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PREFACIO

El camino te desafia y es un misterio pero,
al mismo tiempo que te hace preguntas,
también te brinda respuestas. Presta atencién
porque durante el trayecto adquieres experiencia
y descubres horizontes desconocidos, ademas
de plantearte nuevos interrogantes.

Inédito

La principal funcién de la dieta es aportar los nutrientes necesarios para
satisfacer las necesidades nutricionales de las personas, sin embargo, dia
a dia incrementan el numero pruebas cientificas que apoyan la hipotesis
de que ciertos alimentos, o algunos de sus componentes, tienen efectos
benéficos a la salud, gracias al aporte de los nutrientes basicos.

La ciencia de la nutricién ha evolucionado desde un concepto inicial
de "nutricion adecuada" hasta uno de "nutricion dptima" desarrollando
nuevos alimentos capaces de mejorar las condiciones fisicas, asi como
también reducir el riesgo de contraer ciertas enfermedades, lo que ha
ocasionado que recientemente, las investigaciones se hayan centrado mas
hacia la identificacion de componentes biolégicamente activos en los
alimentos.

El interés que despierta en los consumidores la relacién entre la
dieta y la salud, aumenta la demanda de informacion sobre los alimentos
funcionales. Los rapidos adelantos en la ciencia y la tecnologia de
alimentos, el aumento en los castos de los servicios de salud, los cambios
en la legislacion sobre el etiquetado de alimentos, una poblacion que

envejece y el aumento en el interés por lograr el bienestar a través de la
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dieta, son algunos de los factores que motivan a la industria de los
alimentos y a los investigadores para informar sobre los alimentos
funcionales y existen innumerables investigaciones cientificas confiables
que indican que los componentes de los alimentos estan relacionados con
los beneficios potenciales para la salud.

De un tiempo a esta parte. las leches fermentadas se vienen
presentando al pablico como productos especialmente saludables. por
considerarseles como vehiculos para el transporte de los probiéticos hacia
los consumidores. Sin embargo, en absoluto se trata de algo novedoso o
sorprendente porque esta caracteristica es bien conocida en el mundo
cientifico. Los microorganismos responsables de estos derivados lacteos
constituyen la base para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales. A
estos productos se les denomina alimentos probidticos, definiendo como
probidtico a "aquellos microorganismos vivos que se ingieren como
suplemento alimenticio y que tienen efectos positivos para los
consumidores al actuar sobre la microbiota intestinal”.

Dentro de los componentes funcionales, el &acido linoléico
conjugado se ha estudiado extensamente en Estados Unidos, Francia,
Japodn, ltalia y Noruega, generando mas incognitas sobre el mismo,
especialmente, en lo que se refiere a los mecanimos por los cuales
promueve la salud. Esta notoriedad e incremento en la informacion
cientifica sobre los beneficios del CLA no debe ser menospreciada por los
nutridlogos, ya que el CLA es un protector de la salud humana que se

encuentra naturalmente en los alimentos de origen animal (ruminates) y no



es una entidad quimica pura, sino que es una mezcla de isémeros de 18
carbonos con dos insaturaciones dobles. Por esto mismo, y dado que Ia
viabilidad de la industria lactea depende de la produccion de productos
que hagan frente a las demandas del consumidor, es importante realizar
estudios en donde se incremente el contenido del CLA.

Debido a lo expuesto anteriormente, el propésito de este trabajo fue
contribuir a la formacion de este compuesto en el procesamiento de
productos fermentados derivados de la leche a través del uso de bacterias
lacticas a las que se les atribuyen propiedades probicticas.

Se puede decir que el interés por el CLA, parte de la busqueda de
la informacion cientifica en bases de datos como el Current Contents, con
el uso del Endnote, Ebsco Host y/o Pubmed. Durante esta busqueda,
llamo la atencion el gran ndmero de articulos, revisiones, comunicaciones
cortas o notas técnicas con respecto al CLA, ya sea en el area de la
manipuiacion de las dietas de los animales, en el area de la salud
(describiendo los multiples beneficios que se le atribuyen e intentando
explicar sus posibles mecanismos de accion) o bien en el drea de la
tecnologia de los alimentos (cambios durante el procesamiento,
enriguecimiento, evaluaciones sensoriales, etc.).

Este proyecto empieza a gestarse con el acopio de la informacion a
través de ‘internet abierto, solicitud de la misma a los autores via email,
solicitud de informacion con conocidos en universidades del extranjero,
suscripciones a revistas por parte de la Universidad Juarez del Estado de

Durango, Universidad Auténoma de Chihuahua, suscripcion personal
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(como estudiante al J. Dairy Science) entre otros. Conforme se va
recolectando y leyendo la informacion, se van elaborando ensayos bajo
diferentes temas relacionados con el CLA con el objeto de adentrarse al
tema, lo que da origen al planteamiento de proyecto.

Con toda esta informacion, se advierte la dificultad para el andlisis
de acidos grasos, aunque se tiene la facilidad de contar con el equipo
recién adquirido por la Facultad de Ciencias Quimicas-UJED, el proceso
es laborioso y costoso, por lo cual se solicita apoyo financiero a Fundacién
Produce, Durango, A. C.

La realizacion de del proyecto fue complicada tanto por lograr el
dominio de las técnicas para la cromatografia (HPLC), preparacion de la
muestra y las tecnicas para diferenciar las bacterias lacticas, por ser
organismos dificiles de diferenciar ya que crecen en forma muy similar en
los diferentes medios de cultivo, asi como por el estilo de este nuevo
modelo educativo, mismo, que si bien favorece la formacion integral del
individuo, porque no se siguen las instrucciones especificas de un asesor,
sino que el propio estudiante es el encargado de establecer el problema,
gestionar la informacion, definir las variables y gestionar el apoyo, existen
muchos momentos en los cuales como estudiante no se sabe que decision
tomar. A pesar de todo esto, estoy plenamente convencida de las
bondades del modelo en relacion a la formacion de uno como profesional,
aunque es necesario ser responsable del avance de los estudios y

presentacion de productos escritos.



Este trabajo esta estructurado como una tesis en el modelo de
articulos cientificos, para lo cual se estan presentando dos articulos que
actualmente se encuentran en revision para su evaluacion por la Revista
Journal of Dairy Science y Agraria Nueva Epoca. Ademas se incluye un
capitulo con resultados complementarios a los que aparecen en los dos
articulos seguida de una Discusion general, literatura citada en la seccion
de la Discusion y el apéndice.

El' primer documento muestra los resultados obtenidos de la
produccion de CLA por el L. acidophilus en cultivo mixto con las bacterias
del yogurt. El segundo articulo define y describe la diferenciacion de las
bacterias lacticas utilizadas en el estudio en varios medios de cultivo

Asimismo, como parte del apéndice, se muestran los oficios de
recepcion de articulos en dos revistas y un articulo ya publicado sobre la
importancia del CLA en la dieta del humano. Cabe hacer mencion, que
todavia existe la posibilidad de escribir otros articulos con los datos que

todavia no se han utilizado en estas publicaciones.
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--.que tu alimento sea tu tinica medicina
Hipacrates

El CLA es una mezcla de isomeros posicionales y geométricos del acido
linoleico con dos dobles ligaduras separadas por una sencilla. Su isémero
mas activo y de importancia bioldégica es el c¢is-9., trans-11
octadecadienoico, denominado también “4cido ruminal”. Se le atribuyen
beneficios nutricionales demostrados in vitro y en modelos animales que
incluyen propiedades como agente antiateroesclerético, anticarcinogeno,
modulador del sistema inmune, agente antidiabético, que auxilia en la
mineralizacion del hueso, y como promotor de la formacién de masa

corporal magra. También existen reportes de que actlia como un agente
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antimicrobiano y de que se le atribuye una importante actividad en la
disminucion del colesterol ademas de favorecer el crecimiento. La
concentracion de CLA en los productos lacteos es una funcion directa de
Su concentracion en la leche cruda, la que puede variar ampliamente ante
manipulaciones precisas de la dieta de la vaca. Ademas, se han realizado
enormes esfuerzos para evaluar el contenido de CLA en los diferentes
productos lacteos y lograr determinar las causas de su variabilidad,
demostrandose que la oxidacion esta involucrada en la produccion de CLA
durante la manufactura de diversos productos. El objetivo general de este
trabajo fue evaluar el efecto de las interacciones del S. thermophilus, L.
bulgaricus y L. acidophilus sobre la produccion de CLA, acido lactico y
viabilidad de las bacterias. Se realizaron inoculaciones en leche entera
reconstituida con bacterias S. thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus
como cultivo sencillo y en sus asociaciones. Se determind Acido linoléico
conjugado por cromatografia de quuidos, contenido de acido lactico por
titulacion con NaOH vy viabilidad de las bacterias involucradas en los
tratamientos a diferentes tiempos de incubacion (0, 3, 6 y 9 h) por
inoculacion en tres diferentes medios de cultivo. Los resultados mostraron
una diferencia significativa con respecto a la produccion de acido lactico
durante las asociaciones, con mayores valores en la asociacion del S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus y la asociacion de las bacterias
del yogurt. Con respecto a la produccion de CLA, los tratamientos
asociados con L. acidophilus fueron los que tuvieron mayor contenido de

CLA, y la viabilidad de las bacterias es mayor en el S. thermophilus y




menor en el L. acidophilus. Este trabajo presenta dos publicaciones que
se encuentran en revision en el Journal of Dairy Science y en la Revista
Agraria Nueva Epoca. La primera es un estudio sobre la interaccion del L.
acidophilus con las bacterias del yogurt para produccién de CLA vy el
segundo es otro estudio sobre la diferenciacion y morfologia de Ia
bacterias lacticas en diferentes medios de cultivo.

Palabras clave: Acido linoléico conjugado, bacterias lacticas, cultivos
mixtos, S thermophilus, L bulgaricus, L acidophilus
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria in Conjugated Linoleic Acid Production

BY
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DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA “ANTONIO NARRO”
UNIDAD LAGUNA

Torreon, Coah. 2006

Let the food be thy medicine...
Hippocrates

CLA is a mixture of positional and geometrical isomers of linoleic acid with
two double bonds separated by a single one. The most active and of great
biological importance is the cis-9, trans-11 octadecadienoic acid, also
named “ruminal acid”. CLA has some nutritional benefits that have been
demonstrated in vitro using animal models. CLA has properties as an
antisclerosis and anti-carcinogenic agent, besides, it can be considered as
a modulator to the immune system and an anti-diabetes agent; it
contributes to bones’ mineralization and enhances the production of lean
body mass. Some reports assume that CLA acts as an antimicrobial

agent, plays an important role in the anti-cholesterol activity and facilitates
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the body’s growing up. In dairy products, CLA content is directly
proportional to the concentration of CLA in raw milk, and it may widely vary
because of the animal’s diet manipulation. Besides, there are reports of
great efforts to evaluate the CLA content in different dairy products so the
variation causes can be determined, and some studies report that during
the manufacture of dairy products, oxidation is involved in CLA production.
The objective of this work was to evaluate the effect of mixed cultures of S.
thermophilus, L. bulgaricus and L. acidophilus and their interactions in CLA
production, lactic acid production and bacteria viability after incubation.
Incubations in whole reconstituted milk were elaborated with S.
thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus as simple cultures and as
mixed cultures. Amounts of conjugated linoleic acid produced were
determinated by high performance liquid chromatography, lactic acid
content titrating with NaOH and viability of each one of the bacteria
involved -in the treatments at different incubation times (0, 3, 6 y 9 h)
inoculating with three different agars. Results showed a significant
difference in the lactic acid production due to microorganism and
incubation time. The associations S. thermophilus, L. bulgaricus and L.
acidophilus as well as the yogurt bacteria association produced a greater
amount of lactic acid. CLA production was higher in treatments involving L.
acidophilus, which were the treatments that produced more CLA and the
viability of bacteria was greater in S. thermophilus and grew lower in L.
acidophilus cultures. This work presents two publications that were sent to

the Revista Agraria Nueva Epoca and the Journal of Dairy Science for their
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evaluation. The first one is about the differentiation and morphology of
lactic acid bacteria in different culture media, and the second one is about
the interaction of L. acidophilus and yogurt bacteria in mixed cultures in

which CLA production was measured.

Keywords: Conjugated linoleic acid (CLA), lactic acid bacteria, mixed
cultures, S thermophilus, L bulgaricus, L acidophilus



indice de Contenido

AGRADECIVMIENTIOS covoimasmssimssis oo s s ity s iesisssisss i asstassaassspsvions v

DEDICATORIA.... eereresarsaransssseners s Y

PREFACIO N———————C 3 . VI

COMPENDIO oiiuvisnsossisonsivessisnsosssisissnssesssstoress 5695584558505 575 43554 5505 65155506800 457 455958 G544 S0v S0 3043 X1

INDICE DE, CON TN 5555055057105 5500055 oo 7SS R s B SOt XVII

INDICE DE CUADROS ....cccvrmrammnmcsnsrcsssmssssssassesisnssees ST . - XIX

INBICRDE BICTIRAR. cocxmsmwssossomsvsmessmessisosiomamsssssss s e o secosiass v s XX

TN TRODUECTON sessiussssssssusssousssosassossisssesusses ssassssesessssesys 556816355500 o Sasos sS40 FHSs 3 PRSP B s e 5o 1

REVISION DE LITERATURA. .. csissimsssssscosisssssssssssii s oo eoiamsssipmsonissssiss 4

EL CLA Y EN LA ALIMENTACION HUMANA ....covimnreniiinseresennnesmnnsnscsssessssasesessssnsssensnssessessasanaees 4

INOMENCIAEUFG BEI CLA ...t et se s st s ettt 6

ISOMIETOS ..ottt ettt h e e e he e e s e ettt e ee e et saean 7

PR o Ot TV ERIETHIE s cmswmis sssssssiswansis s A AR SNBSS RS0 9

Bl LA Y0l GOIGOF; cuvvevicvvvvveics v sesrovsessosseseis s sy s i s s s s 5 s i s | /2

El CLA y la modulacion del Sistema INMURE ...........coooeiiiioiiiiiiiiiiaie i 14

Bl CLA ple COMPOSICION COTDOFAL vosoisinvmummms st i s vasai s sssm s wilsgis v syssisemvinassns 13

El CLA y'la capacidad QriioTiainie. . . s sy st s sy s ooy ss s s s b gissnins 17

CONTENIDO DE CLA EN ALIMENTOS ....eiiiiiiieesiiiesiasusnssessssessassssesssasssesssssnsssssasasssassssssinsesmnniasssss 19

ER 1ASA DULIFICQ ..ottt ettt et emeene e et 20

En grasa de leche de ovejay de cabra ... 20

En carne y productos derivados de 1a CArne ..o 21

CLA en derivados TACLEOS ..............c...cueeeeieeeiiieeereeeieeete e taer st sn e sne e eeaaeemeeneeeneees 22

CLA @R GCEILES VEZEUALES ........ceoeoeeeeeeeee ettt ettt ettt 23

CLA en formulas infantiles, leche materna y alimentos para bebeé ..............ccccoceeveneeennce, 24

CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO .......ovviviieeeeieveevssssieessiasessesssnenes 25

LA B RIS e evonisesssmurassasrsssosssssosumionsoss i s S0 e RS s e )

TV O 0, PP OCOSTIMTEREG sarovinsuressv si s w3 o583 St S50 5 0 0 26

Enriguecimiento de productos lacteos con CLA ..o, 28
BIOHIDROGENACION DEL ACIDO LINOLEICO EN EL RUMEN....ccuiiiiiiiiiiiiiniiciii s 3

SUPLEMENTOS COMERCIALES Y SINTESIS QUIMICA DE CLA oo 34

MICROORGANISMOS LACTICOS EN LA PRODUCCION DE CLA ..o, 36

PFOOERG B8 O B T IO s s s oo e S S S W T BN s B e s Sy 37

B ETE TS LA IO S v oo s s o e S S s AT T v s ity 39

L aeideren [BehEs ferimentaas sy s i e i e s e e S e 45

Bagierias producioras de CTdl oo arim s i s s s s s s S e s e sidanis 47

Streptococus SAlivarius spp therMOPRITUS ........coovecviieiiii et 30

Lactobacilus delbrueckii Spp BUIGAFICUS ...........oooceioeiiiiciiieieiee e 5l

Lactobacilus QCIAODRIIUS ...............ocooccviiiioeeciieiiei e 32

Interaccion entre bacterias [Acticas y ProbiOticas ....coo.eocoeiieeceieiiieiiiiieeeee e 33

ANALISIS PARA LA DETERMINACION DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO ..vuvviviieicecieieiciineions 35

Origen de la cromato@rafitl.........cccoceiviiiiiiiiiiiiis e s 56

Cromato@rafiad @8 GUSES........cc.ociiiiiiiiii ittt 37

Cromatografia de [iquidos de alta PreSion............cocciiiiiiiiiciii e 39

P RIDSPIERINIS suncssosossnnansinisabas s i s 55305 5 R A s S SR e 60

LITERATURA CITADA GENERAL:uosiisivaessssmiorniisiioisaiiiominssosssass igbessiseivisssasasesiisssssss 63




ARTICUL DS EN RENISION v i i e s sasmsiiissson 83

PRODUCTION OF CONJUGATED LINOLEIC ACID AND ACTID ACID BY A MIXED
CULTURE OF L. ACIDOPHILUS AND YOGURT BACTERIA ...cccevivirminisirsncnssnnnssissrensas 34

Articulo 1. Enviado a la Revista Journal of Dairy Science .........cccccocovvveeiiiiinicicnneenn, 84

MORFOLOGIA Y DIFERENCIACION DE COLONIAS DE TRES TIPOS DE
BACTERIAS LACTICAS cueseeeeeeriaeresssessensesssessssssessessassensesssssessass

............ 108

Articulo 2. Enviado a la Revista Agraria Nueva EDOCa.............ccoooccomveeveeeeeeeeeecieeen, 108
RESULTADOS COMPLEMENTARIOS EN EL ESTUDIO .....cciniiiccniinnsncsanisscasssasensasenes 125
DISCUSION GENERAL RN RS NS 128
PRODUCCION DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLAY oo 128
PRODUCECION DE ACTDO LACTIGO s o ssawssmvosersssnissn sosasson st foss s ess ses s s saes i isspsnsons 130
VIABILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS.......cocveiemiriiesesitessiossassesssssienesssesssssesssassssssssesssessses 133
LITERATURA CITADA EN LA SECCION DE DISCUSION GENERAL ...cccuccenerenneee 136
T s Uiy 0 L TP 140
OFICIOS DE RECEPCION DE LAS PUBLICACIONES A LAS REVISTAS ...vvurieeeceesesecsseesinnsessssnenns 140
N RO T omsmsnss i S B T i EETE T 144
EL ACIDO LINOLEICO CONJUGADQ Y SU IMPORTANCIA EN LA DIETA. w.ovovovviveeeeecec e 144
Articulo 3. Publicado en Revistat AGROFAZ..............ccoooveoiivioeceeee e, 144

xviii



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Contenido de &cido linoléico conjugado en mg/g de muestra en
leches fermentadas con diferentes tipos de bacterias y diferentes
tiempos de iNcubacion (N). ........c...covveeveeeeeeeeeecoeeeeee e 125

Cuadro 2. Resultados promedio del porcentaje de acido lactico en leches
fermentadas con diferentes tipos de bacterias y diferentes tiempos de
1615113 T=To11a | 12 S S 126

Cuadro 3. Viabilidad de bacterias (UFC/ml) en leches fermentadas con
diferentes tipos de bacterias y diferentes tiempos de incubacion (h)127

X1X



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del &cido linoléico, acido linoléico conjugado cis-9,
trans-11 y trans-10, cis 12. Adaptada de: Pariza et al., 2001

Figura 2. Estructura del 4cido linoléico y dos isomeros del acido linoléico
conjugado. Adaptada de: Lawson, 2007 ..o 8

Figura 3. Contenido de acido linoléico conjugado en distintos productos
lacteos. Adaptada de: Lawson, 2007 ......co.ooooeomoooooo 23

Figura 4. Contenido de CLA en leche materna en diferentes regiones.
Adaptada de: Reaney et al.,, 1999..........co.ooomvooeoeoeeeoeeeeo 25

Figura 5. Reaccion de bichidrogenacion del acido linoléico y acidos a
linoléicos a estéarico por el rumen. Adaptada de: Griinari y Barman,
[ S WO, S S 32

Figura 6. Metabolismo de los lipidos en el rumen y los orignes del acido
linoleico conjugado en productos de origen animal. Adaptada de:
TAN@KA, BODB...ocreess sersrsisivmessusssmsscsssmssss ot sios i siassmntss s ot 34

Figura 7. Perfil cromatografico de CG de CLA-FAME obtenido utilizando
detector de inoizacién de flama. Fuente: Kramer et al., 2004............ 58

Figura 8. Separacion de isomeros de CLA del mismo producto utilizando
en la grafica anterior por HPLC. Fuente: Kramer et al., 2004 ........... 60

XX



Introduccion

El 4cido linoléico conjugado (CLA por sus siglas en inglés) es una mezcla
de isdmeros posicionales y geométricos del AL (acido linoléico por sus
siglas en inglés) (Q-6 &cido linoléico cis-9, cis-12, octadecadienoico) que
contienen un sistema de doble ligadura (Parodi, 1999; Bauman et al,
2000: Beaulieu et al., 2002; Belury, 2002: Calder, 2002; Yu et al., 2002;
Alonso et al., 2003: Coakley et al., 2003; Tricon et al., 2004; Lin et al.,
2005).

El CLA es un acido graso de cadena larga poliinsaturada con
numerosas propiedades benéficas en la salud y un componente natural de
productos alimenticios derivados de la leche de rumiantes, que ha
ocasionado un incremento en la atencion de los investigadores, al
considerarsele como una grasa biologicamente funcional (Peterson et al.,
2002: Nagao y Yanagita, 2005; Ogawa et al., 2005). En la actualidad al
CLA se le considera un regulador metabélico, con efectos
hipocolesterolémicos, antiaterogénicos, anticancerigenos y antioxidantes
entre otros (Pariza et al., 2001; Aydin, 2005), cuya fuente principal en la
dieta humana son la carne y derivados lacteos provenientes de animales
rumiantes (Aydin, 2005).

Es bien conocido que los alimentos de origen animal son altos en
acidos grasos saturados (SFA por sus siglas en inglés) y poca cantidad de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA por sus siglas en inglés), lo que ha

contribuido a que se les asocie con un incremento de la lipoproteina de



baja densidad en plasma (LDL por sus siglas en inglés), un alto nivel de
colesterol y por lo tanto riesgo de enfermedades coronarias.
Afortunadamente, en afios recientes se ha observado que los alimentos
derivados de los rumiantes son la fuente natural mas rica en CLA,
particularmente cis-9, trans-11 (Tanaka, 2005).

La demanda de los consumidores por productos de mejor calidad
ha renovado el interés por modificar la composicién de acidos grasos (FA
por sus siglas en inglés) en productos lacteos, lo cual puede ser benéfico
para la salud publica al incrementar la concentracion de CLA en leche o
sus derivados y aumentar el consumo de este tipo de alimentos.

