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® Resumen

Acido linoleico conjugado (ALC) es el nombre con el que se designa a una mezcla de isémeros
posicionales, conjugados con isomeria cis-trans del acido linoleico. Hay evidencia de que estos
compuestos presentan propiedades bioactivas benéficas para la salud, tales como efecto
inmunomodulador, anticancerigeno, antidiabético, regulador del peso, antiarterioesclerdtico,
entre otros. EI ALC puede ser obtenido de la leche y sus derivados, asi como de productos
carnicos de mamiferos rumiantes. Sin embargo, cientificos alrededor del mundo se han
esforzado en la bdsqueda de procesos biotecnoldgicos para la obtencidn de este bioactivo, asi
como de incrementar su presencia en fuentes tradicionales. Por tanto, el objetivo del presente
trabajo es proporcionar un panorama general de la naturaleza del ALC, sus fuentes,
propiedades biologicas y beneficios saludables debido al consumo, asi como su obtencién en
condiciones in vitro a partir del uso de herramientas biotecnoldgicas tales como

microrganismos y enzimas mas alla de fuentes convencionales.
Palabras clave: lipidos, fermentacién, acido linoleico conjugado.
® Abstract

Conjugated linoleic acid (CLA) is the name that designates a mixture of positional isomers,

conjugated with cis-trans isomerism of linoleic acid. There is evidence that these bioactive
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compounds have properties beneficial to health, such as effects anticancer, immunomodulatory,
anti-diabetic, and weight regulators, anti-arteriosclerotic, among others. CLA can be obtained
from milk, dairy products and meat from ruminants mammals. Nevertheless, scientists around
the world have struggled in finding biotechnological processes for obtaining this bioactive and
increase its presence in traditional sources. Therefore, the aim of this paper is to provide an
overview of the nature of the CLA, its sources, biological properties and health benefits, and
obtaining in vitro conditions through the use of biotechnological tools such as microorganisms

and enzymes beyond conventional sources.

Keywords: lipids, fermentation, conjugated linoleic acid.

® Introduccion
Lipidos

Los lipidos son un grupo de compuestos organicos de diversas estructuras. Desempefian un
papel importante en la nutricion de animales superiores, entre los que se encuentra el hombre.
Se pueden obtener de diferentes fuentes naturales animales y vegetales, como el aceite de
cartamo, maiz, soya, girasol, oliva, algodén, pescado, la carne, huevo, productos lacteos e
higado. Algunos de estos compuestos son de naturaleza esencial para los mamiferos, ya que al
no poder ser sintetizados debido a la carencia de enzimas capaces de incorporar dobles enlaces
en cadenas hidrocarbonadas después del carbono 9, es necesario obtenerlos a partir de fuentes
exogenas, tal es el caso de los acidos grasos polinsaturados, especificamente el acido linoleico
®-6 (18:2) y el &cido linolénico »-3 (18:3) /1-3/. Los lipidos tienen como caracteristica
principal ser insolubles en agua y solubles en disolventes orgéanicos /4/; ademas, realizan
multiples funciones bioldgicas. A nivel estructural son componentes principales de membranas
celulares, participan en el metabolismo celular como reserva de energia, su aporte energético es
mayor al de otras biomoléculas, 0 como carbohidratos y proteinas. ActGan como vehiculos de
transporte de vitaminas, facilitando su absorcién y, ademas, poseen actividades hormonales

reguladoras y térmicas /4-6/.

Acidos grasos

Se consideran los constituyentes basicos de los lipidos; presentan un grupo funcional carboxilo

y diferentes longitudes de cadena hidrocarbonada (figura 1). Se encuentran en estado libre a

Vol. XXVI, N2 3, septiembre-diciembre, 2014 E!E



Revista Cubana de Quimica, pags. 235-258

bajas concentraciones o de manera méas abundante y general, formando multiples estructuras
con otras diferentes moléculas mediante enlaces éster. Los acidos grasos C16 y C18 (&cido

palmitico, oleico, linoleico y estearico) predominan en los vegetales y animales /4, 7, 8/.
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Fig. 1 A) acido decanoico o acido caprico, B) acido octadecanoico o acido estearico,
C) &cido cis-9-octadecanoico o acido oleico, D) acido cis-9,cis-12-octadecadienoico
o &cido linoleico

Los acidos grasos pueden ser clasificados sobre la base del nimero de los enlaces entre los
atomos de carbono constituyentes como: a) acidos grasos saturados, cuando su cadena
estructural hidrocarbonada no presenta dobles enlaces, la mayoria sélidos a temperatura
ambiente, a excepcién de los de cadena corta, y b) acidos grasos no saturados o insaturados,
cuando presentan uno o0 mas dobles enlaces /4, 8/. Los acidos grasos insaturados pueden
presentar isomeria geométrica y exhibir los isomeros cis-trans en sus dobles enlaces. El
isbmero cis se encuentra en la naturaleza y puede estar conjugado dentro de la cadena o
separado por un grupo metileno /6/. En general, los lipidos se localizan en una gran variedad de
alimentos de origen animal y vegetal; sin embargo, hay que sefialar que la composicion
nutricional, el contenido y la clase de lipidos pueden variar en funcion de factores como el

clima, suelo, variedades de plantas, cruce y el cuidado de animales /9/.
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Componentes bioactivos en los alimentos

Los alimentos contienen nutrimentos o ingredientes que pueden modular algunas funciones
fisioldgicas especificas en el organismo, de este modo proporcionan efectos benéficos a la
salud del consumidor, y contribuyen a disminuir la incidencia de ciertas enfermedades cronicas
/10, 11/ catalogadas como no transmisibles (cancer, aterosclerosis, obesidad, diabetes y
osteoporosis) que afectan hoy dia a la poblacion mundial, las cuales tienen correspondencia con
el exceso y/o con la falta de consumo de ciertos alimentos y la ausencia de actividad fisica.
Estos factores son, al igual que la necesidad de mantener una buena calidad de vida mediante la
conservacion de la salud, los motivos que han promovido el estudio de los efectos de la dieta
alimenticia /12-14/. Al generarse, de manera continua y cada vez mayor, la evidencia de
alimentos con beneficios a la salud, este tipo de alimentos denominados funcionales,
actualmente ya forma un mercado en constante crecimiento y constituye un factor de
promocion del desarrollo de productos disefiados para cubrir necesidades especificas de salud,
debido a que la accion de los alimentos funcionales se basa en la presencia de sus ingredientes
0 compuestos bioactivos /10, 11/.

