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Resumen. En los ultimos afios han surgido gran cantidad de alimentos
funcionales a los que se les atribuyen diversas propiedades beneficiosas. Entre estos
alimentos se encuentran aquellos que contienen proteinas del lactosuero asi como
aquellos que incorporan bacterias probidticas en su composicion. En la actualidad
existen matrices de proteinas de suero que contienen bacterias probi6ticas que se
mantienen viables durante 28 dias a temperaturas de refrigeracion. Ademas, también
se han realizado diferentes estudios relacionados con la actividad metabdlica, las
propiedades antimicrobianas y la resistencia a las enzimas del tracto gastrointestinal.
Por ultimo, se ha evaluado el uso de cepas de bacterias del acido lactico con

propiedades probioticas en la produccion de exopolisacaridos en lactosuero.

1. Productos lacteos probioticos

El consumo de productos lacteos que contienen cepas probiéticas viables ha
aumentado considerablemente en los Uultimos afios, en especial debido a las
propiedades saludables que se asocian al consumo de este tipo de productos. Esta
tendencia ha provocado su diversificacion en el mercado mundial. La demanda de
estos productos ha sido impulsada principalmente por sus diferentes beneficios,
atribuidos en especial a varias bacterias que pertenecen a los géneros Bifidobacterium

y Lactobacillus, (Lee y Salminem, 1995; Reid, 1999), siempre y cuando puedan
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colonizar la parte inferior del intestino. Sin embargo, una condicién necesaria (aunque
no suficiente) para que se produzca esta colonizacion es que los mencionados
productos contengan al menos 10" ufc/ml de bacterias probiéticas en el momento de
su consumo (FAO, 2001).

Productos lacteos como el yogur (Reuter, 1990; Laroia y Martin, 1991), los
helados (Hekmat y McMahon, 1992) y el queso (Gomes y col., 1995, 1998, Stanton y
col., 1998) son claros exponentes del éxito de alimentos que contienen
microorganismos probiéticos. Tipos de queso que hayan sido objeto de investigacion
en este campo incluyen (en orden cronoldgico): queso blanco salmuera (Furtado y col.,
1993), queso Cheddar (Dinakar y Mistry, 1994; Shaw y White, 1994; Daigle y
col.,1997; Gardiner y col.,1998), queso Gouda (Gomes y col., 1995), queso Cottage
(Blanchette y col., 1996; Riordan y Fitzgerald, 1998), queso Crescenza (Gobbetti y
col., 1998), queso semi-duro de cabra (Gomes y Malcata, 1998) y queso fresco
Argentino (Vinderola y col., 2000). Sin embargo, existe una clase de queso sobre la
cual se han realizado hasta la fecha muy pocos estudios relacionados con la

incorporacion de bacterias prebiéticas; son los quesos de suero de leche.

1.1. Potencialidad del lactosuero como vehiculo para bacterias probidticas.

El suero de leche es la parte acuosa de la leche obtenida tras procesos de
coagulacién con acido, calor o cuajo en la produccion de queso. Gran parte del
volumen mundial de suero de leche se utiliza actualmente para la produccién de una
gran variedad de productos de elevado valor afadido (descrito en capitulos
anteriores). Sin embargo, en Portugal, Espafia y otros paises latino americanos el
suero de leche sigue siendo eliminado especialmente por las pequefas industrias
lacteas que en conjunto suman importantes volumenes globales (Pintado y col., 2001).

La eliminacion de este producto trae consigo no so6lo una pérdida importante de
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nutrientes, sino también plantea graves problemas para el medio ambiente, debido a
su alta demanda biolégica y quimica de oxigeno.

