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RESUMEN

El &cido linoleico conjugado (CLA) es un acido graso que se puede encontrar de manera
natural en alimentos como carne y productos lacteos. Ha sido demostrado que el consumo
diario de CLA puede tener beneficios a la salud, sin embargo, las cantidades presentes en
los alimentos es baja. Por lo anterior, que se han desarrollado diversas estrategias para
incrementar las concentraciones en los alimentos. Una estrategia es el uso de bacterias
acido lacticas (BAL) especificas como bioconvertidoras de este compuesto, no obstante,
se ha reportado que la produccidn de este compuesto es cepa dependiente. Debido a esto,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de cepas especificas de BAL para
bioconvertir CLA a partir de &cido linoleico (LA). En este estudio se emplearon cinco
cepas de Enterococcus spp y dos cepas Lactobacillus fermentum, las cuales fueron
reactivadas en caldo M17 y MRS, respectivamente, enriquecidos con 2 mg/mL de LAy
la determinacidn de CLA se realizd por espectrofotométria y cromatografia de gases (CG).
Con el método espectrofotométrico, se demostrd que todas las cepas de estudio
presentaron capacidad de biosintetizar CLA, siendo Enterococcus spp L45 la que mostro6
mayor bioconversién (20.88 + 0.03 pg/mL) (p < 0.05). Sin embargo, mediante CG las
cepas de Enterococcus spp S18 (34.54 + 0.59 pg/mL) y S25 (33.07 £ 0.81 pg/mL) fueron
significativamente (p < 0.05) mas altas y, L45 presentd la menor bioconversion (9.06 +
0.11pg/mL) (p < 0.05). Las dos cepas de Lactobacillus fermentum, se caracterizaron por
producir en mayor proporcion, el isémero c9, t11; y las cepas de Enterococcus spp,
producieron ambos isémeros en proporciones similares. Finalmente, todas las cepas
evaluadas mostraron un porcentaje de conversion de LA a CLA significativamente iguales
a la cepa testigo Lactobacillus reuteri, a excepcién de Enterococcus spp S25 y L45 que
mostraron los porcentajes mas bajos de bioconversion (p<0.05). Los resultados sugieren
que todas las cepas de estudio presentaron el potencial de biosintetizar CLA a partir de
LA. Asimismo, las cepas de Enterococcus spp S18 y S25 pueden ser consideradas para la

elaboracion de productos fermentados con efectos benéficos a la salud.

Palabras clave: CLA, Lactobacillus, Enterococcus.
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ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) is a fatty acid that may present in foods, such as meat and
dairy products. It has been demonstrated that CLA may have beneficial effects on human
health. However, concentrations present in foods are low, hence some strategies have been
developed to increase these concentrations. One strategy may be through fermentation
with specific lactic acid bacteria (LAB) as bioconverters of this compound, however the
production of CLA is strain-dependent. Therefore, the objective of the present work was
to evaluate specific LAB strains for their capacity to biosynthensize CLA. Five strains of
Enterococcus spp and two strains of Lactobacillus were cultured in M17 and MRS broth,
respectively, enriched with 2 mg/mL of linoleic acid. A spectrophotometric and gas
chromatography (GC) techniques were carried out for the CLA determination. Results
from the spectrophotometric assay, demonstrated that all evaluated strains had the ability
to biosynthesize CLA, being Enterococcus L45 strain with the highest concentration
(20.88 £ 0.03 pg/mL) (p < 0.05). Nevertheless, the GC determination Enterococcus S18
(34.54 = 0.59 pg/mL) and S25 (33.07 + 0.81 pg/mL) showed the highest (p < 0.05)
concentration, and L45 strain presented the lowest concentration (9.06 £ 0.11ug/mL) (p
<0.05). Particularly, Lactobacillus fermentum strains were characterized as being highly
productive of isomer c9, t11, and Enterococcus spp strains produced both isomers in
similar proportions. Finally, all evaluated strains were able to biosynthesize CLA from
LA significantly the same percentage with respect the control strain (Lactobacillus
reuteri); however, Enterococcus S25 and L45 presented the lowest percentages (p < 0.05)
of bioconversion. These results suggest that all evaluated strains have the potential to
biosynthesize CLA from LA. Furthermore, Enterococcus spp S18 and S25, may be

considered for the production of fermented foods with potential beneficial effects.

Keywords: CLA, Lactobacillus, Enterococcus.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos ampliamente utilizados en la
tecnologia de alimentos, debido a caracteristicas organolépticas como sabor, aroma y
textura que estas brindan (McSweeney, 2004; Fadda et al., 2010). Ademas, se ha reportado
que algunos géneros de BAL tienen la capacidad de liberar diferentes metabolitos con
actividad bioldgica, como es el acido linoleico conjugado (CLA, por sus siglas en inglés)
(Park y Nam, 2015; Kuhl y De Dea, 2016) el cual se ha reportado que presenta actividad
anticancerigena, antiobesogénica, antidiabetogénica, antiinflamatoria y antiarterogénica
(Kuhl y De Dea, 2016).

La ingesta diaria de CLA recomendada para obtener efectos sobre la salud humana es de
aproximadamente 1-3 g/dia (MacDonald, 2000). Sin embargo, la ingesta media estimada
de CLA en adultos es de aproximadamente 0.1-0.4 g/dia (National Cattlemen’s Beef
Association, 2007). Por lo que la industria ha desarrollado diferentes productos
disponibles en el mercado como Tonalin que es el mas ampliamente reportado, el cual
tiene una composicion aproximada de 80% de CLA que se compone principalmente de
una mezcla de isomeros t9, c11 y t10, c12 (1:1) (EFSA, 2010). Sin embargo, en un estudio
realizado por (Benjamin et al., 2015) reportan efectos adversos al consumo de CLA
comerciales. Aunado a lo anterior y a las cantidades insuficientes de CLA contenidas en
los alimentos para tener un efecto benéfico a la salud, es necesario el desarrollo de

productos funcionales con CLA.

Diversas BAL han demostrado producir los isomeros ¢9, t11 y t10, c12 a partir de acido
linoleico presente en los alimentos. Estos isémeros pueden ser sintetizados de manera in
vitro por diferentes métodos siendo por BAL uno de los que han sido estudiados debido a
que estas bacterias pueden estar presentes de forma natural en los alimentos o pueden ser
incorporados. Se han encontrado cepas altamente productivas de diferentes géneros,
principalmente las pertenecientes a Lactobacillus spp. ( Kishino et al., 2002; Gorissen et
al., 2011). ElI método de produccion de CLA por BAL es un método economico,
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comparado con otros métodos de produccion de CLA (Salamon et al., 2012). Cepas del
género Enterococcus spp. han sido escasamente estudiadas, por lo que, al ser poblaciones
abundantes en lacteos fermentados podrian representar un area de oportunidad en la
busqueda de cepas productoras de CLA (Lahtinen et al., 2012). Sin embargo, su
produccion depende de factores como cepa, actividad de la enzima linoleato isomerasa
(L1) y la concentracién del &cido linoleico (LA) en el medio como precursor de CLA (Lin
et al., 1999; Andrade et al., 2012; Gorissen et al., 2015). Por lo antes mencionado, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de cepas especificas de BAL para
biosintetizar CLA.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Bacterias Acido LActicas

2.1.1. Caracteristicas Generales

Las BAL son un grupo de microorganismos que se encuentran en dos phyla distintos:
Firmicutes y Actinobacteria. Dentro de los Firmicutes, las BAL se clasifican en el orden
Lactobacillales, que incluye los géneros: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. EI phylum
Actinobacteria solo incluye especies del género Bifidobacterium. Las BAL son gram
positivas, forma de coco o bacilo, anaerobias facultativas, no esporuladas y tolerantes a
los &cidos (Lahtinen et al., 2012; Patrick, 2012). Las BAL se clasifican como
homofermentativas, siendo el &cido lactico el principal producto de la fermentacion; y
como heterofermentativas, ya que ademas de &cido lactico, producen cantidades
significativas de CO>, etanol y &cidos organicos (Ganzle et al., 2007; Lahtinen et al.,
2012).