Los componentes bioactivos en los alimentos funcionales ejercen su actividad en multiples
sistemas, como son: el gastrointestinal, cardiovascular e inmunoldgico, donde se comportan
como potenciadores del desarrollo y la diferenciacion, moduladores del metabolismo de
nutrientes, la expresion génica, el estrés oxidativo y la esfera siquica. Se han identificado
innumerables sustancias con actividad funcional en los alimentos tales como: la fibra soluble e
insoluble, fitosteroles, fitoestrogenos, lipidos (acidos grasos mono insaturados y

polinsaturados), péptidos, derivados fendlicos, vitaminas y otros fitoquimicos /15, 16/.

Lipidos como ingredientes funcionales de los alimentos

Los lipidos son considerados macronutrientes y, en la actualidad, las metas nutricionales de
todos estos se dirigen no solo a disminuir los riesgos de desnutricién, sino también a reducir el
desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) asociadas con la alimentacion.
Los lipidos de origen vegetal destacan por su interés nutricional y farmacologico, entre los
cuales se encuentran los isoprenoides y acidos grasos esenciales. Los isoprenoides se clasifican
en terpenos, esteroides e isoprenoides mixtos. Dentro de los terpenos, los méas representativos
son los carotenoides y el escualeno, ampliamente distribuidos en vegetales, y a los cuales se les

han atribuidon propiedades antioxidantes.
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En los esteroides se hallan los fitoesteroles y fitoestanoles como los miembros mas
significativos, con estructuras semejantes al colesterol animal; han mostrado propiedades
inmunomoduladoras y anticancerigenas, y los isoprenoides mixtos como los tocoferoles y
tocotrienoles, a los cuales se les han atribuido propiedades antioxidantes. Los tocotrienoles han
presentado una mayor actividad farmacoldgica que los tocoferoles, asi como efectos
preventivos contra diversos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares /12/.

Los &cidos grasos polinsaturados (PUFA) son aquellos que poseen uno o mas dobles enlaces en
su cadena hidrocarbonada. Los acidos grasos -3 y -6, cuyas posiciones de la doble ligadura
estan en los carbonos 3 y 6 de la cadena hidrocarbonada —se considera como carbono 1 el grupo
metileno terminal-, estan catalogados como esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por el
ser humano /17/.

Las fuentes naturales de estos acidos grasos son el aceite de oliva, girasol, uva, maiz y soya,
que contienen &cidos grasos principalmente monoinsaturados ®-9, y polinsaturados -6,
mientras que los aceites de canola, chia y linaza presentan un contenido elevado de &cidos
grasos omega-3. Ademas, los aceites de origen marino se caracterizan por su alto contenido de
acidos grasos ®-3 y de &cidos grasos polinsaturados -3 de cadena larga, como el &cido
eicosapentaenoico (EPA)(C20:5) y el acido docosahexaenoico (DHA)(C22:6). EI EPA y DHA
son muy valorados por los efectos benéficos en la salud, nutricion humana y animal durante su
consumo, ya que el EPA disminuye los triglicéridos y el colesterol sanguineo, baja la presion
vascular, presenta efectos antitrombdticos y antinflamatorios; mientras que el DHA es
primordial para la formacién y funcion del sistema nervioso y visual en el hombre y mamiferos
en general, ya que contribuye al trabajo neuronal, funciones de aprendizaje
y memorizacion /18/.

Ademas, se ha encontrado que EPA y DHA aumentan la actividad de drogas anticancerigenas.
Otras propiedades atribuidas a los -3 son la inhibicién de la angiogénesis y citotoxicidad
sobre células tumorales /17/. Por otra parte, existen productos de origen animal,
especificamente la carne y leche de rumiantes, que presentan intermediarios del metabolismo
de acidos grasos (&cido linoleico), los cuales presentan una importancia nutricional y funcional
debido a sus efectos biologicos benéficos a la salud, como es el caso del 4cido graso ®-6
denominado &cido linoleico conjugado (ALC) /19, 20/. Por tanto, el objetivo del presente
documento es dar a conocer un bosquejo general de la naturaleza del ALC, sus fuentes

naturales, propiedades biologicas y beneficios a la salud de sus consumidores, asi como de su
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obtencion en condiciones in vitro a partir del uso de herramientas biotecnologicas como son los

microrganismos y enzimas.
Naturaleza y origen del ALC

El término “acido linoleico conjugado” (ALC) designa la mezcla de isdmeros geométricos y
posicionales del &cido linoleico (C18:2, cis-9,cis-12 &cido octadecadienoico) con dobles
enlaces conjugados. Dichos isomeros son cis-9,cis-11 &cido octadecadienoico, cis-10,cis-12
acido octadecadienoico, cis-10,trans-12 4acido octadecadienoico, cis-11,cis-13 &cido
octadecadienoico, trans-9,cis-11  4cido  octadecadienoico,  trans-9,trans-11  &cido
octadecadienoico, trans-10,trans-12  acido  octadecadienoico,  cis-9,trans-11  &cido
octadecadienoico, trans-10,cis-12 &cido octadecadienoico /21, 22/. Estos dos ultimos isomeros
destacan por su importancia biolégica. Ademas, el cis-9,trans-11 representa comiunmente del 80
al 90 % del total de ALC, y el trans-10,cis-12 (figura 2) se localiza en pequefias proporciones
que oscilan entre el 3 y el 5 % en los lipidos de la leche y derivados, asi como en la carne y
grasa del ganado ovino y bovino, las que constituyen sus principales y mayoritarias fuentes,
donde factores como la dieta, edad, raza del animal y los estacionales pueden incidir con

variaciones en su proporcion /23-28/.