La recuperacion de proteinas solubles de suero de leche puede ser utilizada en
la produccion de queso, lo cual podria ser muy interesante tanto desde el punto de
vista nutricional como biolégico. El requeson es un queso de suero (similar al queso
Ricotta), que se consume normalmente en natural o combinado con sal o azucar. Se
fabrica a través del procesado térmico de suero de leche, lo que conduce a la
desnaturalizacion de las proteinas solubles. La elaboracion de requeson supondria un
medio adecuado para recuperar las proteinas de suero de leche y una alternativa
economica para las pequefias industrias lecheras (para los que la aplicacion de la
cromatografia de membrana o de las tecnologias basadas en separacion es dificil y
costosa). Existen diversos estudios relativos a la optimizacion de la fabricacion y el
envasado de este tipo de queso de suero (Pintado y col., 1996; Pintado y Malcata,
2000a, b, c), pero en todos los casos la monitorizacion de la flora microbiana se limita
a microorganismos adventicios y microorganismos contaminantes presentes en el
ambiente. Uno de los incentivos para la utilizacion de suero de leche incluye la
incorporaciéon de especies de bacterias probibticas en la elaboracion del requeson, lo
que podria suponer una ventaja competitiva en términos de marketing. Diferentes
estudios para mejorar la viabilidad de las bifidobacterias han demostrado la existencia
de una prometedora relacién entre cepas probitticas y las proteinas de suero de
leche. Marshall y col. (1982) fortificaron leche con proteinas de suero de leche y
treonina a fin de proporcionar a las bifidobacterias un medio nutritivo con un bajo
potencial redox. Por otra parte, Dave y Shah (1998) estudiaron los efectos de suero de
leche en polvo, concentrado de proteinas de suero (CPS) e hidrolizados de caseina
acida (HCA) sobre la viabilidad de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus

delbrueckii ssp., Lactobacillus acidophilus y bifidobacterias en el yogur.
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Tabla 1: Composicion proteica del suero de leche (adaptado de Madureira et al., 2007).

Concentracion Peso molecular NuUmero de residuos

Proteina (g/L) ™ (kDa) 2* de aminoacidos’
B-lactoglobulina 1.3 18,277 162
a-lactoalbumina 1.2 14,175 123
Albumina sérica 0.4 66,267 582

Imunoglobulinas (A, M & G) 0.7 c. de 150,000 -
Lactoferrina 0.1 80,000 700
Lactoperoxidasa 0.03 70,000 612
Glicomacropéptido 1.2 6,700 64

' de Wit (1998), 2 Eigel y col. (1984), ® Brew y col. (1970), * Korhonen (1995)

Tabla 2. Funciones biolégicas de las proteinas de suero lacteo (adaptado de Madureira et al.,
(2007).

Proteina Funcion biolégica

Prevencion de cancer (cancer de mama vy intestinal; cancer
inducido por quimicos);

Incremento de la concentracion de glutation (Aumento de la

Proteinas de suero o ) . .
vulnerabilidad de las células tumorales; tratamiento de pacientes

totales

con HIV)
Actividad antimicrobiana
Incremento de la sensacion de saciedad (Aumento de
aminoacidos en plasma, colecistoquinina y péptidos tipo-glucagon
Transportador (Retinol, Palmitato, Acidos grasos, Vitamina D y
colesterol

BLactoglobulina Aumento de la actividad de la esterasa pre-gastrica

Transferencia de la inmunidad pasiva

Regulaciéon del metabolismo del fésforo en las glandulas
mamarias

_ Prevencion de cancer
a-Lactalbumina

Tratamiento de la enfermedad crénica inducida por stress

o . Unién a los acidos grasos
Albumina sérica . . .
bovina Funciones anti-mutagénicas

Prevencion de cancer

Inmunomodulacién (proteccion de enfermedades por inmunidad
pasiva)

Immunoglobulinas
Actividad antimicrobiana (bacterias y hongos)

Actividad opioide
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La adicién de CPS y HCA mejoré la viabilidad de las bifidobacterias hasta niveles
variables debido a la fuente de nitrégeno adicional proporcionada en forma de péptidos
y aminoacidos libres. Por ultimo, no hay que olvidar que las proteinas de suero de
leche contienen residuos de aminoacidos que son ricos en azufre, el cual, al ser
liberado por el calor o tratamiento enzimatico contribuye a reducir el potencial redox.
Los resultados antes mencionados sugieren que el requesén puede ser un buen
sistema de incorporacion de bacterias prebioticas, en particular los géneros

Lactobacillus y Bifidobacterium.