La pared celular de las bacterias gram-positivas se compone de peptidoglicanos, acidos
teicoicos, polisacaridos y proteinas que rodean el citoplasma. Chapot-Chartier y
Kulakauskas (2014) reportaron que los polisacaridos expuestos a la superficie tienen
funciones de adherencia a las superficies abidticas y de formacién de biofilms (placa
bacteriana). Ademas, las proteinas de superficie de las BAL facilitan la colonizacién de la

mucosa Y la persistencia en el tracto gastrointestinal.

Por otro lado, las BAL producen una gran variedad de compuestos biologicos como

respuesta al estres. Por ejemplo, el estrés acido en presencia de azucares (estrés osmotico)

15



estimula la produccién de exopolisacaridos (Audy et al., 2010) y un decremento del pH
estimula la produccién de acido y-aminobutirico (GABA) (Komatsuzaki et al., 2008), asi
como, la produccion de bacteriocinas (Abbasiliasi et al., 2017). También se ha demostrado
que las BAL responden ante el estrés osmotico, ya que las células producen moléculas
pequefias llamadas osmolitos (por ejemplo, glicina, betaina, colina o prolina), para
equilibrar la presién osmotica celular, permitiendo la rehidratacion a través de canales
asociados a la membrana (Sleator, 2002). Otro mecanismo de respuesta de las BAL es
ante un compuesto téxico, generando incremento o produccion de &cidos grasos trans
saturados e insaturados en la membrana celular (Mrozik et al., 2004). En este sentido,
Coaklhan et al. (2003), reportaron que la conversion de LA a CLA es un mecanismo de

desintoxicacion de las BAL.

2.1.2. Propiedades Tecnoldgicas de las BAL

Las BAL contribuyen al desarrollo de propiedades organolépticas en los alimentos. En
quesos se han identificado cambios bioquimicos durante la maduracién, como son:
lipolisis, proteodlisis y glucodlisis (McSweeney, 2004). Estos cambios tienen efectos
positivos sobre las caracteristicas organolépticas de los alimentos como son sabor y
textura. Por ejemplo, los productos lacteos son una buena fuente de &cidos grasos,
especialmente de cadena corta, que mediante lipasas y esterasas contenidas en las BAL se
hidrolizan, obteniéndose compuestos como metilcetonas, lactonas, ésteres, alcoholes
secundarios y aldehidos, los cuales son los responsables de generar aroma y sabor
(McSweeney, 2004). Ademas, cepas especificas de Enterococcus spp. se han identificado
que contribuyen al sabor mediante el metabolismo de citrato donde se producen
compuestos como diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol (Medina et al., 2011).

Durante el proceso de fermentacion lactica, se lleva a cabo la hidrdlisis por enzimas

proteoliticas que se encuentran inmersas en las BAL; por consecuencia, se lleva a cabo la

liberacion de péptidos y aminodacidos (e.g., fenilalanina, tirosina, y triptofano). (Bontinis
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et al., 2012; Viana y Dias, 2017). Para los aminoécidos se describen al menos tres rutas
mediante las cuales se convierten a compuestos aromaticos y de sabor. La via a-keto
participa en la conversion de aminoacidos a alcoholes; la presencia de enzimas liasas,
como la cistationina B-liasa, que puede convertir la metionina en metanotiol; asi como una
tercera ruta, en la que se realiza la descarboxilacion de aminoécidos a aminas (Smit et al.,
2005).

Los compuestos antimicrobianos tales como &cidos organicos, diacetilo, peroxido de
hidrégeno (H202), bacteriocinas, entre otros, que son generados por las BAL, también
ayudan a prolongar la vida de anaquel de los alimentos, asi como a mantener la inocuidad
de los mismos al eliminar bacterias patogenas (Galvez et al., 2010). Los &cidos organicos
(e.g., lactico, acético, succinico, propionico y butirico) provocan un descenso del pH
(Ozcelik et al., 2016), teniendo un efecto en el potencial de membrana, inhibiendo
funciones metabdlicas de las bacterias patdgenas. Por otro lado, el diacetilo es un
compuesto volatil producido por BAL como producto del metabolismo del citrato, que
también inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos (Rincon-Delgadillo et al.,
2012). Mientras que, el H2O- tiene un efecto oxidante sobre las células bacterianas; y la
presencia de bacteriocinas, como la nicina, interactian con lipidos de la membrana y

promueven la formacién de poros (Viana y Dias, 2017).

Aunado a lo anterior, las BAL son empleadas en la industria de los alimentos como fuentes
de vitaminas, enzimas, carbohidratos y exopolisacaridos. Los exopolisacaridos tienen una
funcién de proteccion al entorno; en la industria alimentaria son empleados como
estabilizantes, emulsificantes o agentes gelificantes (Viana y Dias, 2017). El acido lactico
se usa en la industria alimentaria como acidificante y agente potenciador de sabor (Florou-
Paneri et al., 2013). Respecto a las enzimas, se ha reportado que las peptidasas producidas
por cepas de Lactococcus lactis ssp. cremoris mejoran la calidad sensorial de los quesos
(Patel et al., 2013). Asi mismo, se ha reportado que algunas BAL tienen la capacidad de
producir CLA, como metabolito secundario y en respuesta a condiciones de estrés (Ruiz
et al., 2010).
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2.2. Caracteristicas y Propiedades Bioldgicas del CLA

2.2.1. Caracteristicas Fisicoquimicas del CLA

El acido octadecadienoico, también conocido como CLA, es un acido graso de 18
carbonos que tiene un par de dobles enlaces conjugados (18:2) a lo largo de la cadena de
alquilo. Tedricamente, los dobles enlaces pueden existir en cualquier lugar entre los
carbonos C2 a C18 para producir 28 isdmeros estructurales (Akoh y Min, 2008). Los
dobles enlaces pueden tener una posicion “cis” o “trans ”, afectando la conformacion en
el espacio de la molécula; cuando es un enlace “cis” se genera una estructura curva a la
molécula; mientras que cuando es “trans”, la estructura es lineal. Los isdmeros mas
estudiados por sus propiedades bioldgicas son ¢9, t11 y t10, c12. En la Figura 1 se observa

la conformacidon de cada uno de estos dos isdbmeros de acuerdo al tipo de enlace.

c0.t11 CLA

! t10.c12CLA

v

Figura 1. Estructura de los isémeros de CLA ¢9,t11 y t10,c12.

Las caracteristicas fisicoquimicas del CLA son estabilidad a la temperatura, pero
susceptibilidad a la autoxidacion. Este ultimo proceso puede acelerarse debido a factores
como temperatura, luz y presencia de oxigeno (Fox, 1991). Yang et al. (2000) encontraron
que el 80 % de la oxidacion del CLA ocurre a las 110 h a una temperatura de 50 °C. Chen

(2001) mostro que, bajo el tratamiento de temperatura o iluminacion, el metil linoleato
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conjugado es susceptible a degradacion. Estas propiedades también se deben a su
estructura quimica; la presencia de dos sistemas 1-4 pentadieno lo hace susceptible a la
autoxidacion, con lo cual se activan una serie de reacciones y la formacion de compuestos

como radicales libres, hidroperoxidos, aldehidos y cetonas (Akoh y Min, 2008).