Cabe sefialar que, a pesar de ser la leche, derivados lacteos y carnicos de mamiferos rumiantes
la mayor fuente de ALC, este ha sido localizado, pero en menores cantidades en diferentes
aceites vegetales y carnicos de origen aviar y porcino /24/.

Se estima que la proporcion general del ALC en los alimentos se ve habitualmente desarrollada
por procesos térmicos a elevadas temperaturas como la pasteurizacion y fritura de carnes, entre
otros, esto explicaria en parte porque algunos lacteos contienen mayores cantidades /24, 29/. La
microflora del rumen en animales rumiantes como bovinos, ovinos y caprinos esta relacionada
con la generaciéon de ALC vy, por ende, su presencia en sus diferentes productos alimenticios;
tal es el caso de las bacterias gram negativas como Butyrivibriofibrisolvens y Megasphaera
elsdenni, a través de procesos de fermentacion donde se involucran etapas de hidrdlisis por
medio de lipasas, biohidrogenaciones parciales y oxidacion de acidos grasos polinsaturados

constituyentes del alimento ingerido por estos animales /22, 30-32/.
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Fig. 2 Estructuras quimicas de los principales isomeros de ALC con mayor
actividad bioldgica: A) cis-9,trans-11 ALC B) trans-10,cis-12 ALC

El 4cido ruménico (isdbmero cis-9,trans-11), un metabolito intermediario, es el isomero mas
abundante sintetizado y es absorbido e incorporado a tejidos, o bien sometido a reacciones de
biohidrogenacion para formar &cido vaccenico (trans-11 octadecanoico). Al absorberse el acido
vaccénico puede acumularse o ser convertido en cis-9,trans-11 por incorporacion de un doble
enlace cis en posicion 9, gracias a la accion de la enzima A-9 desaturasa presente en el

intestino, glandulas mamarias, higado y tejido adiposo (figura 3) /2, 29/.

Por esta razén, los mamiferos son su principal fuente de origen y, por ende, puedan estar
presentes en algunos alimentos derivados como lacteos y carnicos (Tabla 1) /25, 33, 34/. Sin
embargo, las cantidades totales y las proporciones de los isémeros del &cido linoleico
conjugado estaran igualmente influidas por la naturaleza de la poblacion microbiana del rumen

y tipo de alimentacion del animal /29/.
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RUMEN TEJIDOS

Lipidos de la dieta (Acido linoleico)
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Fig. 3 Sintesis de acido linoleico conjugado (ALC) por microrganismos
del rumen de bovinos /4, 30/

Tabla 1. Contenido de ALC en diferentes
alimentos /20, 24, 29/

Alimento mg/g de lipidos

Leche homogeneizada 5,5
Leche condensada 7,0
Suero de leche 54
Yogur 4.8
Mantequilla 4,7
Requesén 4,5
Queso riccota 5,6
Queso mozarella 49
Queso cottage 45
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Queso cheddar 4,1
Carne de cordero 5,8
Carne de vaca 4,3
Carne de ternera 2,7
Pollo 0,9

Yema de huevo 0,6
Aceite de oliva 0,2
Aceite de girasol 0,4
Aceite de cacahuate 0,2
Carne de cerdo 0,6

Propiedades bioldgicas del ALC

Se han reportado de manera continua los efectos benéficos a la salud de la ingesta de ALC,
entre los que se encuentran: la reduccién de la hipertension, inflamacion /20/, asi como de la
grasa corporal y un aumento de la masa magra, presenta efectos hipocolesterolémicos y
antiaterogenicos, al producir una disminucion de los niveles plasmaticos de colesterol a través

de modelos experimentales con animales /2, 11, 35, 36/.

El ALC puede presentar efectos estimulantes en el sistema inmunolégico, principalmente en la
sintesis de inmunoglobulinas IgA, IgG, IgM y a la disminucion significativa de los niveles de
IgE, por lo que se especula que este compuesto puede presentar resultados favorables en la
prevencion y/o tratamiento de algunas alergias de origen alimentario /2, 37/. Se ha reportado,
ademas, un efecto anticancerigeno, principalmente en el de tipo mamario y de melanoma colo-
rectal, al tener efectos citotdxicos en cultivos de células cancerigenas /2, 38, 39/. Asi mismo,
este lipido ha mostrado efectos antioxidantes, ya que el estudio de ALC en modelos in vivo
produce una disminucion de los niveles de perdxidos y de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico, mientras que estudios realizados in vitro han demostrado una actividad
antioxidante por parte de ALC, al presentar una efectiva capacidad para atrapar radicales libres
prooxidantes. Sin embargo, aunque existe evidencia sobre los efectos antioxidantes del ALC, la
controversia debido a que el &cido graso in vitro oxida con mayor velocidad acidos grasos de
mayor polinsaturacion, como los &cidos eicosapentaenoico (20:5) y docosahexaenoico (22:6)
12].
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Finalmente, el ALC ha mostrado efectos antimicrobianos en forma de sales de potasio. En
diversos estudios se ha verificado una inhibicion para el crecimiento de bacterias patégenas
gram negativas (P. aeruginosa, S. thyphimurium, V. parahemolyticus, K. pneumoniae y
P.mirabilis), asi como gram positivas (Bacilluscereus, S. aureus y S. mutants). El efecto de

inhibicidn es mas marcado en estas Ultimas cepas /22/.