1.2. Propiedades biologicas de las proteinas de suero de leche.

Hipocrates ya proclamé las propiedades saludables del suero en la Antigua
Grecia. Durante la Edad Media, el suero de leche se consideré no sélo como un
medicamento, sino incluso como un afrodisiaco y un balsamo para la piel: se trataba
de un componente comun de pociones y balsamos para calmar las quemaduras,
aumentar la vitalidad y curar diversas enfermedades (Kosikowski, 1982). Las ultimas
décadas han sido testigos de un creciente interés en los productos de proteina de
suero de leche debido a su papel en la nutricién y a su cada vez mayor importancia en
la salud humana.

Las proteinas del suero son moléculas globulares con un contenido substancial
de a-hélice, en la que los aminoacidos acido/base e hidrofébicos/hidrofilicos se
distribuyen de una forma bastante equilibrada a lo largo de sus cadenas polipeptidicas
(Evans, 1982). La composicion proteica del suero de leche, incluyendo el peso
molecular y el numero de residuos de aminoacidos de cada proteina, se detalla en la
Tabla 1. Las proteinas de suero de leche incluyen p-lactoglobulin (B-LG), a-
lactoalbumina (a-LA), inmunoglobulinas (Ig), albumina sérica bovina (BSA), lactoferrina

bovina (BLF) y lactoperoxidasa (LP), asi como otros componentes menores. Sus
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concentraciones reales dependen del tipo de suero de leche (acido o dulce), la fuente
de leche (bovina, ovina o caprina), la época del afio, el tipo de alimento recibido por el
animal, la etapa de lactancia y la calidad del tratamiento (Pintado y col., 2001). Sus

principales actividades biologicas se resumen en la Tabla 2.

Suero lacteo

|

Agitacion suave

|

Calentamiento hasta inicio de precipitacion (80-85°C)

|

Adicion de leche (max 20%)

|

Calentamiento (90-95°C) durante 20 min

|

Proteina coagulada flotantes recogidas desde la superficie con una

espumadera y vertida en moldes de plastico

|

Drenaje de suero de leche durante 20 minutos a temperatura

ambiente (aproximadamente 20 ° C)

|

La cuajada se deja enfriar durante 20 min. antes de afiadir el inéculo
(aprox. 30 ° C)

Se inocula con la cepa bacteriana en un 10% (v/v) y se mezclan
vigorosamente (batidora eléctrica). Se almacenan refrigerados

Figura 1. Diagrama esquematico de la produccién de matrices de queso
de suero con incorporacién de cepas probibdticas.
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2. Incorporacion de cepas probiéticas a las matrices de queso de suero
2.1. Produccion de requeson probidtico

La fabricacién experimental de requeson utilizando diferentes tipos de suero y
leche se puede realizar utilizando suero obtenido como un subproducto de la
fabricacion de queso (Madureira y col., 2005). En la Figura 1 se muestra el proceso
tradicional de fabricacidon de requesén. En una primera etapa, se produce la
precipitacion térmica de las proteinas de suero dulce en tanque de doble pared (100 L)
calentado por vapor generado por la quema de gas y con control de la temperatura y la
tasa de agitacion. En cada lote la cuajada resultante se inocula con la cepa bacteriana
de interés en una proporcion del 10 % (v/v) (ca. 10" ufc/g) pues, como ya se ha
comentado anteriormente, el producto probidtico final debe contener al menos 107
ufc/g de bacterias probioéticas en el momento de su consumo (FAO, 2001).

Para mejorar las caracteristicas organolépticas del producto final se pueden
afadir diversos aditivos que daran lugar a matrices dulces (azucar, aloe vera, fresa y
chocolate) o saladas (sal, xantana y hierbas). A continuacion, y antes de ser
refrigeradas, las matrices se mezclan vigorosamente con la ayuda de una batidora

eléctrica para obtener una textura homogénea y suave (Madureira y col., 2008).

