Keenan y Dylewiski, 1995).



Il. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

[I.1.1 Determinar la presencia de fitoesteroles en queso de leche de cabra

manufacturados en México.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

[I.2.1 Identificar la presencia de [(-sitosterol, campesterol y estigamasterol en
diferentes tipos de quesos de leche de cabra: Sainte-Mauré, Panela y Feta,

manufacturados en México, a través de cromatografia de gases (CG).

11.2.1 Cuantificar la presencia de [B-sitosterol, campesterol y estigmasterol en
diferentes tipos de quesos de leche de cabra: Sainte-Mauré, Panela y Feta,

manufacturados en México, a través de cromatografia de gases (CG).



lll. ANTECEDENTES

ll.1 LA LECHE

La NOM-155-SSA (2003) establece el concepto de leche para consumo
humano: producto integro, no alterado ni adicionado, sin calostro, proveniente de
la secrecidon natural de las glandulas mamarias de la vacas, cabras, ovejas,
bufalos 6 camélidos, obtenido del ordefio regular e higiénico sometido a
tratamientos térmicos u otros procesos que garanticen la inocuidad del producto;
ademas puede someterse a otras operaciones tales como clarificacion,
homogenizacion, estandarizacién u otras, siempre y cuando no contaminen al

producto y cumpla con las especificaciones de su denominacion.

l1.1.1 LA LECHE DE CABRA Y SU PRODUCCION

La cabra se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, pero
principalmente en los paises tropicales entre los que se encuentra México. La
expansion de la especie ha sido grande en estas ultimas dos décadas, superior al
1% anual. Los mas de 850 millones de cabras que hay en el mundo producen
aproximadamente 14 millones de litros de leche. La contribucion de la leche de
cabra como porcentaje del total producido por los animales domésticos es de
alrededor del 1.5 al 2 % (FAOSTAT, 2008).
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Cuadro 1. Distribucién mundial de la poblacion de cabezas de cabra
(FAOSTAT, 2008)

Regién 2005 2006 2007
Asia 533,866,474 546,664,912 544,953,883
Africa 247,234,393 243,411,505 245,063,910
América 37,786,099 40,986,681 41,106,340
Europa 18,392,284 17,985,964 18,147,782
Oceania 917,271 930,780 943,210
Total Mundial 838,196,521 849,979,842 850,215,125

Cuadro 2. Produccion mundial de leche entera de cabra en toneladas
(FAOSTAT, 2008)

Regién 2005 2006 2007
Asia 8,167,781 8,058,310 8,248,847
Africa 3,138,191 3,127,163 3,038,890
Europa 2,529,933 2,546,587 2,585,930
América 539,416 653,645 658,827
Total Mundial 14,375,361 14,385,745 14,532,534

En América Latina, los principales paises productores de leche de cabra
son México y Brasil, sin embargo la importancia econémica de este sector es muy

baja, en comparacion con el sector de la leche de vaca (Cuadro 3).

Cuadro 3. Produccion de leche de cabra y de vaca en paises de América Latina en
toneladas (FAOSTAT, 2008)

Pais Leche de cabra Leche de vaca
México 165,000 9,599,473
Brasil 137,000 25,327,000
Peru 21,000 1,500,000
Chile 10,000 2,450,000
Ecuador 6,400 2,600,000
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En México, la demanda de derivados de leche caprina se ha incrementado
paulatinamente a través del consumo de algunas variedades de quesos y dulces
como la cajeta. De la produccion total anual estimada el 70% de la leche se
consume cruda o se utiliza para elaborar quesos artesanales, y su
comercializacion es local. EI 30% se usa en la industria; de este porcentaje,
alrededor del 20% se transforma en quesos y el 10% restante en cajetas y dulces
(Trujilo y Almudena, 2004).

Cuadro 4. Produccion y distribucidon nacional de leche de cabra en
miles de litros (SIAP, 2008.*Prondéstico).

Estado 2005 2006 2007 2008*
Coahuila 53,110 54,908 57,370 58,638
Durango 40,414 39,952 40,285 38,125
Guanajuato 24,031 24,090 24,097 24,015
Chihuahua 11,548 10,286 10,434 9,501
Jalisco 5,980 6,156 6,360 6,303
Zacatecas 4,980 5,339 4,986 5,070
Nuevo Ledn 4,608 4,831 5,139 4,932
Tlaxcala 4,281 3,146 3,405 3,443
Michoacan 3,713 3,735 3,753 3,776
San Luis Potosi 3,186 3,337 3,786 3,537
Veracruz 2,051 2,025 2,005 2,222
Baja California Sur 2,217 1,689 2,350 2,868
Puebla 1,471 1,413 1,409 1,786
Sonora 1,342 1,874 1,433 1,233
Querétaro 569 522 505 511
TOTAL NACIONAL 164,248 163,958 167,944 166,585
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En el Cuadro 4 se presenta la distribucion nacional de la produccion de
leche caprina, siendo Coahuila, Durango, Guanajuato, Chihuahua, Jalisco,
Zacatecas y Nuevo Leon los principales estados productores, aportando mas del
90% de la produccion nacional. En México, durante el afio 2007 la producciéon de

leche de cabra fue de 167 millones de litros aproximadamente (SIAP, 2008).

l1.1.2 COMPOSICION DE LA LECHE DE CABRA

La leche es un alimento completo, de todas las leches producidas por los
animales domésticos, la de cabra es la que posee uno de los mejores valores
bromatolégicos, mejor digestibilidad, capacidad buffer y efectos terapéuticos para
los humanos. Soélo es superada por leche humana (Haenlein y Caccese, 1984,
Arbiza y Lucas, 2001).

Su composicion es muy variable y diversa segun las razas, alimentacion,

edad y estado fisioldgico del animal productor (Juarez y Ramos, 1986).

Entre los principales componentes de la leche encontramos agua, lipidos,
proteinas y otras sustancias nitrogenadas, carbohidratos, sales minerales,
vitaminas, acidos organicos, enzimas y microorganismos. El componente mas
abundante de la leche es el agua y en ella se encuentran en disolucion: sales,
azucares, proteinas del suero, lactosa y vitaminas hidrosolubles; mientras que en
suspension coloidal se encuentran las micelas de caseina, proteinas globulares y
particulas lipoproteicas; finalmente la grasa, la encontramos en emulsién (Losada,
2002).

A continuacion se presenta una figura comparativa de los principales
macrocomponentes y la energia que aportan algunos de los distintos tipos de

leche.
10
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Figura 2. Composicion proximal de 100g de leche de cabra, vaca

y mujer en g/100g (Arbiza y Lucas, 2001).
80
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En cuanto a propiedades fisicas la densidad, acidez, indice de refraccion y
viscosidad de la leche de cabra es comparable con la leche de vaca; mientras que
presenta una mayor tensién especifica en la superficie como puede apreciarse en
el Cuadro 5.

Cuadro 5. Algunas propiedades fisicoquimicas de la leche de cabra y vaca
(Arbiza y Lucas, 2001).

Propiedades Leche de cabra Leche de vaca
Gravedad especifica 1.029 - 1.039 1.031 -1.0398
Viscosidad (Cp) 212 2.0
Tension especifica de 52 23-21
superficie (dinas/cm)

indice de refraccion 1.450 + 0.39 1.451 £ 0.35
Acidez 0.14-0.23 0.15-0.18
pH 6.50 — 6.80 6.65 - 6.71
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Respecto a los compuestos nitrogenados, la leche de cabra contiene, en
total de 0.5 a 0.6% de nitrdgeno que, como puede apreciarse en el Cuadro 6, en
su mayoria corresponde a caseinas y en pequefias fracciones a lactoalbuminas,

lactoglobulinas y nitrégeno no proteico (Jennes, 1980).

Cuadro 6. Compuestos nitrogenados en leche de cabra y vaca
(Jennes, 1980).

Cabra (g/kg) Vaca (g/kg) % de Nitégeno
Nitrégeno no 2.67 1.61 8.7
proteico
Proteinas totales 28.18 32.66 91.3
Caseinas 22.31 24.82 75.6
Total de Nitrégeno 30.85 36.15 100

Las caseinas constituyen mas del 80% de todos los compuestos
nitrogenados. Al igual que en la leche de vaca, la leche de cabra presenta la
existencia de cuatro caseinas principales: asi, as2, B y k-caseina. La leche de
cabra es rica en la forma polimorfica: asz (Mora—Gutiérrez et al., 1984). Esto es de
gran importancia a nivel tecnoldgico, ya que al influir en la cantidad de proteina
total, aumenta la facilidad de coagulacion, otorga textura a los quesos y aumenta
el rendimiento. La B-caseina (>50% del total) en la leche de cabra, es mas soluble
a temperaturas bajas que su homologa en la leche de vaca lo cual influye

positivamente en el proceso homogenizacion (O Connor y Fox, 1973).

Existen ademas otras variaciones entre la leche de cabra y vaca. En la
primera, el tamafio de las micelas proteicas es menor (50 nm) respecto a la
segunda (75 nm); lo que propicia diferente comportamiento durante la
sedimentacién y la protedlisis, ademas de distinta capacidad de unién con el agua,
lo que resulta en una cuajada de menor tamafo en el estomago y por tanto, mayor
digestibilidad (Arbiza y Lucas, 2001).
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En el suero de la leche encontramos [ Ilactoalbuminas (74%),
inmunoglobulinas (18.3%) y a lactoalbuminas (7.1%). En esta fraccion también se
encuentran lactoferrinas y transferrinas, en las cuales residen muchas de las
propiedades antialergénicas atribuidas a la leche de cabra. No parece existir
diferencias sensibles entre los aminoacidos presentes de las leche de cabra,
oveja, vaca y mujer. Todas son ricas en lisina, uno de los aminoacidos esenciales

mas escasos en la dieta infantil (Park et al., 2007).

En relacién al nitrébgeno no proteico, la leche caprina posee una mayor
cantidad, predominando la presencia de urea (85%), de acidos aminados simples
(17%), y en menor proporcion: creatina, creatinina, amoniaco y acido urico (Arbiza
y Lucas, 2001).

Los lipidos son uno de los componentes mas importantes de la leche en
términos nutricionales y en caracteristicas tanto fisicoquimicas como sensoriales.
Los porcentajes de grasa, son similares entre las leches de cabra, vaca y humano,
asi mismo estd subdividida de una manera semejante, encontrandose:
triglicéridos, di y monoglicéridos, fosfolipidos, glicolipidos, vitaminas liposolubles y

esteroles donde encontramos al colesterol y a los fitoesteroles (Fraga et al., 2000).

Uno de los aspectos mas importantes de la grasa butirica, es la forma como
se presentan los globulos y la composicion o porcentaje de los distintos acidos
grasos. El 65% de los glébulos de grasa, tienen un diametro inferior a 3 micras en
comparacién al 42% que se presenta en la leche de vaca. El promedio de
diametro globular es 3.5 micras, considerablemente menor al de la leche de vaca,
que es de 4.5 micras. Asi con el mismo porcentaje de grasa, la cabra presenta el
doble numero de glébulos de grasa que la de vaca. Cuanto mas pequenos son los
globulos de grasa mejor es la dispersion de los mismos en la fase liquida de la
leche; ademas este menor diametro le otorga a la grasa la caracteristica de mayor
digestibilidad, disminuyendo el tiempo de transito intestinal al facilitar el ataque de

las lipasas (Heinlein y Wendorf, 2006).
13
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La grasa de leche de cabra posee un mayor porcentaje (>75%) de acidos
grasos de cadena media y corta (C6, C8, C10, C14, C16, C18 y C18:1) respecto al
de la leche de vaca. Abundan los acidos caproico, caprilico, caprico, laurico,
miristico, palmitico, linolénico y araquidonico; que ademas de aportar sabory olor
caracteristico, favorecen la accion de las lipasas que atacan el enlace éster (Park
et al., 2007). Ademas aporta un considerable contenido de acido linoleico
conjugado (CLA) al que se le atribuyen propiedades anticancerigenas (Khanal,
2004).

Por otro lado, los carbohidratos, se presentan casi exclusivamente como
lactosa, sintetizada a partir de la glucosa en las glandulas mamarias y que
constituye alrededor de 4.5% de la leche, aunque presenta pequenas cantidades
de monosacaridos y oligosacaridos como el inositol (Arbiza y Lucas, 2001; Park et
al., 2007).

Los minerales representan una fraccién reducida: menor al 1%. Muchos de
los componentes minerales poseen gran importancia bromatolégica e industrial,
como el calcio y el fosforo que influyen en la coagulacién, el equilibrio salino y la
estabilidad de la leche al calentarse, ademas en el aspecto nutricional proporciona
una buena mineralizacion al organismo, ayudando a formar huesos mas

compactos (Arbiza y Lucas, 2001).

Cuadro 7. Promedio del contenido mineral en leches de cabra, vacay humana
(Arbiza y Lucas, 2001).

Mineral (mg/100g) Cabra Vaca Humana
Calcio 134 119 32
Foésforo 100.7 - 111 93 14
Sodio 43.5-50 49 17
Potasio 189.9 — 204 151 51
Magnesio 40-21 13 3
Cloro 165.1 - -
Fierro 0.05 0.05 0.03
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En general, las leches de cabra y de vaca difieren poco en su contenido
mineral, la primera es mas rica en calcio, fésforo, potasio y cloro. La leche de
cabra cubre muy bien los requerimientos minerales de un infante, ya que como se
observa en el Cuadro 7, posee todos los elementos considerados y en mayor

cantidad que en la mujer (O'Connor, 1994).

En relacién con las vitaminas las diferencias se acortan y desde el punto de
vista bromatolégico la leche de cabra provee adecuadamente de vitamina A,
niacina, tiamina, riboflavina y pantotenatos. Sin embargo, comparado con la leche
de vaca, la leche de cabra es deficiente en acido félico y vitamina B, (Jennes,
1980).

La leche de cabra carece de pigmentos carotinicos, debido a eso, tanto la
crema como la mantequilla son totalmente blancas. La determinacion de la
presencia de carotenos es uno de los métodos para descubrir la adulteracién de

leche de cabra por la de vaca (Arbiza y Lucas, 2001).

A la leche de cabra se le han atribuido desde la antigiedad propiedades
terapéuticas y farmacolégicas. Se ha observado que personas afectadas
malestares gastroentéricos (Ulceras gastricas, estenosis pilorica, etc.) evolucionan
favorablemente con la ingestion de esta leche, debido a la capacidad

amortiguadora que presenta (Park, 2000).