Se han postulado teorias para explicar los mecanismos de accion benéfica del ALC. Una de
ellas propone que el ALC reduce la cantidad de acido araquiddnico (AA) en los fosfolipidos de
membranas celulares, 1o que da como resultado una menor proporcion de AA 'y, por ende, una
disminucion en la generacion de productos intermedios de eicosanoides como prostaglandinas

E2 (PGE2) y leucotrieno B4 (LTB 4), involucrados en procesos de desinflamacion y cancer.

Otra teoria consiste en un modelo que pretende explicar los efectos benéficos del ALC,
tomandolo como un regulador de la expresion genética que puede controlar procesos
metabdlicos de los lipidos, balance energético y la funcion inmune /20, 40/. Se ha propuesto,
ademas, que el ALC compite con el &cido araquiddnico (C20:4) en la reaccion bioguimica de la
cicloxigenasa, por lo que lleva a cabo una reduccion en la concentracion de prostaglandinas y
tromboxanos de la serie Il, ademas de poder suprimir la expresion génica de la cicloxigenasa y
disminuir la liberacion de citoquinas proinflamatorias como TNF-alfa e interleukina en
animales /40, 41/. Este lipido también parece activar los factores de transcripcién PPARS,
reducir el paso inicial en la activacion del NF-kappa B y minimizar las citoquinas, moléculas de
adhesion y de otros tipos de moléculas inducidas por el estrés /40, 42/. Sin embargo, aun se
menciona que se requieren mas estudios in vivo e in vitro para poder esclarecer detalladamente

los mecanismos por los cuales el ALC genera sus efectos benéficos al consumidor /20, 40/.

Por los efectos bioldgicos benéficos a la salud asociados al consumo de ALC y debido a la baja
proporcion del mismo en los alimentos, resulta conveniente e interesante la busqueda y
generacion de procesos biotecnologicos que permitan la obtencién de estos compuestos
bioldgicamente activos en mayor cantidad, ya sea en la fuente lipidica de los alimentos, o como
ingredientes funcionales para su posterior incorporacién (fortificacién) en los mismos, y de
alimentos nutracéuticos /25/. Sin embargo, la seguridad es un asunto de vital importancia en el

uso de diversas sustancias.
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Si alguna sustancia no es segura cuando se usa segun lo previsto, no debe ser utilizada o
vendida como ingrediente alimentario o suplemento dietético, independientemente de si es
fisiologicamente efectiva. Los ensayos en animales son comdnmente empleados en
evaluaciones preclinicas de la seguridad de nuevos ingredientes alimentarios. Por lo tanto, el
ALC es evaluado en diferentes estudios toxicologicos en animales. No se observan efectos
adversos en dichas pruebas. La publicacion de estudios en animales y ensayos clinicos indican
la posibilidad de que el ALC pueda ser de utilidad en la mejora de la salud humana en diversas
areas (anticarcinogénicas, reduccion de la inflamacion, hipertension, aterosclerosis, asma en
modelos animales y sintomas de la diabetes en algunos modelos) y, en particular, en la
reduccion de la ganancia de grasa corporal, mejora de la respuesta inmune contra antigenos

virales y mejora de perfil de lipidos en sangre /43/.
Generacion y obtencién de ALC

En la actualidad el ALC puede ser obtenido para propositos industriales a partir de aceites
vegetales que son procesados a elevadas temperaturas. Para ello se emplea como método bésico
con enfoque industrial la isomerizacion del acido linoleico por catélisis alcalina, mediante el
uso de etilenglicol como solvente, e hidroxido de potasio o alcdxido de potasio como
catalizador. La separacion del catalizador al final de la reaccion es realizada por neutralizacién
con &cido ortofosfdrico. A través de la catalisis basica la proporcion de los isdbmeros c9,t11 y
t10,c12-ALC es casi igual (selectividad 50 %) y se obtiene un rendimiento alto por encima del
80 %. No obstante, este método no se puede aplicar directamente en la transformacion de
aceites vegetales con triacilgliceroles ricos en ALC debido a que los enlaces éster se hidrolizan,
originando &cidos grasos libres, sales o glicerina, ademas de que es poco compatible desde el
punto de vista ambiental /23/.

El ALC puede ser sintetizado quimicamente mediante reacciones de deshidrataciéon de acidos
grasos hidroxilados o por fotoisomerizacion de acidos grasos polinsaturados, asi como por
aceites abundantes en estos acidos grasos. Pero los bajos rendimientos, costosos pasos de
purificacion e inseparabilidad de los isémeros limitan, de manera comercial, el uso de la

mayoria de los métodos quimicos de sintesis /44/.