2.2. Viabilidad de cepas probidticas en diferentes matrices de requeson

En un primer estudio de investigacion la viabilidad de varias cepas de bacterias
probiéticas (géneros Lactobacillus y Bifidobacterium) se evaluaron en una matriz de
queso de lactosuero mediante la inclusion de aditivos antes de la coagulacion de la
proteina (Madureira y col., 2005a). La viabilidad de todas las bacterias estudiadas en
el requeson a lo largo de 28 dias de almacenamiento refrigerado estuvieron, en
general, dentro de limites aceptables manteniendo o aumentando su numero de
células viables (Lactobacillus. acidophilus y Lactobacillus paracasei cepa paracasei

LAFTI® L26). En la Figura 2 se representa la viabilidad y el perfil de acidificacion de
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Lactobacillus paracasei cepa paracasei LAFTI® L26 en las matrices de requeson

natural, dulce y salado. El tipo de matriz (natural o con el afiadido de azucar o sal) fue

12 7

Tiempo (d)

Figura 2 .Valores medios (+ desviacion estandar) del
numero de células viables (log ufc/g) y la acidificacion
(como unidades de pH) de Lactobacillus paracasei
LAFTI® L26 inoculado en queso de suero natural (i),
con sal (ii) o con azucar afiadido (iii), y almacenadas a
7 °C durante 28 dias (adaptado a partir de los datos de
Madureira y col., 2005a).
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el factor mas importante que afecté a la viabilidad de las cepas bacterianas. Las
matrices naturales y con azucar fueron mejores que las matrices saladas para el
crecimientos de Bifidobacterium animalis cepa Bo, Lactobacillus acidophilus cepa Ki 'y
Bifidobacterium. animalis cepa LAFTI®B94 (datos no mostrados).

La inclusion de aditivos también produce matrices con mayor producciéon de acido
lactico. La presencia de aditivos es determinante para la evoluciéon de la protedlisis y la
glicolisis, siendo estas dos actividades muy importantes para la textura y aceptacion
sensorial de las matrices. Como era de esperar, la actividad proteolitica es baja debido
a las bajas temperaturas durante el almacenamiento, el corto tiempo de
almacenamiento y, sobre todo, a la naturaleza de la matriz ya que las proteinas estan
menos disponible para la hidrélisis porque forman una fase separada (solida) y se
encuentran en estado agregado (lo que obstaculiza el acceso a las proteinasas
bacterianas). Hay evidencias de que las matrices que sufren menor proteolisis son
mas firmes (por ejemplo, las matrices con azucar y chocolate), mientras que las
matrices con mayor protedlisis (por ejemplo, con mermelada o con sal) son, a su vez,

mas suaves, menos adhesivas y mas cohesionadas (Madureira y col., 2008).

3. Supervivencia de las bacterias probiéticas incorporadas en queso de sueroy
sometidas a las condiciones que prevalecen en el tracto gastrointestinal

Aunque el lactosuero es una matriz interesante para incorporar cepas
probidticas y servir como vector de transmision, es necesario que las cepas probidticas
incorporadas en las matrices de lactosuero sobrevivan el paso por el tracto
gastrointestinal y que sean capaces de colonizar el intestino con el fin de asegurar un
beneficio al consumidor (Havenaar y col., 1992). Este requisito plantea un importante
desafio para las cepas, ya que se enfrentaran a las condiciones adversas del jugo

gastrico, las enzimas digestivas y de las sales biliares.
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Figura 3. Valores medios (+ desviacion estandar) del nimero
de células viables (log ufc/g) de (i) Bifidobacterium animalis
cepa Bo, (ii) Bifidobacterium animalis cepa Bb-12 vy (iii)
Lactococcus brevis cepa LMG 6906 cuando se exponen durante
60 minutos a jugo gastrico artificial y 120 minutos a 0,3% sales
biliares (o), durante 120 minutos a jugo gastrico artificial y 120
minutos a 0,3% sales biliares (o). Muestras control realizadas a
240 minutos (0) (adaptado de Madureira y col. 2005b).
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Recientemente se ha estudiado la supervivencia de cepas de L. acidophilus, L.
paracasei, B. animalis y L. brevis en queso de suero modelo exponiéndolas a las
condiciones que normalmente se encuentran en el tracto gastrointestinal: exposicién al
jugo gastrico simulado (con un pH bajo y pepsina) seguido por la adicion de sales
biliares (Madureira y col., 2005b).