2.2.2. Digestion de CLA

Para su digestion, el CLA se agrupa en micelas con ayuda de las sales biliares. La lipasa,
activada por las sales biliares del pancreas, junto con la colipasa, son las principales
enzimas digestivas para la hidrolisis de diglicéridos y triglicéridos que contienen CLA.
Las micelas se forman espontaneamente a partir de la mezcla de &cidos grasos,
monoglicéridos, 4acidos biliares y fosfolipidos. Los triglicéridos se agrupan en
quilomicrones con ésteres de colesterol, fosfolipidos y una molécula de apolipoproteina
B48 luego, es secretada en vasos linfaticos intestinales. Las proteinas de unién a acidos
grasos 1y 2, proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTP) y proteinas
adicionales son necesarias para el transporte intracelular de &cidos grasos y su

subsiguiente ensamblaje y secrecion de quilomicrones (Kohlmeier, 2015).

En estudios previos, Sosa-Castafieda et al. (2015), encontr6 que la leche fermentada con
Lactobacillus pentosus J26, después de ser sometida a un proceso de simulacion
gastrointestinal, incrementd la produccion de algunos isomeros de CLA hasta en un
63.63%. Por otro lado, se report6 que Lactobacillus reuteri CRL 1098 crece en presencia
de 0.3% de bilis de bovino, produciendo 118.7 pg/mL de c9, t11 CLA (Roman-Nunez et
al., 2007). Las dos investigaciones anteriores sugieren que este comportamiento puede
deberse a que las sales biliares podrian alterar la permeabilidad de células bacterianas y

favorecer la biosintesis de los isomeros de CLA por las BAL.
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2.2.3. EI CLA y sus Funciones Biologicas

De manera general, a los isomeros de CLA se les han atribuido bioactividades como;
efecto  antioxidante, anticarcinogénico,  antiobesogénico,  inmunomodulador,
antiosteoporatico, antiaterosclerotico y disminucion en los niveles de glucosa (Pariza y
Cook, 2001; Kuhl y De Dea, 2016). El efecto antioxidante del CLA podria deberse a los
dobles enlaces conjugados que contribuyen a la captura del radical (Yang et al., 2000;
Faglai y Catala, 2008). Hasta ahora, la mayoria de los estudios en los cuales se han
intentado demostrar los efectos benéficos del CLA en modelos con animales y humanos,
no han permitido evidenciar contundentemente diversos efectos; sin embargo, a

continuacion, se abordaran algunos efectos del CLA que han sido mayormente estudiados.

2.2.3.1. Efecto antiobesogénico de CLA. Hay diversos estudios en donde se analiza el
efecto antiobesogénico del CLA. En un estudio clinico realizado con 20 personas, se
consumio 1.8 g de CLA/dia, y disminuyé significativamente (p<0.05) la grasa corporal
después de 4, 8 y 12 semanas (Thom et al., 2001). Asimismo, en un estudio con personas
con obesidad, se demostr6 una disminucidn significativa (p<0.05) de la grasa corporal
cuando se consumio 3.4 g de CLA (Blankson et al., 2000). Otro estudio realizado con 53
personas, entre hombres y mujeres, que ingirieron 4.2 g/dia de CLA, se demostré una
disminucion significativa (p<0.05) de la grasa corporal en un 3.8% (Smedman y Vessby,
2001). Finalmente, en una revision realizada por Tricon et al. (2005), encontraron que
cuatro de siete estudios en humanos, presentaron una posible disminucion en la grasa
corporal. Algunas de las variables que pudieron influenciar los resultados de estos estudios
pudieran ser la alimentacién y el ejercicio; ademas, en algunos de los estudios el tamafio

de muestra no fue el adecuado y los efectos son inferiores a los observados en animales.

El mecanismo por el cual el CLA conduce a una disminucion en la deposicion de grasa es
desconocido. Aunque se ha demostrado que la suplementacion con t10, c12 CLA resulta
en reduccion de la grasa corporal en modelos in vivo con animales y humanos. Yang et

al. (2015), reportaron que el isdmero t10, c12 CLA, se asocia con la induccion de apoptosis
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en cultivos de lineas celulares de preadipocitos. El isomero t10, c12 aumenta la f3-
oxidacidn, lo que conlleva a una reduccion de la sintesis de triacilglicéridos y se reduce el

tamanio de los adipositos (Lehnen et al., 2015).

2.2.3.2. Efecto anticarcinogénico del CLA. Aungue no existen muchos estudios sobre este
potencial efecto, los estudios publicados al respecto demostraron que los isomeros de CLA
inhibieron el crecimiento de lineas celulares de cancer de prostata (PC-3) y cancer
colorectal (HT-29 y MIP-101) (Palombo et al., 2002). Una concentracién de 100 uM de
CLA inhibi6 hasta un 95% a células HT-29. Mientras que, el isémero t10, ¢12, a una
concentracion de 100 puM, reduce significativamente (p<0.05) la proliferacion de MIP-
101. ElI CLA vy los efectos sobre el cancer de prostata del t10, c12 son mediados a través
de la modulacién de apoptosis y control del ciclo celular. En un estudio in vitro con células
de céncer de prostata LNCaP, se indic6 que los isomeros de CLA tienen efecto
antiproliferativo y podrian tener efectos variables sobre la isoforma de la proteina C

quinasa (Song et al., 2005).

2.2.3.3. Efecto del CLA sobre la respuesta antiinflamatoria. La cuantificacion de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1, interferon-y (IFN) etc.), asi como, citocinas
antiinflamatorias (IL-10), eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos) y éxido nitrico
(ON), son mediadores de la respuesta inflamatoria y son regulados por la ingesta dietética
de acidos grasos poliinsaturados. En este sentido, el efecto antiinflamatorio de los
isdmeros del CLA puede ser mediado por la respuesta de TNF-a (Pariza et al., 2000) como
una via principal de respuesta a los procesos inflamatorios en patologias cronicas como:
arterosclerosis, carcinogénesis y obesidad (Ross, 1990; Hotamisligil et al., 1994,

Suganuma et al., 1996).

Diversos estudios clinicos han reportado el efecto antiinflamatorio por el consumo de los
isébmeros ¢9, t11 y t10. Por ejemplo, en un estudio clinico se demostrd que el consumo de

isdbmeros c9, t11 y t10, c12 (50:50), por 12 semanas, disminuyd la concentracion de
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citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B (Song et al., 2005). Mientras que, el consumo
de un 80% de los isdbmeros c9, t11 y t10, c12, durante 8 semanas, incremento el nimero
de linfocitos T (Tricon et al., 2005). Albers et al. (2003), encontraron que 71 hombres que
consumieron ¢9, t11 y t10, c12 (50:50) incrementaron la respuesta humoral (produccién
de anticuerpos) contra hepatitis B. Sin embargo, en un estudio realizado por Kelley et al.
(2000), no se encontraron efectos significativos (p>0.05) sobre el nimero de leucocitos,
células B y T, después de ingerir 3.9 g de CLA por dia. En base a los estudios reportados,
se encontrd que el efecto del CLA es dependiente de la concentracion y del tiempo de

estudio.

2.2.3.4. Efecto del CLA sobre la respuesta antiosteoporotica. En diferentes estudios, tanto
in vitro (lineas celulares) como in vivo (modelos con animales), se ha reportado haberse
encontrado aumento en la absorcion de calcio y la densidad dsea por efecto del CLA
(Bhattacharya et al., 2006). Deguire et al. (2012), encontraron una relacion significativa
entre el consumo de CLA (3 g) y la composicién mineral sea en hombres. Ademas, la
interaccion del isdbmero c9, t11, con osteoblastos, células de hueso, incrementé en el
namero y tamafo de los nédulos de mineralizacion de hueso; esto podria deberse a un
incremento de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (Platt et al., 2007). Sin embargo,
Kreider et al. (2002) no observaron cambios significativos (p>0.05) en la densidad 6sea

de 23 voluntarios que ingirieron 6 g/d de CLA.