Se prescribe a pacientes con exceso de colesterol, ya que presenta entre
un 20% y 30% menos (11 mg/100mL), en comparacién a la leche de vaca (14
mg/100mL), convirtiéndose en un producto importante para la prevencidén de
diabetes, ateroesclerosis u otras afecciones cardiovasculares (Santos, 1996;
Morales, 2000; USDA, 2007).La leche de cabra es particularmente rica en
Coenzima Q, a la cual le ha atribuido cierta actividad anticancerigena,
destacandose que las personas que son sometidas a la quimioterapia, al tomar la
leche de cabra, pueden atenuar algunas reacciones secundarias tales como la
caida del pelo, los vomitos y la asimilacion de los otros alimentos (Castro, 2008).
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1.3 ESTEROLES DE LA LECHE

Los esteroles son una fraccion de la parte grasa de la leche, y aunque se
encuentran distribuidos en una minima proporcion (Cuadro 8), son esenciales por
su funcionalidad. En grasa de leche se reporta un contenido total de esteroles de

300 mg/100 g lo que es equivalente a 10 mg/mL de leche (Park et al., 2007).

Cuadro 8. Composicion de la fraccion lipidica de la leche
(Fraga et al., 2000; Goudjil et al., 2002).

Fraccion g/100g (%)

Triglicéridos 98

Mono y diglicéridos 1

Fosfolipidos 0.5-1.0

Esteroles Colesterol  (99.6%)
0.2-0.5

Fitoesteroles (<1%)
Otros 0.5-1.3

(vitaminas liposolubles, glicolipidos)

ll.2 COLESTEROL

El colesterol es el esterol mas abundante en los productos de origen animal,
este compuesto ha cobrado gran importancia por los recientes problemas

implicados a la salud publica referentes a la ateroesclerosis (Santos et al., 2006).

La mayor parte del colesterol (90%) se encuentra en los alimentos en forma
de ésteres de colesterol, en los que algun acido graso o un glicolipido, se esterifica
al grupo hidroxilo que esta en posicion 3 del pentano prehidrofenantreno (Keenan
y Dylewinski, 1995).
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Figura 4. Estructura quimica del colesterol (Lehninger, 1976).

Los mamiferos incorporan el colesterol a su organismo por medio de dos vias:

A) Via exdgena o absorcidn de colesterol contenido en los alimentos. El colesterol
se encuentra primordialmente en los alimentos de origen animal,
mayoritariamente la yema de huevo, higado, lacteos, cerebro (sesos) y
musculo esquelético (carnes rojas). Aproximadamente el 20% del colesterol

circulante en el plasma es resultante de la ingesta (Quesada, 2003).

B) Via enddgena o sintesis de novo. Es la sintesis de colesterol en las células
animales a partir de su precursor, el acetato, en su forma activada acetil-
coenzima A, sintesis dada por el genotipo del individuo, y donde la edad y
estados fisiologicos, incrementan los niveles. EI 80% del colesterol
circulante en el plasma esta dado por via enddgena (Santos, 2006;
Valenzuela, 2004). El colesterol es sintetizado practicamente por todas las
células nucleadas del organismo. ElI higado es el principal 6rgano
productor (10% del total), siendo otros 6rganos importantes en la
produccion el intestino, corteza suprarrenal, y los 6rganos reproductores
femenino y masculino. La sintesis del colesterol se regula por la ingesta de
colesterol en la dieta (Quesada, 2003).
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La cantidad de colesterol que circula en el plasma resulta de la compleja
homeostasis del esterol, donde intervienen en forma regulada la biosintesis, la
utilizacion metabdlica, la excrecién biliar y la reabsorcidn en el tracto digestivo que

constituye el "pool metabdlico" de colesterol (Valenzuela, 2004).

Figuara 10. Regulacion de la homeostasis del colesterol (Valenzuela, 2004).

Ingesta
Excrecion
Biosintesis Utilizacion
Metabodlica

Como menciond Lehninger (1976); el colesterol es imprescindible para el

metabolismo por sus numerosas funciones:

e Estructural: el colesterol es un componente de las membranas plasmaticas
de los animales.

e Precursor de la vitamina D: esencial en el metabolismo del calcio.

e Precursor de las hormonas sexuales: progesterona, estrogenos vy
testosterona.

e Precursor de las hormonas corticoesteroidales: cortisol y aldosterona.

e Precursor de las sales biliares: esenciales en la absorcion de algunos

nutrientes lipidicos y via principal para la excrecion de colesterol corporal.

Los ésteres del colesterol no sufren ninguna modificacion en la digestion
bucal y gastrica. El pancreas secreta hacia el intestino delgado una poderosa
cantidad de colesterol esterasa que hidroliza practicamente el 100% de los ésteres
de colesterol con la ayuda de las sales biliares, cuyos componentes actuan como
activadores de la enzima (Plat y Mensink, 2001).
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Los mismos autores (2005), reportaron que el colesterol libre que se
encuentra en el lumen intestinal durante el proceso digestivo esta constituido por
el colesterol dietario (250-500 mg/dia) y por el colesterol contenido en la secrecion
biliar (600-1000 mg/dia).

El colesterol libre es incorporado a las micelas mixtas quedando "atrapado”
o "solubilizado" en la fraccién fosfolipidica que forma la superficie de éstas
estructuras. Las micelas, que ademas contienen acidos grasos libres,
monoglicéridos y fosfoglicerato, se aproximan al ribete en cepillo de las
microvellosidades del epitelio intestinal donde la turbulencia del contenido
intestinal es muy baja y al contacto con la membrana transfieren al interior de la

célula su contenido (Jong et al., 2003).

Los mecanismos moleculares implicados en la absorcion del colesterol
desde el lumen intestinal a las células del epitelio son aun poco conocidos. Sin
embargo, recientemente se ha caracterizado una proteina (identificada como
NPC1 L1, Niemann-Pick C1Like 1) que tiene una funcion clave en el transporte de
esteroles al enterocito. Se estima que aproximadamente un 50% del colesterol se

reabsorbe y el resto se elimina por las deposiciones (Valenzuela, 2004).

Es necesario destacar que el colesterol, a diferencia de otras moléculas, no
se biotransforma dentro del organismo, de modo que la unica via de eliminacién
es la intestinal. En la Figura 6 se muestra un esquema de la digestion del

colesterol en el tracto intestinal (Plat y Mensink, 2005).

El colesterol absorbido es nuevamente reesterificado en la célula intestinal.
Esta esterificacion la realiza la enzima acilCoA-colesterol-acil-tranferasa o también

llamada ACAT, por sus siglas en inglés (Valenzuela, 2004).
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Figura 6. Metabolismo intestinal del colesterol (Valenzuela 2004).
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Plat y Mensink en 2005 hicieron referencia a que el colesterol una vez
esterificado se incorpora a las estructuras de los quilomicrones, los cuales la
célula intestinal exporta, primero a la linfa, y posteriormente al torrente sanguineo.
Ya en circulacién, los quilomicrones se transforman a remanentes de
quilomicrones, que son llevados al higado y son biotransformados en lipoproteinas
de muy baja densidad conocidas como VLDL (very low density lipoproteins) por

sus siglas en inglés.

Las VLDL pueden a su vez ser convertidos en lipoproteinas de intermedia
densidad: IDL (intermediate lipoproteins) y éstas a lipoproteinas de baja densidad:

LDL (low density lipoproteins).
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El colesterol que no es reesterificado en la célula intestinal es nuevamente
secretado hacia el lumen del intestino. En este proceso interviene un transportador
que pertenece a la familia tipo ABC (adenosine-triphosphate binding casette),
nombre dado por sus siglas en inglés; especificamente: ABCa1, ABCgs, Yy ABCgs,
que utilizan la energia aportada por la hidrélisis del ATP (adenosina trifosfato),
para realizar el retorno del colesterol hacia el lumen intestinal (Plat y Mensink,
2002; Naumann et al., 2003; Chan et al., 2006).

Figura 7. Mecanismo bioquimico del transporte del colesterol (Plat y Mensink, 2005).

VLDL

Higaflo

Sintesis
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Colesterol

quilomicrones
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LXR —
_/

VLDL = Lipoproteinas de muy baja densidad
IDL = Lipoproteinas de densidad intermedia
LDL = Lipoproteinas de baja densidad

La transcripcion de los transportadores ABC depende del oxisterol
intracelular que es originado por la oxidacion de los esteroles en un receptor
especifico denominado LXR, en el higado, cuya funcién es impedir la acumulacién
de colesterol en la célula, promoviendo la expresion de los genes transportadores
ABC vy por tanto el retorno de los esteroles hacia el lumen. (Plat y Mensink, 2002;
Jong et al, 2003). En la Figura 8 se esquematiza el proceso de reesterificacion del
colesterol por la acilCoA-colesterol-acil-transferasa (ACAT) en las células
intestinales.
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Se reconoce el papel causal del colesterol presente en las LDL como parte
de la patogenia de la ateroesclerosis (Katy y Magee, 2006). De esta manera, la
existencia sostenida de niveles elevados de colesterol LDL (popularmente
conocido como "colesterol malo") por encima de los valores recomendados (200

mg/dL plasma), incrementa el riesgo de padecer desérdenes cardiovasculares.

De manera interesante, el colesterol presente en las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) ejerce un papel protector dentro del sistema cardiovascular; por lo
que se le reconoce como "colesterol bueno". Asi, el colesterol tiene un impacto

dual y complejo sobre la fisiopatologia de la ateroesclerosis (Devlin, 2004).

FIGURA 8. Reesterificacion del colesterol (Valenzuela, 2004).
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.3 FITOESTEROLES

Las enfermedades cardiovasculares representan el mayor problema de
salud publica, constituyendo la primera causa de muerte en el mundo occidental.
La cardiopatia isquémica es la complicacion clinica principal de la ateroesclerosis,
lesion vascular que se produce por la interaccion entre el colesterol transportado
en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las células sanguineas de la pared
vascular. La evidencia epidemiolégica de que el colesterol plasmatico,
particularmente el LDL tiene un papel causal en el desarrollo de la ateroesclerosis
se ha establecido en diferentes estudios, gracias a los cuales se demostr6 que la
mortalidad por cardiopatia puede predecirse conociendo las concentraciones de
colesterol plasmatico. Asi mismo, el consumo de grasas saturadas se correlaciona
con las altas concentraciones de colesterol en sangre y con el riesgo de
cardiopatias. (Mata, 2002).

Con base a estos antecedentes, se hace evidente la necesidad de reducir
los niveles de colesterol en sangre, por lo que inicialmente debe considerarse un
analisis de los componentes de la dieta, ya que estos pueden actuar como
acrecentadores de las concentraciones plasmaticas o como aliados en la
prevencion de la acumulacién del colesterol. Asi, como parte del control se
encuentran los fitoesteroles y fitoestanoles; éstos son esteroles de origen vegetal
ampliamente distribuidos en la naturaleza y cuya estructura es muy similar a la del
colesterol, unicamente difiriendo en la posicion de un grupo metilo o etilo en la

cadena lateral (Fernandes y Cabral, 2006; Lagarda et al., 2006).

Desde hace afos se conoce que estos compuestos (fitoesteroles)
producen efectos hipocolesterolémicos cuando son ingeridos en un rangode 1 a 3
g/dia, lo que es indicado para individuos con hipercolesterolemias leves o
moderadas; el efecto de reduccion depende de varios factores dentro de los
cuales la edad del paciente ha demostrado ser un efecto determinante, ya que en
personas que oscilan entre los 50 - 60 afos de edad, la reduccion de
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colesterol supera el 20%, mientras que en individuos de 30 a 39 afios la
disminucion es casi del 14% (Law, 2000; Mata,2002; Volger et al., 2001; Mensink
et al., 2001; Nauman et al., 2003; Plat et al., 2006).

En 1951 se realizd la primera observaciéon referente al efecto
hipocolesterolémico que ejerce el consumo habitual de fitoesteroles como parte de
la dieta. La evidencia experimental de este efecto es contundente y esta avalado
por diversos trabajos cientificos realizados en modelos experimentales (ratas) y
humanos (Heinemann et al., 1986; Mensink et al., 2001; Plat y Mensink, 2001; Plat
et al., 2006; Madsen et al., 2007; Hallikainen et al., 2008).

En este sentido, diversas investigaciones han demostrado que el consumo
de alimentos enriquecidos con [-sitosterol, campesterol y estigmasterol o con el
derivados hidrogenados como el sitostanol, por individuos moderadamente
hipercolesterolémicos (220-240 mg/dL colesterol), permite reducciones de la
fraccion LDL del colesterol circulante, entre un 10 y un 15% aproximadamente;
sobre todo cuando se ingieren entre 1.5 y 3.0 gramos al dia de esteroles
vegetales, no afectando el contenido de colesterol-HDL, el nivel de triglicéridos y la
excrecion de sales biliares (Hallikainen et al.,1999; Jong et al.,, 2003; Plat y
Mensink, 2005; Fransen et al., 2007; Weingartner et al., 2009).

l1.3.1 MECANISMO BIOQUIMICO DE ABSORCION DE LOS FITOESTEROLES

Debido a que los fitoesteroles son mas lipofilicos que el propio colesterol
(propiedad derivada de las caracteristicas de mayor extension y complejidad de la
cadena lateral), los esteroles y los estanoles desplazan competitivamente al
colesterol de Ila micela mixta del ribete en cepillo formado por Ilas
microvellosidades de las células intestinales. Este reemplazamiento trae como

consecuencia la reduccion en las concentraciones de colesterol micelar lo que
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provoca que disminuya la tasa de reesterificacién en el enterocito (Valenzuela,
2004; Plat y Mensink, 2005; Fernandes y Cabral, 2006).

El colesterol no emulsionado (desplazado de la micela) no puede ser
absorbido y es eliminado como parte de las deposiciones (Volger et al., 2001). Por
su parte, los fitoesteroles y particularmente, los fitoestanoles presentan escasa
absorcion a nivel intestinal; por lo cual, durante el proceso de transferencia de los
acidos grasos y monoglicéridos desde la micela a las células intestinales, los
esteroles y estanoles acompanan al colesterol no absorbido, siendo finalmente

excretados a través de las deposiciones (Jong et al., 2003).

La absorcién intestinal de los fitoesteroles oscila entre 0.4 a 3.5%. Para los
estanoles ocurre en un rango de entre 0.02 y 0.3%, mientras que el colesterol es
absorbido entre un 30 y un 80%; esta caracteristica se debe posiblemente a la

reducida esterificacion de los esteroles vegetales (Naumann et al., 2003).