Al visualizar el futuro potencial de los productos lacteos en el
mercado de los alimentos funcionales, se pudiera pensar que la tendencia
al uso de alimentos probidticos ha abierto una nueva area que busca su
consolidacion al combinar la alimentacion con las propuestas de salud y
crear un aproximacion holistica para proveer de un sistema alimentario
que mejore la salud y el mantenimiento de estilos de vida activos (Hilliam,
2003).

Dentro de este grupo de alimentos, un factor importante es la
fabricacion de productos que incluyan microorganismos viables a los
cuales se les ha atribuido un efecto terapéutico, principalmente en
productos tales como las leches fermentadas. Por este motivo, es
importante, agregar un valor adicional a tales productos, aumentando el

contenido de CLA en ellos.
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Se encuentran bien establecidos los efectos de las bacterias
lacticas, probidticas y de algunos minerales sobre el aumento en la
produccion de CLA, sin embargo, se carece de suficiente informacion
relativa a la produccion de este acido cuando hay un crecimiento de
bacterias en asociacién en leches fermentadas, aunque Lin (2003) sugiere
un sinergismo entre las bacterias del yogurt y el L. acidophilus. Debido a la
diferente capacidad proteolitica, de acidificacién y de desarrollo de las
bacterias lacticas se considera que al crecer en asociacion, existe una
mayor produccion de CLA. Por tanto, el objetivo general de este trabajo
fue evaluar in vitro la acidez, el crecimiento y la capacidad de inéculos
comerciales del tipo S. thermophillus. L. delbrueckii spp bulgaricus y L.
acidophilus, para producir CLA al reproducirse por si mismos o bien en

asociacion a través del tiempo en una leche fermentada.
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Revision de Literatura

El CLA y en la alimentacion humana

El CLA es un &cido graso producido de manera natural en el rumen por
bacterias fermentativas del tipo de Butyrovibro fibrisolvens, que isomeriza
al acido linoléico (AL) a CLA, producto de un compuesto intermedio de la
biohidrogenacion dietética de los acidos grasos insaturados por las
bacterias del rumen (Garcia et al., 2000). Otra fuente de CLA en rumiantes
es su sintesis via la A-9-desaturasa de trans-11 acido octadecadienoico
(Cannella y Giusti, 2000; Evans et al., 2002; Tricon et al., 2004). El CLA
se encuentra predominantemente en alimentos de origen animal
principalmente de los rumiantes, tales como yogurt, leche y queso o en
carne de vacuno y de oveja (Oh et al., 2003; Dongyan et al., 2004). Por
esta razon, se puede considerar que la grasa derivada de los rumiantes es
fuente natural rica en CLA (Lin, 2003) y que practicamente todo el CLA de
la leche y del queso se encuentra esterificado como triglicéridos variando
su cantidad considerablemente debido a diferentes factores como son el
tipo de dieta en el animal y el tipo de procesamiento en los alimentos
(Cannella y Giusti, 2000).

Los requerimientos minimos de nutrientes que previenen
deficiencias, ayudan al mantenimiento, crecimiento y reproducciéon asi
como los excesos perjudiciales se definieron el siglo pasado, vy
actualmente la investigacion nutricional visualiza un campo mas amplio en
el que ademas incluye la identificacién de ajustes menores que favorezcan
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la homeostasis del organismo para promover bienestar y salud. Durante la
década de los 80's, la idea de la interdependencia entre nutricién y salud
dio origen al concepto de “alimentos funcionales” o “nutracéuticos”. los
cuales se definen como: cualquier alimento o ingrediente que tiene un
efecto positivo en la salud de un individuo, rendimiento fisico o estado
mental, ademas de su valor nutricional (Bassaganya-Riera et al., 2002).

En Latinoamérica, las perspectivas en el campo de los alimentos
funcionales, tanto para el productor como para el consumidor de alimentos
dependeran de manera importante del nivel de informacién, ingresos de la
poblacion, credibilidad hacia estos productos, inversion en la investigacion
y practicas de regulacion (Lajolo, 2002).

En este aspecto, un punto de enorme interés en la industria de los
productos lacteos se encuentra en su grasa, debido al interés por la
funcion de uno de sus componentes: el acido linolgico conjugado (CLA) y
su relacion con la salud humana proveniente de la acumulaciéon de
evidencias realizadas en estudios animales (Calder, 2002).

La historia del CLA data de los afios 30's del siglo pasado cuando
se encontro que la grasa butirica contenia compuestos que se absorbian a
una radiacion UV de 230 nm, y que esta absorcién se incrementaba
despues de una extensiva saponificacion alcalina (Kramer et al., 2004:
Dhiman et al., 2005; Tanaka, 2005). Afios mas tarde, en la década de los
50's, se observd que la estructura cisftrans de las dobles ligaduras
conjugadas de éstos acidos grasos tenia un doblez Unico en la regién

trans infrarroja, misma que ha sido subsecuentemente utilizada para su



deteccion especifica. Ambas propiedades todavia se utilizan para el
analisis del CLA (Kramer et al., 2004).

Cuarenta afios después, Parodi aislo el cis-9, trans-11 a partir de
grasa butirica y sugiri6 que los acidos grasos con instauracion conjugada
no son parte normal de la dieta de la vaca, pero que aparecen en la leche
como resultado de una biohidrogenacion de los lipidos. Diez afios
despues, el CLA fue aislado a partir de carne asada y se demostro que el
CLA preparado sintéticamente inhibe el inicio de |a carcinogénesis en
ratones (Kritchevsky, 2000). A partir de ahi, se han desarrollado
numerosos estudios de investigacion que intentan comprender la sintesis

del CLA, sus mecanismos de accion y su contenido en alimentos naturales

(Dhiman et al., 2005).

El isdbmero mas activo e importante del CLA es el cis-9, trans-11
octadecadienoico (Kay et al., 2004), al cual actualmente se le denomina
“acido ruminal”, ademas de que representa cerca de 80-85% del total del
CLA mientras que el trans-trans del 5-9%, el trans-cis del 10-1 3%, y el cis-
cis 1% (Pariza, 1999; Jahreis et al., 2000: Thorsdottir ef al., 2002;
Destaillats et al., 2005). Se reconoce que los isémeros del CLA son
incorporados a las membranas fosfolipidicas de los tejidos (Moya-

Camarena y Belury, 1999).

Nomenclatura del CLA
Bioquimicamente el CLA se define como un compuesto de 18 carbonos

(octa-deca), con dos dobles ligaduras (di-en), separados por una ligadura
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sencilla (Kelly, 2001; Lawson et al., 2001). Su configuracion tridimensional
puede tener combinaciones de configuraciones cis o trans (Figura 1)

(Belury, 2002). Su estructura quimica es la siguiente:

Acido Linuieico conjugado
[ 9 eis- 11 trans)

(_‘)—.‘1
iﬁ}
; [somena

N —

%

Acido Linoleiro { eis- 12 ris)

someria

ris
1
/ trans

e, e
T
oA

.= Atoma decarbonn
O = Atomo de hidrogena

O = Atomob de nmgeno

Figura 1. Estructura del 4cido linoléico, acido linoléico conjugado cis-9, trans-11y
trans-10, cis 12. Adaptada de: Pariza et al., 2001

Isémeros

Desde hace mucho tiempo que se conocen los isémeros del acido linoléico
(AL), sin embargo el interés por estas moléculas es relativamente reciente
(Cannella y Giusti, 2000). El CLA se forma cuando cambia la localizacion

de una o ambas de las dobles ligaduras del AL de tal manera que las dos



dobles ligaduras ya no se encuentran separadas por dos ligaduras
sencillas. A diferencia del AL, que es una molécula sencilla, para el CLA
existen varias docenas diferentes de isomeros, dependiendo de Ia
colocacion de las dobles ligaduras y de la configuracion (Figura 2) (Kelly,

2001).

NSNS 0

feido finaléica 016 2

11 9

\/\/\/\/:\/\/\\/\/COOH

CLA cis-3, trans-11

o COOH
NN N AN NN

(L Arans-10, cis-12

Figura 2. Estructura del acido linoléico y dos isémeros del acido linoléico
conjugado. Adaptada de: Lawson, 2001

En el CLA, cada isomero posicional tiene cuatro isémeros
geométricas (cis, cis; cis, trans; trans,cis; trans,trans) para un total de 56
posibles isémeros. Las posibles dobles ligaduras identificadas
actualmente en la grasa ruminal varian de 6,8-18:2 a 12,14-18:2 en la
mayoria de las posibles configuraciones geométricas dando un total de
cerca de 20 isémeros (Roach et al., 2002), y los diferentes isomeros

pueden tener diferentes acciones bioldgicas (Lin, 2003).

El reconocimiento de que ciertos cambios bioquimicos y biologicos
se deban a isomeros especificos ha hecho que la investigacion actual con

ismeros conocidos de CLA se enfoque a dos formas particulares: el cis 9,



trans 11y del trans 10, cis 12, mismos gue se encuentran en mezclas de
CLA comercialmente disponibles (Banni, 2002; Ip et al., 2002). También
se considera que las multiples actividades del CLA pueden ser resultado
de mas de un isémero presente en las preparaciones de CLA (Park et al.,

2005).

Propiedades Terapéuticas

Aungue no existen evidencias firmes respecto a la utilizacion de la dieta
para controlar o reducir la incidencia de cancer en humanos, en la década
pasada se obtuvieron algunos datos de los nutrientes naturales presentes
en los alimentos a los que se le atribuyen efectos benéficios sobre la salud
(Dhiman et al., 2005). Asi pues, la alimentacion ya no solo se debe percibir
como una coleccion de nutrientes, sino también como un factor importante
en la salud y prevencion de enfermedades. La dieta y el estilo de vida
tienen una funcion critica para el mantenimiento de la salud en la poblacion
ya que una dieta saludable no sélo ayuda a prolongar la vida, sino que
tambien es esencial en la prevencidn de enfermedades tales como la
osteoporosis, la obesidad, o bien el cancer de prostata y mama (Kim vy Liu,
1999).

Desde el punto de vista global, la demanda por productos de origen
animal esta en aumento, derivado de la combinacion del crecimiento de la
poblacion, la urbanizacion y la elevacion de los sueldos (Givens, 2005).
Estos productos son una fuente importante de nutrientes en la dieta, por

ejemplo, la leche y la carne proporcionan cerca del 60% del consumo



proteico en Estados Unidos y en el Reino Unido (Bauman et al., 1999:
Givens, 2005), y aportan un patrén de aminoacidos muy cercano al ideal,
ademas de que son una fuente importante de vitaminas (B12, BS,

riboflavina, niacina) y minerales (zinc, fosforo vy calcio) (Bauman et al.,

1999).

Actualmente, los consumidores se encuentran mas conscientes
sobre aspectos de nutricion, particularmente en lo que respecta a las
grasas, lo cual se observa claramente por el incremento en el mercado de

productos bajos en grasa (Griinari et al., 1998).

El interés por incrementar el contenido de CLA en alimentos ha
crecido sustancialmente en afos recientes debido a sus actividades de
aspecto biolégico (Banni et al, 2001). Los beneficios nutricionales
asociados con el consumo de CLA demostrados in vitro y en modelos
animales incluyen propiedades como agente antiateroesclerosis,
anticancerigeno, modulador del sistema inmune, agente antidiabético,
ayuda a la mineralizacion de huesos, y como facilitador de masa corporal
magra (Stanton y Lawless, 1997; Lin et al., 1998; Solomon et al., 2000:
Whigham et al., 2000; Calder y Deckelbaum, 2001; Rainio et al., 2001:
Raloff, 2001; Banni, 2002; Boylston y Beitz, 2002; Dave et al., 2002: Jung
y Jung, 2002; Yu et al., 2002), esto uitimo porque cambia la composicion
corporal incrementando la cantidad de proteina y agua, y disminuiyendo el
porcentaje de grasa (Yang y Cook, 2003). También existen reportes de

que actla como un agente antimicrobiano y que se le atribuye una



importante actividad en la disminucién del colesterol ademas de favorecer
el crecimiento (Lin, 2003). El CLA regula los problemas de tolerancia a la
glucosa, y previene la hiperinsulinemia y baja las concentraciones de
acidos grasos libres en plasma (Calder, 2002: Emken et al., 2002; Burdge
et al., 2004).

Estudios en conejos y en hamsteres muestran que el CLA protege
contra la acumulacion de lipidos en las arterias (Pariza et al., 2001: Calder,
2002), debido a que el CLA tiene propiedades antioxidantes, aunque los
mecanismos involucrados en sus acciones biolégicas todavia no se
encuentran bien explicadas (Yu et al, 2002). Estas propiedades
antioxidantes tienen incluso una actividad mayor que la de la vitamina £ y
similar al butilhidroxitolueno (Dave et al., 2002).

Reportes epidemiolégicos sugieren que el consumo de productos
lacteos fermentados, especificamente el yogurt, puede reducir el riesgo de
cancer mamario, pudiéndose atribuir ésto a que los productos fermentados
estimulan la actividad inmunolégica (Campbell et al., 2000). Se considera
que el nivel de consumo de CLA extrapolado de estudios en animales que
ha demostrado tener propiedades benéficas es de 3.0 mg de CLA/dia
(Emken et al., 2002; Campbell et al., 2003), aunque en Alemania, se ha
estimado un consumo diario de CLA 2.3 g/dia en 1997 y en Estados
Unidos de 0.31 g/dia en 1989, variaciones que se deben al consumo de
grasa (Fritsche y Steinhart, 1998).

Se ha sugerido que el CLA es capaz de modificar la sintesis de

eicosanoides (Moya-Camarena vy Belury, 1999) los cuales tienen
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numerosos efectos fisiolégicos sobre el organismo, y que se les ha
descrito como una serie de compuestos derivados de &cidos grasos
poliinsaturados de 20 atomos de carbono (de donde deriva su nombre),
como el acido araquidonico. Todos ellos tienen una amplia gama de
actividades biologicas, bien como sefiales quimicas (hormonas) o como
efectores fisiologicos. Son el prototipo de mediadores locales, liberados in
situ ante diversos estimulos. En esta categoria se incluyen
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que juegan un papel
importante en los procesos inflamatorios vy el desarrollo de lesiones
arterioescleroticas y trombosis (Sanhueza et al., 2002).

Los mecanismos reportados sobre la accion del CLA en la salud se

pueden definir de la siguiente manera:

El CLA y el cancer

A partir de estudios con ratones, se ha demostrado que la cancerogénesis
es un proceso de multiples etapas y que el desarrollo de un tumor
canceroso involucra tres pasos fundamentales: iniciacion, promocion vy
evolucion. Cada una de estas etapas tiene caracteristicas bioldgicas y
morfoldgicas Unicas en las células, por ejemplo, la etapa de iniciacion, es
un proceso irreversible y corto atribuido al dafio de ADN lo que conduce a
una mutagenesis. Durante la promocion se lleva a cabo la expansion de
celulas dafiadas para formar una poblacion multicelular activa de células
tumorales pre-malignas; proceso reversible y de largo tiempo. La

evolucion es un proceso que se cree es causado por inestabilidad genética




que alcanza cambios mutagénicos y epigénicos relacionados con la
produccién de un nuevo clon de células tumorales e incremento en la
proliferacion de la capacidad para invadir y del potencial metastatico.
Muchos reportes de investigaciones en donde se utilizaron modelos in vivo
e in vitro han mostrado que el CLA suprime el desarrollo del procesao de
carcinogenesis en diferentes sitios. Pariza y colaboradores explican que el
CLA inhibe la iniciacién, promocién y evolucidn. Mas aun, detiene el
proceso completo de desarrollo de cancer (Lee et al., 2005), al inhibir el
DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno) y el BP (benzopyreno) (Kritchevsky,
2000).

Los mecanismos de accion del CLA para la inhibicion del cancer
pueden incluir la reduccion de la proliferacién de células, alteaciones en
los componentes de la célula e induccién de apoptosis. Ademas, el CLA
modula los marcadores de inmunidad vy la formacién de los eicosanoides,
el metabolismo de los lipidos y la expresion genética (Belury, 2002).

Los reportes de investigaciones in vitro, sugieren que esta actividad
puede ser el resultado parcial de la disminucién de la peroxidacién de la
grasa y se propuso su efecto antioxidante, aunque no se le ha
comprobado esta actividad y posteriormente se propuso que el CLA
interferia con la cascada metabdlica involucrada en la conversion del AL a
eicosanoides (Garcia et al., 2000), ya que las PGE; y otros eicosanoides
han sido implcados en la tumorogénesis. El efecto anticancerigeno del

CLA en parte, se puede explicar por la inhibicién de eicosanoides




derivados del acido araquidonico y por el incremento del nivel de retinol

(Jahreis et al., 2000).

El CLA y la modulacién del Sistema Inmune

Los efectos del CLA sobre el sistema inmune constituyen conocimientos
que se refieren, principalmente al estimulo que ejerce en la sintesis de
IgA, 19G, IgM y a la disminucion significativa de los niveles de IgE, por lo
cual se presume que el acido graso podria tener efectos favorables en la
prevencion y/o tratamiento de ciertas alergias alimentarias (Sanhueza et
al., 2002). Estudios similares han demostrado, en una relaciéon dosis
dependiente, que el CLA aumenta el nivel de linfocitos en el bazo de
ratones y la secrecion de IgG e IgM por parte de estas células (Hayek et
al., 1999)

El CLA disminuye, la produccion de interleucina 6 inducida por
polisacaridos en macréfagos peritoneales, la produccion del factor de
necrosis tumoral, y la produccién de prostaglandina E en el higado de
ratas (Sanhueza et al., 2002).

La modulacion de la funcion inmune y de la homeostasis de las
celulas y los tejidos por los acidos grasos poliinsaturados puede ocurrir a
través de la regulacion del metabolismo del &cido araquidonico,
modificacion de la fluidez de la membrana v la regulacion transcripcional
de la expresion genética de receptores activados de la peroxisoma
(PPAR’s), los cuales son activados directamente por los acidos grasos o

indirectamente a través de mediadores derivados de lipidos. Los efectos
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derivados del 4cido araquiddnico y por el incremento del nivel de retinol

(Jahreis et al., 2000).

EI CLA y la modulacién del Sistema Inmune

Los efectos del CLA sobre el sistema inmune constituyen conocimientos
que se refieren, principalmente al estimulo que ejerce en la sintesis de
IgA, 1gG, IgM y a la disminucion significativa de los niveles de IgE, por lo
cual se presume que el acido graso podria tener efectos favorables en la
prevencion y/o tratamiento de ciertas alergias alimentarias (Sanhueza et
al., 2002). Estudios similares han demostrado, en una relacién dosis
dependiente, que el CLA aumenta el nivel de linfocitos en el bazo de
ratones y la secrecién de IgG e IgM por parte de estas céluias (Hayek et
al., 1999)

El CLA disminuye, la produccion de interleucina 6 inducida por
polisacaridos en macrofagos peritoneales, la pfoduccién del factor de
necrosis tumoral, y la produccion de prostaglandina E en el higado de
ratas (Sanhueza et al., 2002).

La modulacion de la funcion inmune y de la homeostasis de las
celulas y los tejidos por los &cidos grasos poliinsaturados puede ocurrir a
traves de la regulacién del metabolismo del &cido araquidonico,
modificacion de la fluidez de la membrana y la regulacion transcripcional
de la expresion genética de receptores activados de la peroxisoma
(PPAR’s), los cuales son activados directamente por los acidos grasos o

indirectamente a través de mediadores derivados de lipidos. Los efectos



de la grasa dietética en la expresién de genes reflejan una respuesta de
adaptacion a los cambios en Ia éantidad y composicion de la grasa
ingerida (Bassaganya-Riera et al., 2002).

Antioxidantes como el tocoferol, B caroteno y glutation, ejercen
efectos en el sistema inmune a través de la supresién de la perioxidasa
lipida y/o la produccion de PGE;, ya que se ha demostrado que la PGE,
tiene un efecto en la produccion de interleucina-2 (IL-2) y proliferacion de
células-T. (Jahreis et al., 2000). Las enzimas como la superoxidasa,
catalasa o la peroxidasa glutation y vitaminas como el acido ascorbico yla
vitamina E protegen contra el ataque de los radicales libres (Fogelholm,

2003).

El CLA y la composicién corporal

Quizas el efecto del CLA que despierta mayor curiosidad y que por tanto
tendria también mas impacto nutricional es. la accion reductora del peso
corporal atribuida al CLA. Esta accién ha derivado en una creciente
explotacion comercial del &cido graso sin tener, por el momento, un
sustento cientifico solido. Muchos estudios en varios animales vy cultivos
celulares han demostrado que el CLA tiene la habilidad de reducir los
deposito de grasa en tejido asi como el contenido de lipidos a nivel celular
y de todo el cuerpo (Wang y Jones, 2004). En ratones que recibieron
dietas donde el 15% o el 45% de la energia fue aportado por las grasas y
que fueron suplementadas con 1% o 2% de CLA respectivamente,

presentaron una disminucion de la ingestion de energia, y del depdsito de
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grasas en el tejido adiposo, y un aumento de la velocidad metabolica y del
cociente respiratorio al cabo de seis semanas, efectos que resultan en una
disminucion significativa del peso de los animales (Sanhueza et al., 2002).
Aunque en estudios con voluntarios se reporta que no existen efectos
satisfactorios en humanos porque no se cuenta con datos suficientes en
estudios controlados que permitan estimar los efectos del CLA en
humanos (Jahreis et al., 2000; Wang y Jones, 2004)

La informacion obtenida respecto al efecto del CLA en Ia reduccion
del peso corporal sugiere que el 4cido graso afectaria la interconversion
metabdlica de los acidos grasos y produciria una activacion de la lipolisis,
probablemente por una activacion de la B oxidacién mitocondrial.
Produciria, ademas, una disminucién de los niveles de leptina, y una
estimulacion de la actividad de la enzima carnitina palmitoil-transferasa
(Jahreis et al., 2000). En un estudio sobre la disminucion de grasa corporal
en ratones con una dieta alta en grasa y adicionada de diferentes
concentraciones de CLA se encontré que los niveles de leptina tienden a
disminuir con dosis del 1% de CLA en base a peso corporal (DelLany et al.,
1999). La inhibicion de la actividad de la enzima lipasa dependiente de
heparina, también podria estar involucrada en el efecto modulador del
peso corporal que produce el CLA, ya que disminuiria la biodisponibilidad
de los acidos grasos hacia los tejidos extra hepaticos (Wang y Jones,
2004).

Por otra parte, se reporta que el mecanismo de accion del CLA

pudiese estar conectado con el incremento en el gasto energético,
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aumento en la lipdlisis, disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa
aunque desafortunadamente los datos de su efecto en el cuerpo humano
son escasos (Fogelholm, 2003).

Existen investigaciones que demuestran que la acumulacion de
grasa en animales se reduce debido al consumo del CLA,
independientemente del tipo o cantidad de grasa consumida (Kelly, 2001;
Fogelholm, 2003). En ratones alimentados con una dieta adicionada con
el 1.0% de CLA, después de 6 semanas incrementaron sus tasas
metabadlicas, consumo de oxigeno, contenido de noradrenalina, adrenalina
y se redujeron los cocientes respiratorios durante la noche. Este
incremento en el consumo de oxigeno se asocid con un incremento
significativo en la oxidacion de la grasa. Los datos obtenidos por Belury
(2002) sugieren que el CLA favorece la actividad del sistema nervioso y
conduce a un incremento en el metabolismo energético v una eventual

reduccion del tejido adiposo.