Uno de los mecanismos propuestos del efecto antiosteoporotico del CLA se relaciona con
la regulacién de la leptina debido a que ésta influye negativamente en la diferenciacion de
osteoblastos (Hur y Park, 2007), asi como, en bajar los niveles de prostaglandinas (PGE>),
lo que influye en el factor de crecimiento insulinico, y proteina de union al factor de
crecimiento similar a la insulina; alterna la resorcion del hueso dependiente de PGE;
regula la leptina y a su vez reduce la resorcion 6sea (Thomas y Burguera, 2002; Theoleyre
etal., 2004).
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2.3. Métodos de Produccion de CLA

2.3.1. Sintesis Alcalina

Durante el proceso de isomerizacion alcalina, el LA se trata a temperaturas de 200-250 °C
bajo condiciones alcalinas y atmdsfera inerte (con N2). Algunas bases fuertes, como
NaOH o KOH se usan para saponificar a los triglicéridos y para isomerizar los acidos
grasos libres. Posteriormente, la fase acuosa alcalina, que contiene glicerol, separa la fase
saponificada de los acidos grasos, en su mayoria acido citrico, para convertirlos en acidos
grasos libres enriquecidos en CLA. EIl proceso de la técnica alcalina produce mezclas
equimolares de c9,t11 y t10,c12 CLA con altos rendimientos (Pierre y Sels, 2011).

La produccion de CLA involucra un proceso de hidrélisis de triglicéridos que se lleva a
cabo en presencia de agua o0 una base fuerte. Mas de tres moles de hidréxido de potasio o
hidroxido de sodio se requieren para hidrolizar un mol de triglicérido. En la Figura 2 se
observa la hidrdlisis de triglicéridos por la presencia de un &cido, agua o una base, dando
como resultado la separacion de glicerol y tres &cidos grasos (Yurawecz, 1999;

Hermansyah et al., 2010).
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Figura 2. Mecanismo de hidrolisis de triglicéridos. Fuente: Yurawecz, (1999)

La obtencion de CLA con bases alcalinas fuertes en alcohol y glicerol es el menos costoso,
obteniendo un rendimiento de aproximadamente 54.6-97.2%. La produccion mas alta se
obtiene utilizando hidroxido de potasio y como solvente etilenglicol (Philippaerts et al.,
2011). Sin embargo, la desventaja por el uso de sustancias como glicerol monohidrico o
polihidrico y etilenglicol, es eliminar los niveles residuales (Yurawecz, 1999), ademés de
que el etilenglicol es un producto toxico, que puede provocar trastornos gastrointestinales,

depresion del sistema nervioso central y acidosis metabolica (Fowles et al., 2017).

2.3.2. Produccion de CLA Aislando la Enzima Linoleato Isomerasa

Otro de los métodos de obtencién del CLA, es mediante la utilizacion de la enzima LI

sintetizada a partir de diferentes generos de BAL, siendo con este método con el cual se
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ha logrado obtener alta concentracion de CLA. Lin et al. (2003), utilizaron el 1% (v/v) de
la enzima producida por Lactobacillus acidophilus CCRC 14079, e increment¢ la cantidad
de CLA de 8 a 305 pg y de 116 a 439 ug, para 50 mg y 75 mg de LA, respectivamente.
Mientras que, una concentracion de 7.86 mg de CLA/g de célula bacteriana fue obtenida
a partir de Lactobacillus reuteri ATCC 55739 (Pariza 'y Yang, 1999). En otros estudios se
aislo la enzima LI de Lactobacillus plantarum ZS2058 y se encontré que la adicion de

cofactores no tiene efecto sobre la actividad de la enzima LI (Chen et al., 2012).

Por otro lado el aislamiento enzimatico presenta desventajas como las reportadas por
Irmak et al. (2006), donde la lisis celular es el mayor impedimento para el aislamiento
eficiente de LI para células microbianas. En cepas de Lactobacillus spp, el uso de
surfactantes libero una cantidad significativa de la enzima LI en solucién, sin embargo,

no se pudo recuperar.

2.3.3. Produccién de CLA por Células Lavadas

La produccion de CLA por células lavadas presentan variabilidad debido a la cepa y
condiciones de produccién (Gorissen et al., 2015). Macauzent et al. (2009), demostraron
que Lactobacillus acidophilus La-5 mostro la capacidad de convertir 4.18 mg/L de CLA
a partir de una solucion de 2% (v/v) de LA. Ogawa et al. (2005) encontraron 15 cepas de
Lactobacillus spp. productoras de CLA en un rango de 70-3410 mg/L, por este método.
Lactobacillus plantarum AKU1009, al emplear iones metalicos y metales oxidados como
el Na2MnQOg, alcanzé una productividad relativa de CLA de 427 % (Kishino et al., 2011).
Lactobacillus acidophilus AKU 1137 mostrd una capacidad de bioconversion de 4.9
mg/mL, que representa el 98% de LA a CLA, posterior a cuatro dias de reaccion (Ogawa
et al., 2001). Asimismo, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus mostré un incremento
significativo (p<0.05) en la produccion de CLA, aumentando de 0.1 a 8.5 pug cuando el

LA reacciond con extracto de la enzima LI (Lin, 2006).
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2.3.4. Produccién de CLA por Inmovilizacion de la Enzima Linoleato Isomerasa

El método de inmovilizacion de la enzima LI es efectivo para la produccién de CLA (Lin
et al., 2005). Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fue inmovilizada en geles de
poliacrilamida, obteniendo un porcentaje de bioconversion de 2211 pg de CLA (Linetal.,
2005). Por otro lado, Lactobacillus reuteri incremento la producciéon a 110 % de CLA a
partir de 10 mg de células y a una concentracion de 500 mg/L de LA a 55 °C en presencia
de 1 mM de Cu?* (Lee et al., 2003b). Lactobacillus reuteri ATCC 55739 inmovilizada en
silica gel a partir de 500 mg/L de LA obtuvo valores de 175 mg /L de CLA, a diferencia
del método con células lavadas donde sélo se alcanz6 una concentracién de 32 mg/L de
CLA (Lee et al., 2003a; Lee et al 2003b; Gorissen et al., 2015). Factores como pH,
temperatura y cantidad de LA pueden estar involucrados en la efectividad de las bacterias
y de la enzima para convertir el LA a CLA, como algunos autores lo han sugerido (Lee et
al., 2003b; Lin et al., 2005).

Sin embargo, se han reportado que algunos generos de BAL pueden convertir el LA a
CLA, dependiendo del medio de fermentacion, tipo de bacteria, concentracion de LA y

condiciones de temperatura.

2.3.5. Produccion de CLA por BAL

Aunque diversos estudios han reportado la capacidad de las BAL para convertir LA a
CLA, algunos estudios sugieren que su produccion es baja, pero que ésta es dependiente
de la cepa y concentracién de la bacteria (Bergsson et al., 2002; Hayek y Ibrahim, 2013;
Sosa-Castafieda et al., 2015). EI mecanismo de produccion de CLA por accion de las BAL
es en respuesta a un proceso de estrés al que se someten por la accion toxica del LA,
afectando el crecimiento de microorganismos (Jenkins y Courtney, 2003). Los acidos

grasos de cadena larga suelen tener mayor efecto inhibitorio que los acidos grasos de
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cadena corta; mientras que, los acidos grasos insaturados tienden a mostrar un mayor
porcentaje de inhibicion contra bacterias gram positivas que contra gram negativas,
probablemente por la diferencia en la membrana externa o la pared celular (Bergsson et
al., 2002; Desbois et al., 2006). Ademas, aunque el efecto antimicrobiano de los acidos
grasos ha sido bien estudiado, el mecanismo exacto por el cual los &cidos grasos inhiben
el crecimiento bacteriano no ha sido bien definido (Bergsson et al., 2002).