Sin embargo, cuando los esteroles y estanoles logran ser absorbidos
gracias a la accién del gen que codifica para la proteina NPC1L1 (Niemann-Pick
C1Like 1), ejercen una aparente inhibicién de la acil coA-colesterol-acil-tranferasa
(ACAT), con lo cual el colesterol no es eficientemente reesterificado e incorporado
a los quilomicrones, estimulado asi el retorno hacia el lumen intestinal del
colesterol no esterificado. Por otro lado, los esteroles también pudieran producir
una sobre expresion de los genes que codifican las proteinas de la estructura del
transportador tipo adenosintrifosfato binding casette (ABC/a1,61.6s), acelerando el

flujo inverso del colesterol al lumen intestinal (Valenzuela, 2004).

Por otra parte, se conocen seis fenotipos de apolipoproteinas tipo E en
humanos (ApoE). Estas estan codificadas por los alelos E2, E3, y E4. Este
polimorfismo se relaciona también con la absorcién del colesterol al enterocito; y

es el alelo E4 de la apolipoproteina el que provoca inhibicion del catabolismo
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de los esteroles y, por tanto, una disminucion de lipoproteinas de baja densidad

(LDL) en sangre (Chan et al., 2006).

FIGURA 9. Niveles de accion de los fitoesteroles en la absorcion, reesterificacion y
retorno del colesterol al lumen (Valenzuela, 2004).
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Los esteroles y estanoles que alcanzan la sangre (0.01-0.3%), son
esterificados a nivel plasmatico y transportados al higado mediante el mecanismo
de transporte reverso del colesterol. Se estima que lo fitoesteroles no producen un
efecto de competencia metabdlica con el colesterol ya que los esteroles vegetales
se encuentran en concentraciones plasmaticas mucho menores que el colesterol

(Jong et al., 2003; Naumann et al., 2003).
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El contenido total de fitoesteroles en sangre esta dado por diferentes
factores como: la ingesta/absorcion (4%), el papel de los transportadores adenosin
trifosfato binding casette 6 ABCa1csics (8%), el género del individuo (21%), el
fenotipo ApoE (15%) y algunos otros factores que hasta ahora son desconocidos
(Chan et al., 2006).

111.3.2 TOXICIDAD DE LOS FITOESTEROLES

No se han reportado efectos téxicos derivados del consumo de fitoesteroles
y de fitoestanoles en animales y humanos. La administracion crénica subcutanea
de B-sitosterol es bien tolerada por las ratas y no se han registrado evidencias en

lesiones visibles o microscopicas a nivel hepatico y renal (Valenzuela, 2004).

La administracion de altas dosis de fitoesteroles (20 g/dia) produce
ocasionalmente diarrea en humanos. Dosis subcutaneas superiores a 5 mg/kg,
administradas a ratas diariamente, se relacionan con una disminucion en la
produccion de semen y pérdida de peso de los testiculos. Sin embargo, este
efecto desaparece al suspender la administracion de los esteroles (Valenzuela,
2002).

Plat y Mensink en 2001 realizaron un protocolo experimental en Ia
Universidad de Maastritch, con el fin de conocer si ademas de disminucién de la
concentracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en plasma, los fitoesteroles
reducian la absorcién de diferentes compuestos lipofilicos como carotenoides
(luteina, zeaxantina y B-criptoxantina) y licopenos. Los resultados demostraron
que la presencia de éstos ultimos compuestos se registré disminuida en un 10%,
valor cuantificado en sangre de ratones, cuyas dietas contuvieron entre 1.5y 2 g
de fitoesteroles por dia, mientras por otra parte, la presencia de carotenoides
permanecio sin cambio sin que afectase su absorcion. Asi mismo demostraron
que la produccion de la ubiquinona Q10 tampoco fuera afectada, como pudiera

suponerse al ser sintetizada como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Biosintesis del colesterol (Plat y Mensink, 2001).
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Por su parte, Chan et al. (2006) evaluaron la concentracion de esteroles
vegetales en sangre de 45 individuos de un nicho de la poblacién canadiense,
analizada durante casi 2 décadas (1986-2005). Reportaron concentraciones de
alrededor de 14.2 + 5 ymol/L y de 7.9 + 2.7 ymol/L de campesterol y B-sitosterol
respectivamente. Mencionaron que la elevada concentracion (50-100 veces mas)
de fitoesteroles en plasma, que se conoce como sitosterolemia, es debida
principalmente a la mutacién de los genes que codifican para las proteinas
transportadoras ABC (adenosine triphosphate binding casette), lo que provoca que
se inhiba la funcion de excrecién de los esteroles al lumen. De igual forma Jansen,
2006 demostré experimentalmente en ratas, que la mutacion en los
transportadores ABCa1/cs/cs, produce un efecto de acumulaciéon de estos esteroles

a nivel cerebral.

Por otro lado, experimentos recientes en tejidos de animales in vitro, han
demostrado que los fitoesteroles presentan un efecto positivo al inhibir el
crecimiento de tumores, reduciendo el ciclo de reproduccion de las células e
induciendo la apoptosis, por lo que se les sugiere como agentes anticancerigenos,
sin embargo esta propiedad pudiera extenderse a células vasculares “sanas”
convirtiéndose en un potencial citotoxico (Awad et al., 2007; Weingatner et al.,
2009).
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1.3.3 FITOESTEROLES COMO AGENTES FUNCIONALES Y
NUTRACEUTICOS

Los alimentos funcionales se definen como los productos alimenticios de
origen animal o vegetal, consumidos como parte en la dieta diaria, que ademas de
aportar nutrientes poseen componentes bioactivos. Estos compuestos ejercen
efectos que modulan funciones en el cuerpo que resultan benéficos para la salud.
En ciertos casos, dichos componentes bioactivos son distribuidos comercialmente
como productos nutracéuticos, los cuales se caracterizan por ser suplementos
benéficos para la salud, que se ingieren en forma concentrada, en pildoras,
pastillas, capsulas o tonicos. En la industria farmacéutica los alimentos funcionales
de origen vegetal representan una fuente potencial de componentes bioactivos

para el desarrollo de farmacos inocuos y altamente eficaces (Drago et al., 2006).

El efecto hipocolesterolémico observado desde 1951, en los fitoesteroles y
sus derivados hidrogenados, ha motivado a diferentes empresas el desarrollo de

productos enriquecidos con esteroles vegetales (Fernandes y Cabral, 2006).

En 1995 una empresa finlandesa desarroll6 una margarina ligera
enriquecida con sitostanol, que impacté tanto en Finlandia primeramente, como
posteriormente el resto de Europa. La empresa finlandesa ha licenciado sus
estanoles a diferentes empresas europeas, lo cual ha permitido la aparicion en el
mercado de diferentes productos conteniendo fitoestanoles como yogurts, leches y

jugos, entre otros (Valenzuela, 2002).

El sitostanol se puede obtener a partir de la hidrogenacién controlada de la
oleo-resina de pulpa de pino a una concentracién: 92% sitostanol, 8%
campestanol (Plat y Mensink, 2000; Mensink et al, 2002). Asi mismo se puede
obtener de aceites vegetales provenientes del frijol de soya, semilla de
girasol, palma y maiz entre otros, después de remover impurezas, someter a un

blanqueamiento, deodorizacion y refinamiento (Fernandes y Cabral, 2006).
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En las margarinas, el sitostanol esta esterificado con acidos grasos con el
proposito de aumentar su liposolubilidad y de disminuir su absorcion a nivel
intestinal (Fransen et al., 2007). Los diferentes estudios nutricionales realizados
con la margarina adicionada de sitostanol han demostrado su eficacia para
disminuir el colesterol sanguineo en individuos levemente hipercolesterolémicos

sin alterar el nivel de colesterol-HDL y de los triglicéridos (Mensink, 2002).

En Estados Unidos se han realizado desarrollos similares y actualmente se
comercializa una margarina del tipo ligera que contiene B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol y que mostrara un efecto hipocolesterolémico en protocolos clinicos

controlados (Weststrate y Meijer, 1998; Volver et al., 2001).

El consumo de productos enriquecidos con esteroles de plantas fue
autorizado desde 1999 (Fransen et al., 2007) por el Comité Europeo de Cientificos
en Alimentos (The European Scientific Comité on Foods). En el mismo afo en los
Estados Unidos, un panel independiente de cientificos calificd a los fitoesteroles
como un aditivo seguro tipo GRAS (Lagarda et al., 2006). Asi mismo, el Programa
Nacional de Expertos en Educacion del Colesterol (The National Cholesterol
Education Program Expert Panel: NCEP), desde 2001 recomienda la ingesta de
alimentos funcionales o enriquecidos con fitoesteroles y estanoles como estrategia

para la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Weingatner et al., 2009).

En marzo de 2004 se credé en Europa una comisiéon encargada de la
vigilancia y regulaciéon de la adicion de esteroles vegetales a los alimentos
(Lagarda et al., 2006).

En 2005, se invirtieron 3 billones de dodlares para el estudio y la
investigacion de agentes funcionales y/o nutracéuticos que ayuden a disminuir el

nivel de colesterol en sangre (Weingatner et al., 2009).
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En la Universidad Maastricht, se llevo a cabo un protocolo experimental con
el fin de corroborar el efecto hipercolesterolémico de los fitoesteroles. Se
establecieron dos grupos de personas: al primer grupo se le suministré un
placebo, mientras que al segundo se le adicionaron esteroles vegetales a su dieta,
al incorporarlos a un yogurt bajo en grasa; los resultados demostraron una baja
de alrededor de un 10% en concentraciones de LDL plasmatico (Mensink et al.,
2002).

Trabajos recientes atribuyen a los fitoesteroles contenidos en la fracciéon no
saponificable del aceite de oliva denominado como "virgen" o "extra virgen", el
efecto hipocolesterolémico derivado del consumo de aceite de oliva (Valenzuela et
al., 2002).

En el &area farmacoldgica, se han realizado protocolos adicionando
esteroles vegetales a estatinas (inhibidores de 3 - hidroxi 3 - metil glutaril
coenzima A reductasa) a la dieta de animales de laboratorio (ratas), reportandose
un efecto sinérgico al encontarse un nivel de reduccion de las LDL en pasma a
razon del 40% (Plat et al., 2006, Chan et al., 2006).

Recientemente en EUA se cred un analgésico hecho a base de 81 mg de
acido acetilsalicilico + 400 mg de esteroles vegetales. Este farmaco novedoso
presenta la dualidad de las caracteristicas analgésicas ya conocidas para la
aspirina y el efecto hipocolesterolémico de los fitoesteroles (Weingartner et al.,
2009).

.4 EL QUESO

Segun la NOM -121 — SSA — 1994, los quesos son productos elaborados
con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies
animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacion de la caseina

con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos
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comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento, drenado, prensado
o no, con o sin adicion de fermentos de maduracién, mohos

especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a
las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco,

madurado o procesado.

El queso representa una alternativa sensorialmente diferente para el
consumidor y un método de preservacion o conservacion de los solidos de la leche
junto con un incremento del valor de los mismos, en comparacioén con la leche
fluida para consumo directo; ademas de que en su elaboracién se alienta la
actividad econdmica al sumarse el valor agregado de su produccion; el queso es
un alimento muy valioso al proporcionar elementos esenciales para la nutricion
(Villegas de Gante, 2003).

Los esquemas de fabricacion son numerosos y la técnica industrial es
derivada de las practicas artesanales (Eck, 1990). Las operaciones unitarias
fundamentales para la preparacion de un queso son: preparacion de la leche,
desuerado, moldeado y maduracion (Fox y Cogan, 2004) como a continuacion se

muestra en la Figura 11.

Figura 11. Diagrama general de la elaboracion del queso Fox y Cogan, 2004.
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Las diferencias sensoriales que se generan en la enorme variedad de
guesos existentes, estan dadas por las variaciones aplicadas en cada una de las
operaciones mencionadas en la Figura 11. Ademas de la materia prima utilizada,
como es el tipo de leche y de los microorganismos inoculados o nativos en cada

producto (Garcia-Garibay et al., 2004).

lI.4.1 CLASIFICACION DE LOS QUESOS

Existen diversas clasificaciones de caracter internacional, una de ellas es la
denominacion de origen, esto es a partir de la zona geografica que proceden, con
lo que se intenta proteger las variedades que desde tiempos antiguos se producen
en una zona determinada, contra productores de otras zonas que quisieran

aprovechar el buen nombre que han creado los originales (Pastor, 2008).

En Espaina existen hasta ahora 23 quesos protegidos, entre los que destaca
el queso manchego, una de las grandes senas de identidad de la region de La

Mancha (Desarrollo Rural y de Agricultura, 2008).

Esta indicacion geografica esta regulada para los paises miembros de la
Unién Europea, aunque con particularidades para cada uno de ellos. Funciona de
forma muy parecida en Francia, donde se denomina Appellation d'Origine
Contrélée, cuyos origenes se remontan al siglo XV, en el primer intento de
proteger el queso Roquefort. Este queso fue el primero en obtener la acreditacion
de la ley moderna francesa, que ya abarca a mas de 40 quesos diferentes.
También en ltalia la Denominazione di Origine Controllata protege a quesos como
el Parmesano (bajo la marca Parmigiano-Reggiano), en Grecia al queso Feta, o en

el Reino Unido al Stilton y Cheddar (Desarrollo Rural y de Agricultura, 2008).

Pueden asi mismo, clasificarse de acuerdo al tipo de leche usada, por
ejemplo aquellos elaborados con leche de vaca, como son: Gouda Neerlandés, el

Emmental suizo. Es comun también usar leche de oveja o de cabra, lo cual
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da un sabor caracteristico al producto. Un ejemplo de queso de cabra con
denominacion de origen es el queso Majorero, elaborado en Fuerteventura,

Espafa (Fox y Cogan, 2004).

Es posible mezclar distintas clases de leche, como en el caso del queso de
Cabrales perteneciente al Principado de Asturias, Espana, en el que se utiliza una

mezcla de leche de vaca, oveja y cabra (Fox y Cogan, 2004).

En México existe una gran variedad de quesos, los cuales, segun los
especialistas, se clasifican de acuerdo a las diferentes caracteristicas que

presentan.