El CLA y |la capacidad antioxidante
Los antioxidantes, los radicales libres y la funcién inmune estan
relacionados ya que los neutréfilos producen reactivos que reaccionan con
el oxigeno durante la fagocitosis, los que pueden tener un efecto negativo
en la actividad citotéxica de las células NK y la funcion de las células T
(Fogelholm, 2003)

La informacién sobre el posible efecto antioxidante atribuido al CLA

es menos clara y mas controversial que otras acciones biolégicas.



Dependiendo del modelo de estudio, es el efecto observado. En modelos
in vivo el CLA produce una disminucion significativa de los niveles de
peroxidos y de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico, dos
procedimientos analiticos utilizados para evaluar efectos de antioxidantes
o de inhibidores del estrés oxidativo (Pariza, 1999).

Estudios realizados in vitro, han demostrado que el CLA posee una
efectiva capacidad para atrapar radicales libres prooxidantes (Sanhueza et
al., 2002) lo cual es atribuible a una actividad antioxidante (Yu et al.,
2002). El CLA ha sido considerado como un efectivo inhibidor del estrés
oxidativo cuando se le compara con los tocoferoles y con antioxidantes
sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT), y en numerosas revisiones se
menciona su actividad antioxidante como comparable a la de los
antioxidantes sintéticos convencionales (Kelly, 2001 ).

Sin  embargo, aunque existe evidencia sobre los efectos
antioxidantes del CLA la controversia deriva del hecho que el acido graso
in vitro se oxida con mayor velocidad ain que &cidos grasos de mayor
poliinsaturacion como es el caso de los acidos gicosapentaenoico y
docosahexaenoico, por lo que hasta podria atribuirsele al CLA un efecto
pro-oxidante. La induccion de la oxidacion por efecto de la temperatura en
aceites vegetales, es mas rapida si al aceite se le adiciona CLA, lo cual
demostraria su posible efecto pro-oxidante. Como se puede observar, esta
es otra area de investigacion sobre el CLA que requiere de mas
informacion y exactitud en el desarrollo de los modelos de estudio yenla

interpretacion de los resultados (Sanhueza et al., 2002).



Contenido de CLA en alimentos

El' CLA se encuentra ampliamente distribuido en muchos alimentos,
incluyendo productos lacteos, carnes y ciertos vegetales. El contenido de
CLA en productos de origen animal es mas alto que en aceites vegetales,
y entre los primeros generalmente se encuentra en cantidades mas altas
en tejidos de rumiantes que en el de los no rumiantes (Lin et al., 1995;
Adlof, 1999).

La imagen negativa que los consumidores asocian con las grasas,
particularmente las saturadas, ha incrementado la busqueda de nuevas
tecnologias para la transformacién de las grasas a productos con valor
agregado, ya sea por la liberacion de residuos de acidos grasos para
impartir sabor o propiedades funcionales, o bien convertidas a formas que
proporcionan efectos benéficos para la salud (Hill et al., 2001 ).

La leche y los productos lacteos son una fuente importante de
nutrientes que no solo proporcionan energia sino también proteina de alta
calidad y una gran variedad de vitaminas y minerales. Las investigaciones
se han enfocado en la alteracion del contenido tanto de la grasa como de
la proteina de la leche con objeto de mejorar su aspecto nutricional, de tal
forma que se ajuste mas adecuadamente a las tendencias (Bauman,
2002). La manipulacién de la composicién de la grasa butirica tiene el
potencial para mejorar las propiedades nutricionales y de aceptacion a
través de modificaciones para reducir la relacion de acidos grasos

saturados sobre los insaturados, incrementar el nivel de acidos grasos
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omega-3 e incrementar el contenido de &cido linoléico conjugado (CLA)

(Hillbrick y Augustin, 2002).

En grasa butirica

La grasa de la leche es una fuente natural dietética del isémero cis-9,
trans-11 del CLA resultado de la isomerizacién ruminal durante el proceso
de biohidrogenacion (Loor et al., 2002). Los niveles de CLA en grasa
butirica varian de 2 a 37 mg/g de grasa, variaciones que se pueden atribuir
principalmente a la dieta del animal, raza del animal, ndmero de

lactaciones, edad del animal o bien por variaciones individuales del animal

(Parodi, 2003)

En grasa de leche de oveja y de cabra

La produccion de leche de cabra y de oveja es de importancia econémica
en diversos paises, especialmente los de la region del Mediterraneo,
donde ésta leche es utilizada en la produccion de muchos tipos de quesos
finos. En algunas ocasiones, la leche de cabra se utiliza como substituto
de la de vaca en alimentos infantiles y en leches para personas con
problemas alérgicos a la leche de vaca o con problemas de orden
digestivo. La leche de cabra de las regiones alpinas de Canada llega a
tener contenidos de CLA de hasta 10.5 mg/g de grasa. En Australia por
su parte las cabras de la raza Saanen llegan a producir leche con un
contenido de 5.8 mg de CLA/g de grasa, mientras que en Alemania el
contenido de CLA en cabras en pastoreo llega a ser de 6.5 mg/g de grasa

(Parodi, 2003).




En grasa de leche de ovejas en lItalia se encontraron contenidos
promedio de 11.7 mg de CLA/g de grasa durante el verano y de 29.7 mg
CLA/g de grasa durante el invierno cuando se alimentan en pastoreo. En
Alemania el contenido es de 10.8 mg/g de grasa, nivel mayor que el de la
leche de vaca (10.1 mg/g de grasa) y de leche de cabra (6.5 mg/g de

grasa) bajo las mismas condiciones de alimentacion (Parodi, 2003)

En carne y productos derivados de la carne

La segunda fuente importante de CLA son los alimentos procesados tales
como pasteles, botanas, galletas y chocolates, con valores de 0.5 g 2 mg
de CLA/g de grasa, dependiendo de la cantidad de productos lacteos
utilizados para su elaboracion (Jahreis y Kraft, 2002; Jones et al., 2005:
Khanal et al., 2005; Lin, 2006). Los pescados, mariscos, los aceites
vegetales comunes y margarinas contienen sélo trazas (Jahreis y Kraft,
2002) y normalmente en la carne de cerdo se encuentran niveles muy
bajos de CLA (0.6 mg de CLA/g de grasa) (Dongyan et al., 2004),

En carne la composicion de &cidos grasos es un componente
importante para determinar la calidad del producto ya que afecta la vida de
anaquel, palatibidad y valor nutricional (Kazala et al., 1999), y en contraste
con de numero de estudios con contenido de CLA en derivados lacteos,
solo existen algunos reportes que describen los factores que afectan el
contenido de CLA en carne (Griinari y Bauman, 1999).

La habilidad para mejorar el contenido de CLA en grasa de carne

de vacuno a través de la dieta parece ser menos efectiva que para la




grasa en la leche. Esto puede deberse a la naturaleza de las dietas finales
en los animales de carne en Estados Unidos, que contienen cerca del 80 o)
90% de granos, lo cual reduce el pH del rumen por debajo de los valores
que favorecen la produccién de CLA en el rumen (Khanal y Olson, 2004),
aunque en ganado vacuno alimentado con dietas con sustitucion de los
granos de maiz normal por un maiz con alto contenido de aceite
incrementaron los niveles de marmoleo y prevalencia de acidos grasos en
musculo sin alterar las caracteristicas ni los analisis sensoriales de la
canal, pero si mejorando su calidad (Andrae et al., 2001 ).

Reportes existentes sugieren que la concentracién de CLA en
carne, varia entre los diferentes paises; la carne australiana es Ia que
contiene los valores mas altos de CLA, representando el 1% de CLA con
respecto a la cantidad total de acidos grasos, las carnes en Alemania,
contienen 0.65% de CLA de grasa total y en Estados Unidos la carne

posee entre 0.3 a 0.5% de CLA del total de la grasa (Griinari y Bauman,

1999).

CLA en derivados lacteos

El contenido de CLA en la mayoria de los productos lacteos varia de 2.5 a
7.0 mg/g de grasa mientras que en los helados v el yogurt sin grasa son
relativamente bajos en CLA de 0.6 y 1.7 mg de CLA/g de grasa
respectivamente (Lin et al., 1995). Sin embargo, también se reportan
valores de 3 a 6 mg de CLA/g (Kelly et al., 1998) o hasta de 30 mg de

CLA/g de grasa. Esta variabilidad parece depender de las condiciones de




proceso y del estado de maduraciéon de los productos. De hecho, existe
una relacion positiva entre la maduracién del queso y el contenido de CLA
y en general, el queso procesado contiene mas CLA (Cannella y Giusti,
2000), aunque la concentracién de CLA en leche puede incrementarse al
variar el nivel y fuentes de grasas insaturadas en la dieta de la vaca
(Chichlowski et al., 2005). Asimismo se puede afirmar que dentro de los
productos lacteos aquellos que son fermentados tienen un mayor

contenido de CLA (Figura 3) (Oh et al., 2003).

Alimento CLA total (g/kg de grasa) cis-9,trans-11 (g/100 kg CLA
total)

Mantequilla 9.4-11.9 91.0

Queso procesado 3.2-89 17.0 - 90.0

Queso natural 06-7.1 170-90.0

Yogurt 5.1-9.0 82.0

T-bone (cocido) 4.7-9.9 65.0

T-bone (crudo) 44-6.6 59.0

Aceites vegetales 0-2 45.0

Grasa de leche 2.0 -30.0 90.0

Figura 3. Contenido de acido linoiéico conjugado en distintos productos lacteos.
Adaptada de: Lawson, 2001

CLA en aceites vegetales

Aunque existe un amplio nimero de acidos grasos con ligaduras
insaturadas conjugadas en aceites de semillas, el CLA no se encuentra
presente, sin embargo, se pueden formar pequefas cantidades de CLA
como resultado del calentamiento, blanqueo, deodorizacion y durante el
proceso de refinacion. Los contenidos de CLA en aceites de coco, girasol,
cacahuate, canola, maiz, olivo, y azafran varian entre 0.1 mg de CLA/g de
grasa en el primero y de 0.7 mg de CLA/g de grasa en el Gltimo (Parodi,

2003). En mantecas y margarinas, la hidrogenacién parcial del aceite




vegetal para su produccién puede producir CLA: en mantecas, el
contenido encontrado en aceite procesado de soya flucttia de 3 a 6 mg de
CLA/g de grasa, en margarinas de 3 a 8 mg de CLA/g de grasa (Parodi,

1999)

CLA en féormulas infantiles, leche materna y alimentos para bebé

Las formulas infantiles o la leche materna producen un crecimiento optimo
durante el primer afo de vida y pueden ayudar a prevenir enfermedades
posteriores y el CLA puede tener una funcion importante en esta dieta.
Los datos reportados del contenido de CLA en leche materna es variable.
En las madres australianas se han encontrado valores desde 11.2 hasta
5.8 mg de CLA/g de grasa, atribuyéndose este valor alto a que las mujeres
de la secta religiosa Hare Krishna consumen poca carne y grandes
cantidades de mantequilla y ghee (grasa pura lactea de origen Indio). Los
report-es en mujeres canadienses y alemanas reportan valores de 4.0 mg
de CLA/g de grasa, mientras que las investigaciones con diferentes
mujeres en Estados Unidos varian entre 1.8 a 3.6 mg de CLA/g de grasa.
Estos Gltimos datos muestran valores mas altos en el contenido de CLA en
aquellas mujeres que llevan una dieta alta en productos lacteos (Figura 4)
y los valores alcanzados en formulas infantiles en polvo son muy bajos ( 0

a 0.2 mg de CLA/g de grasa (Parodi, 2003),




Pais Region Contenido

Australia Madres convencionales 5.8
Madres Hare Krishna 11.2

Canada 4.0

Estados Unidos Madres de Idaho 3.6
Madres de Connecticut 1.8

Idaho(dietas bajas lacteos) 2.3
Idaho (dietas altas lacteos) 3.8
Alemania 4.0

Promedios de muestras a los 1, 7, 14 v 21 dias de lactancia

Figura 4. Contenido de CLA en leche materna en diferentes regiones. Adaptada
de: Reaney et al., 1999.

Cambios en el contenido de acido linoléico conjugado

CLA y tipo de dieta

Existen diversas estrategias para mejorar el valor de la grasa lactea para
beneficio del consumidor con caracteristicas nutricionales mejoradas o
bien con atributos fisicos deseables. Se asume que la dieta juega un
papel importante en la modulacién de la compaosicion de los acidos grasos
en la leche de rumiantes tales como ganado vacuno, cabras y ovejas
(Addis et al., 2005) y que otras tacticas involucran la alteracion de los
regimenes alimenticios, el mejoramiento genético de los animales y la
aplicacion de tecnologias de los procesos post-manejo apropiados para
alterar la composicion de la grasa butirica. Sin tomar en consideracion los
cambios que se buscan, la leche debe ser manejada apropiadamente para
minimizar el riesgo de reacciones de degradacion en grasa que ocurran en
la post-ordefia y durante el procesamiento de la leche, ya que el valor de
la grasa en la leche depende de la compleja interrelacion de multiples

factores (Hillbrick y Augustin, 2002).




En un estudio sobre la variacién estacional del contenido de CLA en
muestras de leche producida por vacas en los paises nérdicas, se reporta
que en verano es mayor que en invierno, explicandose por el uso de
harina de pescado como alimento de origen animal, y que al compararla
con la de paises europeos, el contenido de CLA es menor debido a que
los veranos son mas cortos y por tanto los animales tienen periodos mas
cortos de alimentacién con pastura fresca en los paises Nordicos
(Thorsdottir et al, 2002). E| estado de madurez y el metodo de
conservacion de los forrajes parecen ser un factor importante en el
contenido de CLA en vacas. Las vacas alimentadas con forraje inmaduro
tiene niveles mas altos de CLA que aquellas que consumen forraje maduro
(Dhiman et al., 2005)

Asimismo, las raciones con alto contenido de grasa, como las que
incluyen soya o linaza incrementan significativamente su contenido de
CLA en leche (Jahreis y Kraft, 2002: Zheng et al., 2005). El ganado
alimentado con raciones adicionadas de semillas de canola alteran
favorablemente el perfil de acidos grasos en la grasa de su leche y estos
cambios no van relacionados con la disminucion en la cantidad de leche

producida (Chichlowski et al., 2005).

Tipo de procesamiento
Se han realizado enormes esfuerzos para evaluar el contenido de CLA en
los diferentes productos lacteos vy lograr determinar las causas de su

variabilidad, demostrandose que la oxidacién esta involucrada en la




produccion de CLA durante la manufactura de diversos productos, debido
a tratamientos tales como el calor y la maduracion, vy que condiciones tales
como el contenido de proteina, grasa, humedad y acidez, pueden estar
asociados con los diferentes contenidos de CLA en los productos lacteos
(Lin et al., 1995).

Asimismo, en quesos, la variabilidad de CLA parece depender de
las condiciones de procesamiento y de la duraciéon del proceso de
maduracion (Cannella y Giusti, 2000), o bien, por la adicién de proteinas
de suero (Campbell et al., 2003), aunque recientes reportes indican que no
hay variacién en la composicién de los acidos grasos en un tiempo de
maduracion de 24 semanas (Allred et al., 2006)

En quesos procesados, el tratamiento térmico severo que se les
proporciona puede contribuir a que éste tipo de productos contenga un
valor mas elevado de CLA, mientras que en quesos azules y suizos, la
incorporacion de aire durante su proceso puede afectar el aumento en
CLA, atribuido a un ailto contenido de oxigeno incorporado en los
diferentes pasos del proceso que permiten la exposicion al aire, lo que
favorece la oxidacion de radicales libres del AL para formar CLA (Lin et al.,
1995).

Los métodos convencionales de calentamiento no causan en la
leche ningun incremento significativo en el contenido de isémeros frans, a
excepcion de la leche tratada a 63+1.0°C por 30 min y a la que se le da un
tratamiento térmico a través de microondas por 5 min, en donde los

incrementos obtenidos son del 19 y 31% respectivamente. Sin embargo,
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el calentamiento con microondas en productos elaborados, tales como
quesos, se tiene una disminucion considerable del contenido de CLA lo
que significa que los quesos calentados por microondas pierden uno de
sus mas valiosos componentes funcionales (Herzallah et al., 2005).

Ademas de la habilidad de las bacterias del rumen para formar CLA
a partir de AL de la dieta, se ha demostrado que ciertos cultivos de las
fermentaciones alimenticias poseen la habilidad para generar CLA cis-9,
frans-11 (Jiang y Fonden, 1998; Lin et al., 2002). En las cepas que
producen CLA, existe una correlacion positiva entre Ia produccion de CLA
y la habilidad para tolerar el acido linoléico libre, lo que sugiere que la
conversion del AL libre a CLA pudiera funcionar como un mecanismo de
detoxificacion (Jiang y Fonden, 1998). Esto mismo puede indicar que las
cepas que sobreviven a concentraciones mas altas de acido linoléico
tienen mayor habilidad para generar CLA (Coakley et al., 2003).

Un proceso alterno para incrementar el CLA en los alimentos es la
utilizacion de procesos enzimaticos con el fin de incorporar el CLA a los
trigliceridos de la grasa butirica por interesterificacion a través de
reacciones de aciddlisis catalizadas por lipasas, aunque esta tecnologia
todavia no puede ser comercializada hasta que sea aprobada por las

agencias reguladoras (Garcia et al., 2000).

Enriquecimiento de productos lacteos con CLA
Una forma de incrementar el contenido de CLA en diversos productos

lacteos es a través del enriquecimiento con la adicion de suplementos.




Aunque se ha sugerido que dicho enriquecimiento podria alterar los
atributos sensoriales de la leche y los productos lacteos (McGuire vy
McGuire, 2000). Los atributos sensoriales tienen una funcion importante
en la aceptacion de un producto alimenticio por el consumidor (Khanal et
al., 2008). Sin embargo, algunos estudios llevados a cabo con leche
enriquecida con CLA y mantequilla de animales alimentados con aceite de
pescado y soya no mostré ninguna diferencia con productos iguales pero
con bajo contenido de CLA (Ramaswamy et al., 2001).

Por otra parte, las adiciones de CLA parecen hacer los productos
lacteos méas susceptibles a la autooxidacion debido a la presencia de
dobles ligaduras del CLA (Campbell et al., 2003), ademas de que las
adiciones elevadas de CLA sintético a los productos lacteos parece ser
poco probable a causa de la limitacion por los costos (Khanal et al., 2005).

Algunos reportes indican que el enriquecimiento de los productos
lacteos con CLA, disminuye la aceptacién en cuanto al sabor y la
percepcion de frescura de la leche, ya que ésta se asemeja a una leche
adulterada con agua y menos cremosa, aunque el nivel de grasa se
mantenga constante (Campbell et al., 2003).

Por el contrario, el estudio en quesos enriquecidos y quesos
obtenidos a partir de leches obtenidas de vacas alimentados en pastizales
son similares a las no enriquecidas (Khanal et al., 2005).

Por otra parte, la textura de la mantequilla y quesos adicionados
con CLA se observan menos firmes que en aquellos en los que no se

adiciona CLA, aunque sensorialmente su impresién total no difiere, por lo
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que se considera que los productos enriquecidos tienen caracteristicas

sensoriales y de almacenamiento muy aceptables (Jones et al., 2005).

Biohidrogenacion del acido linoléico en el rumen

Como ya se ha explicado, la carne y los productos lacteos son una fuente
importante de acidos grasos saturados, acidos grasos trans y CLA para los
humanos, y en los rumiantes, los acidos grasos trans se forman durante el
proceso de biohidrogenacion en el rumen (Mosley et al., 2002).

La biohidrogenacion ruminal (BH por sus siglas en inglés) se
describe por primera ocasion en 1951 aungue su explicacion se lleva a
cabo en 1966 por Tove y no fue sino hasta 1997 cuando se describio
COmo un proceso complejo para los acidos grasos en el rumen (Ohio State
University, 2005).

Los lipidos que llegan al rumen sdlo pueden degradarse por dos
rutas: por la digestion o bien por excrecién para lo cual se requiere de los
procesos de lipdlisis y de biohidrogenacion aunque el primero es un
prerrequisito para que se lleve a cabo el segundo (Chalupa et al., 2003).
La lipdlisis consiste en una transformacion inicial de las ligaduras de los
esteres de la grasa catalizado por las lipasas microbianas, vy la
biohidrogenacion se entiende como un proceso complejo que se lleva a
cabo en el rumen y que involucra la formacion de muchos isémeros de
CLA (Kay et al., 2004).

La BH del AL es un proceso llevado a cabo en tres pasos y que

produce acido estéarico como producto final (Coakley et al., 2003). La
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primera reaccion es la conversion del AL a cis-9, trans-11 por una
isomerasa de AL, enzima de la bacteria ruminal Butyrivibrio fibrisolvens.
Esta reaccion ocurre rapidamente, seguida de una conversion mas lenta a
acido vaccénico trans-11. El acido vaccénico se reduce posteriormente a
acido estéarico por la actividad microbiana del rumen. El acido vacceénico
puede también convertirse a CLA cis-9, trans-11 por una A-9 desaturasa,
enzima del tejido mamario, proporcionando un segundo mecanismo para
la formacion de CLA en leche (Lawson et al., 2001).

Las bacterias son responsables de esta biohidrogenacion de acidos
grasos insaturados y parece ser que los protozoarios juegan sélo una
funcion de minima importancia. Durante afios, la Unica bacteria conocida
capaz de llevar a cabo este proceso fue la Butyrivibrio fibrisolvens, sin
embargo conforme los esfuerzos de investigacion se expandieron, se han
aislado una gama diversa de bacterias ruminales capaces de
biohidrogenar los acidos grasos, investigaciones con cultivos puros
sugieren que ninguna especie bacteriana en el rumen por si sola cataliza
totalmente el proceso de biohidrogenacién, incluyéndose estas en dos
grupos A y B de acuerdo a las reacciones y productos finales de cada una
de ellas (Bauman et al., 1999). Las bacterias del grupo A son capaces de
hidrogenar el acido linoléico y el a-linolénico para dar el trans-11 como
producto principal. El grupo de bacterias B utiliza el trans-11 como uno de
los sustratos principales para proporcionar acido estearico como producto

final (Bauman et al., 1999; Ip et al., 1999) (Figura 5}
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El rumen es el sito en donde se lleva a cabo un intenso
metabolismo de la grasa y se ha correlacionado positivamente la cantidad
de acidos grasos conjugados en la leche de vaca con el consumo de este
acido en la dieta, indicandose que el CLA formado en el rumen se
incorpora a la grasa butirica. El isémero cis-9, trans-11 es un compuesto

intermedio en la biohidrogenacién (Lawson et al., 2001: Jahreis y Kraft,

2002).
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cis-9 ois-12 ois-15 Zis-9, oig-17
l Zrupo & v E ll}rupo EyvE
2is-9 trans-171, cis-15 Cis5-8 frans-11

l Srupo A Y B

trans-11, cis-15

Gripo A
l Grupo A ™

iZrupo Ay B

~,

trans-15, o cis-15 \A frans-i1

l Grupo B

Acido estéarinn

Figura 5. Reaccién de biohidrogenacién del acido linoléico y acidos a linoléicos a
estearico por el rumen. Adaptada de: Griinari y Barman, 1999

Se ha propuesto que la formacién de CLA en productos lacteos se
lleva a cabo por una isomerizacion del acido linoléico y acido linolénico en
el rumen a través de la oxidacion del AL por la accion de radicales libres
durante el procesamiento (Lin et al., 1995; Lin, 1999). La extension de la
biohidrogenacion en el rumen depende principalmente del tipo de dieta

debido a que una disminucion en el pH limita el inicio la lipdlisis y por
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tanto la hidrogenacion ocurre solo en 4cidos grasos libres. Una gran
cantidad de AL en la dieta y una disminucion en la hidrogenacion son los
factores que contribuyen a incrementar la concentracion de los
compuestos intermedios (Lawson et al., 2001)

Después de su absorcion, el acido trans vaccénico puede
reconvertirse a CLA cis-9, trans-11 a través de la desaturasa-estearoil-
CoA en la glandula mamaria de la vaca y existe evidencia de su formacion
por una A-9- desaturasa en rumen o tejidos de otras especies animales
como roedores, cerdos o humanos (AbuGhazaeh et al., 2002: Jahreis y
Kraft, 2002).

