REFLEXION Y REVISION
DE TEMAS DE
INGENIERIA



REVISTA PUBLICACIONES E INVESTIGACION * ISNN: 1900-6608 * VoLumeN 2 No. 1 « JuLio e 2008

REVIEW: BACTERIAS LACTICAS: FUNCIONALIDAD,
POLISACARIDOS, POTENCIAL TERAPEUTICO Y
APLICACIONES EN ALIMENTOS

LOCTICACID BACTERIA: FUNCIONALITY,
POLYSACCHARIDES, THERAPEUTIC POTENCIAL AND
APPLICATIONS IN FOOD

Olga Lucia Mondragoén-Bernall', Francisco Maugeri Filho®
Resumen

Esta revision bibliografica muestra los adelantos recientes en relacion con las bacterias lacticas, su
potencial funcional y terapéutico, en la sintesis de polisacaridos y sus posibilidades de aplicacion en
la industria de cultivos starter, alimentos y alimentos-saludables. Se abarcan topicos, tales como,
el origen de las bacterias lacticas (BAL), aplicaciones artesanales e industriales, sus caracteristicas
biologicas y genéticas, descripcion de un niimero diverso de especies, los principales productos
de fermentacion, con un enfoque mayor en la obtencion de exopolisacaridos para aplicacion
en la industria de alimentos, asi como conceptos y avances en alimentos funcionales como los
simbidticos, incluyendo las perspectivas futuras de investigacion.
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Abstract

This review shows the recent acid lactic bacteria advances, their functional and therapeutic
potential, synthesis of polisaccharides and their possibilities of application in the cultures of
starter industry, foods and healthful-foods. There are included topics that go from the origin
of the lactic acid bacteria (LAB), tipic and industrial products applications, their biological
and genetic characteristics, description of a diverse number of strains, their main products of
fermentation, with a greater approach in the exo-polisaccharides producing for the application
in the food industry, as well as concepts and advances in functional food like the symbiotic
ones, until the future perspective of researchs.
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Introduccion

Una de las formas mas antiguas de conservacion de los alimentos es la fermentacion lactica.
Las bacterias lacticas (BAL) han sido estudiadas por siglos para la produccion de alimentos
fermentados, dada su actividad metabdlica, proporcionando preservacion y flavor. Un numero
creciente de especies intrinsecamente seguras, son usadas intencionadamente como cultivos
starter en la industria biotecnologica para producir alimentos mas estables, sensorialmente
mas deseables, con mayor valor comercial y calidad higiénica [54]. Las BAL son originarias
de la antigua y tradicional fermentacion artesanal de alimentos. La fermentacion lactica esta
directamente relacionada con la industria tradicional de leches fermentadas, con la industria de
procesos fermentativos, asi como con la industria de cultivos starter; por tanto, las bacterias
lacticas (BAL) son ampliamente empleadas [93]. También en productos como carnes maduradas,
embutidos, panes con levadura de cerveza, té, shoyu (salsa de soya), sidra, cerveza y vino
(fermentacion malolactica) estan presentes [79].

Las BAL y/o los cultivos starter cumplen varias funciones en los alimentos, entre estas, la
seguridad higiénica a través de la acidificacion del producto, también la estabilidad durante
el almacenamiento y propiedades sensoriales atractivas [93]. El atributo mas importante de
las BAL es la produccion de acido lactico, que disminuye el pH y ejerce efecto inhibitorio
en microorganismos esporulados. En las ultimas décadas, los principales esfuerzos en las
investigaciones estan relacionados con la fisiologia y genética en referencia con las BAL.
Ellas poseen un potencial metabdlico diverso, especifico para cada especie, que varia
desde la formacion de compuestos precursores del sabor, hasta la excrecion de compuestos
antimicrobianos, incluyendo bacteriosinas, capaces de inhibir algunos patdgenos causantes de
enfermedades alimenticias y microorganismos esporulados [54].

La fermentacion lactica se presenta como la conversion de los azucares del medio para acido
lactico a través de la actividad especifica de diversas BAL. La formacion de acido lactico
sirve para acidificar el producto, conservarlo y conferirle sabor. Cuando el pH se aproxima a
4, el desarrollo de bacterias indeseables es impedido por la concentracion de acidos organicos,
principalmente, el acido lactico [3, 79]. Otros acidos grasos de cadena corta como el acético
y el butirico también son producidos por algunas especies de BAL [48, 46, 45]: esto permite
que los productos se conserven por un tiempo mas prolongado. La actividad bioquimica de
las BAL también cumple otras funciones como: hidrolizar proteinas, alterando la textura del
producto [3] y haciéndolas mas digeribles [62]; desarrollar propiedades organolépticas de los
alimentos fermentados, por medio de la produccion de un gran nimero de enzimas glicoliticas,
lipoliticas y proteoliticas; modificar la estructura y el aroma de los alimentos fermentados
y contribuir para el desarollo de sus caracteristicas gastronomicas y sensoriales. Las BAL
transforman los nutrientes fundamentales de los productos alimenticios en compuestos con
propiedades sensoriales complejas [79].

Las bacterias lacticas son cocos o bacilos gram positivos, que poseen un porcentaje menor

a 54 de G+C en su genoma, razon por la cual existe gran controversia en relacion con el
género Bifidobacterium pues posee un porcentaje mayor a 55% de G+C en el genoma.
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Dentro de estas caracteristicas, se encuentran cinco géneros: Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus [79].

[93] explica que varias especies de BAL fueron detectadas e identificadas con métodos
moleculares, siendo estos métodos alternativas poderosas para la diferenciacion tradicional de
bacterias. Lo anterior es importante para el control de calidad de los productos fermentados,
identificacion de especies con aplicaciones terapéuticas o productoras de polisacaridos y otras
caracteristicas funcionales.

La capacidad de las bacterias lacticas (BAL) para producir exopoli- y oligosacaridos fue y es
sujeto de extensos esfuerzos de investigacion, dadas sus propiedades fisicoquimicas y potencial
promotor de salud. En los ultimos afios, muchas BAL de grado alimenticio han sido seleccionadas
por la anterior habilidad: también algunas glicosiltransferasas involucradas en su biosintesis han
sido caracterizadas a nivel bioquimico y genético, pudiendo ser usadas en alimentos y otras
industrias relacionadas, asi como en la aplicacion adicional en el area médica [54].

Exopolisacaridos — EPS -

Los polisacaridos son un grupo de polimeros altamente diverso, cuyas caracteristicas
funcionales individuales son deteminadas por caracteristicas estructurales de muy variadas
masas moleculares, tipos de enlases glucosidicos, grados de ramificacion y composicion
quimica. Como resultado de una sin igual variedad de posibles enlaces quimicos, que
contienen un cierto niimero de biomoléculas, los polisacaridos son la mas versatil porcion
de componentes de la demanda vital de células para el almacenamiento de componentes,
formacion de estructuras y reconocimiento celular. Al mismo tiempo, esta diversidad ofrece
una extensa aplicacion de estos polimeros en la industria, cubriendo desde la aplicacién
masiva de los simples componentes hasta su explotacion, como promotores de salud y aun
como compuestos farmacéuticos [52, 54].