Segun la Norma mexicana (NOM -121 — SSA — 1994), la clasificacion de

quesos es la siguiente:

Quesos frescos: se caracterizan por ser productos de alto contenido de
humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no adicionarle ingredientes
opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo condiciones

de refrigeracion.

Quesos madurados: se caracterizan por ser productos de pasta dura, semidura o
blanda, con o sin corteza; sometidos a un proceso de maduracion mediante la
adicion de microorganismos, bajo condiciones controladas de tiempo, temperatura
y humedad, para provocar en ellos cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos
del producto de que se trate, lo que le permite prolongar su vida de anaquel, los

cuales pueden o no requerir condiciones de refrigeracion.

Quesos procesados se caracterizan por productos ser elaborados con mezclas
de quesos, fusion y emulsion con sales fundentes, aditivos para alimentos
permitidos e ingredientes opcionales, sometidos a proceso térmico de 70°C
durante 30 segundos o someterse a cualquier otra combinacion equivalente o

mayor de tiempo y temperatura, lo que le permite prolongar la vida de anaquel.
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111.4.2 COMPOSICION DE LOS QUESOS

La composicién quimica de los quesos se ve directamente influenciada por
el tipo de leche utilizada (alta en grasa, baja en grasa o descremada, especie y
raza del animal, temporada del afo, hora de ordefia y periodo de lactancia entre
otros factores), el proceso de manufactura y en menor medida por el grado de

maduracion (O'Brien y O"Connor, 2004).

Los nutrientes de la leche insolubles en agua: caseina coagulada, minerales
coloidales, grasa, esteroles, fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles, son retenidos
en la cuajada, mientras que los constituyentes de la leche solubles en agua:
proteinas de hidrosolubles, lactosa, vitaminas y minerales lipofébicos se separan

en el suero (O'Brien y O'Connor, 2004).

En Cuadro 9 se presenta la composicion quimica proximal de algunos de

los tipos de queso mas importantes, manufacturados y consumidos mundialmente.

Cuadro 9. Composicion proximal de algunas de las diferentes variedades de queso
(O'Brien y O'Connor, 2004; Villegas de Gante, 2003).

Tipo de queso | Humedad Proteina Grasa Colesterol Enegia
(mg/100g) (kcla/100g)

Edam 43.8 26.0 254 80 333
Emmental 35.7 28.7 20.7 90 382
Feta 56.5 15.6 20.2 70 250
Gouda 40.1 24.0 31.0 100 375
Gruyere 35.0 27.2 33.3 65 409
Mozzarella 49.8 25.1 21.0 65 289
Parmesano 18.4 34.9 32.7 100 452
Ricotta 72.1 9.4 11.0 50 144
Roquefort 41.3 19.7 32.9 90 375
Petit siusse 79.0 8.5 7.5 - 118
Panela 58.0 20.0 20.0 - -

Cotija 374 28.8 24.0 - -

Oaxaca 49.1 244 19.9 - -
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.5 QUESO DE LECHE DE CABRA

Este tipo de queso es el resultado de la coagulacion de la leche de cabra
estandarizada empleando cuajo, en condiciones especiales de tiempo vy
temperatura. Este producto sensorialmente es blanco, humedo, con sabor agudo
debido a la presencia de compuestos volatiles como son los acidos: hexanioco,
octanoico, decanoico, 4 metil-octanoico y 4 etil-octanoico, entre otros; con

caracteristicas propias dependiendo del tipo (Lé Quéré et al., 1998).

Dentro de los quesos elaborados con leche de cabra, encontramos

diferentes tipos, como son:

SAINTE-MAURE: queso de origen francés, de pasta blanda, generalmente de
forma cilindrica, corteza estriada por el reposo en el afinado (10 dias — 4
semanas), la especie microbiana dominante en este tipo de quesos es
Debaryomyces hanseii. Puede estar cubierto de una capa fina de ceniza, que lo
vuelve ligeramente azulado y mejora su conservacion, aunque también existe
en su version natural y en ocasiones adicionado con diferentes sabores como son

cebolla, ajo, ajonjoli, etcétera (Fox y Cogan, 2004).

PANELA: Queso de origen mexicano, de consistencia sdlida, blando, suave
aroma, sabor ligeramente salado por la adicion controlada de cloruro de sodio.
Después del desuerado aun mantiene un alto contenido en agua, generalmente es

moldeado en cestos (Juarez, 2008).

FETA: Queso de origen griego, consistencia solida, cuajada blanca, después de
ser desuerado se sala en salmuera. El afinado se realiza a temperaturas entre 4-
6°C, por un minimo de 2 meses. Este tipo de queso presenta un fuerte caracter,
debido a la presencia de compuestos volatiles, con contenidos elevados de etanal,
propanol, 2-butanol y 2-butanona (Eck, 1990).
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l.5.1 COMPOSICION DEL QUESO DE LECHE DE CABRA

En cuanto a la composicién quimica del queso de leche de cabra, algunos
autores han reportado la composicion proximal, segun se muestra en el cuadro

siguiente:

. Cuadro 10. Composicion proximal (g/100g base humeda) del queso de leche de

cabra del tipo Sainte- Mauré.

Kosikousky Gambelli Park, Bonilla, Cuchillo, Fuentes,
y Mistry, et al., 1999 2000 2005 2006 2009
1997
Humedad 60.7 67.0 59.8 56.5 53.2 53.64
Proteina 18.5 9.0 18.9 16.2 14.5 16.7
Grasa 21.0 18.6 22.5 14.5 22.0 28.8
Energia 268 21.5 - 23.8 240 270.8
(kcal/100g)
Colesterol 46 55.2 109.9 90.3 91.6 68.8
(mg/100g)

lI.5.2 EL QUESO DE LECHE DE CABRA EN MEXICO

El queso de leche de cabra en México es tipicamente suave, ligeramente
acido y caracteristicamente untable. La informaciéon referente a los aspectos
nutrimentales de este producto esta basada en la que el productor difunde a través
de la etiqueta y que se restringe a las caracteristicas comerciales habituales
(Bonilla, 2005). La Secretaria de Agricultura, Ganaderia. Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion en 2003, senald que la elaboracion de quesos de cabra ha cobrado
auge en México. La mayoria de los quesos de leche de cabra que se
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producen en nuestro pais son frescos, ya que son los que se acoplan al gusto de

los consumidores.

Tradicionalmente la dieta del mexicano es pobre en proteinas de origen
animal, lo cual podria cambiar con la adicién del queso como alimento de ingesta
frecuente. En México el consumo por habitante de este producto es tan solo del
60% de la poblacién, donde el 15% lo consume de forma limitada y el restante

40% nunca lo consume (Morales et al., 2003).

El queso de leche de cabra es un producto que ha dejado de encontrarse
exclusivamente de forma artesanal en las carreteras, y cuya presencia, ahora en
diversas variedades, se ha desplegado en los supermercados, restaurantes y

tiendas gourmet de todo el pais (Bonilla, 2005).

El queso de leche de cabra tiene un sabor muy especial que no tiene el
procedente de leche de vaca. Generalmente es usado en ensaladas o solo,
acompafado de un buen vino, aunque puede usarse como materia prima para
infinidad de platillos. Existen en el mercado nacional aproximadamente 30 marcas
comerciales de queso de leche de cabra, tanto nacionales como extranjeras
(provenientes de Francia, Estados Unidos de Norte América y Espafa
principalmente). Alrededor de 23 productos comerciales son elaborados en México
y en su mayoria son de tipo Sante-Mauré, sin embargo también se ofrece y el tipo
Feta y Panela (Fuentes, 2009).
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IV. HIPOTESIS

La naturaleza del queso de leche de cabra no sugiere la presencia de
fitoesteroles (B-sitosterol, campesterol y estigmasterol), sin embargo debido a

factores como la alimentacion animal o la adicion sera posible su determinacion.

39



V. MATERIALES Y METODO

V.1 MUESTRAS EXPERIMENTALES

Las muestras de productos, se adquirieron de diversos establecimientos
comerciales del area metropolitana de la ciudad de México, desde tiendas
departamentales, gourmet, de autoservicio, distribuidores independientes hasta
mayoristas. Las muestras, fueron compradas durante los meses de Septiembre
y Octubre de 2007; manteniéndose en congelacion (-18°C) para su

conservacion.

Se colectaron 23 diferentes productos comerciales de quesos de cabra,
de los cuales, uno fue del tipo Panela, 5 fueron del tipo Feta y el resto del tipo
Sainte-Mauré. Se adquirieron tres lotes distintos de cada marca (excepto del
queso tipo Panela, del cual solo se consiguié un lote) lo que se refiere a que
cada dia de fabricacion fue distinto. Se identificaron como lote A, B 'y C

respectivamente.

A continuacién se realizd una descripcion de la informacion contenida en
las etiquetas de los respectivos productos; definiendo aspectos comerciales
como: lugar de origen, fabricante, distribuidor, ingredientes y precio; ademas de
aspectos nutrimentales: humedad, contendido de grasa, carbohidratos, sodio,

calcio y proteina (Cuadro 11y 12).

V.2 LUGAR DE TRABAJO

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios 1 y 2 del
Departamento de Nutricion Animal de la Direccidn de Nutricion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Calle Vasco de
Quiroga No.15, Col. Seccién XVI, Tlalpan. Distrito Federal, C.P. 14000.
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Cuadro 11. Aspectos comerciales de los quesos de leche de cabra manufacturados en México

No. Marca Descripcioén Lugar de Distribuidor Tipo Presentacion $/Kg
origen (9) (MXN)
1 Montchevré Producto fino elaborado a partir de leche pasteurizada Linares, Céprico 250 160.0

de cabra, emplea cultivos lacticos, cloruro de calcio, Nuevo Ledn.
cuajo y sal. Queso en forma de rollo, empacado al

vacio.

2 Notre Dame Producto elaborado con leche pasteurizada 100% de Meéxico, Delipasta 200 135.0
cabra, fermentos lacteos y sal yodatada. Queso en D.F.

forma de rollo.

3  Rancho Vistalegre Producto elaborado a partir de leche entera Malinalco. Alfil 200 180.0
pasteurizada de cabra, emplea fermentos lacticos, Estado de Sainte-
cloruro de calcio y cuajo. Queso en forma de rollo. México. Mauré

4  La Parroquia de Xico Producto en rollo, elaborado con leche entera Xico, Xico 180 166.7

pasteurizada de cabra, cultivo lacteo, cuajo y sal Veracruz.

comun.

5 Lanzarote Producto elaborado a partir de leche entera Malinalco, Algil 200 195.0
pasteurizada de cabra, cultivos lacticos, sal refinada Estado de

yodatada y cuajo, con forma de rollo. México.

6 Chateau Blanc Producto elaborado de leche entera pasteuriza de Meéxico. SD 200 190.0
cabra, emplea fermentos lacticos, cloruro de calcio y D.F.

cuajo. Con forma de rollo.

7 Carol Producto elaborado a partir de leche de cabra, México. Laclette 260 165.4
fermentos lacteos, sal cloruro de calcio y cuajo. En D.F.

forma de rollo.

SD = Sin informacién disponible

41



Cuadro 11. Continuacion...

MATERIALES Y METODO

No. Marca Descripcion Lugar de Distribuidor Tipo Presentacion $/Kg
origen (9) (MXN)
8 LaTexana Producto elaborado a partir de leche de cabra, Meéxico, SD 300 90.0
fermentos lacticos, cuajo y sal. Queso en forma de rollo D.F.
empacado al vacio.
9  Queso Caprina Producto en rollo, elaborado a partir de leche Atotonilco, Caprina 250 196.0
pasteurizada de cabra, cultivos lacticos, cuajo y sal. Jalisco.
10 El Queso de Cabra Producto elaborado a partir de leche pasteurizada de Ledn, Eurolac 230 226.1
cabra, cultivos lacticos, cuajo y sal. Queso en forma de Guanajuato.
rollo.
11 Bon Rennés Producto elaborado a partir de leche entera Atotonilco, Rancho el Sainte- 250 210.0
pasteurizada de cabra, cuajo animal, cultivo lactico y Jalisco. Chapingo Mauré
sal. Queso en forma de rollo.
12 Castellvell Producto elaborado a partir de leche entera Guanajuato, Simantov 400 182.5
pasteurizada de cabra, cultivos lacteos y sal. Queso en Guanajuato. Maissy
forma de rollo.
13  Mikonos Producto elaborado a partir de leche entera Guanajuato, Pic-Nic 150 180.0
pasteurizada de cabra, cuajo, cultivos lacticos y sal. Guanajuato. Delicatessen
Queso en forma de rollo.
14 LeBlanc Elaborado a partir de leche entera pasteurizada de Xalapa, Yesenia 200 211.0
cabra, sal, cultivos lacticos, cloruro de calcio, cuajo y Veracruz. Prieto
natamicina como conservador. Queso en forma de rollo. Carnero
15  Laclette Elaborado de leche de cabra, fermentos lacteos, sal, Carretera Laclette 230 183.9
cloruro de calcio y cuajo. Queso en forma de rollo, México-Qro.

empacado al vacio.

SD = Sin informacién disponible
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Cuadro 11. Continuacion...

MATERIALES Y METODO

No. Marca Descripcion Lugar de Distribuidor Tipo Presentacion $/Kg
origen (9) (MXN)

16  Gourmand Artesanal Elaborado de leche de cabra pasteurizada, cultivos Guadalajara, Marcial. P. 260 184.6
lacticos, cloruro de calcio, cuajo y sal. Queso en forma Jalisco.
de rollo. Sain’te-

17 Romandie Elaborado de leche de cabra parcialmente descremada SD SD Mure 200 200.0
y pasteurizada. Queso en forma de rollo.

18 Diane Elaborado con leche pasteurizada de cabra, cloruro de Jorge S.D 135 140.0
calcio, sal. Queso en forma de rollo. Miranda H.

19 Cabrero Elaborado con leche pasteurizada de cabra Linares, Caprico Panela 400 140.0
pasteurizada, cloruro de calcio, sal, cuajo y cultivos Nuevo Ledn
lacticos. Forma rectangular.

20 Bon Rennés Producto elaborado apartir de leche entera, Atotonilco, Rancho el 250 244.0
pasteurizada, cuaj animal, cultivo lactico y sal. Forma Jalisco Champingo
discoidal.

21 Rancho Vistalegre Producto elaborado a partir de leche entera de cabra Malinalco. Algil 200 195.0
pasteurizada, emplea fermentos lacticos, cloruro de Estado de Feta
calcio y cuajo. Forma de disco. México.