La resistencia de las cepas probibticas a su paso por el tracto gastrointestinal
cuando se encuentran integradas en una matriz de queso de suero es, al parecer,
dependiente de cada cepa. Los mejores perfiles de viabilidad a lo largo de todo el
periodo de exposicion a la combinacién de jugo gastrico artificial y sales biliares se
registraron para L. brevis, B. animalis cepa Bo y B. animalis cepa Bb-12 (Figura 3). L.
acidophilus LAFTI®L10 y L. acidophilus cepa Ki resistieron la exposicién al jugo
gastrico artificial, pero revelaron diferentes comportamientos en presencia de sales
biliares ya que la disminucion del numero de células viables puede comprometer su
viabilidad. L. paracasei LAFTI®L26 y B. animalis LAFTI®B94 fueron los menos
resistentes a los jugos gastricos artificiales.

Varios parametros pueden determinar la supervivencia de las cepas probiéticas
a su paso por el tracto gastrointestinal superior: el grado de acidez del estbmago y el
periodo de exposicién asi como la concentracion de sales biliares y el periodo de
exposicion a ellas. Sin embargo, para confirmar todos estos resultados obtenidos en
estudios in vitro son necesarios estudios in vivo que permitan el analisis microbiol6gico
de las heces después de la ingestibn de alimentos inoculados con las cepas en

estudio.

4. Incorporacion de bacterias probioticas en el queso de suero para el control de
la contaminacién. Incremento de la seguridad microbiolégica
Ademas del control que se ejerce sobre la microflora intestinal a través de la

colonizacion de la parte inferior del intestino por parte de las bacterias probioticas,
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resulta también de gran interés la actividad antimicrobiana frente a patdgenos
transmitidos por los alimentos y a bacterias contaminantes presentes en ellos. La
bifidobacterias son capaces de: (i) producir acidos organicos, los cuales a través de un
descenso de pH pueden inhibir el crecimiento de bacterias patégenas, (ii) producir
peroxido de hidrégeno el cual posee también propiedades antimicrobianas, y (iii)
sintetizar bacteriocinas u otros compuestos de defensa que pueden inducir respuestas
inmunolégicas deseadas (Velraeds y col., 1996). Estudios in vitro han demostrado que
Lactobacillus spp. poseen actividad inhibitoria frente a microorganismos como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella spp. (de Vuyst y col., 2004), mientras
que Bifidobacterium spp. son activas frente a Listeria monocytogenes (Bevilacqua y
col., 2003).

Los patégenos presentes en los alimentos se han considerado responsables de
un gran numero de enfermedades ocasionadas por el consumo de productos lacteos
frescos, especialmente en paises del sur de Europa. El hecho que los quesos de suero
fresco de leche posean un pH y un contenido de humedad relativamente elevado,
ademas de un relativamente bajo contenido de sal, les hace particularmente
susceptibles a la descomposicion microbiana. Este deterioro es impulsado
principalmente por mohos y levaduras, asi como por miembros de los géneros
bacterianos Pseudomonas 'y Staphylococcus 'y Dbacterias de la familia
Enterobacteriaceae (Pintado y Malcata, 2000a, b).

En los intentos de elaborar un queso de suero de leche que sea mas seguro
para el consumo humano la actividad antimicrobiana de las bacterias probitticas
puede ser aprovechada. Por tanto, se hacen necesarios mas estudios con el fin de
evaluar el grado de proteccion que podrian ofrecer estos microorganismos.