Existe poca informacion sobre el mecanismo bioquimico que regula
el metabolismo de los diferentes isémeros CLA en los rumiantes, pero los
cambios en la cantidad de sustrato y extension de la biohidrogenacion
tienen un efecto en el suministro de los productos finales e intermedios de
este proceso influyendo por tanto en el contenido de CLA en la leche
(Figura 6)(Lawson et al., 2001).

En estudios de biohidrogenacién con microorganismos ruminales,
se ha observado que el acido a-linolénico (cis-9, cis.12, cis-15 &acido
octadecatrienoico) se convierte a un trieno conjugado (cis-9, trans-11, cis-
15) y después a trans-11, cis-15 y finalmente a un acido octadecenoico
que puede ser ya sea el trans-11, trans-15 o el ¢is-15 (Lawson et al., 2001:

Jahreis y Kraft, 2002).
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Figura 6. Metabolismo de los lipidos en el rumen y los orignes del acido linoléico
conjugado en productos de origen animal. Adaptada de: Tanaka, 2005
Suplementos comerciales y sintesis quimica de CLA
El CLA industrial se define escasamente como mezcla de compuestos
cuya sintesis comercial inicial se enfocd a maximizar el contenido total de
CLA, por lo que muchos de estos productos eran ricos en CLA, aunque
contenian un gran numero de isémeros posicionales indeseables.
Posteriormente, se observé que la demanda era principalmente para que
los isomeros presentes en estos suplementos fueran especificamente el
cis-9, trans-11y el trans-10, cis-12 (Reaney et al., 1999).

Las mezclas de CLA para estudios clinicos o para propdsitos
analiticos por lo general se sintetizan por una isomerizacion del acido

linoléico (cis-9, cis-12 18:2) y consisten principalmente de acidos cis-9,

e
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trans-11 182, y trans-10, cis-12 18:2, aunque el proceso puede formar
también cantidades importantes de acidos trans-8, cis-10y cis-11, trans-13
y en menores concentraciones todos los isémeros cis- y trans- (Destaillats
et al., 2005), y el nimero de isdomeros sintetizados depende de la
severidad de las condiciones de isomerizacion alcalinas utilizadas para su

preparacion (Adlof, 1999).

Por cerca de cinco afios se han comercializado un gran numero de
mezclas de CLA como suplementos alimenticios elaborados a partir de
aceite de girasol rico en AL por una isomerizacion alcalina y contienen, de
acuerdo con el proceso de produccién dos o cuatro isomeros posicionales
de CLA (cis,trans/trans,cis) cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 o trans-8,cis-10.
cis-11,trans-13) y trazas de otros isémeros (cis,cis y trans,trans) (Jahreis

et al., 2000).

En un estudio llevado a cabo para comparar cuatro suplementos
comerciales de diferentes marcas, se concluye que difieren en el
contenido total de CLA, distribucion de isomeros, composicién de acidos
grasos, color y solubilidad al hexano. La diferencia en el contenido total de
CLA pude explicarse por los niveles de &cido linoléico presente en los
aceites originales utilizados para producir el CLA, las condiciones de las
reacciones de isomerizacion y otros ingredientes adicionados a la formula
(Yu et al., 2003).

La materia prima para la produccion de suplementos de CLA debe

ser rica en acido linoléico pudiendo encontrarse en forma de triglicéridos,
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acidos grasos o como ésteres de acidos grasos. Se requiere de equipo de
extraccion y de refinacion para obtener aceites con altos niveles de CLAYy
puede extraerse de maiz, semilla de algodon, pepino, semilla de uva,
linaza, azafran, girasol, soya, calabaza o nuez (Reaney et al., 1999).

El CLA puede ser sintetizado en el laboratorio a partir de aceites
como el de girasol, sin embargo, el CLA producido en esta forma tiende a
contener una mezcla diferente de isémeros. Este tipo de producto ya se
encuentra disponible comercialmente para alimentacion de cerdos por su
habilidad de mejorar la ganancia de musculo magro durante su
crecimiento. El CLA sintético puede ser utilizado ademas para aumentar
la concentracién de CLA en leche de vaca si se protege de alguna forma
del ambiente ruminal (Bell y Kennelly, 2001).

Con respecto a la toxicidad por el uso prolongado de suplementos
de CLA, existen datos en estudios en ratas que proponen que su uso
hasta por 18 meses no causa efectos adversos Yy que puede reducir la
diabetes y mejora la supervivencia despues del desarrollo de
enfermedades renales. Sin embargo, se requieren mas evaluaciones con
Otras especies para asegurar la efectividad y seguridad, especialmente

cuando se relaciona con el consumo humano (Park et al., 2005).

Microorganismos Lacticos en la Produccién de CLA
Ademas de los microorganismos del rumen, algunos indculos utilizados en
la industria de alimentos, tales como P, freudenreichii, Bifidobacterium y

las especies del Lactobacillus pueden producir CLA a partir de acido




linoleico (Ogawa et al., 2005), motivo por el cual se le ha prestado mucha
atencion a los microorganismos grado alimenticio (Kim y Liu, 2002).
Algunas afirmaciones con respecto a que las bacterias probioticas
del tipo L. acidophilus ofrecen beneficios en la salud han contribuido al
incremento en las ventas de productos fermentados con este tipo de
bacterias, ademas de que se ha sugerido que pudieran producir CLA.

(Dave et al., 2002).

Proceso de Fermentacién

La fermentacion es el proceso de la descomposicion quimica de una
sustancia, generalmente carbohidratos, debido a la accidn de enzimas
producidas por bacterias, levaduras u hongos. La fermentacion ocurre por
lo regular en un ambiente libre de oxigeno y tipicamente involucra la
conversic')n de un almidén o aztcar a alcohol etilico (Hui, 1992).

La historia de la fermentacién de alimentos se desarrolld
paralelamente con la microbiologia, ya que tradicionalmente muchos
alimentos se preparaban por fermentacion aungue se desconocia el
mecanismo existente detras de los procesos v por tanto el porqué del éxito
o el fracaso de los mismos (Hui, 1992).

La fermentacién fue concebida mucho antes de que los
microorganismos fuesen descubiertos, y por lo tanto es un proceso que
parecia misterioso. La magia de este proceso radicaba en el origen
comun de las palabras “levadura y fantasma”. Una vez que se comprendio

la necesidad de la utilizacién de los microorganismos, se conservaba una




muestra de la produccion previa, normalmente suero, procedimiento que
todavia se encuentra en uso para la propagacion de algunos quesos u
otros productos artesanales (Hui, 1992; Hansen, 2002).

El descubrimiento de los microorganismos, propicié la mejora de los
productos ya que permitian utilizar cultivos aislados y bien caracterizados,
sin embargo, todavia tom¢ otro siglo antes de que la industria lactea y
carnica cambiara sus  procesos empleando  microorganismos,
generalmente las bacterias lacticas se emplean en la produccion de
alimentos fermentados, y constituyen la mayoria del volumen y valor de los
cultivos comerciales (Hansen, 2002).

Los cultivos son bacterias que se adicionan a los procesos para
iniciar una fermentacion, razén por la cual también se denominan
iniciadores  (Hui, 1992). Su actividad primaria es convertir los
carbohidratos a metabolitos deseables tales como alcohol. acido acetico,
acido lactico o CO, Los cultivos utilizados para fermentaciones
alimentarias también contribuyen con reacciones “secundarias’ que
producen sabor y textura. Esta aportacidn “secundaria’ frecuentemente
puede ser responsable de la diferencia entre productos de distintas
marcas, y por lo tanto contribuye significativamente al valor del producto
(Hansen, 2002).

La fermentacion lactea es el proceso responsable de generar
productos lacteos como el yogurt, y es una forma tradicional de conservar
la lehe. El consumo de yogurt ha sido considerado por mucho tiempo

benéfico a la salud, reportandose desde principios del siglo XX que la




longevidad de los bulgaros se debia parcialmente a su rutinario consumo
de yogurt. Estudios epidemioldgicos en animales han demostrado que los
productos lacteos fermedados, producidos por bacterias lacticas reducen
la incidencia de tumores. Algunas bacterias lacticas son reconocidas por
su capacidad de antagonizar con las bacterias putrefactivas del intestino al
introducir un ambiente Aacido, alterando la microbiota, reduciendo la
presencia de compuestos mutagénicos y estimulando las respuestas
inmunes de las mucosas. Mas aun, algunos componentes de la leche,
tales como el calcio, vitamina D, vitamina A. y CLA tienen funciones en la
prevencion del cancer (Kim y Liu, 2002).

En la elaboracion del yogurt se adicionan el Streptococcus
salivarius spp thermophilus y el Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus
para fermentar la leche y por tanto proferirie estas caracteristicas de

textura y sabor (Campbell et al., 2000).

Bacterias lacticas

Los datos historicos sobre las propiedades benéficas de alimentos con
microorganismos vivos tales como la leche fermentada data de muchos
siglos. Su uso en tratamiento de achaques corporales se menciona adn
en las escrituras biblicas. Hipocrates v otros cientificos consideraban a la
leche fermentada no solo como un alimento, sino también como medicina
y la prescribian para la cura de desérdenes estomacales e intestinales. A
principios del siglo XX el bacteridlogo ruso Metchnikoff fue el primero en

dar la explicacion para los efectos benéficos de las bacterias en la leche
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fermentada. El atribuia la buena salud y longevidad de los bulgaros a su
consumo de grandes cantidades de leches fermentadas. En 1908 Propuso
que las bacterias lacticas reemplazaban e inhibian a las bacterias
productoras de toxinas normalmente presentes en el intestino y por lo
tanto prolongaban la vida (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001).

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos
asociados con plantas, carne, y lacteos, muy conocidas por su uso como
cultivo en la manufactura de productos lacteos como leche acidofila, yogurt
y quesos. Consisten de especies de: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactococcus, y Streptococcus. En general se caracterizan
como Gram-positivas, desde aerdbicas hasta anaerdbicas y facultativas,
bacilos no esporulados y cocos que son negativos a la oxidasa, catalasa y
benzina, carecen de citocromos, no reducen los nitratos a nitritos, son
negativos a la gelatinasa e incapaces de utilizar lactato (Carr et al., 2002).
Las bacterias lacticas formadas durante la fermentacion son el mejor
conservador ya que disminuyen el pH desde 6.6 en leche a 4.0 para yogurt
0 5.2 en quesos (Hui, 1992).

Las bacterias lacticas son utiles en la Industria de los alimentos, no
solo por su habilidad para acidificar Y por tanto conservar los productos
alimenticios de deterioro, sino por su contribucion a las propiedades
sensoriales de los productos fermentados. Juegan un papel importante en
el desarrollo de textura del yogurt y otras leches fermentadas, quesos
bajos en grasa y postres lacteos. Pueden tener un beneficio tecnoldgico y

de salud ya que al ser reconacidos como seguros (Generally recognized
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as safe. GRAS, por sus siglas en inglés) se prefiere la utilizacion de
bacterias grado alimenticio como iniciadores funcionales en lugar de
espesantes (Vaningelgem et al., 2004).

Las bacterias lacticas funcionan como iniciadares bacterianos
comunmente utilizados en la industria lactea para la elaboracion de
productos fermentados, y recientemente, debido a sus propiedades
terapéuticas, también se han incorporado bacterias de las denominadas
probidticas tales como L. acidophillus, L. casei y Bifidobacterium bifidum
(Chick et al, 2001; Ouwehand et al. 2002). Sin embargo otros
organismos como el Enterococcus vy las levaduras igualmente se han
utilizado como probicticos (Chow, 2002).

Los probiédticos se definen como microorganismos viables que
cuando se ingieren tienen efectos benéficos en la prevencion y tratamiento
de condiciones patogénicas especificas al mejorar el balance microbiano
intestinal (Vinderola et al, 2000). Bacterias del tipo Lactobacillus vy
Bifidobacteria previenen la adherencia, establecimiento y replicacion de
varios enteropatdégenos a través de mecanismos antimicrobianos vy
modulacion de la respuesta inmune de la mucosa del hospedero, pero
esta definicién posteriormente fue extendida para incluir efectos benéficos
como la inmunomodulacion (Blum et al., 2002: Heyman y Menard, 2002;
Marteau, 2002). Existen productos que contienen una sola cepa, sin
embargo también pueden haber mezclas con varias cepas (Marteau et al.,
2002). Por otro lado, los prebiéticos son ingredientes alimenticios que son
degradados en el intestino delgado por los organismos probidticos y que
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pueden beneficiar al hospedero a través de una estimulacion en el
crecimiento o actividad de un gran numero de bacterias (Marteau vy
Boutron-Ruault, 2002),

Las bacterias probicticas tienen que tener caracteristicas especiales
para resistir el acido y la bilis en el tracto digestivo, ademas de tener la
capacidad de adherirse a las células epiteliales de forma que puedan
permanecer tiempo suficiente en el tracto digestivo para producir
compuestos antimicrobianos v para modular la respuesta inmune vy resistir
procesos tecnologicos (Heyman y Menard. 2002).

Los productos probidticos formulados apropiadamente ofrecen a los
consumidores componentes dietéticos con gran potencial como
promotores de la salud (Chow, 2002). Las bacterias probidticas
generalmente se adicionan a la leche con el iniciador normal, pero no se
desarrollan grandemente durante la manufactura del producto, razon por la
cual se adicionan en gran nimero para asegurar su presencia en el
producto final (Hui. 1992).

A los productos lacteos se les incorporan bacterias probidticas, que
incluyen al L. acidophilus, Bifidobacterium spp Lactobacillus casei.
Lactobacillus rhamnosus vy Propionibacterium. Estos organismos crecen
lentamente en leche durante su procesamiento. Por tanto. es comun que
durante la elaboracion del yogurt se incorporen ademés del Streptococcus
thermophilus y el Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus este tipo de
microorganismos ya que las bacterias del yogurt no sobreviven el paso por

el tracto digestivo ni colonizan el intestino Yy no pueden proveer ningun
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beneficio terapéutico.  Aun asi, las bacterias del yogurt crecen
rapidamente y por lo tanto se adicionan para agilizar el proceso de
fermentacion, existiendo  reportes que recomiendan que las
concentraciones de bacterias probioticas sean de 10° - 10° UFCg" de
producto (Tharmaraj y Shah, 2003).

Parte de los efectos benéficos de las bacterias probidticas esta
relacionada con la observacion de que se requiere de microbiota del tipo
comensal para el establecimiento de tolerancia oral a los antigenos de los
alimentos para mantener una barrera microbiana que facilite la eliminacion
de organismos patégenos del tracto digestivo (Heyman y Menard, 2002).

El éxito de los alimentos funcionales depende de la capacidad en la
industria de los alimentos para desarrollar productos eficientes que
cumplan con las necesidades del consumidor. El potencial global de
alimentos funcionales es grande y aumenta conforme el consumidor se
encuentre mas conciente de su salud, o por la adquisicion de tendencias
de cuidado asociadas con la edad, conocimiento y poder adquisitivo. El
consumidor actual espera que los alimentos sean convenientes, seguros,
saludables y sobre todo sabrosos. En particular, se espera que
suministren un beneficio para la salud mas alla de los atributos bésicos
para asegurar la salud diaria y futura (Verschuren, 2002).

En la industria lactea, existe la tendencia actual de adicionar
bacterias lacticas como cultivos para fermentar leches y quesos para lo
que se utilizan las bacterias lacticas y probéticas comercialmente

disponibles (Vinderola et al., 2002). Los productos lacteos contienen
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bacterias activas, por lo que, para garantizar rangos de sobrevivencia
elevados y asegurar la estabilidad del producto, deben refrigerarse durante
el almacenamiento (Heller, 2001).

Aunque S. salivarius spp thermophilus es altamente estable bajo
condiciones de almacenamiento por un periodo hasta de 6 semanas, L.
delbrueckii spp bulgaricus se incrementa al inicio, para decrecer
posteriormente. L. acidophilus y particularmente B. bifidum son todavia
menos estables cuando se adicionan al yogurt y se reporta que su numero
disminuye rapidamente en algunas muestras, especialmente aquellas en
las cuales hubo una disminucién rapida de pH (Borchers et al., 2002).

Para la manufactura del yogurt normalmente se utilizan cepas
combinadas de cultivos iniciadores como el Streptococcus salivarius spp
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii Spp bulgaricus, sin embargo, para
la produccion de otras leches fermentadas se pueden adicionar ademas
las cepas combinadas de especies de Lactobacillus, Lactobacillus
acidophilus, bifidobacterium spp mismas a las que se les atribuyen efectos
benéficos para la salud (Chick et al., 2001: Bonczar et al., 2002; Borchers
et al., 2002).

El crecimiento conjunto existente entre el S, thermophilus y L.
deﬁxeuckﬁsppfnﬁgaﬁcuspuedeinﬂuencknlaspnomedadesﬂsmoquhnmas
y el nivel de compuestos aromaticos en el yogurt cuando se compara con
productos elaborados con cepas simples de estos microorganismos

(Bonczar et al., 2002).
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La acidez en leches fermentadas

Al yogurt se le define de acuerdo a los Codex Alimentarius de 1992, como
un producto de leche coagulada que resulta de la fermentacion lactica en
leche por L. bulgaricus y S. thermophilus (Nikbin y Ha, 2000). Es un
producto lacteo con una vida de anaquel de hasta 60 dias en refrigeracion,
dependiendo de su calidad sanitaria durante el procesamiento y envasado
(Karagl-YUceer et al., 2001)

Desde la década de los afios 1960°s, la produccion de leches
fermentadas, especialmente el yogurt, se ha incrementado mundialmente.
Algunos factores son importantes para el éxito del yogurt: su imagen
natural, sus caracteristicas organolépticas (sabor fresco, &cido y
caracteristico), nutricional, propiedades profilacticas y terapéuticas y su
costo moderado (Birollo et al., 2000). Los productos lacteos, tales como el
yogurt, han sido aceptados ampliamente como vehiculo de transporte de
probidticos a los consumidores. Las leches fermentadas no sélo son
nutritivas, sino que también se ven como agentes terapeuticos que
favorecen el bienestar de la persona al ejercer efectos sobre funciones
inmunolégicas (Adhikari et al., 2003),

El yogurt es apreciado particularmente por sus cualidades benéficas
y sensoriales y por los beneficios sobre la salud, relacionados con la
presencia de grandes poblaciones de bacterias acido lacticas viables. Un
estudio reciente en mas de 90 categorias de varios alimentos lo colocaron
en la posicion 14 en términos de incremento de mercado en el 2001. Su
consumo en Europa ha incrementado en los Ultimos 5 afios y ahora su
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consumo es de 6.5 a 15 k por afno por persona. El yogurt debe contener
normalmente por lo menos 10 ® UFC/mL al momento de venta, sin
embargo, estos limites no son comunes en todas las legislaciones
nacionales a través del mundo. Por ejemplo, Francia y Espafia tienen
como minimo requerido de 5 x 108 CFU/, Suiza ha establecido 10° Japoén
107 y Portugal 10® CFU/g (Birollo et al., 2000; Corich et al., 2004). En
ltalia, no existe legislacion especifica y la produccion de yogurt esta
regulada por una serie de Circulares del Ministerio de Salud. El minimo
propuesto es de 10° CFU// y mas del 50% del mercado del yogurt esta
controlado por 4 grandes productores, mientras que el resto est3
distribuido por varios pequefios productores con un alto nivel de difusion
local (Corich et al., 2004).

El mayor metabolito de estas bacterias lacticas es el acido lactico el
cual imparte ademas de vida de anaquel debida al acido producido, sabor
(Liu, 2003), al igual que contribuyen al aroma y textura (Monnet et al.,
2003).

El principal problema asociado con los cultivos en leches
fermentadas es la falta de tolerancia a la acidez por parte de algunas
cepas. Cuando el acido lactico se incrementa, los niveles de pH
disminuyen durante la fermentacion. La sobreacidificacion o acidificacion
postproduccion se debe a la disminucion de pH durante el
almacenamiento a temperaturas de refrigeracion.  La acidificacion
excesiva se debe al crecimiento incontrolable de cepas de L. bulgaricus a

pH bajos y temperaturas de acidificacion. Se puede prevenir al aplicar
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buenas practicas de manufactura utilizando cultivos con comportamiento
reducido de sobreacidificacion. La sobrevivencia de microorganismos se
ve afectada por este ambiente acido. E| L. acidophilus muestra una
disminucion rapida en pH de 2.0 pero no tanto a pH de 4.0. Se reporta
que L. acidophilus sobrevive mejor que los cultivos basicos del yogurt bajo
condiciones acidas (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001 ).

En un yogurt, el pH puede descender hasta 3.6 inhibiendo a
bacterias del tipo bifidobacteria ya que su crecimiento se retarda por
debajo de pH 5.0, por lo tanto se recomienda que los productos en donde
se utilice esta bacteria se conserven a pH por arriba de 4.6 (Lourens-

Hattingh y Viljoen, 2001)

Bacterias productoras de CLA

El' CLA se encuentra naturalmente en carne, ave, pescado, queso,
mantequilla, leche y aceites vegetales. Las grasas de rumiantes son las
fuentes naturales mas ricas. Los altos niveles de CLA en grasas de origen
animal se originan parcialmente por las bacterias del rumen. La
conversion de LA a CLA por estas bacterias fue reportada primero en la
decada de 1960' s (Kim y Liu, 2002). E organismo ruminal mas
ampliamente conocido es el Butyrivibrio fibrisolvens, identificado como el
responsable de la formacion de CLA en la biohidrogenacién del AL. Mas
aun, ya fue posible separar y purificar la enzima capaz de dicha

conversion a partir del B. fibrisolvens (Lin et al., 2002).
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Ademés de la habilidad de las bacterias del rumen para formar CLA
a partir de AL de la dieta, se ha demostrado que ciertos cultivos de las
fermentaciones alimenticias poseen la habilidad para generar CLA cis-9,
trans-11(Jiang y Fonden, 1998), (Lin et al., 2002).