22  Lanzarote Producto elaborado a partir de leche entera de cabra Malinalco, Algil 200 201.0
pasteurizada, cultivos lacticos, sal refinada yodatada y Estado de
cuajo. Forma de disco. México.

23  Castelvell Producto elaborado a partir de leche entera Guanajuato, Simantov 400 182.5
pasteurizada de cabra, cultivos lacteos y sal. Queso en Guanajuato. Maissy

forma rectangular.

SD= Sin Informacién Disponible
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MATERIALES Y METODO

Cuadro 12. Informacion nutricional en etiqueta de los productos estudiados (por cada 100g base humeda)

No Marca Tipo Humedad Proteina Carbohidratos Grasa Contenido Calcio Sodio
(%) (%) (%) (%) energético (kcal) (9) (mg)
1 Montchevré NR 16.7 13.3 23.3 330 NR 333.3
2 Notre Dame NR 18.0 5.5 22.0 292 0.35 NR
3  Rancho Vistalegre 64.0 13.0 NR 19.0 NR NR NR
4  La Prroquia de Xico 53.0 17.2 29 19.3 235 0.32 460.06
5 Lanzarote NR NR NR NR NR NR NR
6  Chateau Blanc NR NR NR NR NR NR NR
7  Carol 60.0 13.0 5.0 18.0 234 0.10 500.0
8 LaTexana NR NR NR NR NR NR NR
9  Queso Caprina 55.0 22.0 NR 18.0 NR NR NR
10 El Queso de Cabra NR 23.0 1.2 26.0 325.9 1.1 800.0
11 Bon Rennes Sainte 52.6 14.43 9.7 20.76 NR NR 209.0
12 Castellvell Maure 53.27 15.1 NR 23.50 NR NR NR
3  Mikonos 54.0 15.0 NR 16.0 NR NR NR
14  LeBlanc 59.0 15.0 5.0 20.0 255 NR 330.0
15 Laclette 62.0 13.0 5.0 18.0 234 0.10 500.0
16  Gourmand Artesanal NR NR NR NR NR NR NR
17  Romandie 48.7 23.0 1.2 26.0 325 1.1 800.0
18 Diane NR NR NR NR NR NR NR
19 Cabrero Panela 60.0 20.0 NR 16.00 NR NR NR
20 Bon Rennés 41.0 18.0 14.0 23.0 NR NR NR
21 Rancho Vistalegre 51.25 18.2 NR 26.7 NR NR NR
22 Lanzarote Feta 51.3 18.2 NR 26.7 NR NR NR
23  Castelvell 53.27 15.10 NR 235 NR NR NR
44
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V.3

V.4

V.5

MATERIALES Y METODO

REACTIVOS

Cloroformo. Grado reactivo.

Etil alcohol. Grado reactivo.

Hexano. Grado reactivo y analitico.

Agua desionizada obtenida de un equipo Millipore con una resistividad de
18.2 MQ-cm a 25°C.

Piridina. Aprox. 99% grado analitico.

Sulfato de sodio anhidro. Grado reactivo.

Nitrogeno. Grado cromatografico extra seco INFRA.

BSTFA (Bis-trimetilsilil- trifluoroacetamida) + TMCS (trimetilclorosilano) 99:1

Hidroxido de potasio. Grado reactivo.

ESTANDARES

5-a-colestano 96% (Sigma Chemical Company).

Colesterol. Grado |, aprox. 99%, peso molecular 386.7 g/moL proveniente
de higado de cerdo (Sigma Chemical Company).

Campesterol (soybean) 65% (Sigma Chemical Company).

Estigmasterol 95% (Sigma Chemical Company).

B-sitosterol (soybean) 99.9% (Sigma Chemical Company).

SOLUCIONES

5-a-colestano,colesterol, campesterol, estigmasterol y B-sitosterol.
Concentraciones de 5 mg / mL de hexano de cada uno.

Solucién cloroformo — etil alcohol (1:1).

Solucion hidroxido de potasio 33% en agua desionizada.

Solucion saponificadora: 6 mL KOH al 33% + 94 mL de etanol.
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V.6

V.7

MATERIALES Y METODO

MATERIALES

Tubos de ensaye de vidrio con tapon de rosca, 25x150mm.
Embudos de vidrio de filtracion por gravedad de tallo corto.
Espatula “heavy duty” de acero inoxidable.

Papel filtro Whatman No. 4.

Pipeta automatica de 2 a 10mL.

Dispensador de 5 a 10 mL.

Matraces aforados de 100, 200 y 1000 mL.

Probetas de vidrio graduadas de 10, 25, 50, 250 y 500 mL.
Pipetas Pasteur de 9 pulgadas.

Bulbos de latex para pipeta Pasteur con capacidad para 2mL.

Termometro de vidrio de —10 a 260 ° C.

APARATOS Y EQUIPOS

Balanza Analitica OHAUS. Corp. Pine BROS, N.J. China. Cap 210g y
Balanza Analitica Tecator 6110.

Cromatégrafo de Gases con detector de ionizacion de flama, Integrador de
areas sistema de procesamiento de sefiales. Marca Varian. Modelo Star
3400.

Centrifuga Garver Electrofuge. Modelo 55.

Bafno de Agua B-480 Buchi, Brinkmann Instruments Inc. Westbury, N.Y
11590 516/334-7500.

Agitador Vortex tipo 37.
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MATERIALES Y METODO

V.8 METODO
CROMATOGRAFIA DE GASES

V.8.1 PRIMERA ETAPA
EXTRACCION DE LIPIDOS TOTALES

Este procedimiento se baso en la técnica aplicada por Bligh y Dyer (1959) y
es una variante del método de Folch et al. (1957) en la que la proporcién de
cloroformo-etanol para la extraccion de la fase lipidica se modifica a 1:1. Se
agregaron 10mL de esta mezcla y se agité vigorosamente; se adicionaron 10 mL
mas de la mezcla cloroformo-etanol y se agitdé. Se dejé reposar 24 horas, se filtrd
con sulfato de sodio anhidro. El filtrado, donde es soluble la fase organica, se
colectd en un tubo de 50 mL previamente pesado y posteriormente se evaporo a
sequedad a 60°C con flujo de gas nitrégeno. Se calculd el peso de la grasa por

gravimetria, es decir, el peso de la grasa seca menos el peso del tubo.

V.8.2 SEGUNDA ETAPA
SAPONIFICACION DIRECTA

Se utilizé la metodologia de Du y Ahn (2002). A la fraccion lipidica obtenida
de la extraccién se le adicionaron 10 mL de la solucién saponificadora. Se incubd
con agitacién constante durante 1 hora a 60° C. Al término del tiempo
especificado, se incubd en hielo durante 10 minutos, se agregaron 5 mL de
hexano y 10 mL de agua desionizada, seguido de una agitacion vigorosa. La
mezcla se dejé reposar por un minimo de 15 horas para favorecer la separacion
de fases y al término de este periodo se centrifugd a 3500 revoluciones por minuto
(rpm) por 10 min. La fraccion insaponificable se separé y colectd en un tubo limpio
y seco, de donde se evaporé la fase de hexano a sequedad, empleando flujo de

nitrégeno a 60°C.
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MATERIALES Y METODO

V.8.3 TERCERA ETAPA
DERIVATIZACION

Al residuo de la fraccion de hexano evaporada se le adicionaron 200 uL de
piridina como vehiculo aprético y catalizador, ademas de 100 pyL de reactivo de

sililacién. Se incubé una hora a 50°C.

V.8.4 CUARTA ETAPA
CROMATOGRAFIA DE GASES

Del liquido obtenido en la etapa anterior, se inyectaron 3uL al cromatdgrafo
de gases.

Condiciones cromatogréficas:
Temperatura del Inyector: 320°C
Temperatura del Detector: 320°C
Temperaturaingia: 100°C en aumento 30° C/minuto.
Temperaturasna: 320°C.
Longitud y tipo columna: 3m DB5 (metilpolisiloxano 95%)

Diametro interno de la columna 0.25mm; 1um de pelicula.

Se inyectd 1uL cada estandar individualmente para determinar el tiempo
de retencion para colesterol, campesterol, estigmasterol y [B-sitosterol; donde
dichos tiempos oscilaron entre los 4 y 7 minutos; 5.8 para el colesterol, 6.3 para el
campesterol, 6.5 para el estigmasterol y finalmente 6.7 minutos para B-sitosterol,
precedidos por el estandar interno o 5-a-colestano el cual se observo a los 4.4
minutos después de la inyeccion. Cada muestra que se corrié permanecié en el

equipo por un maximo de diez minutos.

Ya conocido el tiempo de retencion se procedié a calibrar el equipo con
concentraciones conocidas de los estandares, mediante la utilizacién de 0.5 y 1
mg/mL de la mezcla de los estandares: colesterol, B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol; ademas en cada corrida se adicioné 5-a-colestano, como
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MATERIALES Y METODOS

estandar interno con una concentracién de 0.5 mg/mL para finalmente con ayuda
de un integrador de areas aunado al equipo analizador (Varian, modelo Star
3400), se estableciera el area bajo la curva del pico trazado en el cromatograma,
que indica de manera directamente proporcional la cantidad de esteroles

presentes en las muestras en estudio.

La respuesta de linealidad para los estandares fue de 0.9997 para B-
sitosterol, de 0.9976 para campesterol, de 0.9987 para estigmasterol y de 0.9997

para el colesterol (Anexo XI.3).

La separacion de los picos se muestra en el Anexo Xl.4. con un ejemplo del
cromatograma obtenido para el queso no.1 denominado por su marca comercial

como Montchevré.

Para el analisis de las muestras las diferencias entre cada repeticion fueron
menores al 10% entre triplicados, permitiendo una desviacién estandar igual o

menor a 0.5 y un coeficiente de variacién igual o menor a 5 para ser aceptados.

V.9 ANALISIS ESTADISICOS

Las concentraciones de lipidos totales, colesterol y fitoesteroles (-
sitosterol, campesterol y estigamasterol) obtenida de la cromatografia de gases
fueron procesadas con el paquete estadistico Statical Analisis System (2003),
donde se empled una prueba de hipdtesis para conocer la diferencia entre las
medias. Ademas, se realizd6 el analisis de la varianza estableciéndose un

coeficiente de confianza del 99%, siguiendo el siguiente modelo estadistico:

H0: M Montchevere = M Notre Dame = M Rancho Vistalegre = -+ M Diane

Hi M Montchevere;'é M Notre Dame F M Rancho Vistalegre ... M Diane

Donde:

Ho: hipotesis nula

Hi: hipdtesis alterna

M: medias 49



VI. RESULTADOS

VLI DETERMINACION DE FITOESTEROLES (B-SITOSTEROL,
CAMPESTEROL Y ESTIGMASTEROL) EN QUESOS DE LECHE DE CABRA
MANUFACTUADOS EN MEXICO

La validacion del método utilizado se detalla en el Anexo XI.2, donde las
modificaciones propuestas respecto a Du y Ahn (2002) permitieron registrar
concentraciones minimas de fitoesteroles, presentes de forma natural y en
todas las muestras analizadas; los resultados se especifican a continuacion. La
cuantificacion del contenido de colesterol y lipidos totales se realizé de manera
complementaria. Los valores obtenidos para cada determinacion fueron
calculados en base seca (BS); esto es despreciando el contenido de humedad
libre de la muestra para mayor exactitud al reportar la concentracion total. Los
resultados de humedad porcentual fueron utilizados de los datos reportados por

Fuentes en 2009 y pueden encontrarse en el Anexo XI. 5.

B-sitosterol fue el esterol vegetal mas abundante presente en los tres
tipos de queso analizados, su concentracion oscilé entre los 2.81 y los 1.43
mg/100g de producto (BS); con un valor promedio de 2.32+0.39 mg/100g para
los quesos tipo Sainte-Mauré; 2.52+0.09 mg/100g para al queso tipo Panela y
de 1.93+0.64 mg/100g para los productos clasificados como tipo Feta (Anexo
X1.6).

Los productos del tipo Sainte-Mauré abarcaron la mayor cantidad de
quesos comerciales estudiados, de entre los cuales el queso identificado como
Romandie presenté el mayor contenido de B-sitosterol con 2.81 mg/100g (BS),
registrando una diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) frente a los
quesos denominados Mikonos (1.64 mg/100g) y El Queso de Cabra (1.43
mg/100g), los cuales presentaron las minimas concentraciones del esterol
respecto al resto de las muestras analizadas. Con valores intermedios entre
dichos extremos se registraron las concentraciones de 2.74, 2.73, 2.68, 2.67,
2.64,2.48, 2.41, 2.40, 2.39, 2.31, 2.27, 2.18 y 2.17 mg/100g para los productos
Laclette, Rancho Vistalegre, Gourmand, Notre Dame, Chateau Blanc, La

Texana, Le Blanc, Queso Caprina, Castevell, Carol, Lanzarote, Montchevré
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RESULTADOS

Figura 12. Contenido de B-sitosterol (mg/100g en base seca) en quesos de
leche de cabra manufacturados en México
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RESULTADOS
y Bon Rennés, respectivamente; los cuales no registraron diferencia

significativa (P>0.05) entre ellos pero si frente a las muestras anteriormente
sefaladas y respecto a los productos La Parroquia de Xico (1.9 mg/100g) y

Diane (1.8 mg/100g), los cuales no presentan diferencia significativa entre si.

En cuanto al queso de leche de cabra tipo Panela, solo se encontré una
marca comercial en los almacenes, por lo que no fue comparable
estadisticamente con ninguna otra; ésta fue identificada como Cabrero el cual
registrd6 una concentracién de 2.52 mg de -sitosterol por cada 100g de

producto (Figura 12).

Respecto a los quesos de leche de cabra tipo Feta, en este estudio se
identificaron cuatro marcas comerciales, identificadas como Rancho Vistalegre,
Lanzarote, Bon Rennés y Castevell, donde la presencia de B-sitosterol fue de
289, 1.7, 156 y 1.54 mg/100g (BS) de queso respectivamente; las
concentraciones mencionadas registraron una diferencia significativa (P>0.05)
entre las dos primeras y las dos ultimas muestras, siendo las ultimas
mencionas estadisticamente similares entre si pero deferente a las anteriores,

las cuales también presentan una diferencia significativa entre si (Figura 12).