Gangidi y Proctor /45/ realizaron la sintesis de isomeros de ALC mediante la fotoisomerizacion

del &cido linoleico presente en el aceite de soya en razén de su exposicion a una lampara UV de
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mercurio de 100 W durante 120 h. Se analizaron los productos de la fotoisomerizacion por CG,
ATR-FTIR y H:-RMN, y se reporté una mayor proporcién de ALC en su isémero cis-9,trans-
11 (c9:t11) del 0,6 % a las 84 h de exposicion. Sin embargo, los tiempos prolongados de
exposicion y bajos rendimientos son limitaciones para el uso de esta técnica. Por tanto,
investigadores se han dado a la tarea de buscar nuevas fuentes y metodologias para la obtencion
de ALC compatibles con el medio ambiente, como la biosintesis microbiana, una opcion
potencial, ya que se ha encontrado que existe una variedad de microrganismos con isomerasas
especificas capaces de trasformar el acido linoleico a ALC mas alld de los presentes en el
rumen de mamiferos rumiantes en condiciones de laboratorio /23/, como son los cultivos
lacteos iniciadores /46/. Durante la fermentacion de la leche se obtiene una gran variedad de
componentes bioactivos y productos derivados de diferentes reacciones de degradacion de
biomoléculas constituyentes (azucares y proteinas) /47/. acidos organicos (lactico, piravico,

férmico, acético y propionico), acetaldehidos, acetona, acetoina, biacetilos y péptidos.

Cepas de los geéneros Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Propionibacterium,
Streptococcus y Lactobacillus han sido identificadas como productoras de ALC a partir de
acidos grasos polinsaturados como el acido linoleico. Se indica, ademas, que la produccion de
ALC puede aumentar mediante reacciones de biohidrogenacion del acido linoleico por
Bifidobacterias y algunos otros microrganismos.

Por otra parte, se ha reportado que en productos fermentados de la leche se presentan
condiciones, como la concentracion de sustrato, que limitan la proporcion de ALC, donde un
elevado nivel de acidos grasos insaturados de cadena larga inhibe no solo el crecimiento
celular, sino también etapas generales de biohidrogenacion, especialmente en bacterias gram
positivas, al carecer de una membrana externa /20, 28, 46-49/.

Las bacterias del género Propionibacterium son de importancia industrial por sus multiples
aplicaciones esenciales para la elaboracion de quesos tipo suizos, responsables del desarrollo de
caracteristicas de sabor y formacion de ojos. Estos microrganismos son aptos para utilizarse
como sustrato y convertir el &cido linoleico libre presente en ALC extracelular bajo
condiciones anaerobias (5 % CO,, 8 % H y 87 % N,) utilizando medio de cultivo Mann-
Rogosa-Sharpe (MRS) a 20 °C durante 72 h, en donde P. freudenreichii subsp. freudenreichii
Propioni-6 Wieshy presentd una produccion méaxima de ALC en su isémero ¢9,t11-18:2

con 246 ug/mL a una concentracion de acido linoleico libre como sustrato de 750 pg/mL para
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posteriormente, al incrementar la concentracion de sustrato, mostrar inhibicién en el
crecimiento bacteriano y generacion de ALC. Asi mismo P. freudenreichii subsp.
Shermanii 9093, presentd una generacion de ALC c9,t11-18:2 de 100,1 pg/mL a 500 pg/mL de
acido linoleico para que luego, al incrementar la concentracién del sustrato, disminuyera el

crecimiento microbiano y la generacion de ALC /46/.

De igual forma cepas de Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii logran llevar a cabo
reacciones de isomerizacion en el acido linoleico para generar ALC en fermentaciones tipo
batcha pH controlado con temperaturas de 30 °C durante 72 h, en un medio de cultivo
constituido por suero de leche suplementado con &cido linoleico (600-2 000 pg/mL/L). La
maxima generacion ocurre en la fase exponencial de crecimiento. Ello y una produccién de
ALC aunada al &cido linoleico inicial adicionado dan lugar a concentraciones por encima de
2 000 pg/mL/L /50/.

Por otra parte Conte-Junior y Soncin /48/ reportaron la generacion de ALC en un medio
suplementado con &cido linoleico fermentado durante 48 h por Lactobacillusgasseri,
Lactobacillusfermentum, Lactobacillussalivarius, Lactobacilluscoryniformi,
Enterococcusfaecalis, Enterococcusfaecium y Enterococcusfaecium, en condiciones aerobias y
anaerobias. Las cepas de Lactobacillus resultaron las mejores en la sintesis de ALC 9-cis,11-
trans (c9:t11) y 10-trans,12-cis (10t:12c¢) en ausencia de oxigeno, mientras que las cepas del
género Enterococus fueron las mejores productoras bajo condiciones aerdbicas. Bacterias
consideradas probidticas del genero Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium, como
L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckiisubspbulgaricus, B. infantis, B. breve, B.
longum y S. salivarius subsp. Thermophilus son capaces de producir los isémeros de ALC
cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 de manera individual durante su crecimiento en medio MRS
complementado con 0,5 g/L de &cido linoleico y tween-80 durante 24 h a 37 °C. Su produccion
es inclusive mayor de manera individual que de manera mixta /51/. Lactobacillusrhamnosus
PL60 aislada de heces fecales de infantes y alimentos fermentados y cultivada en medio
skimmilk, con un contenido de 0,01 % de acido linoleico, es capaz de producir los isémeros de
ALC c9tl1 y tl10,c12 en 2836 y 1602 pg/mg de proteina, y muestra, ademas, efectos

antiobesidad en modelos experimentales de ratones /52/.

Vol. XXVI, N2 3, septiembre-diciembre, 2014 !z



Revista Cubana de Quimica, pags. 235-258
e
Kishino et al. /53/ realizaron una busqueda de bacterias productoras de ALC, algunas de ellas
de origen lactico como: Enterococcus faecium AKU 1021, Pediococcus acidilactici AKU
1059, Propionibacterium shermanii AKU 1254, Lactobacillus acidophilus AKU 1137,
L. acidophilus IAM 10074, L. acidophilus AKU 1122, L. brevis IAM 1082, L. paracasei subsp.
paracasei IFO 12004, L. paracasei subsp. paracasei JCM 1109, L. paracasei subsp. paracasei
AKU 1142, L. paracasei subsp. paracasei IFO 3533, L. pentosus AKU 1148, L. pentosus IFO
12011, L. plantarum AKU 1138, L. plantarum AKU 1009a, L. plantarum JCM 8341,
L. plantarum JCM 1551 y L. rhamnosus AKU 1124.