Los polisacaridos pueden ser divididos en estructurales y no estructurales. Los estructurales (o
constructivos) son parte del material que forma la estructura de plantas, insectos o bacterias (por
ejemplo, celulosa, pectina, quitina y murina). Los polisacaridos no estucturales (por ejemplo
almidon, glicogeno e inulina) generalmente sirven como reserva energética en eucariotas. Estos
polisacaridos pueden ser sintetizados no solamente por plantas y algas, sino también por una
amplia variedad de microorganismos incluyendo mohos, levaduras y bacterias, dentro de los
cuales su papel no siempre es claro. Basados en su localizacion, los polisacaridos microbianos
pueden ser divididos en: polisacaridos encapsulados (PSC) asociados con la superficie celular,
los cuales se supone que existen para mejorar las caracteristicas virulentas de patdgenos como
el Streptococcus pneumoniae y polisacaridos extracelulares (EPS), secretados dentro del medio
ambiente [54].

Basandose en su composicion, los EPSs pueden ser clasificados en homo (HoPSs) y heteropo-

lisacaridos (HePSs). Los HoPSs consisten de un monosacarido (la mayoria fructose o glucose)
y son usulamente producidos en grandes cantidades por encima de 40 g/L de sucrose por ac-
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cion de las glucosiltranferasas [72, 53]. Los HePSs son compuestos de dos a ocho monosca-
ridos (la mayoria de glucosa, galactosa, ramnosa y fructosa) y son producidos en cantidades
superiors a 2 g/L [20, 5]. Las glicosiltransferasas representan una clase esencial de enzimas,
las cuales abundan en muchos organismos. Dentro del genoma de la mayoria de organismos,
1-3% de los genes codifican glicosil hidrolasas o glicosiltrasferasas. En miembros de la mi-
croflora del intestino humano, p. e. Bacteroides fragilis y Bifidobacterium longum, los genes
codifican enzimas carbohidrato activas en niveles reportados de 4,8 y 3,6% del genoma,
respectivamente [19]. Las enzimas con actividad sobre carbohidratos se clasifican entre 78
familias basadas en la secuencia de glicosiltransferasas, comprendiendo normalmente alrede-
dor de 16.000 ORF (“open reading frame”) [19]. Los HoPSs de bacterias estan compuestos
de monosacaridos como la glucosa (glunana) o fructosa (fructana) y son sintetizados a partir
de glucosa a través de la accion de una enzima perteneciente al grupo de las glucosiltransfera-
sas (glucansucrasas). Las enzimas involucradas en la biosintesis de glucanas y fructanas
son denominadas también glucosiltransferasas (GTFs) y fructosiltransferasas (FTFs),
respectivamente [41]. El metabolismo de la sacarosa via FTF o GTF no solo sirve para
la formacion de EPS, sino que también afecta el balance de 6xido-reduccion y la energia
de generacion [54]. La produccion depende de la especie usada, de la concentracion de
sacarosa y de las condiciones de crecimiento. Ademas de sintetizar polisacaridos de altas
masas moleculares, las glicosiltransferasas catalizan también la produccion de oligosa-
caridos [41].

La mayoria de polisacaridos usados en la industria de alimentos como agentes espesantes, estabi-
lizantes, texturizantes y gelificantes frecuentemente son derivados de plantas (como amido y sus
derivados modificados, pectina y goma arabica) o de semillas (como alginato y carragenina). El
interés de la industria de alimentos es desarrollar estos aditivos multifuncionales, los cuales, por
una parte proporcionan mejorias deseadas en la textura y, por otra, tienen propiedades nutricio-
nales adicionales. Asi, la industria aplica grandes esfuerzos en la investigacion para comprender
las relaciones entre estructura/funcion de los exopolisacaridos —EPS. Este conocimiento es un
pre-requisito para la sintesis de polisacaridos adaptados o personalizados, para ciertas aplica-
ciones tanto en alimentos como en la industria no alimentaria [54].

Muchas bacterias lacticas —-BAL- poseen la capacidad de producir exopolisacaridos —EPS-
cuando son fermentadas en medios apropiados [9, 100, 113, 35, 12, 36]. A pesar del importante
papel que las BAL juegan en la industria de alimentos, hasta hace algunos afios era poca
la atencién que se prestaba a la produccion de EPS con grado alimenticio por este tipo de
microorganismos [100].

Algunas veces las BAL, productoras de EPS, son las responsables de la turbidez y las
viscosidades indeseables en productos alimenticios como el vino, la cidra y la cerveza [100].
Estos polimeros de azicares llaman la atencion al evocar efectos negativos asociados con la
degradacion de alimentos; por ejemplo, el taponamiento de tuberias por dextranas y levanas
en la industria azucarera, peliculas en bebidas dulces vencidas, asi como, la formacion de bio-
peliculas de mutana, la cual esté relacionada con la adhesion de la microflora oral causante de
caries en la superficie de los dientes. Sin embargo, en muchos casos los polisacaridos liberados
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extracelularmente por bacterias lacticas pueden ofrecer ventajas en una variedad de productos
alimenticios fermentados [9, 54]. Por otro lado, estos EPS exhiben caracteristicas interesantes
que se extienden, desde la mejora en la textura y palatabilidad, hasta el incremento de la vida
util del alimentos, ademas de ofrecer propiedades promotoras de la salud [51, 52, 110].

Dentro de los primeros biopolimeros producidos a escala industrial, se encuentran las dextranas
sintetizadas por Leuconostoc mesenteroides, de gran aplicacion en la medicina, tecnologias de
separacion y biotecnologia. En las tltimas décadas, otros EPS de origen microbiano han sido
descritos como alternativa de uso de los polisacaridos de plantas. Xantana de Xanthomonas
campestris 'y gelanade Sphingomonas paucimobilis son ejemplos de polisacaridos producidos
en grandes cantidades, por bacterias no lacticas. Estos EPSs han tenido variadas aplicaciones
en alimentos y no alimentos [102].

Las dextranas son polisacaridos neutros y quimicamente inertes, compatibles con la mayor
parte de los alimentos [6]. Esos polisacaridos son producidos por microorganismos de la familia
Lactobacillaceae, de los géneros Lactobacillus, Streptococcus y principalmente Leuconostoc.
La dextrana de masa molecular media tiene potencial para ser utilizada en las industrias
quimica (redes moleculares cruzadas y empaquetado de columnas cromatograficas de exclusion
molecular) y de alimentos (inhibidor de cristalizacion en helados, homogeneizador y espesante
en dulces y jarabes) [99, 91]. Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides y Leuconostoc
mesenteroides subsp. Dextranicum producen dextranas en rendimientos elevados, usando la
enzima extracelular dextrana-sacarasa durante el metabolismo de la sacarosa [73, 92].

Dada la seguridad natural intrinseca de la mayoria de BAL, el interés en estudiar nuevos
EPSs para aplicaciones en alimentos y medicina, se ha iniciado ahora un fuerte retorno
(“comeback”™) a estas bacterias. Al mismo tiempo, la mayoria de los EPS producidos por
lactobacilli fueron aislados de productos lacticos como las leches fermentadas, yogur y granos
de kéfir [20] y una gran proporcion de especies productoras también se aislo de cereales
fermentados y del tracto intestinal [109, 111, 54]. La produccion de polisacaridos librados
extracelularmente por algunas BAL ha ganado interés en los ultimos afios por contribuir en
las propiedades reoldgicas, proveer textura de productos alimenticios [11, 93], viscosidad y
retencion de humedad en alimentos fermentados para eliminar problemas como la sinéresis,
frecuente en este tipo de productos [85, 12, 36, 71]. Diversos autores describen algunas de
las especies productoras de exopolisacaridos (EPS) que son mas utilizadas en la produccién
de leches fermentadas para mejorar sus propiedades reoldgicas [20, 84, 98, 12, 36].