La actividad antimicrobiana de L. acidophilus LAFTI®L10 y B. animalis
LAFTI®B94, frente a Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli inoculadas a tres diferentes
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niveles, (10°-10*, 10*-10° y 10°-10® ufc/g) ha sido recientemente evaluada (Madureira y

col., resultados no publicados) (ver Figura 4). En general, se observa una mayor
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Figura 4. Evolucion de la inhibicion (log) + desviaciéon estandar para i),
Pseudomonas aeruginosa vy ii) Listeria monocytogenes inoculadas a los
niveles 10%-10° ufc/g (e), 10%-10° ufc/g (m) y 10°-10* ufc/g (A) de
Bifidobacterium animalis LAFTI® B94 (Madureira y col., resultados no
publicados).

inhibicion de patégenos y bacterias contaminantes de los alimentos por parte de B.
animalis que por parte de L. acidophilus. Sin embargo, tales propiedades solo se
observan cuando el in6culo se realiza al nivel mas bajo, ya que a los niveles mas altos
de inéculo L. acidophilus provocd una mayor inhibicién. Concretamente, la mayor
inhibicion por parte de B. animalis se observo frente a P. aeruginosa a los tres niveles
de in6culo. Asimismo, la menor inhibicion se detecté frente a L. monocytogenes con el

in6culo mas alto, frente a E. coli con el in6culo a nivel intermedio y frente a L.

339



Capitulo 15

monocytogenes con el nivel de in6culo mas bajo. La inhibicibn mas significativa de L.
acidophilus se observo frente a L. monocytogenes con el indculo mas alto, frente a S.
aureus con el indculo a nivel intermedio y frente a S. enteritidis con el in6culo mas

bajo.

5. Exopolisacaridos producidos por Lactobacillus acidophilus

Las bacterias del acido lactico (LAB) se utilizan en la industria alimentaria para
la fabricacion de varios productos fermentados. En la industria lactea, las LAB son
ampliamente empleadas debido a la capacidad de ciertas cepas para mejorar el sabor
y la textura de los productos lacteos. Algunas LAB, ademas de ser consideradas
microorganismos probibticos, producen exopolisacaridos (EPS) que o bien excretan al
medio de cultivo (goma) o permanecen unidos a la pared celular bacteriana formando
de esta manera el EPS capsular (Sutherland, 1972). El interés en los EPS ha
aumentado significativamente en los ultimos afios debido a su utilizacién como aditivos
en una amplia variedad de productos alimenticios donde actuan como espesantes,
estabilizantes, emulsionantes o gelificantes (Kimmel y col., 1998). Ademas de los
beneficios tecnoldgicos, algunos EPS producidos por las LAB han demostrado efectos
fisiologicos beneficiosos en el consumidor. Se ha especulado que el aumento de la
viscosidad de los alimentos que contienen EPS provoca un mayor tiempo de
residencia del alimento en el tracto gastrointestinal, lo cual podria favorecer su
colonizacién por parte de las bacterias probiéticas (German y col., 1999; Kaur y col.,
2002, Ouwehand y col., 2002). Entre los efectos fisiolégicos beneficiosos para la salud
humana destacan la capacidad para disminuir los niveles de colesterol, la actividad
anticancerigena, imunomodulatoria, antitumoral y sus efectos prebiéticos (Harris y
Ferguson, 1993; Cummings y Englyst, 1995; Kitazawa y col., 1998; Chabot y col.,

2001; Dal Bello y col., 2001; Korakli y col., 2002; Pigeon y col., 2002).
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En los estudios de la produccion de EPS por parte de las LAB se utilizan en
muchos casos medios tan complejos como los de Man Rogosa y Sharpe (MRS), All
Purpose Tween (ATP) y medios sintéticos (de leche enriquecida por ultrafiltracion o
suero de queso). La composicién del medio de cultivo es un factor muy importante en
la produccion de EPS, y algunos nutrientes complejos del medio (por ejemplo, extracto
de carne, peptona y extracto de levadura) pueden interferir en el andlisis de sus

monoémeros y su estructura (Degeest y col., 2001; Kimmel, 1998a; Laws y col., 2001).