Las condiciones Optimas reportadas para obtener una alta produccion de CLA (240.69 pg
/ mL) son con la combinacion de 3 mg/mL de LA, 4 g/L de extracto de levadura y un
porcentaje de indculo del 4% (v/v) (Khosravi et al., 2015); mientras que con la adicion de
10 mg/mL de glucosa, 30 mg/mL de leche en polvo de oveja, 0.90 mg/mL de LA y una
relacién 1:2 de cepas de Streptococcus:Lactobacillus, se reportd una concentracion de
CLA de 42.86% (Kuhl et al.,2016). Por lo anterior, la concentracion de LA, tiempo de

fermentacion y porcentaje del indculo, son los factores a considerar.

2.4. Mecanismos de Produccion de CLA por BAL

La actividad de la enzima LI representa una forma de desintoxicacion, ya que LA y &cido
linolénico (LNA) inhiben el crecimiento de muchos microorganismos (Coakley et al.,
2003). La razon por la que los &cidos grasos como LA y LNA son toxicos puede ser debida
a la presencia de dobles enlaces, que alteran la forma de la molécula. La incorporacion de
estos acidos grasos insaturados en la membrana celular puede interrumpir la estructura de
la bicapa lipidica. Otra posibilidad, es que la difusién de acidos grasos a través de la
membrana provoque dificultades quimiosmoticas, perturbe el potencial de membrana o
reduzca su permeabilidad (Maia et al., 2010). Se ha sugerido que la conversion de LA
libre en CLA podria funcionar como un mecanismo de desintoxicacion. Estos factores
pueden ser posibles explicaciones para un cierto grado de tolerancia de LA por la cepa de
Lactobacillus reuteri que ha sido ampliamente reportada como la principal cepa
productora de CLA (Hernandez-Mendoza et al., 2009).
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La reaccion de dxido-reduccion es la responsable del cambio de la configuracion del LA
aCLA. Laenzima LI es considerada una flavoproteina relacionada con una reaccion redox
en la que la abstraccion temporal de electrones tiene lugar para permitir la rotacion de las
moléculas (Isaacson et al., 2002). EI LA es un donador de electrones que se reduce y la

enzima un aceptor de electrones que se oxida, como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Reaccidn de 6xido reduccién para la produccion de CLA.

La LI es una enzima que cataliza la produccion de CLA y ha sido encontrada en dos
estructuras celulares: en citoplasma y anclada a la membrana celular (Macauzent et al.,
2010) como se observa en la Figura 4. La LI en citoplasma, producida por
Propionibacterium acnes, produce especificamente el isbmero t10, c12. La LI asociada a
la membrana presente en BAL es mas dificil de estudiar debido a la escasa estabilidad de
la enzima cuando se recupera en forma soluble por la accién de saponificantes, pero en
términos generales, estas bacterias producen el isomero c9, t11 como producto principal
(Irmak et al., 2006). La localizacion de la enzima en la célula (Figura 4) va a determinar

el tipo de isdbmero mayoritario que se producira (Farmani et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismo de produccion de los isdmeros de CLA por accion de las BAL.

Las enzimas LIs se encuentran localizadas en el citoplasma o en la membrana, de tal forma
gue puedan cubrir sus necesidades energéticas. Las enzimas LI de Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermani, Lactobacillus acidophilus, y Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricus son solubles. Las LIs de L. reuteri, L. plantarum, L. acidophilus, B. fibrisolvens
y C. sporogenes son enzimas que se encuentran ancladas a la membrana. En
Propionibacterium acnes, que ha sido ampliamente utilizada, se ha identificado que se

encuentra en el citoplasma y produce el isomero t10, c¢12, con la ayuda del cofactor
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[FAD/NAD (P)] para la conversion de LA a CLA por la LI (Farmani et al., 2010). Lo que
diferencia a una enzima LI anclada a la membrana es que ésta no necesita de cofactores
para su funcionamiento. En Butyrivibrio fibrisolvens se ha encontrado que la enzima esta
anclada en la membrana, y que la presencia de cofactores, ATP, ADP, AMP, Mg?*, NAD",
y CoA, no incrementa la actividad de la enzima (Keper et al., 1971). Las cepas L.
plantarum y L. reuteri tienen la enzima LI anclada a la membrana, y no requieren de

cofactores (Farmani et al., 2010).

La razon por la que una enzima produce un determinado tipo de isdomero se debe al sitio
activo de la enzima. Esto se debe a que las geometrias de los sitios activos en las 9,11-
isomerasas y en 10,12-isomerasas son diferentes (Liavonchanka y Feussner, 2008). En la
Tabla 1 se muestran cepas cuyas enzimas se encuentran unidas a la membrana y en el

citoplasma.

El isomero c9, t11 es el mas abundante en la naturaleza, y es el mas producido por efecto
de las BAL (Kuhl et al., 2016). Lactobacillus reuteri es identificada como una cepa con
alta produccion de CLA vy su caracteristica es que tienen la enzima LI anclada a la
membrana (Macouzet et al., 2010). Por lo que Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Butyrivibrio fibrisolvens y Clostridium sporogenes, son cepas capaces de
convertir LA a CLA (Tabla 1).

Tabla 1. Localizacion de LI en BAL y produccion de isomeros de CLA.

Fuente de LI Localizacion Producto principal
Propionibacterium acnes Citoplasma t10, c12
Lactobacillus acidophilus Membrana t10,c12
Lactobacillus plantarum Membrana t9,t11
Lactobacillus reuteri Membrana co,t11
Butyrivibrio fibrisolvens Membrana co,t11
Clostridium sporogenes Membrana 9, t11

Fuente: Farmani et al., 2010
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Entre las causas por las que las BAL producen CLA se conocen dos posibles; por la
presencia de un &cido graso y por la disminucion en la temperatura. La produccion de
acidos grasos insaturados es un aspecto importante en la homeostasis de la membrana en
las bacterias; éstas modifican la composicion de su membrana, una disminucién de la
temperatura aumenta la rigidez de la membrana y muchas bacterias responden
aumentando la proporcion de acidos grasos insaturados incorporados en los fosfolipidos
(Zhang y Rock, 2008). Cuando la fluidez de la membrana aumenta debido al aumento de
la temperatura en el ambiente, la proporcién de acidos grasos insaturados en la membrana
disminuye (Hernandez-Mendoza et al., 2009). Las cepas que son resistentes al LA tienen

la capacidad de incorporarlo a su membrana (Sosa-Castarieda et al., 2015).

2.5. Factores que Determinan la Produccion de CLA por BAL

La produccion de CLA por BAL depende de factores como la fase de crecimiento,
concentracion de sustrato y LA, pH, tiempo de fermentacién (Gorissen et al., 2015). En
diversos estudios, cepas de Lactobacillus, Lactococcus, y Streptococcus thermophilus 99
CRL1399 mostraron la mayor produccion de CLA en la fase estacionaria (Macouzet et
al., 2009; Nieuwenhove et al., 2007). La naturaleza del sustrato influye en la produccién
de CLA y se ha demostrado que matrices alimentarias favorecen su produccion (Kim 'y
Liu, 2002; Gorissen 2015). Diferentes oleaginosas (girasol, sésamo, soya, castor, entre
otros) han sido empleadas debido a que en su composicién se encuentra el LA. El aceite
de soya hidrolizado es un sustrato mas apto para el crecimiento de BAL que el aceite de
soya convencional (Xu et al., 2004). Bifidobacterium lactis mostré mayor produccion de
CLA (618.13 pg/mL) cuando se inocul6 en un medio adicionado con aceite de bacalao, lo
cual puede deberse a que 2.2% de su composicion es LA, contario a lo sucedido cuando
se inoculd la misma cepa en un medio adicionado con aceite de girasol o aceite de linaza
(Al-Saman et al., 2016). Las mezclas de acidos grasos han demostrado tener un efecto
favorable en la bioconversion a CLA. Ando et al. (2003), reportaron que Lactobacillus

plantarum JCM 1551 produjo 1140 pg/mL de CLA cuando se inoculé en un medio
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enriquecido con a-linolénico y &cido linoleico. Lactococcus Lactis 1-01 mostrd una
produccion alta de CLA cuando fue inoculada en leche entera adicionada de aceite de

girasol debido a que cuenta con LA en su composicion (Kim y Liu, 2002).