La naturaleza de los productos fermentados varia de una region a otra. Estos dependen de la
microflora indigena local, la cual se refleja alternadamente, segun las condiciones climaticas
del lugar. Asi, se encontr6 que en leches fermentadas tradicionales de lugares frios, prevalecen
bacterias mesdfilas tales como Lactococcus y Leuconostoc spp., mientras que bacterias
termdfilas, que incluyen especialmente Lactobacillus 'y Streptococcus, prevalecen en regiones
con climas caliente, subtropical o tropical [108, 103, 55, 93].
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En muchos casos, los EPS por LAB ofrecen ventajas en una variedad de productos como
yogur, kéfir y otras leches fermentadas y son los responsables por su viscosidad — ropiness-
[9, 93]. De hecho, en vez de usar aditivos como mejoradores de textura, estabilizantes,
emulsificantes, gelificantes o agentes anti-sinéresis en alimentos fermentados, puede ser
conveniente usar bacterias lacticas productoras de EPS como cultivos starter [100]. En
lo concerniente a seguridad alimentaria, puede ser interesante abolir el uso de este tipo
de aditivos y reemplazarlos por EPSs, producidos por BAL en los cultivos starter y, dado
que los EPSs son producidos in situ durante el procesamiento del producto, estos no son
considerados como ingredientes [113, 109].

Los EPS interactan con las micelas de caseina, mejorando la textura del yogur, incrementando
la viscosidad y disminuyendo la susceptibilidad a la sinéresis [40, 36]. Mixturas de culturas
de bacterias lacticas mesofilas que contienen cepas de Lc. lactis, Le. lactis subsp. cremoris,
Lec. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides son generalmente
utilizadas en la fabricacion de queso fresco para produccion de acido, compuestos de aroma
y de textura [62, 36].

Se le ha atribuido a algunas bacterias lacticas, productoras de EPS, efectos benéficos a la salud
[13]. Algunas especies de BAL proporcionan microflora benéfica al intestino humano [89],
asi, ademas de las funciones tecnoldgicas, también tienen funciones probioticas [106, 93]. Los
lactobacilos son comtinmente empleados como starters en la manufacturacion de productos
lacteos, siendo el caso del Lactobacillus rhamnosus ssp que es una especie productora de
EPS con potencial probidtico [25, 63, 12]. Otras especies con potencial de produccion de
EPS son los Lactococcus lactis spp [113, 12, 36]; Leuconostoc spp., Leuconostoc fructosum,
Leuconostoc mesenteroides spp [6, 92, 42, 12]; Pediococcus acidilactici var [100] y
Proponibacterium como Propionibacterium freudenreichii spp [47,75, 107, 35,60], los cuales
son de interés por sus efectos estimulantes sobre probidticos y por ser, también, productores
de vitamina B12 [107].

Las propionibacterias de productos lacteos son microorganismos de grado alimenticio
productoras de exopolisacaridos. Sin embargo, esos EPS han sido poco estudiados en
relacion con los de las bacterias lacticas. [96] utiliz6 medidas de viscosidad para monitorear
la produccion de EPS en medios de cultivo. [16] aislo polisacaridos producidos por
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii ATCC9614, cuya composicion era galactosa
(39%), glucosa (4%), metilpentosa (39%). [33, 34, 35 y 81] estudiaron la produccion de EPS
por Propionibacterium acidi-propionici ssp. Esos EPS no presentan capacidad de gelificacion,
pudiendo ser usados para formar fluidos mas densos y viscosos [35].

Seguin [12], es posible controlar la poblacion final de bacterias productoras de EPS -o de
aroma- a través del ajuste de las tasas de inoculacion de los cultivos, dado que mayores
niveles de indculo afectan positivamente el aroma y la viscosidad de productos lacteos. La
temperatura de fermentacion tuvo efecto significativo positivo sobre la viscosidad aparente;
sin embargo, ocurridé mayor sinéresis. Dentro del rango de 23,5 a 36,5 oC, temperaturas mas
bajas promovieron el crecimiento de Leuconostoc y Le. lactis. ssp. cremoris, mientras que
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altas temperaturas favorecieron Lb. rhamnosus y Lc. lactis ssp. lactis, siendo estos Gltimos
asociados a la produccion de EPS e incremento de la viscosidad.

Para Lactococci, [84] sugiere que, una poblacion superior de 108 ufc/mL es necesaria para que
los cultivos productores de EPS afecten significativamente la textura de leches fermentadas.
Para Lb. rhamnosus, aumentos significativos en la viscosidad aparente en pH 6,0 solo se
hicieron evidentes cuando la poblacion fue mayor a 109 ufc/mL [63]. Segun [4], un pH final
menor llevd al aumento en la viscosidad del yogur debido a una estructura de gel mas firme,
resultado de la coagulacion acida de las micelas de caseina en pH bajo y/o mayor produccion
de EPS por L. rhamnosus.

A partir de productos fermentados tailandeses, [100] aislé dos especies de Pediococos
pentosaceus que producian altas cantidades de EPS debido a la fermentacion en medio MRS
enriquecido con sacarosa. Este autor encontr6 que BAL aisladas de diferentes productos
fermentados tailandeses fueron seleccionadas para la produccion de EPS. De 104 cepas
aisladas de BAL, dos bastones y cinco cocos tuvieron capacidad de produccion de EPS a partir
de sacarosa en medio so6lido. Sin embargo, solo los cocos fueron capaces de producir EPS en
medio liquido y fueron identificados como Pediococcus pentosaceus, especies AP-1y AP-3, las
cuales sintetizaron EPS en alta produccion. Con base en la composicion de azicares, el analisis
de mutilacion y espectroscopia nuclear de resonancia magnética, los dos EPSs mostraron
pertenecer al mismo tipo de dextrana. En detalle, los dos EPSs difirieron de la dextrana linear
por ramificacion a través de los residuos 3,6-di-O reemplazados y a-D-glucopyranosyl. El EPS
de P. pentosaceus AP-3 se caracterizd por un relativo grado mas alto de ramificacion y un
mayor peso molecular en relacion a P. pentosaceus AP-1.