6. El crecimiento bacteriano y la produccion de exopolisacaridos

La cepa, su condicién y el medio de cultivo empleado influyen en la
composicion y cantidad de EPS producido por una determinada especie. En particular,
la fuente de hidrato de carbono desempefia un papel importante en la cantidad de EPS
producido y también puede afectar a la propia composicion del EPS (Looijesteijn y col.,
1999). Los EPS son normalmente producidos a niveles de 10-1000 mg/L y se
caracterizan por su elevado peso molecular (por encima de 10° Da) (Duboc y Mollet,
2001). La biosintesis y secrecion del EPS por parte de las LAB se realiza durante
diferentes fases del crecimiento y la cantidad y el tipo de polimero esta influenciado
por las condiciones de crecimiento. Se ha evaluado la capacidad de produccién de
EPS de dos cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus LAFTI®L10
y L. acidophilus ATTC 4356) utilizando como medio de fermentacion MRS con 20 g/L
de lactosa y suero de leche. Las diversas fracciones del EPS (EPS1 y EPS2) y el
sobrenadante (SP1 y SP2) (normalmente rechazados) se analizaron con el fin de
evaluar las posibles interferencias durante la purificacion del EPS (Degeest y De
Vuyst, 1999). El método empleado es capaz de distinguir entre dos fracciones de EPS,

una de alto peso molecular y otra de bajo peso molecular.
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Estudios realizados con las mismas cepas a las 24 h de fermentacion (Pintado y col.,
2005), revelaron que las caracteristicas de productividad del EPS fueron similares
(Tabla 3 y 4). Sin embargo, la cantidad de EPS disminuy6 con el grado de purificaciéon
como se esperaba. Los niveles de EPS1 a las 24 horas fueron 265 mg/mL y 316 mg/L
y 116 mg/L y 118 mg/L para EPS2 para L. acidophilus LAFTI ®L10 y L. acidophilus
ATCC 4356, respectivamente. Esta reduccion puede explicarse debido a la pérdida de
EPS1 que no es totalmente precipitado en la segunda fase de precipitacion y por lo
tanto se mantiene en el sobrenadante SP2, o debido a que los “pellets” de EPS se
pierden facilmente durante el proceso de purificacion. El nivel maximo de EPS se
observo a las 6 horas de fermentacion, mientras hubo una reducciéon en el nivel de
EPS al final del periodo de incubacién. La reduccion en la produccion de EPS puede
ser debido a la degradacién enzimatica (actividad de glicohidrolasas que
progresivamente destruyen el polimero), el cambio en los parametros fisicos del medio
de cultivo o modificaciones reversibles de ADN que resultan en diferentes tipos de
células con capacidad para producir diferentes tipos de EPS (Cerning y col., 1988;
Gancel y Novel, 1994; De Vuyst y col., 1998; Pham y col., 2000).

Estos resultados indican que los ingredientes complejos del medio MRS o del suero
pueden interferir en la cuantificacion del EPS como anteriormente habian sugerido
Kimmel y Roberts (1998). Ambas cepas crecieron bien en los medios de cultivo, con
perfiles de crecimiento similares durante las 24 h (Figura 5).Estos valores son del
mismo orden de magnitud que los descritos en otros trabajos utilizando L. acidophilus
LAFTI®L10 (Pintado y col., 2003 y 2004), que revelaron que la fase estacionaria de
crecimiento se produce entre las 12 h y las 24 h y que en el mismo periodo la
produccién de EPS es maxima.

El principal azicar que se convierte en acido lactico es la glucosa. Este azlcar se
transforma en acido lactico por la via glicolitica homofermentativa pasando de 18 g/L al

inicio de la fermentacion a 6 g/L a las 24 h en el caso de L. acidophilus LAFTI®L10, y
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de 18 g/L a 8 g/L para L. acidophilus ATCC4356. La lactosa (18 g/L) s6lo se consumi6
cuando los niveles de glucosa fueron muy bajos para ambas cepas (Figura 5). El
contenido de acido lactico obtenido a las 24 h fue muy alto, 18 g/L para L. acidophilus

LAFTI®L10 y 12 g/L para L. acidophilus ATCC4356. Cuando se analizé el medio de

Concentracion ode azuacares
y de acido lactico (g/L)

0 6 12 18 24 30

Tiem po (h)

(b)

acido lactico (g/lL)

Concentracionde azlicares y de

0 6 12 18 24 30

Tiem po (h)

Figura 5. Consumo/produccion de lactosa (?), glucosa (?) y acido lactico (? ) en un
cultivo de (a) L. acidophilus LAFTI® L10 y (b) Lb. acidophilus ATCC 4356.
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fermentacién no se encontraron otros acidos (acido citrico, acido férmico, acido
succinico o acido acético).