De acuerdo a recientes estudios, la concentracion de LA no es directamente proporcional
a la produccion de CLA. Asi, Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL2 crecié en MRS
a diferentes concentraciones de LA (0, 200, 400, 500, 800 y 1000 pug/mL) y el porcentaje
mas alto de conversion (13%) de LA fue de 500 pg/mL (Teran et al., 2015). Lactobacillus
reuteri crecié en MRS suplementado con LA a concentraciones de (5, 10, 20 y 30 mg/mL)
y la produccion mas alta de CLA (0.108 mg/mL) fue de 20 mg/mL de LA (Hernandez-
Mendoza et al., 2009). Sosa-Castafieda et al. (2014) demostraron que en 20 mg/mL de
LA, vari6 la produccion de CLA de 13.44 a 50.9 pg/mL. Por otro lado, concentraciones
altas disminuyen la produccion de CLA. Lin et al. (1999) inocularon Lactobacillus
acidophilus con concentraciones diferentes de LA (0, 1000 y 5000 mg/mL) y reportaron
que 1000 mg/mL de LA adicionado a leche descremada a un tiempo de incubacion de 24
h generaron 105.5 mg/mL. Esto puede deberse a que la estructura de la enzima se ve
afectada por la reduccion del &rea de contacto entre la enzima LI y el sustrato (Khaskheli
etal., 2013).

El pH afecta la bioconversion de LA a CLA al modificar la estructura de la enzimay con
ello la actividad de la enzima responsable de la isomerizacion. Khaskheli et al. (2013),
reportan que Lactobacillus plantarum a pH de 5.5 presenta una bioconversion maxima de
CLA de 166 pg/mL. Park et al. (2009), encontraron que la mayor produccion del isémero
c9, t11 CLA fue a pH 5-5.5 por Bifidobacterium breve LMC 520. Hernandez-Mendoza et
al. (2009) reportan valores de pH de 5.5 en la produccion de CLA con Lactobacillus
reuteri. Estos estudios podrian indicar que un pH de 5.5 favorece la actividad de la enzima
LI. Sin embargo, Kim y Liu (2002), reportan los valores més altos de CLA para una cepa
de Lactococcus Lactis I-01 a un pH de 7, resultando con una concentracion de CLA de 11

mg/g de grasa. Lo que sugiere que la enzima LI tiene un rango de pH amplio.
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Los tiempos de fermentacion son variables y modifican la proporciéon de isomeros de
CLA. Para Lactobacillus spp, y Bifidobacterium spp cuando se adicioné 0.5 mg/mL a
caldo MRS, y tiempos de fermentacion de 24 h y se encontré produccion de CLA (0.25-
25.62 pg/ mL) y de los isdbmeros ¢9, t11 y t10, c12 (Teran et al., 2015). Dahiya y Puniya
(2017), inocularon Lactobacillus spp. en 0.5 mg/mL de LA a un tiempo de fermentacion
de 72 h y se obtuvo produccion de CLA (5.42-43.73 mg/mL). Khaskheli et al. (2013),
inocularon Lactobacillus plantarum en LA donde se indico que a 120 h se obtiene su
mayor concentracion de CLA (220 ug/mL). Con Lactococcus Lactis I-01 se reporté un
tiempo Optimo de fermentacién de 12 h, produciéndose CLA (8.3 mg/L) cuando se
adiciond 0.2 g/L de aceite de soya a la mezcla (fosfato de potasio, leche en polvo (6%) y
glucosa (0.3%)) (Kim y Liu, 2002). La cepa Lactobacillus sakei LMG 13558 cuando se
inoculo en LA mostro variacion en la concentracion de isomeros en las primeras 14 h el
isomero c9, t11 tiene una concentracion méaxima de 0.03 mg/mL y a 48 h de fermentacion
el isomero t9, t11 alcanz6 su mayor concentracion 0.02 mg/mL (Gorissen et al., 2011).

2.6. Grupos Especificos de BAL Productoras de CLA

Las BAL productoras de CLA han sido aisladas principalmente de productos lacteos,
carnes, vegetales y del tracto gastrointestinal humano y de animales (Andrade et al., 2012).
Algunas cepas del género Propionibacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus
y Bifidobacterium han demostrado capacidad para producir CLA (Philippaerts etal., 2011,
Andrade et al., 2012; Kuhl y De Dea 2016). El género Lactobacillus spp. ha sido el méas
ampliamente estudiado, por lo que se han reportado cepas altamente productivas con la
presencia de la enzima anclada a la membrana (Macauzet et al., 2010). Dahiya y Puniya
(2017), encontraron 19 cepas de Lactobacillus spp. que presentaban una capacidad de
produccion de 9.8-46.18 pg/mL de CLA; dichas cepas fueron aisladas de heces fecales de
infantes. Gorissen et al. (2011) encontraron tres cepas de Lactobacillus spp. con capacidad
de bioconvertir LA a CLA en un rango de 1.6-4.2 % de CLA, siendo una cepa comercial

la mas productiva. Los estudios en los que se relacionan el género de BAL con la
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produccién de CLA son pocos; sin embargo, Lactobacillus reuteri se ha identificado como
la cepa mas productiva con respecto a Bifidobacterium y Leuconostoc (Macauzet et al.,
2010).

Cepas de Lactobacillus spp., al ser inoculadas en leche, incrementan la produccion de
CLA, debido a que las proteinas de la leche pueden neutralizar el efecto toxico del LA
(Nieuwenhove et al., 2012). Cepas de Lactobacillus spp. mostraron una produccion que
oscilé entre (40.94-51.68 ug/mL) de CLA cuando se inocul6 en leche sin grasa después
de ser adicionada con 1 mg/mL de leche y se dejo fermentar por 24 h (Rodriguez-Alcalé
y Fontecha, 2011). Cuatro cepas de Lactobacillus mostraron una produccion de 54.31-
116.53 pg/mL de CLA en leche suplementada con 0.2% de &cido linoleico después de 24
h (Alonso et al., 2003).

Respecto a cepas de Lactococcus spp., algunas han sido identificadas por su capacidad de
producir CLA. Teran et al. (2015), encontraron dos cepas de Lactococcus spp. con una
capacidad de produccion de 0.5-0.98% de CLA. No obstante, en el estudio de Pandit et al.
(2012) se aislaron 155 cepas de leche cruda y queso Cheddar; de estas, doce mostraron
capacidad de producir CLA, entre las cuales, Lactococcus lactis 4ay 4b, aisladas de queso,
resultaron las mas productivas, con una concentracion de 1.12 y 0.87 g/100 g de acidos
grasos, respectivamente, encontrandose los isomeros c9, t11 y t10, c¢12, cuando se
inocularon en leche con 2% de grasa. Lactococcus lactis LMGS 19870 produjo una mayor
cantidad de CLA en leche descremada cuando se adicion6 1 mg/mL de LA, del cual, el
45.51 pg/mL corresponde a CLA (Rodriguez-Alcald et al., 2011). En leche se ha
encontrado Lactococcus Lactis 1-01, con una alta capacidad para producir CLA cuando
se adiciond 0.1 g/L de aceite de girasol a leche entera (Kim y Liu, 2002). En la Tabla 2 se
observan las condiciones en las que crecieron las BAL para la bioconversion de CLA.