De acuerdo con [70] los probidticos L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 / L. acidophilus
LAC 4/B. longum BL 04, en cultivo puro o mixturado, durante la fermentacion de extracto
hidrosoluble de soya, aumentaron los recuentos con el tiempo, paralelamente: caida del
pH, transformacion de azucares no reductores en reductores por la actividad metabolica
microbiana, consumo de las fuentes de carbono y conversion de azicares a acidos organicos.
Los maximas recuentos de células fueron observados en el rango de pH entre 4,3 y 5,5
en todas las fermentaciones. Cuando los medios alcanzaron pH entre 5,8-6,0 e inferiores,
ocurri6 la desnaturalizacion de las proteinas solubles de la soya y se observaron cambios
en la consistencia y color del producto fermentado por la formacion de un codgulo. La alta
concetracion de azucares en el medio enriquecido con frutooligosacaridos - FOS - caus6 una
rapida caida del pH, que con el tiempo llevo a la inhibicion del crecimento de los probioicos,
cambios sensoriales y sinéresis del producto durante la vida de anaquel. Productos elaborados a
base deleche bovinay de soja, fermentados con bacterias lacticas, presentan problemas de estabilidad
durante la vida de anaquel, causados por la actividad de los microorganismos vivos alli presentes.
[71] estudio la estabilidad de bebidas de soja fermentadas por L. rhamnosus, considerado
produtor de EPS y bactéria lactica prebidtica. Este fue inoculado puro y en mixtura, durante
30 dias de almacenamiento. Se realizaron andlisis de viabilidad de las bacterias, sinéresis,
pH, consumo de azucares, viscosidad y cantidad de EPS y se encontrd que no existe relacion
entre la cantidad y la calidad de EPS en cuanto a retencion de agua; L. rhamnosus se mostrd

75



REvIsTA ESPECIALIZADA EN INGENIERIA DE PROCESOS EN ALIMENTOS Y BIOMATERIALES. UNAD.

como productor de EPS con caracteristicas aceptables para la diminucion de la sinéresis en
el extracto de soya fermentado con mixturas de probidticos. Segun [36], la produccion de
EPS por cultivos combinados fue tres veces menor que en culturas puras. Al contrario de los
resultados alcanzados por [36], para [71] la concentracion de EPS obtenida fue mayor en los
fermentados de L. rhamnosus en presencia del mix de probidticos. Obtuvo concentraciones
de EPS de hasta 4270 mg/L, que son altas al compararlas con los resultados de EPS de L.
lactis subsp. lactis de [8] y [9] (100-600 mg/L) y de EPS de Streptococcus thermophilus en
medio MRS, sustituyendo glucosa por lactosa

75 g/L de [93] Savadogo et al., 2004 (814 mg/L). [64] obtuvo hasta 2775 mg/L de EPS de L.
rhamonsus RW-9595M en medio minimo basal compuesto por suero y extracto de levadura
enriquecido con vitaminas, sales y aminoacidos. Sin embargo, lacomparacion de estos resultados
se dificulta debido a las diferentes técnicas de exatraccion y cuantificacion de EPS utilizadas
por cada autor, sumado al de dificil separacion durante el analisis [32](Goh et al 2005). Segin
[64], la produccion de EPS por bacterias lacticas es influenciada por la composicion del medio
de crecimiento, particularmente de aminoacidos, minerales, vitaminas y bases nitrogenadas,
la cual esta relacionada a la produccion de biomasa, encontrandose algunas excepciones. Asi,
se han realizado diversas tentativas para aumentar la produccion de EPS, como alteracion de
la composi¢ion del medio, como fuentes de carbono. Se ha probado que sales de Mg>* y Mn*
son factores esenciales para el crecimiento de lactobacilos y que mejoran la produccion de
EPS, al menos a través de la promocion del crecimiento. E1 Mg*, por ejemplo, influye en la
actividad de la enzima fosfoglucomutasa, que participa en la biosintesis de EPS, catalizando
la transferencia de grupos fosfato entre los carbono C1 y C6 de la glucosa [64]. Asi, como el
extracto hidrosoluble de soja, al ser un medio complejo, rico en aminoacidos, vitaminas y sales
minerales (~216 mg/L de Mg*" y ~2,68mg/L de Mn*', [74]), puede explicarse la obtencion de
resultados elevados de EPS. Por otro lado, la leche bovina integral tiene 100mg/L de Mg*" y
trazos de Mn?* [74].

Se han estudiado y usado por muchos investigadores diferentes técnicas para la determinacion
de EPS en las ultimas dos décadas [24, 9, 23, 22, 81, 37, 65, 66, 7, 20,112, 25, 34, 35]. Todos
estos métodos envuelven la combinacion de técnicas para aislar, purificar y cuantificar los EPS
en un medio de cultivo. Algunas de las técnicas usadas para aislar y/o purificar EPS incluyen
cromatografia de exclusion por tamafio, cromatografia de intercambio i6nico, ultrafiltracion,
diafiltracion,centrifugacion, dialisis, ultrasonido y liofilizacion.

Las técnicas comunes usadas para precipitacion de EPS incluyen etanol, acetona, propanol,
isopropanol, bromato cetiltrimetilamonio (CTAB) y 3,5,6-trifenil-2,3,5,6-tetraaza biciclo-
1-hexeno (comercialmente conocido como Nitron, [2]). En medios de cultivo que contienen
proteinas, se emplean comunmente el acido tricloroacético (TCA) y los tratamientos enzimaticos,
con el fin de precipitar e hidrolizar las proteinas, respectivamente. En secuencia al aislamiento
y purificacion, la cuantificacion de los EPS emplea generalmente métodos de determinacion de
azucares reductores totales, como el método fenol sulfurico [24].
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Muchos analisis son suficientes para la determinacion de los niveles de EPS en medios de
cultivos quimicamente definidos. Sin embargo, un problema comiin en la estimacion de los
resultados de cuantificacion de EPS, es la presencia de carbohidratos de bajo peso molecular
(ex. lactosa, glucosa, etc) los cuales llegan a ser insolubles en etanol y, consecuentemente, son
incluidos en el analisis de EPS.

También, en medios complejos que contienen leche, los valores de EPS son inexactos dado
que los componentes no-EPS presentes en el medio, frecuentemente interfieren con el analisis.
Durante la fermentacion de la leche por BAL, el acido lactico producido causa agregacion de
las particulas de caseina, y, por ende, la formacion de un gel fragil. El gel en el cual las células
bacterianas, lactosa y otros componentes menores quedan atrapados, es una estructura de red
altamente compleja de proteinas y EPS. La separacion cuidadosa del EPS de los componentes
no-EPS, particularmente, proteinas, lactosa y células se hace necesaria [9], ya que la inclusion
de cada uno de esos componentes puede influenciar los resultados de los métodos quimicos
empleados para la total determinacion de carbohidratos. [10] reporté que el medio de cultivo con
extracto de levadura puede interferir también en el analisis de EPS por la presencia de mananos.
Frente a las anteriores consideraciones, las enzimas proteoliticas son usadas para la hidrdlisis
de proteinas; algunas de esas enzimas parecen poseer actividad glucanasa. Adicionalmente,
algunos métodos no toman en cuenta la contribucion del total de carbohidratos para las muestras
control (blancos). Ademas, los regimenes de centrifugacion aplicados en varios estudios no son
apropiados. Los factores significativos en cada etapa de procedimiento para la determinacion de
EPS fueron estudiados por [32], e incluyen el uso de enzimas para la hidrolisis de proteinas en
medios de cultivo a base de leche; el porcentaje 6ptimo de etanol en la precipitacion de EPS es del,
70% , para solubilizar la lactosa, en la implementacion de un régimen 6ptimo de centrifugacion
para el aislamiento efectivo del precipitado de EPS.

Alimentos funcionales

Segun la “Agriculture and Agri-Food Canada (AAFC)”, un alimento funcional y nutracéutico
es aquel que, ademas de contar con funciones nutritivas basicas, tiene el potencial de traer
beneficios fisiologicos demostrados a la salud humana o de reducir el riesgo de enfermedades
cronicas.. El término fue definido inicialmente en Japon, a mediados de los 80, como un
alimento similar en apariencia a un alimento convencional; sin embargo, ha sido modificado con
la adicion de ingredientes que proveen efectos adicionales a la salud, mientras el nutracéutico es
aislado del alimento y comercializado para dopaje [1].