El CLA formado por las propionibacterias principalmente se
encuentra en la fase extracelular y normalmente produce los isémeros cis-
9, trans-11 y trans-9, cis-11. Desde hace muchos afios se tiene
conocimiento acerca del efecto antibacteriano del AL libre considerandose
que muchas cepas se inhiben a 25 pyg " Las cepas de propionibacterias
que registran inhibicién son P. freudenreichii spp freudenreichii y spp
sheramanii, mientras que P. jensenii y P. thoenii no se inhiben. De hecho
se ha propuesto clasificar a estas bacterias en 2 grupos de acuerdo a sus
diferencias en composicion de &cidos grasos (Jiang y Fonden, 1998).

En las cepas que producen CLA, existe una correlacion positiva en
la produccion de CLA y la habilidad para tolerar el AL ‘Iibre, lo que sugiere
que la conversion del AL libre a CLA pudiera funcionar como un
mecanismo de detoxificacion (Jiang y Fonden, 1998). Esto mismo puede
indicar que las cepas que sobreviven a concentraciones mas altas de LA
tienen mayor habilidad para generar CLA (Coakley et al., 2003).

La produccién de CLA depende principalmente de la conversion
enzimatica del AL y puede ser sensible al pH del sistema. Durante el
crecimiento de bacterias en la leche, el pH baja sustancialmente por la
fermentacion a acido lactico, lo cual eventualmente detiene Ia produccion

de CLA. Aunque la proteina tiene capacidad buffer, el acido lactico baja el
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pH por debajo de 4.6 causando la formacion de la cuajada, lo que puede
interferir con el libre acceso del sustrato a la enzima bacteriana. Los pH
bajos pueden también inactivar la isomerasa. Aunque la formacion de
acido es necesaria para el desarrollo del sabor durante la produccion de
yogurt, pudiera ser una desventaja para la produccion de CLA al crear un
ambiente acido (Kim y Liu, 2002).

La intensidad de las interacciones entre los probidticos, la matriz
alimentaria y los organismos iniciadores, depende en gran parte del
momento en que los probidticos son adicionados al producto —si ellos
estan presentes durante la fermentacion, o si son adicionados después.
En este Ultimo caso, las interacciones pueden ser minimas ya que la
adicion puede ocurrir inmediatamente antes o aun después del
enfriamiento por debajo de los 8 °C y la actividad metabdlica de los
iniciadores y los probidticos se ve disminuida par estas temperaturas. Sin
embargo, con un almacenamiento prolongado, aun pequefias
interacciones pueden producir efectos importantes (Heller, 2001).

La composicion quimica de los productos lacteos es de suma
importancia para las actividades metabdlicas de los microorganismos ya
que estos interactian intensamente con el ambiente intercambiando
componentes del medio por sus productos metabdlicos. Las variables
esenciales son la clase y la cantidad de carbohidratos disponibles, el
grado de hidrolisis de las proteinas de la leche (esto determina la
disponibilidad de aminoacidos esenciales), vy la composicion y el grado de

hidrolisis de los lipidos (que determina la disponibilidad de &cidos grasos
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de cadena corta en particular). Por otro lado, las propiedades proteoliticas
y lipoliticas pueden ser importantes para degradaciones posteriores de
proteina y lipidos ya que ejercen efectos considerables en el sabor y gusto

de los productos lacteos (Heller, 2001 ).

Streptococus salivarius spp thermophilus

El S. salivarius spp thermophilus se utiliza en produccidn de varias clases
de quesos y leches fermentadas, donde su principal funcion es |Ia
produccién de acido lactico, compuestos aromaticos y exopolisacaridos
(Pernoud et al., 2004). Ejemplos tradicionales de estos productos son
yogurt, quesos emmental, gruyere, parmigiano, grana, etc., donde se
requieren temperaturas de incubacién altas (45 °C) (Delcour et al., 2000).
Puede aislarse con Agar de Acetato Thalous tetrasddico glucosa formando
colonias rojas o también con medio M17 a pH de 6.8 en donde forma
colonias en forma de lente y crece a temperaturas de 50 °C (Carr et al.,
2002).

En contraste con otras bacterias &cido lacticas utilizadas como
iniciadores, el S. thermophilus posee una ureasa que convierte la urea en
amonio y dioxido de carbono. Durante el crecimiento de S. thermophilus
en leche, la produccion de amonio reduce Ia disminucion del pH o induce
un incremento temporal de pH. El S, thermophilus exhibe una marcada
sensibilidad a los antibiéticos v otras sustancias inhibidoras presentes en

leche. Su destruccién puede ser causada por bacteriofagos (Oberman,

1985).
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Aungue el S. salivarius spp thermophilus es altamente estable
(disminuye por ~1 ciclo logaritmico) bajo condiciones normales de
almacenamiento (4 °C) por un periodo de por lo menos 6 semanas
(Borchers et al., 2002). El S. thermophilus actia como un buscador de
oxigeno en un bioyogurt, lo que propicia un ambiente benéfico para

bifidobacterium (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001)

Lactobacilus delbrueckii spp bulgaricus
Microorganismo utilizado en combinacion con S. thermophilus para la
produccion de yogurt, caracterizado frecuentemente por una disminucién
durante su crecimiento antes de que se agote el azlicar (Mercade et al.,
2004). Fermenta la amigdalina y sacarosa, pero no la trealosa, salicina o
celobiosa, no fermenta la lactosa o galactosa. No hidroliza la esculina, y
crece a 45 °C. Sus colonias son pequefias, planas y con orillas crenadas.
Se asocia con plantas como papa. Es importante en la manufactura de
bebidas alcohdlicas como cerveza, ale, bourbon, whiskey escocés y ron
debido a su habilidad para bajar el pH de la malta en fermentacién y por
tanto facilitar la digestion de almidones solubles en el proceso de
trituracién y por incrementar la acidez, no solo para solubilizar los
almidones, sino por contribuir a reducir los niveles de contaminacion por
microorganismos (Carr et al., 2002).

El Lactobacilus delbrueckii spp bulgaricus inicialmente incrementa

su crecimiento, pero se detiene (por 3-6 ciclos logaritmicos) bajo




condiciones normales de almacenamiento a 4°C por 6 semanas (Borchers

et al., 2002).

Lactobacilus acidophilus

El L. acidophilus es un microaerdfilo, que fermenta la fructosa, glucosa,
celobiosa y maltosa ademés de que hidroliza la esculina y se encuentra
asociado en productos lacteos. Produce factores que inhiben Ia
proliferacion de células tumorales y se cree que ejerce un efecto benéfico
al restaurar la microbiota durante una enfermedad o tratamiento por
antibiotico. En un estudio con pollos, L. acidophilus inhibio a Salmonella
typhimurium, y Straphylococcus aureus, demostro, resultados similares en
otro estudio contra Escherichia coli. El consumo de L. acidophilus
también reduce la intolerancia a la lactosa en humanos y que reduce el
riesgo de cancer al reducir la conversion de procancerigenos en animales
experimentales (Carr et al,, 2002). Se reporta que la leche fermentada
que contiene ciertas cepas de bacterias viables de L. acidophilus es
benefica para aquellos que sufren desordenes de tracto digestivo ya que
tienen la capacidad de establecerse en el intestino compitiendo con otros
microorganismos presentes y de esta forma regular la microbiota intestinal
dafina (Oberman, 1985).

El L. acidophilus y el B. bifidum son menos estables que el L.
bulgaricus cuando se adicionan al yogurt, y su numero disminuye
rapidamente, especialmente en aquellos productos en los cuales hay un

incremento rapido de pH (Borchers et al., 2002). Forma colonias como




‘cangrejos o plumas” en Agar MRS, es sensible a la penicilina, pero
resistente a sulfonaminas (Carr et al., 2002). Produce una bacteriocina
que actla contra varias cepas de L. bulgaricus, asimismo algunas
sustancias producidas por L. bulgaricus causan inestabilidad al L.
acidophilus. El peroxido producido durante el almacenamiento parece ser

responsable de este antagonismo (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001 ).

Interaccién entre bacterias lacticas y prébidticas
La mayoria de las interacciones entre especies que involucran los
alimentos incluyen competencia por el mismo nutriente. Estas
interacciones frecuentemente son breves, sin embargo, en muchos casos
son mas duraderas, especialmente en donde las dos especies viven en
asociacion cercana. A tal asociacion se denomina “Simbidtica” (vivir
juntos). Durante esta agrupacién, si un miembro puede ser dafado se
denomina parasitismo, si se encuentran relativamente sin afectarse una a
la otra, comensalismo o bien si ambos pueden beneficiarse mutualismo.
Muchos, sin embargo, llaman simbiosis a este ultimo proceso en donde
ambas especies resultan beneficiadas (Casadevall y Pirofski, 2000)
Diferentes combinaciones de indculos lacticos y probidticos
permiten la produccion de alimentos fermentados lacteos con
caracteristicas tecnologicas definidas asi como beneficios nutricionales.
Sin embargo, las interacciones, ya sean benéficas o desfavorables entre

estos cultivos puede generar cambios indeseables en la composicion de la
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microbiota durante la manufactura y el almacenamiento frio de los
productos fermentados (Vinderola et al., 2002).

La terminologia utilizada para definir la interaccion hospedero-
microorganismo lleva cerca de un siglo. A principios de este periodo, se
pensé que los microorganismos eran agresores que gobernaban la
interaccién  hospedero-microorganismo dando como  resultado una
enfermedad. Posteriormente con nueva informacion se comprendid gue
esta relacion no siempre causa enfermedad (Casadevall y Pirofski, 2000).
Este reconocimiento guio hacia la introduccion de términos que expliquen
los estados en los cuales los microorganismos existen dentro del
hospedero sin causar dano (Casadevall y Pirofski, 2000).

Durante su desarrollo en el yogurt, el Streptococcus crece mas
rapido al inicio de la fermentacion, lo que favorece la acumulacion de
cantidades moderadas de &cido lactico y acético, acetaldehido, diacetil y
acido formico. La disponibilidad de formato y los cambios en el potencial
oxido-reduccién en el medio estimulan el crecimiento de Lactobacillus
bulgaricus (Courtin y Rul, 2004).

El aspecto principal para la produccion de productos lacteos
probidticos es la interaccion entre los probiéticos y los indculos, Aunque
poco se conoce acerca de ésta interaccion, los efectos antagénicos y los
sinérgicos estan bien establecidos. Por ejemplo, el cultivo cléasico para un
yogurt esta caracterizado por una protosimbiosis entre S. salivarius spp
thermophilus y L. delbrueckii spp bulgaricus. Este sinergismo, visualizado

como una acidificacion acelerada y eficiente de la leche a través de la
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multiplicacion del cultivo y en una alimentacién cruzada, no es una
propiedad de las dos especies, sino de cepas especificas de estas
especies (Cannella y Giusti, 2000; Heller, 2001). Muchos organismos se
adaptan bien a su ambiente y al de otros. Un ejemplo interesante es el
ejemplo del crecimiento mixto entre L. bulgaricus y S. thermophilus en el
yogurt, en donde Lactobacillus libera glicina e histidina, lo que promueve
una produccion mas rapida del Streptococcus (Oberman, 1985), v por
regla general, los Lactobacilos tienen una mayor actividad proteolitica que
el Streptococos (Courtin y Rul, 2004),.

Con el crecimiento simbictico en el yogurt, S. thermphilus produce
acido lactico, lo que reduce el pH a un nivel optimo para L. bulgaricus. El
acido producido y peq.ueﬁas cantidades de &acido formico estimulan el
crecimiento de L. bulgaricus. El S. thermophilus se inhibe a pH de 4.2-4.4
mientras que Lactobacilus tolera valores de pH de 3.5-3.8. Después de
aproximadamente tres horas de fermentacion, el ndmero de organismos
debera ser igual. En fermentaciones mas duraderas, el crecimiento del S.
thermophilus decrece mientras que L. bulgaricus continua reduciendo el
pH y produciendo cantidades excesivas de acido lactico (Lourens-Hattingh

y Viljoen, 2001),

Analisis para la determinacion de acido linoléico conjugado
En el analisis del CLA es importante separar y cuantificar los diferentes
isomeros posicionales y geométricos (Christie, 2003), aunque para aclarar

su estructura completa y la de sus metabolitos, se requiere de informacién
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sobre el tamafio de su cadena y la posicién y geometria de sus dobles
ligaduras (Kramer et al., 1999). El analisis del CLA puede ser una labor
relativamente facil con el uso de la espectrofotometria, o compleja a
través de cromatografia de gases, cromatografia de liquidos de alta
presion o bien por una combinacion con la espectrofotometria de masas,
.dependiendo de si sélo se requiere la identificacién o cuantificar cada uno

de los isémeros (Christie, 2003).

Origen de la cromatografia

La cromatografia data del afio 1897, inicid6 con el andlisis del petroleo,
realizado por Day, quien presentd sus resultados en la Primer Conferencia
Internacional del Petrdleo en 1900, aunque en la mayoria de los trabajos
de investigacion se cita a Tswett en 1903 como su iniciador (Brondz,
2002). Con algunas excepciones, los isémeros posicionales cis y trans de
los acidos grasos no se encuentran en la naturaleza, sino que son
productos de la industria de los alimentos a partir de aceites y grasas y su
determinacion es, por tanto, de importancia sustancial en el control
alimenticio. Debido a su similitud en propiedades guimicas, el analisis de
los isémeros ha sido siempre un desafio. La cromatografia es un método
adecuado, e indudablemente, la cromatografia de gases (CG) tiene
especial importancia, aunque al utilizarse la CG como método de
separacion, la sobre-posicion entre los isémeros cis y trans no se puede

evitar completamente (Nikolova-Damyanova y Momchilova, 2002).




La composicion de &cidos grasos en grasas y aceites se determina
por CG como un é&cido graso de metil éster (FAME). Los FAME se
preparan usualmente por saponificacion de los glicerolipidos, seguida de
una metilacion. De los procedimientos que se han propuesto y utilizado
para la preparacion de FAME la catalisis por alcali tiene una gran ventaja
por la rapidez y preparacion simple (Ichihara, 1996). Se ha demostrado
que la cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC por sus siglas en
inglés) con solvente isocractico es muy Util para analizar rapidamente al
CLA no sotlo como ésteres, sino también como trigliceroles (Adlof et al.,

2002).

Cromatografia de Gases

Aungue la informacion de la composicion de los isémeros de CLA provista
por cromatografia de gases CG es incompleta, ya que los resultados estan
restringidos a proporcionar sélo el porcentaje total de CLA, frecuentemente
es el unico metodo utilizado en el analisis de acidos grasos del CLA. Las
identificaciones generalmente se limitan a las comparaciones entre los
tiempos de retencion contra un nimero limitado de estandares. En tejidos,
los acidos grasos de las grasas son relativamente simples mientras que en
la grasa butirica pueden existir hasta 400 diferentes compuestos que
difieren en el tamafio de la cadena, ramificaciones, insaturaciones,
configuracion geométrica y posicional o bien en grupos funcionales

(Roach et al., 2002).




El metodo mas importante para investigar la composicion de los
acidos grasos actualmente es la CG, técnica de separacion que requiere
de analitos volatiles y cuya principal reaccién quimica para el analisis de
lipidos es la transesterificacion a metil ésteres (Fritsche y Steinhart, 1998)

Para los analisis de GC el cromatégrafo debe estar equipado con
una columna capilar polar y un detector de ionizacién de flama (Roach et
al., 2002). Generalmente las columnas son de 60 a 100 metros, cubiertas
con polietilen-glicol (Supelcowax) de tal manera que logre resoluciones
razonables de los isomeros de CLA como ésteres metilados aunqgue las de
100 metros dan las mejores separaciones (Dobson, 2003). Aun asi, los
isomeros del CLA se empalman en un cromatograma de GC, por lo que es

importante utilizar otros métodos cuando se quieren separar los isémeros

(Jahreis et al., 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Perfil cromatografico de CG de CLA-FAME obtenido utilizando detector
de inoizacion de flama. Fuente: Kramer et al., 2004




Cromatografia de liquidos de alta presion

Los métodos disponibles de analisis por HPLC para determinar la
composicion de CLA en muestras bioldgicas consisten generalmente de
una extraccion de la grasa por el método de Bligh y Dyer (1959) o uno
similar y el fraccionamiento de los lipidos por silica gel o cromatografia de
capa fina o bien por HPLC. En las Ultimas décadas, ha llegado a ser de
gran importancia la cromatografia del ion-plata para el fraccionamiento y
caracterizacion de los lipidos (Adlof, 2003).

Desde su introduccion en 1963, la cromatografia de iones plata ha
sido una de las herramientas mas importantes en el analisis de lipidos
para su separacion (Fritsche y Steinhart, 1998).

La HPLC con iones plata puede separar acidos grasos de acuerdo
a su configuracion y al numero de sus dobles ligaduras. El analisis se
puede llevar a cabo con triglicéridos o con acidos grasos después de su
derivacion. Recientemente se ha desarrollado una columna de iones plata
estable para HPLC donde los iones de plata estan ligados por enlaces a
porciones de acido fenilsulfonico y a una matriz de silica, en donde se
logran excelentes separaciones de isdmeros posicionales y geométricos
de acidos grasos insaturados. Es posible controlar muchos parametros
cromatograficos como la composicion de la fase movil, velocidad de flujo y
temperatura de la columna con un alto grado de exactitud. Otras ventajas
son la reutilizacion de la columna, separaciones simples y rapidas y cortos

tiempos de analisis (Fritsche y Steinhart, 1998) (Figura 8).
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Figura 8. Separacion de isomeros de CLA del mismo producto utilizando en la
grafica anterior por HPLC. Fuente: Kramer et al., 2004

Prospectivas

El concepto de que un alimento pudiera servir como una medicina
fue concebido hace miles de afos por el fildsofo griego y padre de.la
medicina, Hipocrates, quien escribid: ‘Let food be thy medicine, and let
medicine be thy food”, ("Dejemos que la comida sea la medicina y dejemos
que la medicina sea la comida), y actualmente el concepto de que la
alimentacion contenga un valor medicinal ha renacido con el término de
"Alimentos funcionales” (Chow, 2002).

Los estudios cientificos contintian estableciendo una fuerte relacion
entre los constituyentes de los alimentos y los suplementos dietéticos en
ciertas enfermedades. No es sorprendente que las industrias de alimentos
y de los suplementos dietéticos estén respondiendo a esta necesidad

desarrollando nuevos productos y reposicionando los esfuerzos de los
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productos anteriores para ayudar al consumidor a manejar su salud. Por
ejemplo, el yogurt anteriormente solo se consideraba un componente de la
dieta, sin embargo ahora también se le promociona en programas para
bajar de peso después de que un estudio sobre productos lacteos
demostré que el calcio en los productos lacteos es efectivo para perder
peso (Champagne, 2005).

En afos recientes se ha estimulado la investigacion sobre los
efectos potenciales de alimentos probidticos para optimizar su produccion
industrial, y a la fecha, los vehiculos mas importantes para las bacterias
probidticas son alimentos fermentados como el yogurt (Vinderola et al.,
2000), y cada vez con mayor frecuencia se estan adicionando cultivos
probioticos a los alimentos (Dave y Shah, 1996).

Por otra parte, mucho se ha promovido que se reduzca el consumo
de grasa en la dieta, lo cual condujo a un incremento en el consumo de
leche baja en grasa. Sin embargo, la grasa bovina contiene muchas
sustancias que pueden ser benéficas para la salud. El CLA es uno de
estos componentes ya que se le han demostrado numerosos beneficios
potenciales para la salud humana (Bell y Kennelly, 2001; Allred et al.,
2006). Este Interés se ha hecho evidente a partir de la acumulacion de
evidencias en estudios desarrollados utilizando animales como modelos
bioldgicos (Calder, 2002).

Aungue el numero de invetigaciones sobre el CLA se sigue
incrementando, sigue existiendo falta de informacidin sobre este

compuesto en las diferentes disciplinas. En el sector salud, la mayoria de
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los estudios han involucrado animales, por lo que el préximo paso debera
ser desarrollar estudios clinicos en humanos mas detallados para explorar
las diferentes actividades del CLA, especialmente en lo que se refiere a
describir su mecanismo de accién. En el area de las ciencias basicas, la
investigacion debera enfocarse a describir los cambios quimicos y su
sintesis quimica, de forma que se obtengan los isémeros puros. Se
requiere continuar con la investigacion sobre raciones en las dietas del
ganado lechero para elevar el contenido de CLA en la leche. Asimismo,
las investigaciones en el area de los alimentos introducen una amplia
gama de posibilidades para su expansion en el desarrollo de productos
funcionales a través de los diversos procesos de produccidn.

En este sentido, el presente estudio presenta la influencia de
ciertas bacterias lacticas para la obtencién de productos lacteos
fermentados con alto contenido de CLA.

Para ello, una parte importante fue la diferenciacion y descripcion
de la morfologia de los organismos presentes en las interacciones en
diferentes medios de cultivo. Ademas, se evalud la produccion de acido
lactico y se cuantificé la viabilidad de cada una de las bacteria en las

diferentes asociaciones.
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ABSTRACT

CLA is a mixture of positional and geometrical linoleic acid isomers with
nutritional and health beneficial properties such as being an
antiatheroesclerotic, anticarcinogen and antidiabetic agent and an immune
systerm modulator naturally found in food products with fats from animal
origin. Since yogurt has an important role because of its nutritional
properties and benefits to digestive tract, the objective of this study was to
evaluate the acidification activity and CLA production of L. acidophilus
associated or not with commercial mixed yogurt cultures, during milk
fermentation. Whole milk was inoculated with L. acidophilus alone or L.
acidophilus associated with S. thermophilus and L. bulgaricus and
incubated at 35°C. CLA and lactic acid production, as well as bacterial
viable count was measured and data were analyzed considering time and
interaction of microorganisms as factors for analysis. Results showed a
significant difference (P<0.05) by microorganism and incubation time for
lactic acid production with a minimal value of 0.16% for the pure L
acidophilus culture and a maximum value of 0.69% for the combination of
L. acidophilus, S. thermophilus, L. bulgaricus culture. CLA production was
higher (P<0.05) in L. acidophilus pure culture (100.16 ppm) and in
thermophilus, bulgaricus, acidophilus (88.81 ppm), with the lowest value for
the association thermophilus, bulgaricus (66.23 ppm). S. thermophilus
showed the highest counts in all proved associations and L acidophilus in
association with thermophilus, bulgaricus showed the lowest growth. These
results convey the importance of the mixed cultures in the CLA production
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and the necessity to continue elucidating the biological mechanisms

involved in CLA synthesis.