Por otra parte, el campesterol estuvo presente en todos los productos
comerciales analizados, oscilando con concentraciones de 1.22 a 0.28 mg por
cada 100g de queso; con un valor promedio de 0.52+0.25, 0.29+0.04,
0.2410.09, para lo quesos tipo Sainte-Mauré, Panela y Feta, respectivamente
(Anexo XI.6).

Los resultados para los productos comerciales clasificado dentro del tipo
Sainte-Mauré referente a miligramos de campesterol por cada cien gramos de
queso de leche de cabra; se presentan en la Figura 13; y se puntualizan a

continuacion.
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RESULTADOS

Figura 13. Contenido de campesterol (mg/100g base seca) en quesos de

leche de cabra manufacturados en México.
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RESULTADOS
El queso Caprina registré una concentracion de 1.22 mg/100g (BS),

valor estadisticamente diferente (P>0.05) a los registrados para Notre Dame
(0.92 mg/100g), Lanzarote (0.78 mg/100g), Castevell (0.671 mg/100g), Bon
Rennés (0.5960 mg/100g), Mikonos (0.605 mg/100g) y Le Blanc (0.51
mg/100g), en los cuales se determinaron concentraciones estadisticamente
(P>0.05) semejantes entre si. Por su parte, los productos identificados como
Rancho Vistalegre, Romandie, Chateau Blanc, Carol, La Texana, Laclette,
Diane, Montchevré, La Parroquia de Xico, EI Queso de Cabra y Gourmand
registraron valores de 0.411, 0.399, 0.397, 0.372, 0.357, 0.344, 0.331, 0.311,
0.302, 0.277, 0.275 mg/100g (BS) respectivamente, siendo estadisticamente
(P>0.05) similares entre si, aunque diferentes respecto a los quesos

anteriormente mencionados (Figura 13).

Al producto del tipo Panela, se le determind una concentracion de 0.25
mg de campesterol por cada 100 g (BS); valor incomparable estadisticamente

por falta de muestras del mismo tipo de queso.

Para los quesos del tipo Feta, los resultados indicaron similitudes
estadisticas (P>0.05), al registrarse concentraciones de 0.34, 0.28, 0.27 vy
0.26 mg/100g, respectivamente para los quesos identificados como Rancho

Vista Alegre, Castevell, Lanzarote y Bon Rennés respectivamente (Figura 13).

El contenido de estigmasterol se registr6 en menores proporciones
respecto al B-sitosterol, pero en mayores respecto al campesterol, siendo el
valor promedio para los quesos clasificados dentro del tipo Sainte-Mauré con
0.58+0.12 mg/100g, para el tipo Panela de 0.46+0.030mg/100g y para el tipo
Feta de 0.441£0.212 mg/100g de producto (Anexo XI.6).

Especificamente el producto comercial identificado como Diane registro
una concentracion de 0.80 mg/100g de queso, siendo el valor mas alto y siendo
estadisticamente diferente (P>0.05) en relacién al producto identificado como
La Parroquia de Xico, el cual con una concentracion de menos de la mitad

registré un valor de 0.36 mg/100g (Figura 14). Por su parte, registraron valores
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mg/100g queso
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RESULTADOS
Figura 14. Contenido de estigmasterol (mg/100g base seca) en quesos de

leche de cabra manufacturados en México.
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RESULTAOS
sin diferencia estadistica significativa (P>0.05) frente al queso denominado

Diane, los productos identificados como Romandie (0.74 mg/100g), Notre
Dame (0.70 mg/100g), La Texana (0.65 mg/100g), Gourmand (0.63
mg/100g), Laclette (0.61 mg/100g), Caprina (0.59 mg/100g), Lanzarote (0.60
mg/100g), Castevell (0.60 mg/100g), Rancho Vistalegre (0.59 mg/100g),
Montchevré (0.58 mg/100g) y Chateau Blanc (0.57 mg/100g). Los productos
identificados como Le Blanc (0.53 mg/100g), EI Queso de Cabra (0.50
mg/100g), Bon Rennés (0.47 mg/100g), Carol (0.43 mg/100g) y Mikonos (0.40
mg/100g) no presentan diferencia estadistica significativa entre ellos aunque si

respecto a los productos anteriormente sefialados.

En el queso de leche de cabra tipo Panela, denominado como Cabrero,
se registré6 una concentracion 0.46 mg de estigmasterol por cada 100g de
queso; valor no comparable estadisticamente con productos del mismo tipo por

falta de muestras (Figura 14).

En los quesos del tipo Feta, se registraron concentraciones de 0.690,
0.530, 0.276, 0.244 mg/100g (BS) para los productos identificados como
Rancho Vistalegre, Lanzarote, Castevell y Bon Rennés, respectivamente; el
primer y segundo producto mostraron una diferencia significativa (P>0.05) entre
si y frente a los dos productos restantes; en los cuales las concentraciones de
estigmasterol resultaron similares estadisticamente (P>0.05) entre si (Figura
14).

VI.2 DETERMINACION DE COLESTEROL EN QUESOS DE LECHE DE
CABRA MANUFACTURADOS EN MEXICO

De manera complementaria se determind la cantidad de colesterol
presente en las muestras nacionales de quesos de leche de cabra analizados;
siendo el valor promedio en miligramos por cada cien gramos de producto en
base seca, para los quesos tipo Sainte-Mauré de 102.22+11.83, para el tipo
Panela de 86.98+4.53 y para el tipo Feta de 97.72+17.00. Dentro de la primera

clasificacion, el producto comercial identificado como Castevell fue el que

56



RESULTADOS
Figura 15. Contenido de colesterol (mg/100g base seca) en quesos de

leche de cabra manufacturados en México.
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Literales distintas indican diferencia estadisticamente significatia (P>0.05).
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RESULTADOS
presentoé la mayor cantidad de colesterol (122.493 mg/100g); anteponiéndose

a los productos identificados como Gourmand (118.25 mg/100g), Bon Rennés
(106.10 mg/100g), Laclette (114.24 mg/100g), Romandie (113.57 mg/100g),
Diane (108.52 mg/100g), Notre Dame (106.10 mg/100g), La Texana (105.95
mg/100g), Le Blanc (103.01 mg/100g), Mikonos (102.43 mg/100g), Caprina
(97.65 mg/100g), Rancho Vistalegre (97.30 mg/100g), Lanzarote (95.13
mg/100g), El Queso de Cabra (93.15 mg/100g) y Chateau Blanc (92.43
mg/100g), los cuales no registraron una diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) entre si. Con menores concentraciones y estableciendo
una diferencia significativa (P>0.05) respecto al resto de las muestras, se
encontraron los productos identificados como la Parroquia de Xico, Montchevré
y Carol con valores de 85.93, 82.90 y 82.44 mg/100g respectivamente (Anexo
X1.6).

El representante del tipo Panela, el queso identificado como Cabrero
registré un contenido total de 111.57 mg de colesterol en 100g de queso, valor
no comparable estadisticamente por falta de mayor numero de muestras del

mismo tipo de queso (Figura 15).

Por su parte, de los quesos del tipo Feta, el producto identificado como
Lanzarote presenté mayor contenido de colesterol con 113.27 mg/100g; siendo
estadisticamente semejante al queso denominado como Rancho Vistalegre, del
cual se registr6 una concentracion de 111.57 mg/100g. Los productos
identificados como Castevell (83.87mg/100g) y Bon Rennés (82.16 mg/100g
de queso) son similares entre si estadisticamente (P>0.05) aunque diferentes a

los dos anteriormente mencionados (Figura 15).

VI.3 DETERMINACION DE LiPIDOS TOTALES EN QUESOS DE LECHE DE
CABRA MANUFACTURADOS EN MEXICO

La cuantificacion del contenido total de lipidos también fue realizado de

manera complementaria. El valor promedio para dicha determinacion, en los
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Figura 16. Contenido de lipidos totales (g/100g base seca) en quesos de

leche de cabra manufacturados en México.
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quesos de leche de cabra tipo Sainte-Mauré fue de 45.63+6.25 g/100g

demuestra; para el tipo Panela de 26.49+0.41 g/100g y para aquellos del tipo Feta
de 46.04+5.18 g/100g.

Individualmente el producto identificado como Rancho Vistalegre registré la
mayor concentracién de grasa con 53.80 g/100g respecto al resto de los productos
tipo Sainte-Mauré, sin embargo no presentdé una diferencia significativa (P>0.05)
frente a las muestras del mismo tipo identificadas como La Parroquia de Xico
(53.20 g/100g), Chateou Blanc (52.85 g/100g), Carol (52.58 g/100g), Notre Dame
(51.5 g/100g), La Texana (51.3 g/100g), Montchevré (49.01 g/100g), Laclette (46.47
g/100g), Gourmand (45.30 g/100g), Castevell (45.03 g/100g), Lanzarote (44.80
g/100g), El Queso de Cabra (42.83 g/100g), Le Blanc (42.473 g/100g), Caprina
(42.44 g/100g) y Bon Rennés (41.86 mg/100g), semejantes estadisticamente
(P>0.05) entre si, pero diferentes a las muestras identificadas como Diane (37.90
g/100g), Romandie (35.34 mg/100g) y Mikonos (35.06 g/100g), las cuales presentan

valores menores a los anteriormente mencionados (Anexo XI.6).

El queso identificado como Cabrero, del tipo Panela, presentd 26.49 g/100g
de muestra y no fue comparable estadisticamente por falta de muestras del mismo

tipo.

De los quesos tipo Feta, el dominado Bon Rennés fue en el que se registro
una mayor concentracion de lipidos totales, advirtiéndose una diferencia estadistica
significativa (P>0.05) respecto al resto de los quesos de este tipo, al presentar
53.22 g/100g de muestra (BS). El queso identificado como Lanzarote, registré una
concentracion menor, respecto al anteriormente mencionado, con un valor de 46.46
g/100g, siendo estadisticamente diferente al resto de las muestras analizadas. Los
restantes productos identificados como Castevell y Rancho Vistalegre no
presentaron diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre ellos aunque si frente
a los anteriores, al registrarse concentraciones de 42.37 y 42.11 g/100g
respectivamente (Figura 16).
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VII. DISCUSION

Los aceites vegetales, las frutas y hortalizas son tradicionalmente elementos
donde los fitoesteroles estan presentes de forma natural. Sin embargo, en alimentos
de origen animal estos compuestos bioactivos también pueden presentarse; hecho
comprometido a la influencia de los componentes de los alimentos ingeridos por el
animal. El presente estudio pretendié determinar el contenido de algunos de éstos
compuestos en una matriz lactea, con el fin crear base de datos que pueda
proporcionar ademas de una informacion veraz, alternativas en relacion al consumo
de productos funcionales tales como el queso de leche de cabra (Bonilla, 2005;
Fuentes, 2009; Pérez, 2009).

Al pretender conocer especificamente el contenido de algunos elementos
biofuncionales en alimentos de origen animal; como es el queso de leche de cabra,
se han realizado diferentes estudios complementarios en el Instituto de Nutricion y
Ciencias Médicas “Salvador Zubiran”, donde se ha analizado el contenido de acidos
grasos y de acido linoleico conjugado (Fuentes, 2009), el contenido de acidos
hidroxicinamicos, compuestos fendlicos y flavonoides (Pérez, 2009) y en el presente
trabajo el contenido total de fitoesteroles, analisis realizados con productos

comerciales manufacturados en México.

La determinacion de esteroles vegetales se llevo a cabo a través de
cromatografia de gases precedida de la extracciéon lipidica. Como se puede
observar en la seccion de resultados, en todas las muestras analizadas se registro
la presencia de fitoesteroles. Concretamente el B-sitosterol fue detectado en
mayores proporciones respecto al campesterol y estigmasterol. La interrogantes
después de dichas determinaciones son las razones por la cuales estos
compuestos fueron identificados, si estan presentes de forma natural al resistir el
proceso de biohidrogenacion en el rumen, transfiriéndose desde el torrente
sanguineo hasta en la glandula mamaria para ser excretados en las fase grasa de
la leche y permanecer atrapados en la red tridimensional formada por precipitaciéon

de las proteinas en la cuajada del queso, O bien, viéndose
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DISCUSION
involucrada la mano del hombre al adicionar grasas vegetales en la elaboracion

del lacteo; hecho que no seria contraproducente a nivel nutricional pero que

involucraria una adulteracion al producto (Nom-121-SSA1-1994).

La legislacion internacional (Codex Alimentarius de la FAO/OMS), como
criterio para la determinacion de la naturaleza de una muestra lipidica y la
verificacion de la adulteracion de un producto con grasa no lactea, establece que el
analisis del perfil de acidos grasos debe ser el caracteristico; la relacion de los
acidos grasos C14/C16 debe ser mayor de tres y finalmente el analisis de esteroles
debe mostrar ausencia de fitoesteroles 6 trazas de grasa vegetal. Respecto a este
ultimo aspecto, la legislacion no es clara, pues aun falta definir en base a una
recopilacion de datos veraces, especificaciones que indiquen la cantidad de
esteroles vegetales presentes de manera natural en grasas de origen de animal.
Mediante estudios como este, estos parametros cuantificables pretendieron
establecerse, en este caso, en quesos de leche de cabra manufacturados en

México.

Aunque se consideraba como limitante para la determinacién de fitoesteroles
en matrices lacteas la composicion ya conocida de la fraccion grasa, donde el 99%
segun Fraga et al., 2000, corresponde a mono, di y triglicéridos y tan solo el 1%
sobrante, se refiere a los esteroles, de los cuales, 2% corresponden a los
fitoesteroles y el resto al colesterol (Goudijil et al., 2002); las nuevas inquietudes en
virtud del conocimiento de alternativas al consumo de alimentos funcionales han
provocado el desarrollo de tecnologia, gracias a la cual se pueden cuantificar
sustancias en concentraciones practicamente despreciables. Debe resaltarse el
hecho que los componentes funcionales son activos en los organismos vivos en
minimas proporciones y que éstos se encuentran presentes en infinidad de
productos alimentarios y la suma en la ingesta diaria es la resultante de los
beneficios que pudiesen ser destacados; como es en el caso de fitoesteroles, los
cuales presentan biodisponibilidad desde 150 mg (Ostlund et al., 2002) ademas de
propiedades para reducir la concentracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
en plasma (Heinneman, 1986; Westrate et al., 1998; Volger et al., 2002; Platy
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Mensink, 2000; Plat yMensink 2001; Mensink et al., 2002; Plat y Mensink 2002;

Nauman et al., 2003; Valenzuela, 2004; Palt y Mensink, 2005; Plat et al., 2006;
Weingatner et al., 2009), conjuntamente a la funcion de actuar como agente
anticancerigeno (Lowe y Ku, 1996; Awad 2007;) o cualquier otro efecto que pudiese

presentar un impacto benéfico en el individuo.