El consumo regular de alimentos funcionales puede, potencialmente, reducir la probabilidad de
ocurrencia de ciertos canceres, enfermedades del corazon, osteoporosis, problemas intestinales
y muchos otros problemas de salud [1,114].

Los ingredientes funcionales pueden estar naturalmente presentes en todos los alimentos, no solo
en los enriquecidos o modificados [39, 90]. El Instituto de Medicina de la Academia Nacional de
Ciencias limita los alimentos funcionales a aquellos en los que las concentraciones de uno o mas
ingredientes fueron manipulados o modificados para realzar su contribucion en una dieta saludable.
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El Instituto Internacional de Ciencias de la Vida de Norte América (ILSI) también define los
alimentos funcionales como aquellos que, en virtud de sus componentes fisiologicos activos,
proveen beneficios a la salud, ademas de la nutricion basica [1]. Los prebidticos y prebidticos
son alimentos funcionales, pues ofrecen beneficios al mejorar la digestion [90].

Con la emergente resistencia a antibioticos por bacterias y la procura por caminos naturales
para suprimir patogénicos, el concepto de probioticos ha atraido mucho la atencion [107]. Los
probidticos son mono o culturas mixtas de microorganismos vivos que, ingeridos en nimeros
suficientes, afectan benéficamente al hospedero, ya que mejora el balance en la microflora
endogena del intestino [29]. El término “Probidticos™ fue redefinido por [95] como organismos
vivos que después de la ingestion en ciertos numeros ejerce beneficios a la salud, ademas de la
nutricion basica inherente. Niveles altos (mayores de 107 g ' o mL_' 0 109 UFC por porcién
segundo [76]) de microorganismos vivos son recomendados para productos probidticos [56]. A
estos se les ha atribuido un numero de beneficios terapéuticos incluyendo el control de la diarrea,
mejoras en la utilizacion de la lactosa en intolerantes, asi como en la respuesta inmune. Diarreas
graves en niflos en centros de salud en Francia fueron controladas gracias al consumo de leche
fermentada con L. casei [77]. Una sustancia antimicrobiana producida por una cepa seleccionada
de L. acidophilus se activé contra el Helicobacter pylori tanto in vivo como in vitro [88]. La
produccion de grandes cantidades de acidos organicos de cadenas cortas y sustancias inhibitorias
de bajo peso molecular, como peroxido de hidrogeno, reuterina, bacteiosinas y exclusion
competitiva de patogenos por la ocupacion de sitios de enlace, es uno de los mecanismos por
los cuales los probioticos controlan la flora intestinal [97]. L. casei, B. longum y Lactobacillus
GG son fundamentales para el incremento de la respuesta inmunologica corporal [78]. Muchas
investigaciones han observado mejoras en el aprovechamiento de la lactosa por intolerantes
[56]. La tendencia reciente en manufacturacion de productos es la combinacion de prebidticos
con prebioticos, los cuales son substratos fermentables por los probiodticos. Los prebioticos
no son digeridos por las enzimas humanas, pero estimulan el crecimiento y/o la actividad de
uno o mas nimeros limitados de bacterias en el colon, mejorando asi la salud del intestino del
hospedero [107]. Los prebioticos incluyen inulina, lactulasa y oligosacaridos [116].

Simbioticos

Recientemente, ha habido un gran avance en el desarrollo de los 1lamados productos probiodticos,
prebiodticos y simbioticos [61, 15,104]. Simbiodtico es un producto alimenticio que contiene
tanto ingredientes probidticos como prebidticos [30, 15]. La palabra simbidtico viene del
inglés synbiosis, donde syn hace parte de la palabra synergy, o sinergia, y biosis de vida. Es la
sinergia existente entre los agentes prebidticos y los probioticos; los primeros contribuyen para
el crecimiento de los segundos [75].

Los productos que contienen una bacteria probidtica (lactobacilo y/o bifidobacteria) y prebidticos,
0 “neoazucares”, son llamados simbiodticos [82]. En el desarrollo de simbiodticos es necesaria
la seleccion de especies de microorganismos con una mejor capacidad de utilizacion de un
determinado prebiotico, para obtener un efecto sinérgico en la implantacion y proliferacion de
las bacterias deseables [27].
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Un prebidtico como ingrediente alimentario debe cumplir ciertas caracteristicas, tales como:
no ser ni hidrolizado, ni absorbido en la parte superior del tracto gastrointestinal; poseer
fermentacion selectiva por bacterias potencialmente benéficas al colon, o sea, promover
selectivamente el crecimiento y/o estimular la actividad metabolica de bacterias promotoras
de la salud y no la de otras bacterias; alterar la composicion de la microflora del colon a
favor de una composicién mas saludable y, preferiblemente, inducir efectos benéficos para
la salud del hospedero.

Los oligosacaridos, tales como los frutooligosacarideos (FOS) (Figura 1 A), B-d-fructanos,
Gluco-oligosacaridos (GOS), Transgalacto-oligosacaridos (TOS), Iso-maltooligosacaridos
(IMO) e inulina [28], mananooligosacaridos (pared celular de levaduras) cumplen con
las condiciones de los prebioticos. Existen cerca de doce tipos de oligosacaridos con grado
alimenticio en produccion comercial, con excepcion de los soya-oligosacaridos (producidos
por extraccion directa) y lactulosa producida por reaccién de catalisis alcalina [31]. Los
oligosacaridos, presentes en algunas leguminosas como la soya, son la rafinosa y estaquiosa
que se caracterizan por ser indigeribles por el intestino humano,y poseer efecto prebidtico [94].
Recientemente, a la polidextrosa se le han atribuido efectos prebidticos. Es un polisacarido
sintetizado por la polimerizacion randoémica o aleatoria de la glucosa, en la presencia de
cantidades menores de sorbitol y un catalizador acido adecuado, bajo alta temperatura y vacio
parcial [17, 49].

Lasintesis de oligosacaridos es muy estudiada y existen patentes japonesas, brasileras [80] y europeas.
Los oligosacaridos de grado alimenticio pueden ser producidos quimicamente o usando enzimas,
como la sintesis enzimatica a partir de aziicares simples por la reaccion de transglucosilacion de
plantas o de origen microbiologica [26].

Estos procesos, normalmente, producen un rango de diferentes oligosacaridos, que difieren en
su grado de polimerizacion y algunas veces en la posicion del enlace glucosidico. Sustratos no
consumidos o monosacaridos estan presentes después de la formacion de los oligosacaridos,
donde la remocion de estos azucares contaminantes es hecha por procesos cromatograficos,
obteniéndose oligosacaridos con alto grado de pureza [116].

Los oligosacaridos son azucares con tres a diez unidades encadenadas por enlaces o, (1-2) entre
la fructosa terminal y la glucosa, los cuales pueden ser lineales o ramificados y se caracterizan
por el nimero, tipo y secuencia de sus cadenas de monosacaridos [82, 104, 105].