KEW WORDS: conjugated linoleic acid, lactic acid, L acidophilus
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INTRODUCTION

Conjugated linoleic acid (CLA) is a mixture of positional and geometric
isomers of linoleic acid with conjugated bonds (Parodi, 1999; Bauman et
al., 2000; Beaulieu et al., 2002; Belury, 2002; Calder, 2002; Yu et al., 2002:
Alonso et al., 2003; Coakley et al., 2003; Tricon et al., 2004: Lin et al.,
2005). The most active and important isomer of CLA is cis-9, trans-11
octadecadienoic (Kay et al., 2004), usually called “rumenic acid”, and
makes up to 80-85% of total CLA content in milk and dairy products.
Concentrations of other isomers are trans-trans 5-9%, trans-cis 10-13%,
and crs-cis 1% (Pariza, 1999; Jahreis et al., 2000; Thorsdottir et al., 2002;

Destaillats et al., 2005).

CLA is a natural fatty acid produced in the animal’s rumen by the
fermentative bacteria Butyrovibro fibrisolvens that isomerizes linoleic acid
to CLA. CLA is an intermediate compound in the rumen biohydrogenation
process of fatty acids (Garcia et al., 2000), and is mainly found in food
products from ruminant animals, particularly in dairy products such as
yogurt, milk and cheese, or in bovine and sheep meat (Oh et al., 2003

Dongyan et al., 2004), so animal fat is a natural source of CLA (Lin, 2003).

CLA content in most dairy products varies from 2.5-7.0 mg/g of fat
(Lin et al., 1995; Kelly et al., 1998), although there are reports of 30 mg
CLA/g of fat. This variation seems to depend on the processing conditions
or on the length of aging; in fact, there is a positive relationship between

length of aging and CLA content in cheese, and a processed cheese often
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contains more CLA (Cannella y Giusti, 2000). In milk, CLA concentration is
increased by varying the level and sources of unsaturated fats in the cow
diet (Chichlowski et al., 2005). In the case of dairy products, fermented

products contain more CLA than other dairy products (Oh et al., 2003).

Fermented milks are not only nutritive, but they are also considered
as therapeutic agents that enhance the well-being by exerting certain
immunologic functions (Adhikari et al., 2003). Yogurt production has grown
increasingly worldwide because of its natural image, sensorial
characteristics, nutritional and prophylactic properties, all of them related
to a high number of viable lactic acid bacteria (Birollo et al., 2000). Yogurt
successful manufacture relies on the interaction between the two
thermophilic lactic bacteria, S thermophilus and L bulgaricus (Corich et al.,
2004) since their major end-product in lactic fermentation is lactic acid,
which lengths the shelf life, improves flavoring (Liu, 2003), and cbntributes
to aroma and texture of the final product (Monnet et al., 2003). In order to
increase CLA production with lactic acid bacteria, studies have been made
using skim milk with added linoleic acid; however, there is not evidence of
CLA production using whole milk with added L. acidophilus and yogurt
bacteria to improve CLA and lactic acid production. The objective of this
work was to evaluate the influence of L. acidophilus in fermented milk
inoculated with S. thermophilus, L. bulgaricus to produce CLA, lactic acid

and to determine the viable count of each bacterial group.
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MATERIALS AND METHODS

Whole dry milk (Nido® Nestle, México, S. A. de C. V), reconstituted to 12%
m/v, and sterilized at 121°C for 15 min, and commercial strains from lactic
acid bacteria S. salivarius spp thermophillus, L. delbrueckii spp bulgaricus
and L. acidophilus (Rhodia Inc, Dairy Business, Madison, WI 53701, USA)
were used to evaluate CLA and lactic acid production. All starters were
pre-cultivated at 1.0% in 15 ml of reconstituted milk previously sterilized in
a test tube with cap. To 50 ml of sterilized milk, 0.8% (v/v) from the pre-
cultivated starter were inoculated for each treatment and incubated under
aerobic conditions wuntil its evaluation. When treatment involved
associations, microorganisms were inoculated in equal amounts for each
bacterium to obtain a total inoculum of 0.8%.

Fat extraction was made by weighting 10 g of the fermented milk
and mixing with 8 ml distilled water, 10 ml methanol and 5.0 ml chloroform
and stirring for two min (Bligh y Dyer, 1959; Roach et al., 2002). The
obtained mix was combined with 5.0 ml chloroform and stirred for two
additional minutes. Product was centrifuged for 40 min to 500 x g.
Inorganic material was separated (methanol and water), and the lower
layer was dried with Na,S0,, evaporated in a vacuum oven at 35°C to a 10
ml final volume (Lin, 2003) and stored to -20°C until further analysis
(Alonso et al., 2003). To hydrolyze, residue was mixed with 1.0 mg
heneicosanoic acid (1.0 mg/ml of chloroform as internal standard) and
NaOH (methanol 1.0 ml, 1N) at 100°C for 15 min. Fatty acids were

methylated with 1.0 ml 14% BF; at room temperature (22°C) for 30 min.
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Two ml hexane and 1.0 ml water were added and centrifuged at 500 x g
during 10 min (Roach et al., 2002). CLA analysis was made in an Agilent
HPLC (Agilent Technologies model 1100 serie JP 13203197) equipped
with two stainless steel silver-ion impregnated columns (Varian
ChromSpher 5 for lipids 250 6 VC) with a particle size of 5um (Chrompack,
Bridgewater, N.J. US); an injector (Rheodyne de 20 pl model 7725) and an
absorbance detector (Agilent model 1100 G1314A VWD serie
DE11401066) operated at 234 nm. Mobile phase composition was
acetonitrile in hexane 0.1% and used isocratically at 23°C with a flow rate
of 1.0 ml/min adjusted to maintain head pressures at 45-50 bar. |somer
elutions were identified by comparing retention times with a methylated
standard (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, US). CLA content was

calculated from a calibration curve as ug CLA from the methylated peak

area.

Lactic acid content in fermented milk was determinates by taking 9.0
ml of milk and adding four phenophtalein drops and titrating with NaOH 0.1
N. Acidity was reported as percent of lactic acid (Baron et al., 2000), which

was calculated according to: % acid = ml used x 0.090 x 0.1 x 100/9.

To evaluate bacterial growth, a peptonated solution was prepared
(1.0 g Peptone, 8.5 g Sodium chloride, water 1.0 | adjusting pH to 7.0 £ 0.1
with 0.1 N NaOH) (Secretaria de Salubridad y Asistencia, 1995) and
sterilized before decimal dilutions preparations. L. acidophilus and L.

delbrueckii spp bulgaricus counts were evaluated with Mann-Rogosa and
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Sharpe Agar (MRS) (DIFCO®, Becton Dickinson and Co. Sparks, MD
21152 USA) with a 0.5% sorbitol at 7.2 pH. MRS-sorbitol Agar was
prepared by adding the sterilized solution through a 0.45 pm Millipore
membrane just before plating. Samples were incubated at 37°C for 72 h
with a CO, atmosphere (International IDF Standard 117, 1983;
International IDF Standard 117A, 1988; Dave y Shah, 1996). S salivarius
spp thermophilus growth was evaluated on M17 Agar (DIFCO®, Becton
Dickinson and Co. Sparks, MD 21152, USA) (International IDF Standard

117, 1983; Birollo et al., 2000) in aerobic conditions.

All analysis were done by triplicate and data were analyzed by a
GLM, evaluating treatment effects (different microorganisms and
incubation times) and mean comparisons were done by Duncan’s method
using SAS software (SAS, 2005) at P < 0.05 significance level (Gill, 1988;

Montgomery, 2005).

RESULTS AND DISCUSSION

CLA Content

The CLA mean content (100.16 ppm) in fermented milks from L.
acidophilus as a simple culture was different (P<0.05) from the one
presented when this bacteria was in association with yogurt bacteria (66.23
ppm), but was similar (P>0.05) to the value obtained in the association S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus (Figure 1). Results showed that
L. acidophilus has a higher capacity to produce CLA than yogurt cultures,

suggesting the presence of linoleic acid isomerase activity by this bacteria.




(Lin, 2003; Lin, 2006). Lin (2003) reports CLA production (2.33 ug/g
yogurt) with a similar bacterial association, a lower CLA production (0.25
Hg/g yogurt) in a double association (S. thermophilus, L. bulgaricus) and an
intermediate value for L. acidophilus (0.75 pg/g yogurt) adding fructo-
oligosaccharides and linoleic acid to skim milk.

Alonso et al (2003) reported higher CLA production (116.53 pg/ml)
with L. acidophilus O16, although the strain L1 of L. acidophilus had lower
values (54.31pg/ml) after a 24 h incubation period, corresponding to the
stationary growth phase, suggesting that these variations could be due to
different pH in the culture media. These data indicate that when fermented
milk is used, a higher CLA production can be obtained when inoculation
time is increased. However, under these conditions, we recommend to
evaluate the flavor and the consumer acceptability of the final product,

since other lactic bacteria can produce an excessive lactic acid synthesis.
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Figure 1. Conjugated linoleic acid (ppm) in fermented milk inoculated with yogurt bacteria
(S. thermophilus, L. bugaricus) and with L acidophilus. AC= L. acidophilus culture.
THBU= S. thermophilus, L. bulgaricus mixed culture. THBUAC= S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. acidophilus mixed culture




Lactic Acid production

The content of lactic acid was different (P<0.05) due to the presence of
different microorganism and to the incubation time. The quantity of lactic
acid produced by L. acidophilus was not different over time (0.16%), but
lactic acid production showed changes over time (P>0.05) in the S.
thermophilus, L. bulgaricus and the mixture of the three organisms studied,
which was similar between them (P<0.05), but different to the L.

acidophilus (0.16%) simple culture (Figure 2).
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Figure 2. Lactic acid in a fermented milk inoculated with yogurt bacteria (S. thermophilus,
L. bugaricus) and L. acidophilus. . AC= L. acidophilus culture. THBU= S. thermophilus, L.

bulgaricus mixed culture. THBUAC= S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus mixed
culture

It has been recognized that the associative growth between S.
thermophilus 'y L. delbreuckii spp bulgaricus can influence the
physicochemical properties and the level of aromatic compounds present
in fermented milks as compared to those inoculated with simple strains
(Bonczar et al., 2002) and that in symbiotic growth, S. thermophilus

produces lactic acid up to an optimum pH for L. bulgaricus growth; besides,
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produced lactic acid and small amounts of formic acid stimulate its growth
(Courtin y Rul, 2004), which explains the lactic acid production behavior
observed in the associations in this study. However, there is not available
information on the effect in lactic acid production when using a triple

association like the analyzed in our trial.

Bacterial Growth

L. acidophilus growth was similar (P>0.05) when it was cultivated alone
(9.74 UFC/mI) or associated with S. thermophilus and L. bulgaricus (8.95
UFC/ml). In the same way, L. acidophilus growth was similar (P>0.05) to
the growth counts in all the L. bulgaricus cultures evaluated. On the other
hand, S. thermophilus counts showed differences (P<0.05) with the other
microorganisms studied. These results can be attributed to the higher
quantity of lactic acid produced, specially by S. thermophilus, according to
reports indicating that lower L. acidophilus counts are due mainly to high
acid and hydrogen peroxide contents in the mixed cultures (Figure 3) (Akin
y Guler-A., 2005).

Microorganism, alone or mixed, are an alternative to obtain CLA
from foods, with advantages such as their high multiplication capacity and
their microbial safety, therefore, able to produce innocuous food. CLA yield
after fermentation is primarily dependent on the type of microorganism
used in the commercial milk cultures and its manipulation can alter CLA
production. According to our results and due to their importance in human

health, it is clear that the mechanisms of CLA production from



microorganisms require additional research in order to obtain information
that can help on the elucidation of the biological factors that can provide

higher amounts of natural CLA in functional foods.
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Figure 3. Bacteria growth for L acidophilus (UFC/mI) associated with yogurt bacteria (S.
thermophilus, L. bugaricus) and as a simple culture at different incubation times. ac=
Viable count of L. acidophilus culture. thbu th= Viable count of S. thermophilus in the S.
thermophilus, L. bulgaricus mixed culture. thbu bu= Viable count of L.bulgaricus in the S.
thermophilus, L. bulgaricus mixed culture. thbuac th= Viable count of S. thermophilus in
the S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus mixed culture. thbuac bu= Viable count
of L.bulgaricus in the S. thermophilus, L. bulgaricus. L. acidophilus mixed culture. thbuac

ac= Viable count of L. acidophilus in the S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus
mixed culture
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Resumen

El yogurt es un producto lacteo fermentado con cultivos lacticos que
incluyen Streptococcus, thermophilus y Lactobacilus, bulgaricus como
cultivos mixtos. A las bacterias probidticas como el L. acidophilus se les
atribuyen propiedades terapéuticas, por lo que se pueden adicionar al
yogurt con objeto de proporcionarle propiedades adicionales. El yogurt
debe contener al menos 10° UFC/ml de bacterias viables al momento de
su consumo, por lo cual, se considera importante |a diferenciacion de este
tipo de bacterias en productos fermentados. El objetivo de este trabajo fue
diferenciar con una combinacion de medios de cultivo, los grupos
bacterianos presentes en una leche fermentada inoculada con S.
thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus. Se probaron seis diferentes
medios de cultivo: 1) Agar con Leche descremada al 20%, 2) Agar con
Leche descremada al 10%, 3) MRS, 4) MRS con sorbitol al 5%, 5) MRS
con sorbitol al 5% y pH controlado a 5.4, 6) M17 con pH controlado a 7.2,
y se evaluaron el crecimiento y la diferenciacion en la morfologia de cada
una de las tres bacterias estudiadas. Los medios utiles para la
diferenciacion de las colonias fueron el MRS con sorbitol y pH ajustado a
5.4 para el L. bulgaricus y L. acidophilus, en donde se observa una
morfologia diferente de cada uno de estos microorganismos. Las colonias
del L bulgaricus tuvieron aproximadamente 1.0 mm de diametro, una
morfologia con bordes indefinidos, planas, color blanco translicido y
opacas. Las colonias de L. acidophilus fueron convexas, de forma circular,

puntiformes y mas pequefnas que las anteriores. El S. thermophilus se
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desarrollé en el Agar M17, y se observaron colonias redondas, blancas,
lisas y brillantes; en este medio, no se observd crecimiento de los
lactobacilos. Se concluye que la utilizacion de los medios MRS con
sorbitol al 5% y pH controlado a 5.4 y M17 para la diferenciacion de las
bacterias estudiadas.

Palabras clave: bacterias lacticas, diferenciacion, S thermophilus, L

bulgaricus, L acidophilus, yogurt
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Abstract

Yogurt is a mik fermented product with lactic cultures including S.
thermophilus and L. bulgaricus as mixed cultures. L. acidophilus is a
probiotic bacterium with therapeutic properties that can be added to yogurt
for additional nutritional properties. Yogurt must contain at least 108
CFU/ml of viable cells, and the differentiation of each bacterial group is an
important control parameter. Therefore, the aim of this work was to
differentiate S thermophillus, L bulgaricus and L acidophilus from a mixed
culture, using different growth media. Media tested included: 1) Skim milk
Agar at 20%, 2) Skim milk Agar at 10%, 3) MRS, 4) MRS with sorbitol 5%,
5) MRS with sorbitol and controlled pH at 5.4 6) M17 with controlled pH at
7.2.  Organisms were tested for their growth capacity and colonial
morphology in each growth media. L. bulgaricus and L. acidophilus can
grow in MRS with sorbitol, pH 5.4, and can be differentiated by their
colonial morphology. L. bulgaricus colonies were flat, with indefinite
borders, translucent white and opalescent, approximately 1 mm diameter.
L. acidophilus colonies were convex, circular, with sharp ends and smaller
than L. bulgaricus. S. thermophilus colonies in M17 Agar were round,
white, and bright; this media was specific for the organism. The
combination of MRS + Sorbitol, pH 5.4 and M17 can be used to count and
differentiate the lactic bacteria studied.

Key words: lactic acid bacteria, differentiation, viability, S thermophilus, L

bulgaricus, L acidophilus, yogurt




Introduccion

El yogurt es un producto fermentado con cultivos lacticos consistentes de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus (Djouzi et al., 1997;
DeNoni et al., 2004) que en general refleja la composicion de la leche de la
cual fue elaborado. Es una buena fuente de proteina, riboflavina y
vitamina B12, asi como de fosforo, magnesio y calcio (Borchers et al.,
2002), apreciado particularmente por sus caracteristicas benéficas sobre
la salud y sus propiedades sensoriales (Corich et al., 2004). En afos
recientes, se ha vuelto una practica comun adicionar, ademas de las dos
indispensables, algunas bacterias probidticas (Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum) (Vinderola et al., 2000;
Vinderola et al., 2000; Chick et al., 2001; Borchers et al, 2002)
principalmente a causa de los efectos benéficos que se les atribuyen
(Dave y Shah, 1996; Dave y Shah, 1998; Davidson et al., 2000).

Aunque S. thermophilus es muy estable bajo condiciones normales
de refrigeracion por al menos 6 semanas, L. bulgaricus inicialmente
incrementa su cuenta, pero después disminuye en el mismo periodo de
tiempo, mientras que las especies de L. acidophilus y B. bifidum son aun
menos estables cuando se adicionan al yogurt y su nimero declina en
algunos yogurts, especialmente en aquellos en que el pH disminuye
rapidamente (Borchers et al., 2002), aunque por otra parte, su viabilidad se
incrementa cuando la concentracion de oxigeno disuelto es baja (Dave y

Shah, 1998).
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La relacion simbiotica entre S. thermophilus y L. bulgaricus, ha sido
utilizada por muchos anos en la elaboracion del yogurt (Radke-Mitchell y
Sandine, 1986; Nogueira et al., 1998; Corich et al., 2004). El numero de
bacterias vivas debe permanecer alto durante toda su vida de anaquel
(Corich et al., 2004) y el éxito de la fermentacion descansa en la sinergia
entre ambas bacterias (Courtin y Rul. 2003). El yogurt, generaimente
debe contener al menos 10° bacterias viables por gramo a la hora de su
consumo, aungue estos limites no se observan en todos los paises ya que
en Francia y Espafia, el minimo requerido es de S X 108 UFC mI"'mientras
que en Suiza se ha establecido como norma 10° UFC mi", en Japon 107
UFC gy en Portugal 10° UFC g (Birollo et al., 2000; Corich et al., 2004).

Considerando que ambas bacterias, tanto S. thermophilus como L.
bulgaricus son capaces de crecer por si mismas en leche, esta interaccion
indirecta y positiva se llama proto-cooperacion y frecuentemente tiene un
efecto benéfico en el crecimiento bacteriano, en la produccion de acido
lactico y de compuestos aromaticos (Vinderola et al., 2002). Se han
identificado algunos de los efectos resultado de las actividades
metabolicas de los patrones de ambas bacterias, tales como la produccion
de acido pirtvico, formico y COz por S. thermophilus, que estimulan el
crecimiento del L. bulgaricus, y la produccion de péptidos y aminoacidos
por L. bulgaricus que estimulan el crecimiento del S. thermophilus (Davis
et al., 1971; Courtin y Rul, 2003).

La actividad de los cultivos lacticos es de gran importancia en los

procesos de produccion de alimentos lacteos fermentados (Cachon et al.,
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2002), por lo que debe tenerse un control sobre el tipo y numero de
bacterias viables en los productos que llegan al consumidor a fin de que
contengan las caracteristicas terapéuticas Jue se e atribuyen. Por esta
razon, el objetivo del presente trabajo fue describir la morfologia vy
diferenciar las bacterias comerciales en una leche fermentada inoculada

con S. thermophilus. L. bulgaricus v L. acidoohilus.

Materiales y Métodos
Se trabajo con leche entera en poivo (Nigc 3 Nestlé de Veéxico, S.A. de

i

C.V), reconstituida al 12% miv, y esterilizaca a "21°C duranie 1

(€]

minutoes
v con Dbacterias ‘acticas comerciales de S. salivanus SpR thermophiflus. L,
delbrueckii spp cuigaricus v L. acicophiius Rhodia nc&. Zairy 3usiness.
Madison. WI 33701, USA). Tocos o0s suitivos ‘ueron re-cultivades
aerobicamente. adicionando un 1.0% del cuitive a 15 mi de leche en polvo
reconstituida y previamente esterilizada =n Un wbo de 2nsaye con rosca.

Posteriormente. se prepararon 50 mi de ecne. se asteriizaron bajo ‘as

mismas condicicnes 2 inocularcn zara cacz unc Je ics ratamientcs =
3.8% {wiv) a partir dei inoculo inicial. Se sregararcn muesiras de ‘eches
fermentadas. elacoradas con cultivos Curos ¥ Zon asociaciones de

microorganismos S. themophilus. L. oulgaricus y L. acidopnijus. Cuando el
tratamiento involucrd combinaciones. os microorganismes se sembraron
en forma equivalente de manera que el contenido total fuera dz 0.8%.

Se prepard la muestra acorde zon la NOM- 10-SSA1-1994,

preparando una dilucion primaria en soluc:on peptonada (1.0 g peptona,




8.5 g cloruro de sodio, agua 1.0 I, pH 7.0% 0.1) (Diario Oficial de Ia
Federacion, 1995).

Posteriormente, se hicieron diluciones decimales seriadas para
cada una de las bacterias para su siembra en placa. Se prepararon
diferentes medios de cultivo: 1) Agar con Leche descremada al 20%. 2)
Agar con Leche descremada al 10%, 3) Agar Mann-Rogosa y Sharpe
(MRS), 4) MRS con sorbitol al 0.5%, 5) MRS con sorbitol al 5% y pH
controlado a 5.4, 6) Agar M17 con pH controlado a 7.2. Todos los medios
de cultivo usados fueron DIFCO® (Becton Dickinson and Co. Sparks, MD
21152 USA). El medio de cultivo MRS-sorbitol se prepar¢ adicionando una
solucién al 5% de sorbitol estéril filtrandolo a través de una membrana
Millipore de 0.45 pm al agar MRS estéril, justo antes de vaciarse. Los
medios se inocularon de cada una de las diluciones por extension en
superficie, y se incubaron' a 37°C por 72 horas en una atmésfera de CO;
para los medios de Leche descremada y MRS. EIl Agar M17 se incubé en
forma aeroébica a 37°C por 72 horas (International IDF Standard 117, 1983:
International IDF Standard 117A, 1988: Marshall, 1992).

En cada uno de los medios de cultivo, se evalud la morfologia de
las colonias de cada uno de los microorganismos y de sus combinaciones
asi como la posibilidad de diferenciarlos por su crecimiento o morfologia

en los diferentes medios.




Resultados y discusion

Agar con Leche descremada

El medio de cultivo Leche descremada al 20% coaguld al momento de
esterilizarlo, lo cual no permitié la realizacién de las pruebas. En las
pruebas en las que se utilizd el Agar leche descremada al 10% se
sembraron las bacterias puras, sin embargo, no fue posible describir su
morfologia ni su diferenciacion, dado que el medio de cultivo es blanco, y
las bacterias crecieron de ese mismo color, planas, opacas, ademas de
que todas crecieron con la misma forma por lo que no fue posible
diferenciarlas. Estos resultados muestran que no es posible diferenciar ni
cuantificar ninguna de las bacterias analizadas, aungue Birollo, et al
(2000) lo reporta como un excelente medio de diferenciacién de colonias
de S thermophilus y L bulgaricus, también en cultivos comerciales,
observando que las colonias del S thermophilus son blancas, circulares y
con bordes bien definidos, mientras que las del L bulgaricus, fueron

irregulares, planas y transltcidas.