A pesar de que la metodologia aparentemente no presentaba complicaciones
en su procedimiento y articulos precedentes sustentan la técnica (Toivo et al., 1998;
Fraga et al., 2000; Abidi, 2001; Contarini et al., 2002; Du M. y Ahn D.U., 2002;
Fernandes y Cabral, 2006; Lagarda et al., 2006), en la realidad se presentaron
algunas dificultades. En general, el principal problema en el aspecto metodoldgico
se baso en la gran cantidad de etapas para realizar la totalidad de la técnica
establecida; pues como mencionaron Normén et al., en 2006 “multiples etapas en la
técnica experimental pueden incrementar la pérdida de muestra a analizar’; ademas
de que las transvasiones entre tubos y finalmente a viales, pueden perjudicar la
cuantificacion, revelando un decremento importante en la concentracion de la o las
sustancias que se desean cuantificar, ya que se encuentran en minimas

proporciones.

Otra de las etapas criticas fue establecer la necesidad de utilizar una
extraccion de lipidos totales previa a la saponificacion, pues aunque algunos
autores sostienen la saponificacion directa como una alternativa donde puede
ahorrarse tiempo, energia y reactivos (Du y Ahn, 2002) por la compleja composicion
del queso de leche de cabra, la extraccion de lipidos totales fue necesaria como
Keenan y Dylewiski desde 1995 lo propusieron (Anexo XI.2).

Por otra parte, como mencion6é Houbbard (1977) “La polaridad del solvente utilizado
afecta la cantidad o el tipo de solvente extraido” por lo que se debid establecer
adecuadamente el solvente adecuado para la extraccidén; experimentalmente se
utilizé la mezcla cloroformo etanol (1:1) como solvente, pues ademas de extraer la
fraccion lipidica donde se encuentran los fitoesteroles, estudios previos
demostraron un mayor indice de recobro, comparacion frente al empleo de etil-eter
(Houbbard,1977; Toivo et al., 1998).
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Posteriormente como propusieron Toivo et al., en 1998 la fraccion

insaponificable se extrajo con solventes organicos no polares en este caso hexano.

La identificacion de los picos en el cromatdgrafo de gases no fue sencilla,
pero después de probar con diferentes temperaturas, tipos y longitudes de pelicula
se logro finalmente una separacion adecuada de cada pico identificado para cada
fitoesterol en el cromatograma, al establecer el uso de una columna DBS5
(metilpolisiloxano 95%) con diametro de 0.25 mm y 1 ym de pelicula, pues como
aseveraron Normén et al. (2007) “La polaridad y capilaridad de la columna,
ademas de la longitud y el diametro interno son imprescindibles para lograr una
adecuada determinacion de los elementos buscados”. Hecho aunado al tratamiento
de la muestra, ya que previamente esta fue sometida a una derivatizacion con
TMCS + BFTA (trimetil clorosilanos en bis-trimetilsilil- trifluoroacetamida) reactivo
que intercambid los hidrégenos activos presentes en las moléculas de los esteroles,
por grupos trimetil clorosilanos, provocando un aumento en la polaridad y por tanto

una mayor definicién de picos al observar el cromatograma (Anexo XI.3).

La cantidad de fitoesteroles totales determinados oscilé en un rango de 4.83
y 2.18 mg/100g (BS) de queso de leche de cabra, valores que concuerdan con lo
indicado por La Norma Técnica Obligatoria Nicaragliense 03 042 — 02 (en
ausencia de una normatividad a nivel nacional) donde se menciona “El queso
debera mostrar ausencia de fitoesteroles (trazas de grasa vegetal)’; en este
estudio se les consider6 como traza a los valores reportados para los esteroles
vegetales pues se registraron en minimas concentraciones (practicamente
despreciables) respecto al colesterol, el cual se registré entre los 122.493 y 82.447

mg/100g (BS); por lo que se les reconoce su presencia de manera natural.

Por otra parte, al ser este el primer estudio que pretende cuantificar esteroles
vegetales en quesos, no es posible establecer puntos de comparacién de los
fitoesteroles para la misma matriz lactea; pero tomando encuenta la referencia
que establecieron Contarini et al. (2002) de la presencia de B-sitoesterol en rangos
de 1.7 a4.5 mg/100g en grasa de leche, trasformando estos valores en fracciones
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DISCUSION
equivalentes considerando que el queso de leche de cabra presenta un promedio

de 45% (BS) de fraccidn lipidica, se podria decir que en el queso, el B-
sitosterol se determinaria en concentraciones de 0.76 a 2.02 mg de por cada 100g
de producto (BS); siendo que en este analisis experimental se registraron valores
promedio a los 2.26 mg de B-sitosterol por cada 100 g de queso de leche de cabra;

lo que concuerda numéricamente con la referencia anteriormente citada.

Por su lado, Maduko y Park (2007) también se dieron a la tarea de
determinar los esteroles, entre otros componentes, en un analisis proximal a la
leche de cabra. El unico fitoesterol reportado fue el B-sitosterol (al ser el esterol
vegetal mas abundante) estimando un valor de 0.4 mg por 100g de leche de cabra;
considerando un rendimiento quesero del 16% (Oliszewski et al., 2002) el contenido
de B-sitosterol en el queso seria de 2.5 mg/100g; rango nuevamente similar al valor
promedio determinado en este estudio; que correspondid como anteriormente se
mencioné a 2.6 mg/100g (BS). Desafortunadamente no fue posible establecer
relaciones mas cercanas y certeras concernientes a los fitoesteroles en fuentes
alimentarias de origen animal; sin embargo, este tipo de datos si se pueden
localizarse con relativa facilidad en alimentos de origen vegetal como es el caso
siguiente:

Cuadro 13. Contenido de B-sitosterol en diferentes productos de origen vegetal
(Massimo et al., 2004)
mg B-sitosterol /100g producto (BS

aceite de soya 221
aceite de oliva 176
almendra 143
Col 140
manzana 120
Nuez 117
aceite de coco 91
Pera 80
coliflor 80
aceite de palma 49
zanahoria 46
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Como puede apreciarse en el Cuadro 13 los valores oscilan en un amplio

rango de 46 mg hasta 221 mg (BS); comprobando el hecho de que las
concentraciones registradas en queso (2.26 mg/100g) son practicamente

despreciables en comparacion a las registradas en estos alimentos.

Por otra parte, se reportan concentraciones de campesterol y estigmasterol

en mg por cada 100 gramos, como se observa a continuacion:

Cuadro 14. Contenido de campesterol y estigmasterol en diferentes productos de

origen vegetal (Massimo et al., 2004).

campesterol estigmasterol
mg/ 100g (BS) mg/100g (BS)
aceite de soya 47 47
col 40 ND
coliflor 30 20
aceite de palma 10 6
manzana 10 ND
zanahoria 6.6 20
nuez 6.5 ND
aceite de coco 6 14
aceite de oliva 6 2
almendra 54 3.1
pera ND ND

Resalta el hecho de no haber sido detectados fitoesteroles en frutas, como
la pera; mientras que en todas las muestras de queso de leche de cabra si fueron
identificados, esto puede deberse a que el estudio realizado por Massimo et al.
(2004) no se ejecuté en base a materia seca, por lo las conversiones pertinentes
(de base humeda a seca) aqui reportadas para sustentar la comparacion fueron
hechas por este autor. Puede explicarse, que por el alto contenido de humedad en
los vegetales (80-95% segun Watt, 1975) la determinacién de la concentracion de

estos esteroles vegetales no pudo establecerse al estar dispersos en un gran
volumen.
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Asi mismo, las concentraciones reportadas en semillas, en comparacion con

las determinaciones realizadas para los quesos son valores diez veces
mayores; por ejemplo en la almendra se reportan 5.4 y 3.1 miligramos de
estigmasterol y campesterol respectivamente (BS); mientas en el queso de leche de
cabra se registr6 una concentracion promedio de 0.49 y 0.27 mg/100g (BS)
respectivamente. Es decir, que por su origen animal es infalible el hecho de que en
quesos se encuentren fitoesteroles en concentraciones minimas, adecuandose la
premisa de que en los quesos analizados no fue adicionada ninguna clase de aceite

vegetal.

Experimentalmente se calculé que del 100% de fitoesteroles determinados,
el 72.9% corresponde a [-sitosterol, el 15.8% a estigmasterol y el 11.3 % a
campesterol; datos comparables con Normén et al., en 2007 donde se reportd en
forma de porcentaje el contenido total de fitoesteroles en alimentos manufacturados
en Alemania y Suiza, siendo los resultados similares, al ser el B-sitoesterol el
esterol vegetal mas abundante con un 60%, siguiéndole el campesterol en un 24%,
el estigmasterol en un 7%, y finalmente otros como el 5-avenasterol en un 5%, el
brasicasterol en un 3%, el B-sitoestanol en un 1%, primordialmente. Los datos
reportados por Normén et al. (2007) se refieren a valores promedio dados de la
suma de variedad de productos comerciales, mientras que en este caso solo se
estd tomando en cuenta una matriz lactea, el queso de leche de cabra. EI -
sitosterol es sin duda el esterol vegetal mas abundante, mientras que el segundo
lugar por abundancia depende de la matriz alimentaria, compitiendo tanto el
campesterol como el estigmasterol. Por otro lado, debe tomarse en cuenta que el
100% dado en este estudio se enfoco solo a la suma de B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol mientras que para Normén et al. (2007) se aunaron una mayor

cantidad de esteroles vegetales a la suma del cien por ciento.

Las determinaciones parecen hacerse aun mas veraces al momento de
comparar el contenido de lipidos totales, registrado experimentalmente en este
trabajo respecto a datos reportados en la literatura y en las etiquetas de las marcas

comerciales analizadas, donde las variaciones son minimas siendo
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para este estudio un valor promedio de 45.63+6.26 g/100g base seca (BS) de

contenido graso para el queso tipo Sainte-Mauré, en comparacion a los 48.44+5.09
g/100g (BS) de la determinacion sustentada por Fuentes (2009); y conforme a los
47.90+5.02 g/100g del promedio de valores reportados en etiquetas de quesos de

leche de cabra del tipo Sainte-Mauré del mercado nacional.

La determinacion de lipidos totales mostré valores ligeramente superiores en
los quesos tipo Feta con una concentracion de 46.02+5.18 g/100g (BS); valor
comparable tanto con el reportado por Fuentes (2009) de 47.68+3.26 g/100g vy el

mencionado en las etiquetas, al calcularse un promedio de 50.11+4.76.

El queso tipo Panela es el menos representativo estadisticamente por la falta
de una mayor cantidad de muestras a analizar, pero no puede dejarse de
mencionar que muy pocas variaciones fueron registradas entre el analisis realizado,
las anteriores determinaciones y los datos reportados en el producto; es este
estudié se registr6 una concentracion de 26.49+0.41 g/100g; Fuentes en 2009
reporté 27.0+0.8 g/100g y en el etiquetado se documentaron 28.31 g/100g. El
menor contenido lipidico en los quesos tipo Panela es debido a la técnica de
fabricacion donde gran cantidad de agua libre queda inmersa en red proteica de la

cuajada.

Existen ademas otros multiples escritos que sustentan el analisis al
contenido graso en muestras de leche de cabra, pero no son precisamente
productos nacionales y conociendo que el contenido graso de la leche varia
respecto a la zona geografica (Arbiza y Lucas, 2001) con el afan de no divagar en la
informacion presentada, parece para este autor ser suficientes las tres
comparaciones aqui mencionados para advertir el que en diferentes tiempos y
espacios las cantidades encontradas para la misma incognita son semejantes; sin
embargo, logra advertirse la minima tendencia de disminuir la cantidad total de
lipidos al paso del tiempo, ya que el presente estudio al ser el mas reciente,
presenta un menor contenido(no significativo) en concentraciones de grasa total,

respecto al resto de las determinaciones mencionadas.
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Al ser el colesterol una sustancia lipidica que ha cobrado gran relevancia a
nivel mundial debido a las numerosos problemas a la salud publica en los que se ha
visto involucrado, se ha tratado de minimizar mas no anular su ingesta;
registrandose tanto en base de datos como en etiquetas el contenido total presente
en diversos alimentos; no es excepcion en este estudio su determinacion. El
contenido de colesterol en quesos de leche de cabra en el tipo Sainte-Mauré
presentd un valor promedio de 102.22+11.83 mg/100g (BS), mientras que Fuentes
(2009) reportd 141.28+14.97 mg/100g (BS); en tipo Feta el promedio de este
analisis estuvo dado alrededor de los 97.72+17 mg/100g (BS) y en tipo Panela de
los 86.98+4.53 mg/100g (BS); mientras que Fuentes (2009) registrod
concentraciones de 111.98 mg/100g y 100.78t 6.11 mg/100g respectivamente.
Para otros autores como Galina et al. (2007) y Park et al. (2007), el valor promedio
(no indicando el tipo de queso leche de cabra) lo establecieron alrededor de los
145.79 £ 12.58 mg/100g y de los 148.05+ 15.6 mg/100g respectivamente para cada

grupo de autores.

Se distingue el hecho de que entre las determinaciones de Fuentes (2009)
Galina et al. (2007) y Park et al. (2007) y las del presente estudio el valor obtenido
para el colesterol resulte menor (15-30%). Puede suponerse que esto sea debido a
las respectivas variaciones del método que cada uno de los analistas realizé en su
técnica; ya que por ejemplo la temperatura a la cual se sometié la saponificacion fue
diferente entre el estudio que Fuentes (2009), quien sometié sus muestras a una
saponificacion directa a 72°C, mientras que en este estudio se saponificé a 60°C.
Estas variaciones estuvieron dadas debido a que el objetivo de determinacién no
fue el mismo, debiendo variar condiciones con el fin de recobrar sustancias
distintas. Otra razén a la cual pueden deberse estas variaciones es al hecho de la
extraccion previa de la fase lipidica, la cual se realizé en este estudio y no en el de
Fuentes (2009), ni el de Galina et al. (2007), ni en el de Park et al. (2007). Asi
mismo pudiera asumirse que la oxidacion del material graso pudiera

impactar en la disminucion de la cantidad total de esteroles presentes en la
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DISCUSION
muestra,pues como anteriormente se menciond estas determinaciones son las

terceras destinadas a las mismas muestras comerciales; que aunque han sido
almacenadas en congelacién (-18°C); como mencionaron Sanchez et al. (2001), “A
través del tiempo la composicion del alimento cambia, por diversas
transformaciones fisicoquimicas dadas por la interaccién de los componentes en la

matriz”.