En la literatura se pueden encontrar importantes diferencias cuando se
cuantifican los EPS incluso para las mismas cepas. Estas divergencia probablemente
se debe a los diferentes medios elegidos para la produccion de EPS, las diferentes
técnicas de aislamiento empleadas, los métodos utilizados para la cuantificacion y el
grado de pureza obtenido (Ruas-Madiedo y de Los Reyes-Gavilan, 2005; Behare y
col., 2009). La cantidad de EPS lacteos (0,1-5 g/L) producidos por las LAB son
limitados en comparacion con la produccién de goma xantana (30-50 g/L) (Degeest y
col., 2001). Aunque muy bajas concentraciones deberian ser suficientes para detectar
los beneficios de la EPS en los alimentos, la produccion de EPS podria mejorarse a
través de la manipulaciéon genética. Esta técnica se emplearia para modificar las
actividades de cualquiera de las enzimas que intervienen en la biosintesis o para
controlar la fisiologia microbiana (Laws y col., 2001). El uso de suero de leche como
medio de fermentacién presenta la oportunidad de crear productos con un valor
afadido. La utilizacion de suero de leche o permeado de suero de leche como medio
de fermentacién reduciria su contenido en lactosa, lo que implicaria una disminucién
de la demanda biologica de oxigeno (BDO) asi como una reduccion del coste de
eliminacion (Kilara y Patel, 1992).

El EPS producido in situ por las LAB incorporadas en productos con suero de
leche podria resultar en un producto final seguro y natural, con la ventaja de la re-
valorizacion de este subproducto. Estos EPS podrian tener un impacto importante en
el desarrollo de nuevos productos alimenticios (tanto fermentados como no
fermentados), especialmente para mejorar su textura, su estabilidad y su capacidad de
retencion de agua, ademas de las propiedades saludables que estos EPS pudieran

tener.
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Conclusiones y perspectivas futuras

Las matrices de lactosuero son buenos vehiculos para aquellas especies de
bacterias probioticas en donde se han obtenidos buenos perfiles de viabilidad para un
determinado numero de cepas. El uso de tales cepas también aumenta la vida util de
este producto debido a la posible inhibicion de la contaminacion microbiana. El
producto final es un producto bi-funcional ya que contiene proteinas de suero de leche
y bacterias probiéticas, ambas con funciones biolégicas ya demostradas. En general,
se ha observado que las cepas bacterianas consiguen sobrevivir procesos de
simulacion de las condiciones gastrointestinales. Sin embargo, aun son necesarios
estudios in vivo para confirmar los resultados obtenidos en los estudios in vitro.
Los quesos de suero con microorganismos probioticos presentan una elevada
viabilidad de las cepas y un alto contenido en acido lactico producido por estas
bacterias. Sin embargo, la elevada presencia de acido se considera negativa desde un
punto de vista sensorial y se tienen que buscar diferentes mecanismos para disminuir
su concentracion. Una de las formas podria ser el encapsulamiento de las cepas
utilizando también proteinas de suero de leche, lo que mantendria los
microorganismos probioticos viables y en numero necesario pero sin actividad
metabdlica, protegiendo las caracteristicas organolépticas del producto.
La incorporacion directa de EPS en distintos productos lacteos o su produccion in
situ,utilizando cepas de LAB como L. acidophilus tiene una influencia positiva en la
funcionalidad y propiedades biol6égicas de estos productos. La produccion de EPS por
LAB probidticas tiene un enorme potencial como cultivos funcionales que podrian

sustituir a muchos de los aditivos comerciales actualmente en uso.
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