Los a-galactdsidos rafinosa y estaquiosa son otros oligosacaridos presentes en algunos vegetales
como las leguminosas (Figura 1(B)), y se caracterizan por ser no digeribles por el intestino
humano, con efecto prebidtico, siendo la causa de problemas digestivos como la flatulencia [94].
La mayoria de mamiferos no expresa la o -galactosidasa pancreatica necesaria para hidrolizar
los enlaces o -1,6 de estos azucares. En granos de soya, los a-galactosidos representan 4-6%
de masa seca [59].
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[14, 44, 94 y 104] sostienen que la presencia de factores bifidogénicos en el extracto de soya
como los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa, asi como algunos otros azicares, como
sacarosa, fructosa, glucosa y galactosa, vitaminas del complejo B y fuentes proteicas de
nitrogeno, hacen del extracto de soya un medio complejo y un excelente sustrato para el
crecimiento de probidticos.

Como el concepto de simbidticos es reciente, existen pocos estudios especificos respecto a la
interaccion entre pro y prebidticos. En general, las propiedades de los prebidticos pueden influenciar
en el crecimiento y la supervivencia de los probidticos, afectando el crecimiento tanto de los
probidticos como de los cultivos starter en conjunto. Esto lleva a considerar las interacciones entre
probidticos y starters. La interaccion in vivo puede ser favorecida para una adaptacion del probidtico
al prebidtico, condicionando su metabolismo simultaneamente con un determinado sustrato, lo que
resulta ser una ventaja competitiva para el probiodtico [87].

La supervivencia de L. acidophilus y especies del género Bifidobacterium se ve afectada por
las especies que participan en la fermentacion, debido a los metabolitos secretados por otros
microorganismos. Segiin [ 18], 1a inhibicion de las bifidobacterias en el yogur no tiene que ver con
los acidos organicos producidos o la presencia de peréxido de hidrégeno, sino con los efectos
antagonicos entre los cultivos starter. Algunos estudios mostraron que sustancias producidas
por L. bulgaricus causaban la disminucion de L. acidophilus durante el almacenamiento en
refrigeracion del yogur; el peroxido de hidrégeno, producido durante la manufactura, es la
principal sustancia que causa este antagonismo, comprobado por la disminucion del efecto al
adicionar catalasa, que algunos autores describen como una dramatica pérdida de la viabilidad de
L. acipophilus [58]. La superacidificacion causada por L. bulgaricus durante el almacenamiento,
también afecta la viabilidad de L. acidophilus. Segln [86], la presencia de L. bulgaricus es la
principal causa de la mortalidad de L. acidophilus y de Bifidobacterium ssp [61].

L. acidophilus y B. bifidum presentan un efecto sinérgico promotor de crecimiento; el segundo
depende de otra bacteria lactica para asegurar su crecimiento. Cerca de diecisiete especies de
bifidobacterias crecen en leche pura y quince tienen problemas para sobrevivir, por el hecho de
poseer poca actividad proteolitica, necesitando de la adicion de caseina hidrolizada o de co-cultivos
con especies proteoliticas, como los lactobacilos, para crecer. Especies de L. acidophilus viven en
excelente simbiosis con bifidobacterias ayudando estas tltimas con estimulantes de crecimiento
[61]. La mixtura de cepas vivas de L. acidophilus y especies del género Bifidobacterium usadas
en produccion de bio-bebidas es conocida como cultivos-AB. La mixtura de AB cultivos co S.
thermophilus produce los llamados productos fermentados ABT [115].

La adicion de factores bifidogénicos en la dieta humana, normalmente favorece en un aumento
en la ocurrencia y/o nimero de bifidobacterias aisladas de la materia fecal, sugiriendo que el
suplemento en la dieta deberia ser implementada [15]. [69] verifico que la adicion de “neoazucar”
a la dieta humana (15 g/dia), provoca un incremento de diez veces de bifidobacterias en el
intestino grueso; hubo una reduccion de 0,3 unidades en el pH intestinal y disminucion en el
recuento de enterobacterias. [43] observo que administrando 8,8 g/dia de “neoazlicar” aumentaria
la produccion de acidos grasos de cadena corta.
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[68] constato que la bifidobacteria posee una enzima hidrolitica conocida como inulinasa (-2,1-
D-fructano-fructanohidrolasa), que hidroliza los frutooligosacaridos -FOS-, al contrario de las
enzimas digestivas de humanos y animales. Estudios realizados in vitro demostraron que B.
longum tiene dificultades para metabolizar polimeros de cadenas largas, tales como la inulina.
B. adolescentis metabolizé inulina de forma mas eficaz que B. longum, pero B. thermophilus
present6d mejor crecimiento y actividad inulinasa. B. infantis utilizo cadenas cortas de FOS; sin
embargo, es incapaz de metabolizar polimeros de cadenas largas, con grado de polimerizacion
mayor que 25.

Durante la adicion de diferentes sacaridos y oligosacaridos en el proceso de la fermentacion
del extracto de soya, [14] verifico que solo la bifitos obtuvo efecto estimulante al crecimiento
de B. longum. El recuento aumento6 de 8,50 a 8,86 (log UFC/mL) después de 48 horas de
fermentacion. La mixtura L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 / L. acidophilus LAC 4 /
B. longum BL 04 en la presencia de FOS después de 20 horas de fermentacion, alcanzé una
poblacién de 10'° UFC/mL, siendo el recuento maximo para B. longum [70].

Un fenémeno de simbiosis es el que se presenta entre microrganismos de diferentes especies
o géneros cuando uno ayuda al desarrollo del otro, como se observo para Lactobacillus
casei ¢ Lactobacillus acidophilus- Estos microorganismos tienen una buena asociacion,
en la cual, el segundo, produce acido butirico y acido lactico que acidifican el medio,; L.
paracasei consume estos metabolitos, manteniendo el pH entre 6 y 7 compatible para la
sobrevivencia de las dos espécies [70]. Los probioticos aprovechan mejor los nutrientes de
medios complejos como la soya, especialmente cuando estan asociados lactobacilos con
bifidobacterias, generando relaciones simbioticas como la bio-disponibilidad de proteinas y
la reduccion de la acidez del medio por L. acidophilus y la bio-disponibilidad de aztcares
por las bifidobacterias con la diminucion de la inhibicion de L. acidophilus, fortaleciendo su
crecimiento. El crecimiento de L. acidophilus en extracto de soja aument6 de 107 para 10'°
(UFC. mL") cuando fue inoculado y fermentado en mixtura con B. longum, mostrando la
simbiosis existente entre las dos especies, segun [70].