Las cepas fueron inoculadas y cultivadas en medio MRS complementado con acido linoleico al
0,06 %, contenido en tubos con tapén de rosca e incubados bajo condiciones limitantes de
oxigeno entre 24 y 72 h a 28 °C con agitacion de 120 stroke/min. Se report6 que todas las cepas
mencionadas fueron productoras de ALC vy, entre estas, la de mayor produccién correspondio a
L. plantarum AKU 1009 con 3,41 mg/mL de ALC total en proporciéon de isomeros ALC1 y
ALC2 de (0,25:3,16), cis-9,trans-11- o trans-9,cis-11-18:2; ALC2 (trans-9,trans-11-18:2),
seguida de L. plantarum JCM 1551 con 2,02 mg/mL de ALC total en proporcion de ALCL y
ALC2 (0,10:1,92) y Lactobacillus acidophilus AKU 1137 con 1,50 mg/mL de ALC total y una
proporcion de ALC1 y ALC2 (0,85:0,65). Se analizd, ademas, el efecto de la concentracion del
acido linoleico como sustrato (0,06:0,1 y 0,2 % (p/v)) en la generacion de ALC por L.
plantarum AKU 1009. Se indic6 que la mayor produccién se efectla a concentraciones de
0,06 %, mientras que a concentraciones menores que 0,06 % no tiene efecto sobre el
crecimiento celular, y concentraciones por encima de 0,2 % inhiben el crecimiento y
produccion de ALC. Asi mismo se realizaron estudios del efecto del oxigeno sobre la
produccién de ALC, que reportaron que, tanto en condiciones aerobias como en atmosferas de

oxigeno absorbido, la produccion de ALC fue casi la misma.

Por otra parte, al usar como sustrato productos lacteos reducidos en algun ingrediente, Elena et
al. /54/ encontraron que L. acidophilus La5 es capaz de convertir acido linoleico en acido
linoleico conjugado al fermentar leche baja en grasa (0,5 % de grasa) adicionada con 0,2 % de
acido linoleico y 0,4 % de tween 80 a 37 °C, en condiciones atmosféricas de nitrégeno durante
72 h. Se indica que la presencia de acido linoleico libre es necesaria para la conversion en
ALC, el isbmero ALC1 (c9,t11) se encuentra presente en las leches sin fermentar y solo la
generacion de ALC2 (c10,t12) y ALC3 (t11,t13) ocurre durante su fermentacion de la leche
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adicionada con acido linoleico libre. La cinética maxima de produccion es de 8,1; 6,2 y
4,4 ng/g de grasa para ALC1, ALC2 y ALC3, respectivamente, a las 72 h de fermentacion.
Hennessy et al. /55/ mencionan que varias bacterias lacticas consideradas probioticas, como los
Bifidobacterium, tienen la capacidad de producir ALC en sus isomeros ¢9,t11 y t9,t11, a partir
de la conversion de acido linoleico. Un estudio relacionado reporto la bioconversion de acido
linoleico en ALC, principalmente en su isdbmero ¢9,t11 por Bifidobacterium breve NCIMB
702258, utilizando como medio de cultivo leche descremada reconstituida (20 % p/v)
adicionada con 0,35-0,4 mg/mL de &cido linoleico y diferentes suplementos como lactulosa,
extracto de levadura, hidrolizado de caseina, triptona, hidrocloruro de cisteina, sacarosa,
fructosa, glucosa, maltosa, acetato de sodio, butirato de sodio, propionato de sodio,
butilhidroxianisol, butilhidroxitolueno y alfa-tocoferol durante 43 h a 37 °C en condiciones
anaerobicas. Se reportd que los mayores porcentajes de bioconversion en ALC (c9,t11) se
obtuvieron con suplementos de acetato de sodio (100 mmol/L) y propionato de sodio
(100 mmol/L) con 47,96 y 46,92 %, respectivamente, seguidos del hidrolizado de caseina
(20 mg/mL) y extracto de levadura (20 mg/mL) con 42,4 % y 44,56 %, respectivamente. Estos
valores fueron mayores que el obtenido en la conversién de acido linoleico en ALC sin adicion

de ningun suplemento con 15,52 %.

A partir de este conocimiento se pueden desarrollar medios de cultivo rentables a base de leche,
donde concentraciones de ALC (c9,t11) equivalen a las obtenidas en medios sintéticos con
tasas de bioconversion del 58,8 %.

Por otra parte, Ramirez Baca /56/ reporté que utilizando leche entera en polvo adicionada con
bacterias l4cticas liofilizadas de L. acidophilus como cultivo puro, o en asociacion (cultivo
mixto) con S. thermophilus y L. bulgaricus, en una misma fermentacion, no muestran
diferencia significativa debida al tipo de microrganismo y el tiempo de incubacion. EI mismo
autor sefiala que los microrganismos de cultivos tanto puros como mixtos son una alternativa
para obtener ALC de forma natural a partir de los alimentos, debido a su alta capacidad de
multiplicacion y su seguridad microbiana. Ello los convierte en un mecanismo inocuo para la
obtencion del ALC, por lo que sugiere que es necesario continuar con estudios in vitro sobre su
uso para la produccion de ALC en alimentos y determinar los mecanismos de accion
involucrados en su sintesis con diferentes cepas bacterianas probidticas y tiempos de

incubacion mas prolongados.
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Se han realizado estudios de la produccion in vitro de ALC no solo por bacterias lacticas y
probidticas, sino también organismos fungicos. Se reporta que existen diversos hongos y
levaduras productores de ALC en su isdmero cis-9,trans-11 del &cido octadecadienoico a partir
del &cido trans-vaccénico (t-VA, &cido trans-11-octadecenoico) mediante reacciones de
desaturacion de acidos grasos debido a la alta especificidad de la enzima (A9-desaturasa)
responsable de la reaccion en el sustrato (Tabla 2). La cepa de Delacroixiacoronata mostré una
mayor produccion de ALC total (ALC1 y ALC2) con 166 pg/mL y ALC1 como su principal
isdbmero 133 pg/mL /57/.