En lo correspondiente al género Streptococcus spp., ocho cepas que se cultivaron en caldo
MRS que contenia LA (200 pg/mL); Streptococcus thermophilus CRL728 resulté con una
conversion del 33.9% de LA a CLA. La produccion de CLA, por esta misma cepa, en
leche de bufala adicionada con LA (200 pg/mL) fue de 52.5% de conversion
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(Nieuwenhove et al., 2007). Streptococcus thermophilus St360 produjo 1.02 mg/mL que
representa un incremento del 54% en leche de oveja (Kuhl et al., 2016). Se han estudiado
asociaciones entre diferentes cepas de Streptococcus spp. con Lactobacillus spp.
adicionadas en yogur, obteniéndose valores de CLA de 0.9 mg CLA/g de lipido con 24 h
de fermentacion, y mayor cantidad del isbmero c9, t11 (0.71 mg CLA/g de lipido) (Xu et
al, 2004). Se ha sugerido que las enzimas LI se unen a la superficie de la célula mediante
un anclaje transmembranal amino-terminal, caracteristica que normalmente se presenta
por enzimas de Lactobacillus reuteri (Bath et al., 2005). Este hallazgo podria sugerir que

la enzima debe estar anclada a la membrana para la alta produccion de CLA.

Por otro lado, se ha intentado relacionar la actividad de la enzima LI con produccién de
CLA; por ejemplo, en un estudio realizado por Rene et al. (2017b) evaluaron 85 cepas de
BAL aisladas de quesos artesanales para determinar su capacidad para sintetizar CLA.
Cuatro cepas de Lactobacillus plantarum y dos de Lactobacillus casei subsp. casei
tuvieron la capacidad de sintetizar dicho compuesto. La cantidad méas alta de CLA se
sintetizd en MRS después de 48 h de incubacion, obteniendo un méaximo de 19.26 mg/mL.
Por otra parte, identificaron la presencia del gen que codifica a L1 en las cepas productoras
de CLA. Sin embargo, este gen también se detectd en algunas cepas que no produjeron
CLA, indicando que la presencia de un gen no implica la produccién del compuesto. El
gen que codifica la enzima linoleato isomerasa puede estar presente en las cepas, pero su
expresion puede verse afectada por diversos factores, como el pH o la temperatura, y estos
efectos son a su vez dependientes de la cepa (Gorissen et al., 2011; Rene et al., 2017a).
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Tabla 2. Diferentes cepas de BAL productoras de CLA.

Cepa Medio LA Tiempo de c9, t11 t10, c12 t9,t11  Conversién Referencia
P (mg/mL)  incubacion (h) (ng/mL) (mg/mL)  (ng/mL) LA-CLA (%)
LaCtObaC:l'SUISOZ'a”tar“m MRS 0.5 48-72 10.24 10.24 Dahiya y Puniya, 2017
LaCtObaCI'_'g*f4%'a”tar”m MRS 05 48-72 12.95 12.95 Dahiya y Puniya, 2017
Lactobacillus spp. MRS 50 72 1.6-4.6 Gorissen et al., 2011
. . 0.108 Hernandez-Mendoza et LA,
Lactobacillus reuteri MRS 20 30 mg/L 2008
Lacmbac'ggf_germe”t“m MRS 100 24 0.32 0.18 0.10 Terén etal., 2015
Lactobacillus sakei i
CRL1470 MRS 100 24 11.72 5.22 7.5 4.88 Teran et al., 2015
Lactococcus lactis — )
diacetylactis CRL 967 MRS 100 24 2.52 0.5 Terén et al., 2015
Lactococcus lactis — .
diacetylactis CRL 1061 MRS 100 24 4.88 0.98 Teran et al., 2015
Bifidobacterium longum MRS 100 24 25.62 45.05 14.14 Teran et al., 2015
Streptococcus 33.9 .
thermophilus CRL728 MRS 200 24 Nieuwenhove et al., 2007
Lactococcus lactis LMGS Lephe 45.51pg/mL de Rodriguez-Alcala et al.,
19870 sin 1 48 leche sin grasa 2011
grasa g
M17+
. Leche con 1.12 g/100 g .
0
Lactococcus lactis 4b 0.5% de 2% de grasa 0.63 0.27 de grasa Pandit et al., 2012
Lactosa
Enterococcus faecium 0 .
AKU 1021 MRS 0.06 (%) 24 0.04 0.06 0.1 mg/mL Kishino et al., 2002
Enterococcus faecium 0 0.63 mg
M74 MRS HS (1%) 24 CLA/g grasa Xu et al., 2004
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2.6.1. Enterococcus spp. como Productor de CLA

Los Enterococcus spp. estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, también se
encuentran en productos lacteos (Lahtinen et al., 2012). Su amplia distribucion se explica
por su resistencia a factores como: acidez, alta concentracién de sal, condiciones de secado
y altas temperaturas, asi como tolerancia a desinfectantes quimicos. Se han identificado
en algunas cepas la formacion de peliculas, que les ayudan a sobrevivir a condiciones
adversas (Goh et al., 2017). También son considerados como indicadores de calidad en
alimentos, y en productos lacteos contribuyen al desarrollo de propiedades organolépticas,

principalmente en quesos (Giraffa, 2002)

Ogawa et al. (2005) encontraron una cepa de Enterococcus faecium AKU 1021 que tuvo
una conversion de 100 mg/L de CLA cuando se adicioné 0.06% de LA. Enterococcus
faecium M74, cuando se inocul6 en medio enriquecido con el 1% de aceite de soya
hidrolizado, obtuvo una produccién de 0.63 mg de CLA/g de grasa (Xu et al., 2004).
Kishino et al. (2002) determinaron la produccion de CLA por Enterococcus faecium AKU
1021 cuando se inoculé en medio adicionado con 0.06 % de acido linoleico produciéndose
0.1 mg/mL. Hasta el momento, hay pocas publicaciones que reportan la produccién de
CLA por este genero y considerando la gran diversidad de especies del género
Enterococcus, no es arriesgado aseverar que existe una gran oportunidad de realizar mas
estudios que permitan poner en evidencia los beneficios de este grupo de bacterias para
producir compuestos bioactivos como el CLA vy, en consecuencia exponerlas como
candidatas para conformar cultivos con posibles usos tecnoldgicos en el disefio de
alimentos funcionales, o para produccion biotecnolédgica de compuestos bioactivos
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3. HIPOTESIS

Cepas especificas de bacterias acido lacticas, aisladas de derivados lacteos, realizan la
bioconversién de acido linoleico a &cido linoleico conjugado.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad de cepas especificas de bacterias acido lacticas para biosintetizar

acido linoléico conjugado.

4.2. Objetivos Especificos

1) Seleccionar bacterias &cido lacticas en base a la capacidad de biosintetizar acido

linoleico conjugado total por espectrofotometria.
2) ldentificar y cuantificar, mediante cromatografia de gases, los tipos de isdbmeros

de é&cido linoleico conjugado biosintetizado por las cepas de bacterias &cido
lacticas de estudio.
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5. METODOLOGIA

5.1. Reactivacion y Propagacion de Cepas

Cinco cepas de Enterococcus representadas como S18, S24, S25, S29, y L45, asi como,
dos cepas de Lactobacillus fermentum J10 y J20 fueron obtenidas del Cepario del
Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos L&cteos del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, A. C. de Hermosillo, Sonora. Como testigo positivo se
utilizo la cepa de Lactobacillus reuteri ATTC 55739 (L.r), la cual ha sido reportada como
productora de CLA (Roman-Nunez et al., 2007; Hernandez et al.,2009; Sosa-Castafieda
et al.,2015).