De acuerdo con [68], las bifidobacterias poseen enzimas hidroliticas conocidas como inulinasas
(B-2,1-D-fructano-fructanohidrolasa), que hidrolizan los fructooligosacaridos, en contraste con
las enzimas digestivas humanas y animales. Especies de Bifidobaterium poseen alta actividad
o—galactosidasa y B-galactosidasa [44, 94, 21] indicando que las bifidobacterias pueden ser
usadas para procesos biotecnologicos empleando extracto de soya como sustrato y, asi, obtener
productos con bajos niveles de a-D—galactosil oligosacaridos y alquil aldehidos, como n-hexanal
y pentanal, que dan un sabor desagradable -off-flavor-.. [44] observo la reduccion de rafinosa y
estaquiosa y el incremento de monosacaridos cuando el extracto de soya fue fermentado por B.
infantis CCRC y B. longum B6. Esto puede ser atribuido a la reaccion hidrolitica catalizada por
las a y B-D-galactosidasas producidas por las bifidobacterias. Con lo anterior, la fermentacién
de extracto de soja con bifidobacterias puede tener un aprovechamiento practico para resolver
los factores de flatulencia en los productos de soya.
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Figura 1. (A) Estructura quimica de los frutooligosacaridos: G, glucosa, F, fructosa, n o m indican el nimero de
fructosas enlasadas a las moléculas [82]. n=1, kestosa, n=2, nistosa, n=3, 1F — fructofuranosilnistosa [116]. (B
Estructura de los a-galactésidos rafinosa y estaquiosa y las enzimas que catalizan su hidrolisis [59]

Los probidticos han sido usados, principalmente, por la especie humana como adjunto
dietético, para reponer y/o prevenir el desbalance de la microbiota intestinal. Las principales
especies empleadas para fines probiodticos son bacterias del género Lactobacillus como
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus. Especies de
Enterococcus 'y Bacillus también han sido utilizadas en la composigcion de algunos
probidticos, ademas de Bifidobacterium [27].

Bacterias del género Lactobacillus actian en el intestino delgado, mientras que el grupo
bifidogénico actia en el intestino grueso, marcadamente en laregion del colon. Lareintroduccion
de estos grupos microbianos en el huésped es hecha por medio de la administracion de especies
seleccionadas, que deberan estar en nimeros elevados y viables en el momento de su consumo
[83]. La Tabla 1 ilustra los principales efectos benéficos y terapéuticos atribuidos al consumo
de probioticos.

Con el fin de que los microorganismos probidticos sean eficientes, deben ser rigurosamente
seleccionados, pues existiran varias barreras por superar hasta el lugar en que deberan actuar.
Para que una bacteria sea probiotica, debe cumplir ciertos requisitos, como los enumerados en
la Tabla 1. Un probiotico de amplio espectro debe contener microorganismos que van a actuar
en toda la extension del tracto gastrointestinal. Para ejercer efectos probioticos, esas bacterias
deben ser capaces de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal.

Algunos productos alimenticios que incluyen yogur con probidticos de yogur, productos
de yogur con cereal, bebidas fortificantes, kéfir, helados de crema , postres fermentados y
congelados a base de leche, yogures liofilizados, queso prebiotico tipo cheddar, leche en polvo
deshidratada por “spray drying” frutas y jugos del bosque y bajos en colesterol “coleslaw” han
sido empleados como vehiculos para proveer probiodticos. Se han probado almidones resistentes
para mejorar la supervivencia de los prebidticos en yogur y en helados de crema bajos en
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graso [50, 101, 38, 107]. Pero dada la presencia de peroxido de hidrogeno, los altos niveles
de acidez, la produccion de sustancias inhibitorias producidas por las bacterias del yogur
(Lankaputhra et al, 1996; Dave & Shah, 1998), altos contenidos de oxigeno en los productos
[57], dafios causados por congelamiento y liofilizacion [58, 86], muchos de los productos
mencionados anteriormente, no tuvieron éxito por no cumplir con los niveles de células viables
de prebidticos requeridos. Salsas a base de queso (productos comercializados en Australia)
pueden ser vehiculos para transportar bacterias probioticas debido a su pH estable, a la capacidad
tamponante de los ingredientes usados y a la presencia de prebioticos. La susceptibilidad para
transportar Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium animalis y Propionibacterium freudenreichii subsp. Shermanii en
dip fresco de ajo y cebolla a base de queso y los efectos de sus ingredientes (acidos organicos,
grasas y gomas, L-cisteina y Bicarbonato de Sodio) en la supervivencia de los probidticos
fue estudiada por [107]. Encontraron niveles de indculo de 8 log/g para L. acidophilus y
B. animalis y 7 log / g para L. paracasei subsp. paracasei y/o L. rhamnosus para obtener
mayor a 6 log de poblacion bacterial individual final de la vida de anaquel. Cualquier
combinacion de estas bacterias puede ser empleada como probidticos en este producto.

Tabla 1. Efectos benéficos y aplicaciones terapéuticas atribuidas a las bacterias probidticas en humanosl.
Algunos criterios de seleccion de microorganismos probidticos2

Efectos benéficos Algunos criterios parala seleccion de
Mantenimiento de la microflora intestinal normal. microorganismos probidticos
Antagonista de crecimiento de patogénicos. I iven h
Estimulacion del sistema inmunolégico. I} ongetn gm:lnfi, fstri
Reduccion de la intolerancia a la lactosa. H%) rzmz eig;:ja q Jufghgisnn?:, ala m a
Reduccién de los niveles de colesterol. ntesti T pac ¢ erenc ucos
Impedimento de la reabsorcion de compuestos miestina, . o
aminados indeseables. V) resistencia a la blhs .
Desconjugacion de acidos biliares. V) ies1st§nc1a 2 la lisozima, . .
Disminucion de enfermedades coronarias. V) persistencia en el tracto  intestinal
Actividad antimutagénica. humano * - .
Actividad anticarcinogénica. VID produgceion de sustancias
Actividad antitumorogénica. i/n[t;[mlcr(ilzar:as, idtas de bacteri toetni
Mejora del valor nutricional de los alimentos. ) , 'n agonistas de bacterias patogenicas y
Efectos nutricionales. carciogenicas, L. . ..
IX) *seguros para uso clinico y alimenticio,
Aplicaciones terapéuticas X) numeros elevados de microorganismos
Prevencion de infeccion urogenital. prol?i(')ticos, en el mmomento de su consumo,
Alivio de la constipacién debiendo para esto, resistir a las condiciones de
Proteccion contra la diarrea de los viajeros. procesamiento (deshidratacion, congelamiento,
Prevencion de la diarrea infantil. ;ﬁihzaaion), validacion clinica con
Reduccion de diarrea inducida p or antibioticos. ., y
Prevencién de hipocolesterimia documentacion de los efectos a la salud.
Prevencion de cancer de colon y vejiga.
Prevencion de la osteoporosis..

1129, 61].2 [28 y 67]. *[87]
Ya conocido que la EPS puede ser ligada a propiedades probioticas de lactobacilos, existe el

interés de industrias ¢ investigadores en la adicion de lactobacilos probidticos productores de
EPS en quesos frescos. Normalmente, los lactobacilos son empleados en indculos termofilicos
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para la elaboracion de quesos tipo Mozarela y tipo Suizo, asi como yogur. L. rhamnosus RW-
9595 es una especie productora de EPS [25, 63], la cual puede crecer a 15 oC y ser usada con
cultivos mesdfilos. Muchas plantas productoras de queso tipo cheddar se diversifican de acuerdo
con la demanda de los consumidores por caracteristicas especificas de sabor y aroma. Hay por
tanto gran interés de desarrollar alimentos funcionales con cultivos probidticos como inoculos
para la elaboracion de Cheddar. Generalmente, son empleados indculos con lactobacilli y con
cultivos citrato positivo como lactococci. Los cultivos starter son producidos a pH controlados
para reducir los niveles de indculo y prolongar su almacenamiento, lo que reduce los costos de
los in6culos y permite mayor flexibilidad de uso. Sin embargo, los indculos producido bajo pH
controlado como Lactococcus lactis ssp. lactis o Le. Lactis ssp. cremoris y sus mixturas, las
cuales producen el aroma tradicional cuando crecen en leche con pH controlado, son limitados
para especies citrato negativas. Adicionalmente, se ha demostrado que Leuconostoc cremoris 'y
Lactobacillus rhamnosus no compiten bien con lactococci en medios de cultivo comerciales usados
bajo control de pH externo. Por tanto, preparar mixturas de cultivos bajo pH controlado no es
tarea facil.