Tabla 2. Organismos fungicos productores de ALC a partir de t-VA /57/

Hongo/Levadura ALC1 pg/mL ALC2 pg/mL ALC total pg/mL
Delacroixiacoronata 133 32,7 166
IFO 8586

Mortierellaisabellina 101 17,6 119
IFO 8572

M. alpina CBS 252 89 114
219,35

M. hygrophila IFO 40,7 71,3 112
5941

M. bainieri IFO 97,7 13,7 111
8569

M. chlamydospora 18,3 84 102
CBS 529,75

M. ramannianavar. 77,1 2,9 78
ramanniana

IFO 7825

Pichia farinosa AKU 19,8 No detectado 19,8
4262

P. wickerhamii AKU 154 No detectado 15,4
4258

Saccharomycesrouxii 13,7 1,8 15,5
AKU 4118
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Existen factores que afectan la produccion de ALC por Delacroixiacoronata como es la
naturaleza del sustrato, ya sea en su forma libre t-VA o como ésteres metilicos de t-VA
(t-VAME); la generacion de ALC es ligeramente mayor con esta Gltima. Asi mismo el uso de
agentes surfactantes no ionicos como Triton X-100 (0,04 % p/v) produce grandes cantidades de
ALC a partir de t-VAME en medio GY (glucosa 5 %, extracto de levadura 1 %); sin embargo,
el uso de surfactantes catiénicos (monohidrato de cloruro de hexadecilpiridinio y monohidrato
de cloruro de cetilpiridinio) genera inhibicion en la produccion de ALC. Mientras que, al
analizar el efecto de varias fuentes de carbono por separado, a una concentracion de 2,5 %
(glucosa, almidon, dextrina, maltosa, fructosa, sorbitol, lactosa), fuentes de nitrégeno
inorganicas (NaNOs, NH4CI, NH4NO3;, CH3;COONHy,, (NH4):HPO4, 0 (NH4),SO,) y organicas
(gelatina, extracto de carne, triptosa, triptona, extracto de levadura, polipeptona) al 1,2 %,
también de manera individual durante 7 dias a 28 °C, usando Triton X-100 (0,04 %) y como
sustrato t-VAME (6,67 mg/mL), se encontrd que la mayor produccion de ALC total se presento
con dextrina y fuentes de nitrégeno organicas como la triptona. Una vez determinada la mejor
fuente de carbono y nitrégeno, se reportd que Delacroixiacoronata durante su crecimiento por
siete dias en un medio constituido de 5 % dextrina y 2 % de triptona y 33,3 mg/mL de
t-VAME, el pH de 9 fue el 6ptimo para la produccion de ALC con una temperatura
de 28 °C /57/.

Por otra parte, se ha logrado obtener triacilglicéridos (TAG) con un elevado porcentaje de ALC
esterificado que forma parte de su estructura, mediante reacciones de poliesterificacion
enzimatica sin disolvente organico, que involucran el uso de catalizadores (lipasas) obtenidos
de organismos fungicos como Candida antarctica fraccion B (Chyrazyme L-2) y Rhizomucor
miehei (Lipozyme IMLY), relaciones molares de ALC:glicerol (3:1 y 4:1), condiciones de
agitacion a 300 rpm y temperaturas de 40, 50, 60 y 70° C durante 48 h. Se encontré una
relacion proporcional entre la produccion de TAGs en el equilibrio y la temperatura de reaccion
para ambas lipasas y relaciones molares (3:1 y 4:1), con excepcion del intervalo de temperatura
de 60-70 °C para las dos lipasas y 40-50 °C para R. miehei, mientras que las reacciones con una
relacién molar 4:1 catalizadas con lipasa de C. antarctica favorecen un mayor porcentaje de
ALC esterificado como TAG cercanos al 80 % que la relacion 3:1 en todo el resto de las

temperaturas de analisis /25/.

Por otra parte, fue obtenido un extracto enzimético de &cido linoleico isomerasa procedente de
Lactobacillus acidophilus (CCRC 14079), cultivada en caldo MRS hasta final de su fase Log a
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37 °C. Dicho extracto fue ensayado para la produccion de ALC; para ello se hizo reaccionar
concentraciones de 50 y 75 mg de acido linoleico libre (AL) con diferentes concentraciones del
extracto enzimatico (0, 25, 50, y 75 mg proteina) y se incubaron en agitacion suave a 50 °C
durante 10 min. Al final de los ensayos se detectaron los diferentes isomeros de ALC: t8,t10-,
t9,t11-, t10,t12-, t11,t13-,t8,c10-, c9,t11-, t10,c12c-, y c11,t13-ALC.