MRS, MRS con sorbitol y MRS con sorbitol y pH controlado

Los medios MRS y el MRS con sorbitol permitieron el crecimiento de todos
los microorganismos con morfologia similar, lo que no favorecio su
cuantificacion por separado y lo Unico que se obtuvo con estos medios fue
tener una cuenta total de las bacterias lacticas (Cuadro 1). Cuando el
medio MRS con sorbitol al 5% se prepard controlando el pH final a un

valor de 5.4, se observo crecimiento de L. bulgaricus y L. acidophilus y sus
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colonias fueron diferentes lo cual hace posible su diferenciacion y
cuantificacion. Las colonias del L. bulgaricus crecieron con un tamafio de
aproximadamente 1.0 mm de didmetro, planas, con bordes indefinidos,
color blanco translicido y opacas. Las colonias de L acidophilus fueron
convexas, de forma circular, puntiformes y mas pequefias que las
anteriores (Cuadro 1). En este medio no se logré crecimiento de bacterias
S- thermophilus, aunque Birollo et al. (2000), reporta que se pueden
distinguir con alguna dificultad bajo condiciones anaerdbicas colonias de S
thermophilus y de L bulgaricus. Un estudio sobre la calidad microbiologica
de yogurts portugueses, cuantifica las bacterias del L. bulgaricus con este
mismo medio y bajo las mismas condiciones (Nogueira et al., 1998).

Por otra parte, en este mismo medio, aunque con el pH ajustado a
4.58, en condiciones anaerdbicas y a 45°C por 72 h se reportan colonias
del mismo tamario, blancas, irregulares y esponjosas para el L. bulgaricus
y colonias opacas, pequefias (0.1 a 0.5 mm) y parduscas para el S.

thermophilus a 37°C por 72 h (Tharmaraj y Shah, 2003).

M17

Este medio resulté adecuado para la reproduccion de S. thermophilus con
un pH controlado a 7.2 y bajo condiciones anaerdbicas, siendo éste el
Unico microorganismo capaz de crecer en este medio. Las colonias de S.
thermophilus fueron redondas, blancas, lisas y brillantes, por lo que este
medio se utilizé para diferenciar las bacterias cuando crecen puras o en

cualquiera de las asociaciones (Cuadro 1). Estos datos concuerdan con

118




los reportados por Birollo et af (2000), aunque en su caso, obtuvo colonias
blancas opalescentes, circulares y con bordes bien definidos, mientras que
Tharmaraj y Shah (2003), reportan colonias redondas y amarillentas en
condiciones aerobicas a 37°C por 24 h. Otros estudios han demostrado la
especificidad de este medio para la cuantificacion y diferenciacion del S.
thermophilus (Shah, 2000).

Cuadro 1. Crecimiento bacteriano en diferentes medios de cultivo y descripcion del
tipo de colonias presentes

Medio de Especie bacteriana Descripcion de
cultivo s L L acidophilus las colonias
thermophilus  bulgaricus

Leche - - - Medio no apto

descremada para crecimiento

20%

Leche ¥ # + Blancas, planas v

descremada opacas en todos

10% los casos.

MRS + + + Blancas,
brillantes,
redondas en
todos los casos

MRS + sorbitol + * # Blancas,
brillantes,
redondas en
todos los casos

MRS + sorbitol - + + (il

+pHS54 bulgaricus:Planas
. bordes
indefinidos,
blancas
translucidas y
opacas
L acidophilus:
Convexas.
circulares,
puntiformes

M17 + - - Redondas,

blancas, lisas vy
brillantes,
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Dave and Shah (1996), reportan que para la diferenciaciéon del S.
thermophilus, el Agar Streptococcus thermophilus muestra mejores
resultados con presencia de colonias bien desarrolladas y amarillas y que
el L. bulgaricus o bien no crece o forma colonias delgadas, blancas y
esponjosas.

Aunque estos resultados aclaran el papel de los medios de cultivo
para la caracterizacion e identificacion de las bacterias lacticas en leche
fermentada; es preciso evaluar la viabilidad de estas bacterias en
productos fermentados comerciales, con la finalidad de determinar si los
productos fermentados cumplen con las normas internacionales sobre el

numero y viabilidad de colonias bacterianas.

Conclusiones

El desarrollo de productos lacteos conteniendo bacterias probidticas es un
tema de consecuencias industriales y comerciales importantes para la
industria alimentaria. La incorporacion de estas bacterias hace dificil su
identificacion y cuantificacion.

Cuando crecen en cultivos mixtos S. thermophilus, L. bulgaricus y L.
acidophilus el M17 es el medio de cultivo indicado para cuantificar y
diferenciar S. thermophilus de los lactobacilos, presentando colonias
redondas, blancas, lisas y brillantes. El medio MRS con sorbitol y pH de
5.4, permite diferenciar las colonias de L. bulgaricus y L. acidophilus
puesto que L. bulgaricus crecen en colonias de aproximadamente 1.0 mm

de diametro, planas, con bordes indefinidos, de color blanco transltcido v




opacas, mientras que las colonias de L. acidophilus son convexas, de
forma circular, puntiformes y mas pequenas que las anteriores.

Estos datos aportan evidencia sobre los tipos de medios
recomendados para la cuantificacion y caracterizacion de las bacterias S.
thermophilus, L. bulgaricus y L acidophilus, utilizadas como cultivos mixtos

en leches fermentadas.
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Resultados complementarios en el estudio

Este estudio fue conducido para evaluar la produccion de acido lactico,
viabilidad de bacterias lacticas y la produccion de CLA en leches
fermentadas con diferentes tipos de bacterias lacticas en cultivos puros y

mixtos a lo largo de 9 horas.

Produccion de Acido Linoléico Conjugado (CLA)

El efecto de la interaccion del S. thermophilus con respecto al contenido
de CLA en leches fermentadas tienen efecto estadisitico ligeramente
significativo por su presencia en el tratamiento ya que se encuentra en el
borde de la significancia (p>0.504). E| L. acidophilus tiene diferencia
significativa como microorganismo puro ademas de que es el que

proporciona una cantidad mayor de CLA (p>0.0113) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Contenido de acido linoléico conjugado en mg/g de muestra en leches
fermentadas con diferentes tipos de bacterias y diferentes tiempos de incubacion

(h).

TRATAMIENTO 0 3 6 9

S thermophilus 5340 5318 9471 92.22 69.53%
L bulgaricus 87.03 9286 5591  114.42 87.56°°
L acidophilus 110.31 9050 96.98  96.43 100.2°
S thermophilus- L bulgaricus 5432 7873  56.91 74.94 66.23°
S thermophilus- L 93.96 108.39 8472 9454 95.4%

acidophilus
L bulqaricus- L acidophilus 112.32 102.98 63.32 107.36 95.52%°

S thermophilus- L bulgaricus- 10028 7642 8012  98.42 88.817
L acidophilus

Las diferentes literales en las columnas indican diferencia para los tratamientos

(S0
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Produccion de acido lactico

El porcentaje de acido lactico fue diferente, tanto por el tipo de
microorganismo como por el tiempo de incubacién, observandose en
general mayor concentracion de acido en el tiempo de 9 h con cualquiera
de los microorganismos y los tratamientos que fueron diferentes son
aquellos en donde hubo presencia de S. thermophilus (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados promedio del porcentaje de acido lactico en leches
fermentadas con diferentes tipos de bacterias y diferentes tiempos de incubacion

().

TRATAMIENTO 0 3 6 9 Promedio
S. thermophilus 0.16*° 0.18% 042° 0.58° 0.34°
L.bulgaricus 0.15 0.16* 0.19° 0.23% 0.18°

L. acidophilus 0.15° 0.16* 0.16° 0.19° 0.17°

S. thermopbhilus- 0.16° 0.17* 0.38° 0.64%®® 0.34°
L.bulgaricus

S. thermophilus- 0.15* 0.18% 0.36° 0.59° 0.32°

L.acidophilus

L.bulgaricus- L.acidophilus 0.16° 0.16° 0.21° 0.30° 0.20°
S. thermophilus- 0.16 0.19° 045° 0.70° 0.37°
L.bulgaricus- L.acidophilus

Las diferentes literales en las columnas indican diferencia para los tratamientos

Viabilidad de los Microorganismos

Los resultados de viabilidad de las bacterias mostraron que el
crecimiento del S. thermophilus es diferente a aquellos del L. bulgaricus y
el L. acidophilus (P<0.5), aunque no es debida a su incubacién en cultivos
mixtos, sino sélo por el tipo de microorganismo (Cuadro 3). En estudios
anteriores se ha visto que una de las desventajas obligadas asociadas con
el uso de cultivos mixtos en leches fermentadas es la falta de tolerancia de

algunas especies y cepas de microorganismos en cuanto al contenido de
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acido en el producto y posiblemente la mejor viabilidad de L. acidophilus
se deba a que cuando existe un crecimiento simultaneo con las bacterias
del yogurt desarrolle habilidad para romper el peréxido de hidrogeno y a Ia
temperatura de incubacion utilizada favorecid su crecimiento ya que la
temperatura de incubacién es un factor importante, porque generalmente
el proceso de fermentacion se realiza a 43°C, ideal para la produccion de

acido lactico (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001).

Cuadro 3. Viabilidad de bacterias (UFC/mi) en leches fermentadas con diferentes

tipos de bacterias y diferentes tiempos de incubacién (h)

TRATAMIENTO 0 3 6 9 UFC/mL
Promedio

Mezcla de cultivos Mo.
S. thermophilus 963 10.34 10.78 9.93 10.17
L. bulgaricus 9.01 9.56 10.00 10.76 9.83
L. acidophilus 9.00 11.09 10.10 8.77 9.74
S thermophilus- L. th 963 10.00 1135 11.28 10.56
bulgaricus

bu 907 969 10.06 11.60 10.10
S. thermophilus- L. th 963 1068 1148 11.92 10092
acidophilus

ac 9.04 977 833 910 9.06
L. bulgaricus- L. bu 9.01 982 993 1193 10.17
acidophilus

ac 9.04 967 8.21 8.96 8.97
S. thermophilus - L. th 963 1041 1143 12.07 10.88
bulgaricus - L.
acidophilus

bu 903 9.01 8.89  9.51 9.11

ac 9.03 896 823 958 8095




Discusion general

La informacion existente sobre un incremento de CLA por las diferentes
bacterias lacticas y probidticas permitid inferir un sinergismo entre las
bacterias del yogurt y el L. acidophilus en leches fermentadas con leche
entera, ya que tienen diferentes habilidades de crecimiento, acidificacion y
produccion de compuestos metabdlicos, por lo que se considera que al

crecer en asociacion, puede existir una mayor produccién de CLA.

Produccién de Acido Linoléico Conjugado (CLA)

En este estudio, los tres cultivos comerciales puros evaluados
fueron pre-cultivados 24 horas antes del inicio de este estudio en leche
entera reconstituida y con las mismas caracteristicas que el sustrato en el
cual se llevé a cabo la incubacion de las bacterias para el experimento.
Después de este pre-cultivo, de 24 horas, estos cultivos fueron utilizados
para la inoculacion de las muestras del experimento.

En forma general, los resultados mostraron que el microorganismo
con mayor capacidad promedio para elevar el contenido de CLA fue el L.
acidophilus, en cualquiera de los tratamientos en los que se encuentra
involucrado o cuando se encuentra como cultivo puro, sugiriendo la
presencia de la enzima isomerasa del acido linoléico en esta bacteria.
Estos resultados concuerdan con los reportados en otras investigaciones
(Kritchevsky, 2000; Lin et al., 2002; Alonso et al., 2003: Lin et al., 2003;

Lin, 2006).




Estudios sobre la produccidn de CLA en leche descremada y
adiciones de &cido linoléico con el uso de diversas bacterias |4cticas.
indican que las bacterias lacticas tienen diferente capacidad para la
produccion de CLA al trabajar con cepas de referencia activadas en un
medio de cultivo (MRS) a 37°C, y que la produccion maxima se obtuvo a
las 24 horas de incubacién, y el L. acidophilus es la que tiene mayor
capacidad productora de CLA con adiciones de 1000 Mg (Alonso et al.,
2003).

Las diferencias aparentes en la cantidad de CLA producido con L
acidophilus en diferentes medios y con la misma concentracion de
suplementacion de AL puede deberse a las diferentes cantidades de
crecimiento y o a valores de pH observados en el medio (Alonso et al.,
2003). Los investigadores han hipotetizado que la isomerizacion es un
mecanismo de detoxificacion de los acidos grasos, aunque hay reportes
de la falta de informacion acerca de las toxicidades relativas al ALy al CLA
(Jenkins y Courtney, 2003) Las cepas que producen CLA son mas
susceptibles al AL que aquellas que no lo producen, este estudio soporta
la teoria de que la isomerizacion es para propositos de sobrevivencia.
Las proteinas de la leche o otros componentes pueden proveer de efectos
protectores contra los FA (Jenkins y Courtney, 2003).

La cantidad de CLA producida por la asociacion de las bacterias del
yogurt fue la menor de todos los tratamientos, lo cual puede atribuirse a
que los tiempos maximos de incubacion utilizados fueron de 9 horas,

tiempo correspondiente maximo para la elaboracion de este tipo de
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productos, pudiendo pensarse que se lograrian valores mayores si se
aumenta el tiempo de incubacion y se disminuye la temperatura de
incubacion, ya que se reporta que existe mejor viabilidad de las bacterias
probidticas a menores temperaturas (Akin y Gller-A., 2005). Resulta
obvio que la adicién del L. acidophilus durante |a fermentacion produce un
efecto aun mas beneficioso a Ia fermentacion, lo cual también puede estar
relacionado con |a produccién de nutrientes esenciales para las otras
bacterias.

En alimentos, existen reportes de estudios realizados con el L.
acidophilus y con el P, freudenreichii ssp shermanii en donde se
demuestra que hay una mejor produccion de CLA a pH de 5 con el L.
acidophilus. El efecto del pH en la actividad enzimatica parece variar con
el tipo de cultivo, probablemente debido a las diferencias en las
composiciones y las interacciones entre los dos cultivos, ya que el
freudenreichii no muestra cambio en la produccion de CLA debido a
diferentes pH. La relacién de los diferentes isbmeros producidos por
acidophilus varia con el pH, observandose mejores producciones del c-9,

t-11 a pH de 5-6 y se obtienen niveles mas altos de 10 ¢c12 a pH de 4 (Lin

et al., 2002).

Produccion de acido lactico

La actividad de los cultivos lacticos es de gran importancia en los

procesos utilizados para la manufactura de productos fermentados lacteos.




Estos microorganismos interactian con su ambiente fisicoquimico y
alteran sus caracteristicas en una forma muy compleja. El potencial oxido
reduccion, y el pH o la temperatura, son parametros importantes del
ambiente fisicoquimico que crea condiciones necesarias para el desarrollo
del sabor y contribuyen a la calidad microbioldgica de los productos.

En este estudio, el porcentaje de acido lactico fue diferente, tanto
por el tipo de microorganismo como por el tiempo de incubacion,
observandose en general una mayor concentracion de acido en el tiempo
a las 9 h con cualquiera de los microorganismos y los tratamientos. Los
resultados fueron diferentes en aquellos tratamientos en donde hubo
presencia de S. thermophilus, con lo cual quedd demostrado que de los
microoganismos estudiados, éste es el que tiene mayor capacidad para
producir acido lactico. El S. salivarius spp thermophilus se utiliza en
produccion de varias clases de quesos y leches fermentadas, donde su
principal funcion es la produccién de acido lactico, compuestos aromaticos
y exopolisacaridos (Pernoud et al., 2004)

La acidez producida por el L. acidophilus fue practicamente nula a
través del tiempo. Sin embargo, las bacterias del yogurt crecen
rapidamente y por lo tanto se adicionan para agilizar el proceso de
fermentacion, sugiriéndose que la concentracion de bacterias probioticas
sea de 10° UFCg™ de producto (Tharmaraj y Shah, 2003).

Se ha reconocido que el crecimiento asociativo existente entre el S.
thermophilus y L. delbreuckii spp bulgaricus puede influenciar las

propiedades fisicoquimicas y el nivel de compuestos aromaticos en el
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leches fermentadas cuando se compara con productos elaborados con
cepas simples de estos microorganismos (Bonczar et al., 2002) y que el
crecimiento simbidtico en el yogurt, el S. thermphilus produce acido
lactico, lo que reduce el pH a un nivel optimo para el bulgaricus, ademas
de que el acido producido y pequefas cantidades de acido férmico
estimulan su crecimiento (Courtin y Rul, 2004).

Los resultados de este experimento sefialan que, comparada con la
producida por la asociacion del L. bulgaricus con el S. thermophilus, la
acidez producida por los cultivos puros es menor y ain mejor cuando en la
asociacion se incluye al L. acidophilus. Al respecto, se encuentra
documentado el efecto beneficioso de la asociaciéon del S. thermophilus
con el L. bulgaricus para la produccion de yogurt, considerando que la
acidificacion inicial es atribuible a los requerimientos nutricionales mas
altos del L. bulgaricus y al hecho de que el primero crece mas rapido en la
asociacion y que ambos pudieran estar compitiendo por los escasos
nutrientes esenciales de la leche (Courtin y Rul, 2004).

Existen reportes que indican que cuando los cultivos del yogurt
crecen junto con bacterias probidticas, se inhibe el crecimiento del L
bulgaricus y como resultado, el nivel de acidez en los bio-yogurts es menor
que en el yogurt (Akin y Gller-A., 2005). De la misma manera, si se
utilizan bacterias del tipo de la bifidobacteria, no se observan diferencias

en la concentracion de &cido de varias leches fermentadas que la

contienen (Baron et al., 2000).




Viabilidad de los Microorganismos

Los resultados de viabilidad de las bacterias mostraron que el crecimiento
del S. thermophilus es mayor al del L. bulgaricus y el L. acidophilus en
cultivos puros, con una tendencia a incrementarse en todos los casos. Por
otra parte el L. bulgaricus, en cultivos puros también tiene tendencia a
incrementar, aunque siempre es en forma mas lenta que en el caso
anterior. Cuando se trata de cultivos mixtos, tiene una fase estacionaria al
inicio de la incubacion para incrementarse a las nueve horas. Por otra
parte, el L. acidophilus, en cultivos puros tiene un incremento inicial para
disminuir a las tres horas sin lograr recuperarse como lo hace en cultivos
los cultivos mixtos. Las cuentas de S. thermophilus mas altas,
posiblemente se deban a que su crecimiento es estimulado por el de otras
especies (Akin y Guler-A., 2005).

Existen reportes que indican que la viabilidad de los
microorganismos se ve afectada por bajos pH en el ambiente. Se reporta
que el L. acidophilus muestra una disminucion rapida a pH de 2.0, pero que
a pH de 4.0 el nimero de UFC no disminuye significativamente (Lourens-
Hattingh y Viljoen, 2001), aunque también existe informacion de que ciertas
cepas no crecen en leche y gue sobreviven pobremente en productos
fermentados (Gardini et al.,, 1999). La viabilidad de las bacterias l4cticas
en el yogurt también esta relacionada con la composicion quimica del

producto y las temperaturas de almacenamiento (Birollo et al., 2000)




Los datos de la mayor viabilidad del S. thermophilus concuerdan
con los obtenidos en un estudio de productividad de esta bacteria en
cultivos mixtos, en donde se obtuvieron valores mas altos, mientras que el
L. bulgaricus no mejora notablemente (Béal y Corrieu, 1998)

Reportes sobre la viabilidad del L. acidophilus adicionado en el
yogurt indican que disminuye en nimero durante su almacenamiento en
refrigeracion, inestabilidad debida a las sustancias producidas por el L.
bulgaricus tales como peroxido de hidrégeno, lo cual habla de un
antagonismo entre ambas bacterias durante el almacenamiento (Lourens-
Hattingh y Vilioen, 2001). Asimismo, si el porcentaje de indculo del S.
thermophilus y el L. bulgaricus es mayor que el de los L. acidophilus,
dominaran la fermentacion y por tanto se contara con bajas poblaciones
de las bacterias probidticas (Akin y Giler-A., 2005), aunqgue su viabilidad
mejora cuando el yogurt se suplementa con cisteina asi como por un
reemplazo de leche descremada por concentrado de proteina de suero
permitiéndole estar viables hasta por 21 dias (Dave y Shah, 1998)

En conclusion, la produccién de CLA en leches fermentadas con S.
thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus es mayor en aquellos
tratamientos en los cuales se encuentra involucrado el L. acidophilus, sin
embargo, seria necesario elevar los tiempos de incubacion a 24 horas, en
donde se encuentran reportados producciones mayores.

La produccién de CLA en la fermentacion es altamente dependiente
del tipo de la bacteria utilizada en la produccion de leches fermentadas

con microorganismos mixtos comerciales y su manipulacion puede alterar
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la produccion de CLA. De acuerdo con nuestros resultados, y debido a su
importancia en la salud humana, es claro que los mecanismos para la
produccién del CLA con microorganismos lacticos requiere de
investigaciones posteriores para obtener informacién que contribuya a
poner en claro los factores biolégicos que puedan suministrar mayores

cantidades de CLA natural en productos considerados como alimentos

funcionales.
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EL ACIDO LINOLEICO CONJUGADO Y SU IMPORTANCIA EN LA DIETA
Importance of Conjugated Linoleic Acid on the Diet
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RESUMEN

Cerca del 35 por ciento de las muertes por
cancer en los Estados Unidos esta asociado con |a
dieta, por lo cual, el consumo de alimentos
saludables se considera como estrategia para su
prevencion. Los productos de origen animal
contribuyen significativamente al total de nutrien-
tes del suministro alimenticio al proporcionar el 60
por ciento del consumo protéico. ademas de ser
fuente importante de vitaminas y minerales.
aunque el consumo de grasa saturada se ha
relacionado con el incremento en la concentracion
de colesterol en plasma sanguineo y por tanto con
el riesgo de enfermedades cardiovasculares
Actualmente existen evidencias que sugieren que
el incremento en el consumo de leche esta ligado
Gon una reduccién en el riesge de cancer, debido
a un acido linoléico conjugado (CLA) presente en
su grasa, el cual puede modificar los niveles de
lipidos y colesterol en plasma. Este acido es un
acido graso natural producido en el rumen por
bacterias fermentativas del tipo  Butirovibro
fibrisolvens que isomeriza el acido linoléico a CLA.
Los beneficios nutricionales asociados con el
consumo de CLA demostrados in vito y en
modelos animales incluyen propiedades impor-
tantes como agente anti-arteroesclerosis, anti-
carcinégeno, modulador del sistema inmune,
agente antidiabético, ayuda a la mineralizacian del
hueso, asi como promotor de una masa corporal
magra. El CLA se encuentra ampliamente distri-
buido en muchos alimentos, incluyendo productos
animales de rumiantes y ciertos vegetales. Los
productos lacteos se distinguen come fuentes
impartantes de CLA, vanando de 2.5a 70 mg g’
de grasa dependiendo del producto. tipo de
alimentacion en el ganado y del tipo de proceso al
que se sometid la leche durante su

transformacion, y se considera que el consumo de
CLA al que se le atribuyen propiedades benéficas
esde3.0mgg’.