[12] realiz6 algunos estudios para mantener la produccion de cultivos citrato negativas bajo
pH externo controlado y tambien hacer posible la manufactura de quesos frescos con el aroma
producido por los indculos. Una alternativa propuesta fue la de inocular las leches destinadas
a nuevas variedades de queso con cultivos congelados o lifilizados DVS (direct vat set) y
los cultivos en combinacidn con lactococci en forma liquida. Quesos frescos, como el tipo
Cottage, requeson, Minigoe y quesitos blandos (tipo petit suisse), asi como los Camembert/
Brie y Gouda/Edam, tradicionalmente contienen cultivos citrato positivo de Ln. cremoris o
Lec. lactis subsp. lactis var. diacetylactis.

Perspectivas futuras

Segtin [79], apartirde laacumulacion de diversos estudios y constataciones, varios laboratorios,
desde hace algunos afios, intentaron reproducir moléculas con efectos probidticos en la
BAL. Esta perspectiva comez6 lentamente a volverse realidad, gracias a los conocimientos
acumulados en los tltimos 15 afos acerca de la genética de las BAL. Hoy, es posible inducir
DNA en gran cantidad en BAL. Se desarrollaron, también, instrumentos genéticos en un
amplio espectro de huéspedes (plasmidiso, transposons, sistemas de expresion inductibles,
etc.) y se essta realizando la secuencia de genomas de diversas especies de BAL. La idea es
ultilizar las BAL como vehiculo de diversas actividades bioldgicas para luego introducirlas en
el tubo digestivo. Una de esas puede ser la de producir enzimas para suplementar deficiencias
pancreaticas o vitaminicas y, de esta manera, mejorar la salud del hospedero y ofrecerle
mayor confort intestinal. Estas aplicaciones se situan en el area de desarrollo de productos
de nuevos tipos de alimentos, o alimentos-salud o alimentos saludables. En esta categoria de
productos, las BAL no seran solamente escogidas por su capacidad tecnologica, sino también
por su actividad probidtica.

Para el futuro se podra pensar en tipos de productos fermentados, con diferentes versiones
segun su contenido de BAL, adaptadas para suplir diversas deficiencias alimenticias y
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facilitar,asi, la digestion de ciertos glucosidos o suplantar nutrientes especiales. Una perspectiva
particularmente atrayente es la de utilizar las BAL como vacunas vivas, intentando hacer
que ellas produzcan antigenos o peptideos inmunogénicos capaces de inducir una respuesta
inmunitaria contra un cierto patéogeno. Esto seria una solucion alternativa para controlar
enfermedades endémicas causadas por numerosos virus y bacterias patdgenas que entran al
organismo por via oral (como, por ejemplo, el agua potable y los alimentos) y se desarrollan en
la mucosa digestiva. La mucosa digestiva es un 6rgano linfoide importante y la induccion de
inmunidad a esta permite una lucha precoz contra numerosas infecciones. La nocion de vacuna
viva administrada oralmente es llamativa para el &mbito socio-econémico, pues serian vacunas
de facil administracion y bajo costo. Esos argumentos motivaron a la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) a apoyar el desarrollo de ese tipo de vacunas como objetivo prioritario de salud
publica. En este tipo de aplicaciones, las BAL se constituirian en una nueva categoria de productos:
bactérias-medicamentos.

Las practicas alimenticias de numerosos grupos de individuos los conducen a ingerir altas
cantidades de BAL. Esas bacterias absorbidas vivas son capaces de ejercer, en la mucosa
intestinal, actividades bioldgicas inherentes a ellas. La demostracion de un efecto bioldgico
en el huéspede es dificil, debido al hecho de que el nivel basal de esas actividades es muy
bajo. Para remediar ese problema, se iniciaron varias investigaciones, superexpresando ciertas
actividades en estas bacterias, con el fin de demostrar de manera absoluta sus efectos en el
huésped. Este campo de investigacion en salud publica es fascinante y promisorio. Con el interés
actual por productos saludables es evidente que no se debe olvidar el clima de incertidumbre
que envuelve el desarrollo de organismos geneticamente modificados. Se deben privilegiar las
vias de autoclonaje que evitan la introduccion de DNA extranjero. Dentro de ese panorama, se
debe buscar riesgo cero para los consumidores y los productos oriundos de bacterias vacunas,
para los cuales el riesgo de diseminacion horizontal tiene que ser inferior a los riesgos que debe
sufrir una poblacion con la enfermedad expuesta a cierto patdgeno. En este ultimo caso, es
importante buscar el desarrollo de sistemas de reclusion que impidan la sobrevivencia de las
bacterias en el ambiente.

La actividad adyuvante de las BAL abre caminos interesantes para aplicaciones en el area médica.
Otras actividades probioticas para las BAL fueron propuestas y las mas interesantes son las
anticolesterolémicas y antitumorales. Sin embargo, todavia son necesarias mas experiencias ¢
investigaciones para demostrar que las BAL ejercen, de hecho, esas actividades in vivo.

Conclusiones

*  Como se detall6 anteriormente, es evidente la amplia aplicacion de las BAL, la cual abarca
desde la produccion de alimentos fermentados comunes, hasta aplicaciones terapéuticas a
través de alimentos funcionales-saludables; asimismo, la obtencion de subproductos de la
fermentacion de diversos sustratos y origenes, para lograr bio-compuestos y demas derivados
con diversas aplicaciones en la industria quimica, cosmética, farmacéutica y, principlamente,
en la de alimentos. El acido lactico es el principal producto de la fermentacion de bacterias
lacticas cuyas aplicaciones son diversificadas, entre las cuales se destacan, la conservacion
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y aroma de los alimentos fermentados,y la produccion de biopolimeros y plasticos
biodegradables. Existen evidencias de que las BAL ingeridas vivas y en cantidades
importantes (cerca de 108 bacterias por gramo de alimentos fermentado) presentan efectos
benéficos a la salud. Algunas de esas actividades estan bien establecidas; otras, todavia
necesitan de demostracion clara y reproducible, tales como, el uso de recursos como las
pruebas de duplo ciego y la inclusion de grupo placebo. Este tipo de estudio se dificulta,
por lo general, porque, las especies bacterianas presentes en los productos fermentados
son selecionadas por medio de criterios tecnoldgicos y no probidticos. Ademas de
esto, las actividades buscadas son frecuentemente de poca intensidad, quedando dificil
evidenciarlas en un ecosistema complejo como el tracto digestivo. De ahi, la necesidad de
intensificar las investigaciones en los diferentes campos de aplicacion de la BAL, entre los
que se destacan el genético, clasificacion de especies con aplicaciones especificas, estudio
de los procesos fermentativos, extraccion, caracterizacion y purificacion de subproductos del
metabolismo, produccion de biomasa, aplicaciones industriales, farmacéuticas, en alimentos
y alimentos funcionales, validacion de efectos y atribuciones terapefiticas tanto in vivo como
in vitro.
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