A lo largo de las diferentes concentraciones enzimaticas empleadas se mostraron incrementos
en el ALC total de 8 a 305 pg con 50 mg de AL y de 116 a 439 pg en 75 mg de LA; valores
que constituyen los mayores encontrados de ALC total a la mayor concentracion del extracto
enzimatico (75 mg). Ademas, el porcentaje del isémero c9,t11-ALC de mayor actividad
bioldgica fue de 14 % en los productos de reaccion con la catalisis enzimatica; sin embargo, los
diferentes isdbmeros presentan una distribucion méas uniforme en dichas reacciones y presentan
porcentajes promedio de cis,trans / trans,cis-CLA: t8,c10-, ¢9,t11-, t10,c12-, y ¢11,t13-ALC de
8, 14, 15, y 11 %, respectivamente, lo que indica la actividad de los extractos enzimaticos y la

viabilidad para la produccién de ALC a través de métodos enzimaticos /58/.

A partir del conocimiento de que de la leche y derivados, asi como de la carne de mamiferos
rumiantes puede obtenerse ALC, se han realizado estudios para incrementar la proporcion en
estas fuentes naturales mediante el uso de los microrganismos. Salamon et al. /59/
implementaron un estudio para aumentar el contenido de ALC en productos lacteos mediante la
adicién de aceite de girasol en concentraciones de 50-1 500 uL/100 mL, y lograron acrecentar
el contenido de ALC en leche y leche pasteurizada con la adicién de aceite de girasol (alto
contenido de acido linoleico) y posterior fermentacion de manera individual con cultivos puros
de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei durante 24 h
a 38 °C. Dicho estudio encontr6 que a una incorporacion de aceite de 100 uL/100 mL la
fermentacion con Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum genera el mayor
incremento de ALC con 178,64 mg/100g y 188,64 mg/100 g, respectivamente, ademas de que a
proporciones mayores a 100 uL/100 mL de aceite incorporado, se presenta una disminucion en
el contenido de ALC final. Esto con respecto al contenido de ALC en leche cruda
(117,92 mg/g) y pasteurizada (116,54 mg/100 g), fermentada sin adicion de aceite de girasol,
ya sea con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum o Lactobacillus casei actuando;
por tanto, el acido linoleico contenido en el aceite interviene como inhibidor de crecimiento y

produccién.
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En la fermentacion con Lactobacillus casei, el contenido de ALC se incrementd un 20 %, de
116,54 mg/100 g de grasa a 143 mg/100 g. Aparentemente, el rango de concentracion de aceite
de girasol incorporado de 100 a 1 500 uL/100 mL no mostr6 ningun efecto en el contenido final
de ALC. Rodrigues et al. /47/ investigaron el contenido de ALC (C18:2 c9, tl11) en la
fermentacion a 42 °C (hasta alcanzar un pH de 4,7) de leche organica y convencional,
utilizando mezclas de cultivos que corresponden a cuatro diferentes cepas de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (BL04, B94, BB12 y HNO019) y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus LB340, en co-cultivo con Streptococcus thermophilus TA040; se encontrd que todas
las leches organicas fermentadas contenian mayor cantidad de ALC que las mismas leches
antes de la fermentacion, mientras que en la leche convencional el contenido de ALC no tuvo
cambios durante la fermentacion. Asi mismo menciona que, independientemente del tipo de
leche, el contenido de ALC tuvo una correlacion significativamente positiva con el acido trans-

vaccénico y una correlacion negativa con el acido linoleico.

La produccion de moléculas biolégicamente activas como el ALC a través de cultivos
microbianos es considerada una manera compatible con el medio ambiente; ademas de ser
estéreo selectiva y utilizar como sustrato acido linoleico libre en comparacion con los procesos
de sintesis quimica alcalina. Uno de los principales inconvenientes del uso de microrganismos
es aun su bajo rendimiento de generacion, por lo que no pueden ser todavia considerados
competitivos con métodos clasicos de sintesis quimica (isomerizacién alcalina). Sin embargo,
los microrganismos demuestran su relevancia en la obtencion de alimentos con alto contenido
de ALC en comparacion con la produccién de ALC puro a gran escala, donde el contenido de
ALC en la leche y productos derivados puede ser influenciado por los cambios en la
alimentacion animal. Del mismo modo, la composicion de ALC en productos lacteos
fermentados o0 quesos puede incrementarse con el uso de cepas con alto potencial
productor /23/.

e Conclusiones

La bdsqueda de moléculas bioldgicamente activas de origen natural para mitigar las
enfermedades crénicas degenerativas, actualmente en auge, sigue siendo un punto de enfoque
para muchas investigaciones en la industria de los alimentos y el desarrollo de alimentos

funcionales.
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Con el consumo de una gran variedad de alimentos, el ser humano tiene la posibilidad de
recibir un sinnumero de beneficios a la salud, a través de diversas biomoléculas activas como es
el caso del ALC. En diversos estudios se ha demostrado la capacidad de incrementar la
produccion del ALC a partir de diversas fuentes naturales, asi como su produccion in vitro por
distintas cepas bacterianas, fangicas, o por el uso de sistemas enzimaticos, mas alla de
depender de la proporcion obtenida de fuentes naturales como la leche y sus derivados, y la
carne, procedentes de mamiferos rumiantes.

A pesar de contar con informacion disponible en este rubro, diversos investigadores sugieren
realizar mas estudios enfocados a la busqueda de un mayor nimero de cepas productoras,
conocimiento a profundidad de los mecanismos de regulacion de biosintesis y una optimizacion
de las condiciones de cultivo para una mayor sintesis de ALC en los procesos de fermentacion.
De esta manera se podra contar con una mayor disponibilidad de este lipido funcional para el
desarrollo de alimentos o suplementos que puedan aportar beneficios a la salud y reducir el
riesgo de padecer alguna enfermedad cronico-degenerativa en una poblacién que se encuentra

en constante crecimiento.
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