Palabras clave: Acido linoléico conjugado,
lacteos, dieta

SUMMARY

Almost 35 percent of the cancer deaths
the United States are related to diet. sc
censumption of healthfui food 1s considered a goad
strategy for its prevention. Animal food contributes
to total nutrient supply since it gives up 60 percent
of proteic consumption, besides the important
amount of vitamins and minerals, though saturated
fat is associated to the increase in plasma
cholesterol and to the cardiovascular iliness. There
are evidences that suggest that an increase in milk
consumption is related to a decrease in mammary
gland cancer risk because of conjugated lingleic
acid in milk fat. This acid is a natural fatty acid
produced by linoleic acid isomerization oy
fermentative bactena in  rumen (Bufyrovibro
fibrisolvens).  Nutritional  benefits of CLA
consumption demanstrated in vitro and with animal
medels are immune system modulator, antidiabetic
agent, antiatheroesclerotic compound, helps to
bone mineralization. reduces fat in body mass.
CLA is distributed in many foods, including rumiant
animal products and certain -vegetables. Dairy
products are good sources of CLA, ranging from
2.510 7.0 mg g of fat depending on the product,
diet in cattle and type of process given to the mitk
during its transformation, and it 1s considered that
a CLA consumption to have benefical effects is 3.0

mgg .

Key words: Comnwgated linoleic  acid dairy
products, diet
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INTRODUCCION

Condiciones tales como enfermedades
cardiovasculares, demencia, osteoporosis y
cancer dominan como causas lideres de

mortalidad y morbilidad en ancianos (Albertazzi y
Couplad, 2002). Cerca del 35 por ciento de las
muertes por cancer en los £stados Unidos esta
asociado con [a dieta, por tanto, modificaciones en
ésta se pueden considerar como estrategias
practicas para la prevencion del cancer con
recomendaciones tales como reducir el consumo
de grasa animal (Kim y Liu. 2002).

La dieta y el estilo de vida tienen una
funcidn crucial para el mantenimiento de la salud
en la poblacion de mayor edad. Una dieta
saludable no séle ayuda & prolongar la vida. sino
gue tambien es crucial en la prevencion ae
enfermedades tales como osteoporosis. obesidad.
a bien cancer de prostata y mama La comida
actualmente no solo se percibe como una
coleccion de nutrientes, sino también como un
factor importante en la salud y prevencion de
enfermedades (Kim y Liu, 2002).

Los productos de erigen animal contribuyen
significativamente al total de nutnentes del
suministro alimenticio, ya que proporcicnan el 60
por ciento del consumo protéico en Estados
Unidos, y aportan un patron de aminoacidos muy
cercano al ideal. Ademas, son fuente importante
de vitaminas (B12, B6, nboflavina y niacina) y
minerales (zinc, fosforo y calcio). El objetivo de
incrementzr la eficiencia de produccién animal ha
sido. y continua siendo, una consideracion
importarte en la produccion de alimentos de
origen animal. Existe también un incremento en el
reconocimiento  de alimentos que pueden
contribuir a la prevencion y desarrollo de algunas
enfermedades. Como resultado. se le ha dado
importancia adicional al disefio de alimentos cuyos
componentes tengan un efecto benéfico en la
salud (Bauman. et al. 1999).

El reporte de National Reseach Council
(1968) (NRC) "Disefando Alimentos" enfatiza |a
necesidad de investigar sobre el mejoramiento del
valor nutncionai y el etiguetado de los alimentos.
Aclualmente. ambas recomendaciones se han
seguido, y los consumidores estan mas
conscientes de la nutnicion, particularmente con

respecto a las grasas. Esta conciencia se observa
claramente por el incremento en el mercado de
productos bajos en grasa. Los cambios de
politicas gubernamentales también han tenido
impacto en la comercializacion de [a leche, v el
rapido descenso en el precio de la mantequilla
desde 1988 ha disminuido el valor de la grasa
butirica en mas del 50 por ciento (Griinari, e! al.
1998)

Grasa Butirica

Tipicamente, la grasa butirica contiene 70
por ciento de acidos grasos saturados. 25 pol
ciento de acidos grasos monoinsaturados. y 5 por
ciento de acidos grasos poliinsaturados. El numero
de carbonos del triglicérido y su grado de
insaturacion influencian ia aceptacion nutricional
de la grasa butirica y su funcionalidad fisica en
productos tales como mantequilla, crema. confi-
teria y panificacion (Hillbnck y Augustin, 2002).

La grasa butirica cominmente se define en
términos de su composicion quimica. ~87-88 por
ciento triglicendos, 0.2-1.0 por ciento fosfolipidos,
0.016-0.038 por ciento monoglicéndos, 0.28-0.5¢
por ciento dighceridos. 0.10-C.44 por ciento acidos
grasos libres, 0.22-0.41 por ciento estercles y
frazas de algunos otros compuestos liposolubles
como vitaminas, ceras y pigmentos del tipo
carotenoides (Hillbrick y Augustin, 2002; Jensen,
2002). Sin embargo, puede ser conveniente
definirla también en base a sus caracteristicas
fisicas, quimicas y nutricionales tales como
untabilidad, compatibilidad, estabilidad oxidativa y
beneficios para la salud (Jensen, 2002).

El consumo de grasa saturada se ha
asociado con el incremento en la concentracion de
colesterol en plasma sanguineo, aumentando
potencialmente el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. En décadas anteriores. el
consumo de productos lacteos enteros disminuyo
coma resultadoe de wun gran numero de
consumidores preocupados por su salud Los
productos lacteos contribuyen aproximadamente al
26 por ciento del consumo total de grasa en una
dieta tipica americana. De los acidos grasos
saturados, el acido ldunco, miristico y palmitico
son ios responsabies de los efecios de riesga de
colesterol en plasma. mientras gque ios
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poliinsaturados y monoinsaturados disminuyen la
concentracion de colesterol en humanos. Sin
embargo. a diferencia de los poliinsaturados, los
monoinsaturados no disminuyen las lipoproteinas
de colesterol de alta densidad (HDL) (Aigster et
al., 2000).

Aunque factores en el manejo del ganado
tales como raza y estado de lactancia afectan la
composicién de grasa en leche y sus propiedades,
la capacidad para influenciarla generalmente esta
fuera del alcance del procesador o del
consumidor. Sin embargo. el impacto de la dieta
de la vaca en la composicion de la grasa y sus
propiedades es relativamente rapida y tiene el
potencial para ser utilizado como una herramienta
para producir grasa lactea que se acerque a las
expectativas del cliente (Fearon, 2001).

Cientificos de la Universidad de Wisconsin
realizaron descubrimientos asombrosos acerca de
una sustancia llamada acido linoléico conjugado
(CLA). En 1987 el microbidlogo Michael Pariza,
director del |Instituto de Investigaciones en
Alimentos de esa Universidad descubrié una
poderosa evidencia de las propiedades
anticancerigenas del CLA en modelos animales
(Byfield, 2002). La mantequilla etaborada de leche
que contiene grandes niveles de acidos grasos
naturales reduce el riesgo de cancer de mama en
animales de laboratorio, de acuerdo a recientes
investigaciones (Henderson, 2000).

Existen evidencias epidemiologicas que
sugieren que el incremento en el consuma de
leche esta ligado a una reduccion en el riesgo de
cancer de mama. Mas aun, el acido linoléico
conjugado (CLA) puede llegar a modificar los
niveles de lipidos, colesterol y lipoproteinas en
plasma. Una dieta con suficiente CLA reduce la
lipoproteina de baja densidad (LDL) en plasma de
conejo (Kim y Liu, 2002).

La grasa de leche es una fuente natural
dietética del isémero cis-9, trans-11 del &cido
linoleico conjugadc. que ha side considerado
como un potente anticancerigeno. En el rumen, el
cis 8, trans-11 resulta de la isomerizacion del
18:2n6 durante el primer paso del proceso de
bichidrogenacion. Subsecuentes reducciones de
dobles ligaduras en carbonos 9y 11 dan trans-11-
18:1 y 180, respectivamente, como principales
productas (Loor ef al, 2002)

Acido Linoléico Conjugado

(Qué es el CLA y dénde se puede
encontrar?. El CLA es un acido graso natural
producido en el rumen por bacterias fermentativas
del tipo Butyrovibro fibrisolvens. que isomeriza al
acido linoléico a CLA. Otra fuente de CLA en
rumiantes es su sintesis via la A4-9-desaturasa de
trans-11 acide octadgecadienoicc. El CLA se
encuentra en productos lacteos como leche
quesc o carne de vacuno y ce oveja (Evans ef al.
2002).

La nomenclatura bioguimica para este
acido graso lo define como un acido graso de 18
carbonos (octa-deca), con dos dobles ligaduras
(di-en), separados por una ligadura sencilla
(Lawson et al.. 2001).

Los CLA son una mezcla de isomeros
posicionales y geometricos del acido linoléico que
contienen un sistema de doble ligadura conjugada
(Bauman et al. 2000; Beaulieu ef al, 2002
Calder. 2002; Yu et al, 2002). El isomero mas
activo e importante dei CLA es el cis-9, trans-11
octadecadienoico (Kay, 2002), al cual ahora se le
denomina “acido ruminal®. Ademas, representa
cerca de 80-85 por ciento del total de los CLA, el
trans-trans del 5-9 por ciento, el trans-cis del 10-
13 por ciento, y el cis-cis 1 por ciento (Jahreis et
al., 2000).

El énfasis por el incremento en el contenido
de acido linoléico conjugade en alimentos ha
crecido sustancialmente en afos recientes,
llegando a existir un gran interés debido a sus
actividades de aspecto biocidgico (Banni et al.
2001). Los beneficios nutricionales asociados con
el consumo de CLA demostrados /n vitro y en
modelos animales incluyen propiedades como
agente  antiarteroesclerosis,  anticarcinégeno
modulador del sistema inmune, agente
antidiabetico, ayuda a la mineralizacion del hueso.

asi como faciltador de masa corporal magra

(Stanton et al., 1997: Lin et al,, 1995: Solomen et
al.. 2000: Rainio. 2001: Raloff, 2001: Boylston y
Beitz. 2002; Dave et al.. 2002; Yu et al.. 2002).

Los suplementos dietéticos con acido
linoléico conjugado (CLA), reducen la sintesis de
grasa de leche en vacas lactantes (Loor. 2002) y
disminuyen el contenido de grasa corporal en
varias especies de ammales en crecimiento
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(Baumgard et al, 2002). El CLA es también un
efectivo antioxidante con aclividad en un sistema
acido/fosfato/etanol mayor que la de Ia vitamina E
y similar al hidroxitolueno butilado (Dave, et af.,
2002).

Los resultados de tres pruebas en seres
humanos que utilizaron suplementos de acido
linoléico conjugado (CLA) demuestran que "comer
grasa puede ayudar a perder peso" y que "el CLA
quema grasa”, lo que resulta atractivo, debido a
los marcados incrementos en la obesidad en
sociedades desarrolladas (Kelly, 2001)

Se han reconocido efectos positivas en
humanos debidos ademas del CLA al acido trans-
vaccenico (TVA) v a los acidos (Q-3. Los acidos
3 también tienen una funcion en la prevencion de
ciertas enfermedades cardiovasculares. Se han
realizade varios estudios para alterar Ia
composicion de la grasa butirica mejorando el
valor nutricional de la leche (Dave et af., 2002)

12 9
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Figura 1. Estructura del dcido linoléico, icido
linoléico conjugado cis-9, trans-11 y trans-10, cis
12-12. Evans et al. 2002.

Biohidrogenacion en el Rumen

El rumen es el sitio en donge se lleva a
cabo un intenso metabolismo de la grasa y se na
correlacionade positivamente la caniidad de
acidos grasos conjugados en la leche de vaca con
el consumo de este acido en la dieta, indicandose
que el CLA formado en el rumen se incorpora a la
grasa butirica. El isomero cfis-8. trans-11 es ur
compueste intermedio en |2 bichidrogenacion det

acido linoléice por los microorganismas Butyrivibro
fibnisolvens del rumen (Figura 2) (Lawson et al.
2001).

Se ha propuesto gue la formacién de CLA
en productos lacteos se lleva a cabo por una
isomerizacion del acido linoléico y acido linolénico
en el rumen a través de la oxidacion del acido
linoléico (LA) por radicales libres durante el
procesamiento (Lin ef al, 1995). El CLA se
sintetiza ya sea en el rumen o en los tejidos por
una A-9-desaturasa a parir del trans-11 C18:1
TVA (AbuGhazaeh ef al, 2002). Existe poca
informacién sobre el mecanismo bioquimico que
regula el metabolisme de los diferentes isomeras
CLA en los rumiantes, pero los cambios en |z
cantidad de sustrato y extension de |a
biohidrogenacicén tienen un efecto en el suministre
de los productos finales e intermedios de este
proceso influyendo por tantc en el contenido de
CLA en la leche.

En estudios de biohidrogenacion con
microcrganismos ruminales, el acido a linolenico
(cis-9. cis.12. cis-15 dcido  octadecatriendico) se
convierte a un trieno conjugado (cis-9, frans-17,
cis-15) y después a trans-11, cis-15 y finalmente 3
un acido octadecenoico que puede ser ya sea el
irans-11, trans-15 o el cis-15 (Lawson ef a/, 2001)

Contenido de CLA en Grasa Butirica

El CLA se encuentra ampliamente
distribuido en muchos alimentos, incluyendo
productos lacteos, carnes y ciertos vegetales. El
contenido de CLA en productos animales es
mucho mas alto que en aceites vegetales. Entre
los productos animales, el contenido de CLA
generalmente se encuentra en cantidades mas
altas en lejidos de rumiantes que en el los de no
rumiantes, y los productos lacteos se distinguen
como fuentes importantes de CLA. £l contenido de
CLA en la mayoria de los productos lacteos varia
de 2.5-7.0 mg g ' de grasa. Los helados sin grasa
y el yogurt sin grasa son relativamente bajos en
CLAde 0.6y 1.7 mg g de grasa respectivamente
(Lin et al, 1985). Sin embargo. (Kelly et al., 1998)
repertan rangos de 3aBmgg’
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Acido linoléico
{ors-9. rs-12' acdo octadecadiendico)

a acido linolénico
(cis-9, cis-12, cis-15- acido octadecadipenoico)

S
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i

M

Isomerizacion {Grupo A y B} e
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v
CLA (c1s-9. cis-12- dieno conjugado)

v

Isomerizacion (Grupo A)

acido Hnokeico
{c15-9, cis-12-acdo octadecatriénoica)

Hidrogenacion {Grupo A)

Hidrogenacion (Grupe B

Trans acido graso (tras-11- acido octadecenoico)

A4

Acido estéarico {Acido octadecendico)

Figura 2. Reaccién de biohidrogenacién del acido linoléico y acidos a linoléicos a estéarico por el rumen,
Notar que el grupo de bacterias A mayormente hidrogenan el acido linoléico, y al acido a linoléico a acido

El nivel de consumo de CLA que ha
demostrado tener propiedades benéficas es de 30
mg g, extrapolado de estudios en animales,
Factores tales como fluctuaciones estacionales,
practicas de alimentacion y procesamiento,
incluyendo calor, aireacion. y la adiciéon de
proteinas de suero afectan los niveles de CLA
presentes en la grasa butirica {Campbell et al.,
2003).

Procesamiento y Cambios en Contenido de
Acido Linoléico Conjugado

El contenide de CLA en productos lacteos
depende del contenido inicial de CLA en leche
cruda, formado a través de reacciones
micrebianas y enzimaticas en el rumen asi comoe a
reacciones de isomerizacion durante el Proceso.
Entre los factores que contribuyen a su alto
contenido, esta la alta calidad de la proteina como
donador de hidrégeno. Durante el proceso, la
formacion de radicales alii  de resonancia
estabilizada contribuye a la formacien de CLA a
través de oxidacion del LA, sequida por una
reprotonizacion de radicales por proteinas (Lin ef
al., 1995),

La fermentacion lactea es el proceso
responsable de generar productos lacteos como el
yogurt, y es una forma tradicional de conservar la
leche. El consumo de yogurt ha sido considerado
por mucho tiempo benéfico a la salud.
reportandose desde principios del siglo XX que la
longevidad de los bulgaros se debia parcialmente
a su rutinario consumo de yogurt. Estudios
epidemiologicos en animales han demostrado que
los productos lacteos fermentados producidos por
baclerias lacticas reducen la incidencia de
tumores. Algunas bacterias lacticas son conocidas
por su capacidad de antagonizar a las bacterias
putrefactivas del intestino al introducir un ambiente
acido. alterando !a flora, reduciendo los
compuestos mutagénicos y estimulando  las
respuestas inmunes de las mucosas. Mas aun.
algunos componentes en la leche, tales como el
calcio, vitamina D, vitamina A, y CLA tienen
funciones en la prevencién del cancer (Kim y Liu,
2002).

Entre los quesos, el alto contenido de GLA
se atrbuye al alto contenido de oxigene, que
favorece la oxidacion de radicales libres del acido
linoleico (LA) para formar CLA. Durante la
elaboracion de quesas azules, Ia cuajada se corta
de manera que se permita la incorporacion de aire
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al interior antes de su curacion. Ei queso suizo
incluye pasos adicionales para incorporar
exposicion al are La actividad enzimatica de
bacterias o mohos utilizados en la maduracian de
quesos pueden contribuir ai contenido de CLA en
estos. La iuncion del afejamiente en la formacion
de CLA es todavia controversial En quesos
procesacos.  su  contemce  se  atrbuye  a
tratamientos termicos adicionaies (Lin 1§95)

Cuadro 1. Contenido de acido linoléico conjugado
en diversos productos lacteos. Lin (1995).
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Analisis para la Determinacion de Acido
Linoléico Conjugado

El descubrimiento de la cromatografia data
del ano 1897 con el analisis del petroleo por Day.
quien presentd sus resultados en ia Primer
Conferencia Internaciona! del Petrolec en 1900
agunaue en fa mayoria de los trabgjos de
nvestigacion se cita a Tswett en 1902 como &l
riciacor (Brondz, 2002)

Con algunas excepcienes. los somerns
Josicionales ¢is y trans de 10s acidos grasos ng s=
sncuentran en la naturaleza. sino que son
oroductos de la industria de los atimentos z parur
Je sceres y grasas. Su determinacion =s. gpor
anto. de importancia sustanciai en el contral
alimenticic Debico a su similitue en proplecades
quimicas. el anaiisis de i0s I1Someros ha sian
siemore un desafio.  La cromatografiz s un
melode  adecuado. €  inducablemenis a
cromatografia de gases (GCl tene especial
‘TooMancia. aunaque la scbre-posicion =nire lcs
Semeros Qs Yy irans nc puede  ser evilaca
cemoletamente con GC al utilizarse como método
de separacion (Nikoiova-Damyanova, 2002)

La@ composicion de acidos Qrasos =n
grasas y aceiles se determina por CG como acido
graso de metl ester (FAME) Los FAME se
preparan usualmente por saponificacion de glicero
lipidos. seguido de una metilacion.  Se catalizan
con acido a melanclisis, o metanolisis catalizada
por alcali. De los procedimientos que se han
propuesto y utilizado para la preparacion de FAME
la catalizacion por alcali tiene una gran ventaja por
la rapidez y preparacion simple (lchunara, 1966,
Adlef 12002) demostré que la cromategrafia de
liauidos (HPLC) con solvente isocraclico es muyv
uul para analizar rapicamente no solc los LA
como esteres. sing tambien como  tnglicercles
(TAG)

El numero de publicaciones por afio gue
represenia & investigacion realizada en grasa
butirica (ML} permanece igual. salvo pocas
excepciones. Esta faila de esfuerzo quiza se deba
2 la creencia de gue "sabemos todo lo gue se
requiere” dando como resultado que ne existen
publicaciones sobre acidos grasos de leches en
Estagos Unidos que hayan sido analizados por los
metodos  apropiados vy aque coniencan  datos
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representativos. Las excepciones mencionadas
son aquellas sobre CLA y acidos grasos trans-
insaturados, ya que hay un gran namero de
publicaciones sobre éstos en la ultima decada
pero solo unos cuantos han aparecido sobre otros
lipidos: triacilgiiceroles (TAG), esteroles, fosfo-
lipidos (PL), y otros lipidos compuestos (Jensen,
2002).

Perspectivas

El éxito de alimentos funcionales depende
de la capacidad en la industria de los alimentos
para desarroliar productos eficientes que cumplan
con las necesidades de! consumidor. El potencial
global de alimentos funcionales es mucho y
aumenta conforme el consumidor se hace mas
consciente de su salud, tendencias de cuidado
asocladas con la edad. conocimiento v poder
adquisitivo. El consumidor actual espera gue los
alimentos sean convenientes, seguros, saludables
Y, sobre todo. sabrosos. De los alimentos
funcionales en particular, se esperz que
suministren un beneficio para la salud mas all2 de
Ios atributos basicos para asegurar la salua diaria
y futura (Weststrate et al., 2002)

Existen diversas formas de mejorar el valor
de la grasa butirica para el consumidor que
incluyen disefios de grasa con caracteristicas
nutricionales mejoradas o bien, con atributos
fisicos deseables en leche y derivados lacteos.

Las estrategias desde la granja inciuyen la
alteracion de regimenes  alimenticios ¥
mejoramiento geneético. Sin embargo, posterior a
la ardefia también se puede alterar |a composicion
de la grasa de la leche con la aplicacién de
tecnologias apropiadas de procesamiento, pero
los cambios en la composicion de la grasa que
sean beneéficos por sus propiedades nutricionales
no pueden tener efectos deteriorativos en otros
productos. Cuando se adoptan esirategias en la
granja se debe tomar en consideracion el conjunto
de cambios de otros componentes y los efectos de
estos cambios en las propiedades de proceso
{separacion de la crema. tiempo de batido en
mantequilia)

CONCLUSIONES

La historia de la grasa es interesante a
través de la cronologia mundial. En la mayoria de
los paises, el consumo de mantequilla, crema y
leche entera ha estado asociado con un nivel de
vida mas alto que el promedio. En paises en
desarrollo, la leche en general y la grasa butirica
en particular, se han convertido en una delicia, sin
embargoe, resulta ironico que en anos recientes, en
paises desarrollados el consumo de mantequilla
haya disminuido (Jimenez-Flores, 1997}.

Existen estrategias para mejorar e} valor de
la grasa de leche para el consumidor, incluyendo
el disefio de grasa con caracteristicas
nutricionales mejoradas y/o atributos  fisicos
deseables en la grasa de los productos lacteos.
Estas se pueden utilizar en estabios (alteracién de
regimenes alimenticios y mejoramiento genético} ¥
la aplicacion de tecnologias de procesos posi-
manejo apropiados para alterar la composicion de
la grasa butirica. Sin tomar en consideracion los
cambios que se buscan, la leche debe ser
manejada apropiadamente para minimizar &l
1esgo de reacciones deteriorativas en grasa que
ccurran  en  la  post-ordefa y durante e
crocesamiento de la leche. Ei valor de grasa en
leche depende de |z compleja interrelacion de
multiples factores (Hillbrick y Augustin, 2002},
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