Al ser un analisis complementario la determinacion de colesterol para esta
investigacion y no la variable fundamental; esta incognita se ignoro relativamente
para dar prioridad a la determinacion de los fitoesteroles, aunque se continua
analizando el método en funcidén de incrementar la acertividad en la determinacién
del colesterol. De aqui el uso cauteloso de la informacion que aqui se proporciona,
pues aunque los valores reportados son veraces en el momento del analisis; en
futuras determinaciones estos pueden alterarse por diferentes factores. Ademas del
ya mencionado, tiempo de almacenamiento, deben tomarse en cuenta otros
precedentes como son, factores agronémicos (clima, suelo, agua, altura, longitud)
de alimento consumido por los rumiante y factores tecnolégicos, como los sistemas

de extraccion del material lipidico.
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VIlIl. CONCLUSIONES

Después de establecer una metodologia a través de Cromatografia de
Gases, precedida de una extraccion lipidica, la respectiva saponificacion y
derivatizacion con trimetilclorosilanos, se realizo la determinacion de fitoesteroles

en quesos de leche de cabra manufacturados en México

El B-sitosterol fue el esterol vegetal, mas abundante presente en quesos de
leche de cabra, independientemente del tipo (Sainte-Mauré, Panela o Feta) se
registré en cantidades que oscilaron desde los 1.42 hasta los 2.80 mg por cada
100 g de producto en base seca (BS); con un valor promedio de 2.26 mg/100g

(BS); lo que representd un 72.87% del total de fitoesteroles en la muestra.

El estigmasterol fue el segundo esterol de mayor abundancia y se encontré
en concentraciones entre 0.36 y 0.80 mg/100 g de queso (BS); con un valor
promedio de 0.49 mg por cada 100g (BS), lo que representd el 15.83% del total de

fitoesteroles determinados en la muestra.

El campesterol fue el tercer fitoesterol determinado en las muestras
analizadas. Registré concentraciones entre 0.27 mg/100g y 1.22 mg/100g (BS),
donde el valor promedio fue de 0.35 mg/100g (BS), lo que ascendi6é a un 11.28%

del contenido total de esteroles vegetales.
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IX. SUGERENCIAS

Con base a los resultados de este estudio, se propone el consumo de
quesos de leche de cabra como parte de una dieta balanceada, ya que la
presencia de fitoesteroles en ésta matriz aunada a la presencia en otros alimentos,
puede contribuir a la ingesta diaria recomendada; impactando positivamente sobre
la salud del consumidor, al reducir los niveles de lipoproteinas de baja densidad

(LDL) en el plasma.

Por otra parte, la alimentacion de los rumiantes es indiscutiblemente la
razén directa que avala la determinacion de estos compuestos de forma natural;
por lo que la busqueda de fuentes alternativas de alimentacion animal, en zonas
de pastoreo a través de diversas semillas arbdreas, permitira obtener alimentos

que reflejen desde su origen la presencia de agentes funcionales.
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XI. ANEXOS

ANEXO XI.1 Diagrama de determinacion de fitoesteroles por
cromatografia de gases.

Pesar 3 g de Queso

Agregar 10

cloroformo-etanol (1:1)

mL de

Y

Y

Agitar vigorosamente

de sodio

Filtrar con papel filtro wathaman y sulfato

Agregar 10 mL de cloroformo-
etanol (1:1)

A 4

Dejar reposar 24 h

Agitar vigorosamente

l

A\ Adicionar 10 mL de
Colectar el filtrado en tubos Evaporar a flujo de Pesar el tubo, con la la sol.
previamente pesados » nitrogeno gas a 60°C. P grasa seca P Saponificadota a la
grasa seca
A 4
Reposar 15 horas [« Agregar 10 mL Agregar 5 mL de Incubar en hielo Incubar a 60°C ,
de agua < hexano < 10 minutos < lhora
desionizada
A 4
Centrifugar 10 minutos P Separar porcion Evaporar a sequedad Agregar 200 pL de
23500 rpm insaponificable » con flujo de N a 60°C P piridina
¥ny.ec.tar estandares ' ' Incubar Agregar 100 pL de
individualmente + estindar [« Transferir a un vial < o < BSTFA+ TMCS
interno (EI) 1 hora a 60°C

Inyectar 3 pL al
cromatografo de
gases.

Realizar los célculos
correspondientes

v
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ANEXOS

XI. 2 VALIDACION DEL METODO

Para corroborar la eficiencia del método se monitore6 cada etapa del
proceso con el fin de identificar la presencia de los esteroles al paso de cada fase.
De forma cualitativa este monitoreo se realizd a través de cromatografias de capa
fina (CCF) para que al final la cuantificacion de los fitoesteroles se llevara a cabo a
través de cromatografias de gases (CG). Se utilizd como muestra estandar
aguacate (Persea americana) liofilizado, pues estudios previos lo avalan como

fuente de fitoesteroles (Pescador, 2007).

PRIMERA ETAPA. EXTRACCION DE LA GRASA.

Se determin6 que esta etapa era esencial en el proceso pues de obviarse
no se logran definir y por tanto identificar los fitoesteroles en el comatograma
obtenido de la CG. Para la extraccion se utilizdé cloroformo, etanol 1:1; mezcla en
la cual la fase lipidica fue soluble; después del reposo de la muestra de la matriz
alimentaria en la mezcla por 24 horas en agitacion (condiciones para eficientar la
extraccion), la fraccidon lipidica se corridé por capa fina junto con estandares
comerciales (Sigma Chemical) de B-sitosterol y estigamasterol. Las condiciones
para CCF fueron las siguientes, la fase eluyente estuvo compuesta de hexano,
diclorometano y acetato de etilo (8:1:1), después de eluir y secar la cromatoplaca
se reveld usando sulfato cérico. Finalmente la cromatoplaca mostré la presencia
de esteroles, aunque también se advirtieron diversidad de otros multiples

componentes.

Figura 17. Cromatoplaca en capa fina obtenida después de la
extraccion lipidica

1 2 3 4 1. estandar B- sitosterol
2. estandar estigmasterol
3. fraccién lipidica del queso
4. fraccion lipidica del aguacate
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ANEXOS
SEGUNDA ETAPA. SAPONIFICACION

El extracto etéreo obtenido de la primera etapa se sometid a una
saponificacion con una mezcla de KOH al 33% y etanol (94:6), 60 minutos a 60°C,
al término de ésta, se extrajeron con un solvente organico de la misma polaridad
(hexano) los esteroles y después de la evaporacion del solvente se observo que
las muestras de queso (carriles 1y 2) presentan el mismo frente de referencia (rf)
que los estandares, lo que significo que los esteroles fueron extraidos al continuar
presentes después de la saponificacion. La fase movil se compuso de hexano,

diclorometano y acetato de etilo (8:1:1),

Figura 18. Cromatoplaca en capa fina obtenida después
de la saponificacion
1.queso saponificado
2. queso saponificado
3. aguacate saponificado

4. estandar B-sitosterol
5. estandar estigmasterol

1 2 3 45

TERCERA ETAPA. SILILACION

En esta etapa a nivel molecular se cambiaron los hidrogenos activos de los
esteroles por grupos trimetilsillo (CH3)3)Si); lo que provocd reduccion de la
polaridad del compuesto, mejorando la separacion, incrementando la estabilidad
térmica, la volatilidad y el limite de deteccion de los fitoesteroles en el
cromatograma obtenido del CG. Como solvente aprético y catalizador se utilizd
piridina. La Figura 18, muestra la sililacién tanto de los estandares como de la
muestras de queso y aguacate.
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ANEXOS
La sililacion se llevo a cabo exitosamente advirtiéndose una sola franja, de

la cual se advierte un aumento de polaridad pues eluye una mayor distancia en
comparacién con las mimas muestras no sililadas. La fase moévil se compuso de

hexano, diclorometano, acetato de etilo (9:0.5:0.5).

Figura 18. Cromatoplaca en capa fina obtenida después de la sililacion

. estandar de colesterol

. estandar de B-sitosterol

. estandar de estigmasterol

. colesterol sililado
.estigmasterol sililado

. queso sililado

. aguacate sililado

NOOaABRAWN -

1234 5 617

CUARTA ETAPA. CROMATROGRAFIA DE GASES

Después de la sililacion, se inyectd la muestra en el cromatégrafo, bajo las
siguientes condiciones:

Inyector: 320 °C

Detector: 320 °C

Columna: 3m DB5, diametro interno de 0.25mm; 1um de pelicula.
Tiniciar: 100 °C en aumento 30°C/minuto.

Trinal: 320 °C.
Figura 19. Cromatograma (CG) obtenido de la Figura 20. Cromatograma (CG) obtenido
de la Inyeccién de la muestra de queso. la inyeccion de la muestra de aguacate.

1. a-5-colestano
2. colesterol
3. campesterol
4. estigmasterol
5. B-sitosterol
1 234 5 1 2 345
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ANEXOS
Los tiempos de retencion de los picos que se registraron en el cromatégrafo

para las muestras de queso y aguacate, corresponden con los con los picos
determinados en el mismo tiempo de retencidon de los estandares, por lo que se
corrobord que el método es efectivo al extraer fitosteroles independientemente de
la matriz alimentaria utilizada. La cuantificacion se realizd mediante una

calibracion del equipo y las curvas patron utilizadas se detallan a continuacién.

X1.3 CURVAS PATRON

X1.3.1 B-sitosterol

y=1.0082x + 0.0053
1 4 R?=0.9997

09 4
0.8 4
0.7 4
06 -
0.5 4
04 4
0.3 4
02 4
0.1 4

tamarnio del pico (volts)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

cantidad del estandar (mg)

X1.3.2 Estigmasterol

. y = 0.9796x - 0.0099
R?=0.9987
09 -

08 1
07 4
06 4
05 4
04 -+
03 4
02 4
0.1 4

tamaiio del pico (volts)

0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

cantidad del esandar (mg)
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tamano del pico (volts)

tamaio del pico (volts)

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

0.2
0.1

X1.3.3 Campesterol

y =0.9599x + 0.0133

ANEXOS

R?=0.9976
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
cantidad del estandar (mg)
X1.3.4 Colesterol
y = 0.9292x - 0.0048
R2=0.9997
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

cantidad del estandar (mg)
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ANEXOS

Xl.4 CROMATOGRAMA CROMATOGRAFIA DE GASES

X1.4.1 Cromatograma obtenido de la muestra de tipo Sainté-Mauré de leche de

VOLTS

cabra identificado por su marca comercial como Montchevré.

Informacion de la muestra

Nombre del proyecto: FITOESTEROLES
Nombre de la muestra: Q1 Montchevré
Rack:1 Vial: 1

Inyeccién: 3uL

Number | Name Time
retention
(min)

—_

o - colestano | 4.375

2 colesterol 5.804
3 campesterol 6.312
4 estugmasterol | 6.553
5 f - sitosterol | 6.778
2
3
4
5
TIEMPO (MIN)
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ANEXOS

Xl. 5. Contenido de humedad (g/100g) en quesos de leche de cabra

manufacturados en México (Fuentes, 2009).

Producto comercial Humedad (%)

Quesos del tipo Sainte- Mauré Montchevré 545+224
Notre Dame 58.6 £ 0.96

R. Vistalegre 60.3 £ 0.37

La Parroquia de Xico 50.9 + 1.58

Lanzarote 50.7 £ 2.82

Chateau Blanc 54.4 + 3.45

Carol 54.9+0.64

La Texana 58.6 £+ 0.56

Queso Caprina 57.4 £2.85

El Queso de Cabra 51.6 £0.57

Bon Rennés 52.6 £ 0.20

Castevell 52.9 +1.46

Mikonos 56.3+1.54

Le Blanc 52.8 £ 1.11

Laclette 54.8 £+ 0.45

Gourmand 54.5 £ 2.81

Romandie 58.2+1.10

Diane 58.4 £ 0.76

Queso del tipo Panela Cabrero 60.6 £ 1.02
Quesos del tipo Feta Bon Rennés 41.9+0.98
Rancho Vistalegre 494 +1.19

Lanzarote 51.0+£0.16

Castevell 50.0£0.15
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X1.6 Contenido de fitoesteroles en quesos de leche

de cabra manufacturados en México.

ANEXOS

Producto B-sitosterol Estigmasterol Campesterol
Comercial (mg/100g BS) (mg/100g BS) (mg/100g BS)

Montchevré 2.17+0.16 0.58+0.07 0.30£0.02
Notre Dame 2.67+0.22 0.70£0.03 0.92+0.03
R. Vistalegre 2.7310.14 0.59+0.02 0.41+0.03
La Parroquia 1.90+0.31 0.36+0.03 0.31+0.04
de Xico
Lanzarote 2.27+0.07 0.60%0.10 0.78+0.03
Chateau Blanc 2.64+0.12 0.57+0.02 0.39+0.3
Carol 2.311£0.08 0.44+0.02 0.37+0.02
La Texana 2.48+0.12 0.76+0.03 0.35+0.04
Queso 2.4040.08 0.61+0.04 1.22+0.03
Caprina

Quesos del (E:I Queso de 1.42+0.12 0.50+0.03 0.27+0.05

tipo Sainté- abra .

Mauré Bon Rennés 2.1740.09 0.47+0.03 0.59+0.10

Castevell 2.3910.07 0.60+0.03 0.67+0.07
Mikonos 1.641£0.10 0.41+0.02 0.55+0.02
Le Blanc 2.4110.07 0.53+0.05 0.51£0.03
Laclette 2.7410.06 0.63+0.03 0.34+0.01
Gourmand 2.6710.18 0.66+0.02 0.27+0.03
Romandie 2.8010.36 0.74+0.04 0.39+0.03
Diane 1.831£0.05 0.80+0.03 0.33+0.02

Queso del  Cabrero 1.7410.07 0.4510.02 0.24+0.02

tipo Panela
Bon Rennés 1.551£0.05 0.24+0.04 0.25+0.02

Quesos del Rancho 2.8810.07 0.69+0.02 0.34+0.04

tipo Feta  Vistalegre

Lanzarote 2.52+0.05 0.284+0.03 0.53+0.03
Castevell 1.5410.05 0.27+0.05 0.28+0.02
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