Las cepas, almacenadas a -20 °C, se reactivaron en caldo M17 al 1% (v/v) (DIFCO,
Sparks, MD) enriguecido con lactosa estéril (10 % p/v) para Enterococcus y MRS (Man
Rogosa y Sharpe) para Lactobacillus, realizdndose tres siembras consecutivas de 24, 18 'y
16 h para Enterococcus, y para Lactobacillus de 24, 20 y 18 h, e incubados a 37 °C.
Posterior al Gltimo tiempo de incubacidn, las muestras se centrifugaron (4000 xg, 15 min,
4 °C), se retir6 el sobrenadante, y el pellet se resuspendié en 3 mL de una solucién de
trizma-base (0.05 mol/L, pH 5.5) hasta obtener una densidad éptica (DOsoonm) de 0.80 que
equivale a una concentracion de 1x108 UFC/mL.

5.2. Preparacion de la Solucion Stock de LA

La solucion stock de LA se prepard al 2% (p/p), adicionado con 8 % (p/p) de
fosfatidilcolina, utilizando este ultimo como emulsificante, de acuerdo a la metodologia

reportada por Hernandez-Mendoza et al. (2009) y Sosa-Castafieda et al. (2015). La
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solucion se mantuvo en agitacion constante por 2 h, posteriormente, se realiz6 un barrido

con nitrogeno y se almaceno bajo condiciones de refrigeracion y en obscuridad.

5.3. Preparacion del Medio de Cultivo Enriquecido con LA

Los medios de cultivo M17 y MRS fueron enriquecidos con LA a una concentracion final
de 2 mg/mL. Para generar la emulsion, la mezcla del medio de cultivo y LA se mantuvo
en agitacion durante 15 min (5 min velocidad media, 10 min velocidad alta) utilizando un
homogeneizador (Ultraturrax, PRO Scientific, USA). Una vez obtenida la emulsion, ésta
se esteriliz6 a 121 °C por 15 min (Sosa-Castafieda et al., 2015). Consecutivamente, de las
soluciones bacterianas ajustadas (0.8 DO), se tom0 una alicuota del 1% (v/v) y se

inocularon en el medio de cultivo con LA, los cuales se dejaron incubar por 48 h a 37 °C.

5.4. Cuantificacion de CLA por el Método Espectrofotométrico

Para determinar la concentracion de CLA, de los cultivos de 48 h, se tomé 1 mL de
muestra, que fue centrifugado (4000 xg, 10 min, 4 °C); el sobrenadante se mezcl6 con 2
mL de isopropanol (~95%, grado A.C.S espectrofotométrico, Sigma-Aldrich).
Posteriormente, se adiciond 1.5 mL de hexano (~85%, Backer, grado HPLC). La mezcla
se centrifugd a 3000 xg por 20 min a 4 °C. Finalmente, se tomaron 700 pL de la fase
lipidica y se colocaron en una celda de cuarzo y se midié la absorbancia a 233 nm
(SpectraMaxM3 Molecular Devices, USA) (Barrett et al., 2007; Teran et al., 2015). Para
determinar la concentracién de CLA total de cada una de las cepas, se generd una curva
estandar con concentraciones diferentes (6.67, 10, 16.67, 20, y 25 pg/mL), utilizando
hexano como blanco. EI CLA se mezclo con caldo M17 y se mantuvo en agitacion durante

15 min.

41



5.5. Cuantificacion e Identificacion de CLA por Cromatografia de Gases

La concentracion de CLA se determind siguiendo la metodologia reportada por Park y
Goins (1994). Alicuotas de 1 mL de muestra fueron hidrolizadas con 5 mL de metoxido
de sodio (0.5 N) y 0.5 mL de cloruro de metileno, y los tubos fueron incubados en bafio
maria a 90 °C por 10 min. Posteriormente, los tubos fueron removidos y se dejaron enfriar,
se adicionaron 5 mL de trifluoruro de boro en metanol (14 %) incubandose nuevamente a
90 °C por 10 min. La extraccién de los &cidos grasos se llevd a cabo por la adicion de 5
mL de agua y 1 mL de hexano y se mezclaron durante 1 min, seguido de centrifugacion a

3000 rpm. La capa superior de cada muestra fue utilizada para la cuantificacién de CLA.

Para la cuantificacion de CLA se utilizéd un cromatografo de gases HP 5890 (Hewlett
Packard, PLA, CA, USA) equipado con un detector de ionizacién de flama (FID) y
columna capilar SP 2560 (100 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 um; Supelco, Bellefonte, PA,
USA), con 1 pL de los metil ésteres disueltos en hexano, que fue inyectado en modo Split.
Las condiciones que se establecieron para la cuantificacion de CLA fueron a una
temperatura inicial en el horno de 140 °C por 5 min, seguido por un incremento de
temperatura hasta 175 °C con incrementos de 10 °C/min, manteniéndola por 25 min.
Posteriormente, se increment6 hasta una temperatura final de 190 °C con aumentos de 2
°C/min, manteniéndola nuevamente por 30 min. Como gas acarreador se utiliz6 helio, a
una velocidad de 1.5 mL/min; siendo la temperatura del inyector de 250 °C y detector de

280 °C. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Como estandar interno se utiliz6 acido heptadecanoico (C17:0), adicionado a la muestra
a una concentracion final de 70 pg/mL. EI CLA de las muestras fueron identificados por
comparacion con los tiempos de retencion de los estandares 9(Z),11(E)-metil
octadecadionato y 10(E),12(Z)- metil octadecadionato (99% de pureza Sigma-Aldrich).
Ademas, se realiz6 una curva estandar con las siguientes concentraciones: 6.67, 10, 16.67,
23.33, 35 pg/mL.
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Adicionalmente, se calculd el porcentaje de conversion de LA a CLA utilizando la
siguiente formula (Gorissen et al., 2011; Teran et al., 2015; Villar-Tajadura et al., 2014).

CLA (%) = YCLA / (LA + YCLA) x 100

5.6. Disefio Estadistico

El disefio estadistico empleado fue un Disefio Completo al Azar con un analisis de
varianza de una via (ANOVA), la comparacion de medias se llevo a cabo por la prueba
de Tukey-Kramer, con un nivel de significancia de 95%. Los datos fueron analizados en

el programa estadistico NCSS 2007.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cuantificacion de CLA por el Método Espectrofotométrico

La concentracién de CLA total de cada una de las muestras se calcul6 de acuerdo a la
ecuacion obtenida a partir de la curva estandar (Figura 5), donde se observa que hay una
relacién lineal entre las concentraciones de CLA y la absorbancia, y la variabilidad de los

datos se explica en un 98%.
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Figura 5. Curva estandar de CLA por método espectrofotometrico.

La concentracion de CLA total de las cepas de Enterococcus spp., Se encontrd en un rango
de 7.89-20.88 pug/mL (Figura 6), siendo la cepa L45 la que mostro la mayor concentracion
de CLA (20.88 pg/mL), significativamente mayor que la cepa testigo Lactobacillus
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reuteri, y la cepa S18 fue que presentd la menor (p<0.05) concentracién de CLA (7.89
pg/mL). Por otro lado, la cepa més productiva para Lactobacillus spp fue la cepa J20 con
una concentracion de 20.86 pg/mL de CLA (p<0.05) con una concentracion mayor
(p<0.05) que la cepa testigo. Los resultados de concentracion obtenidos en este estudio
fueron menores a lo reportado por Dahiya y Puniya (2017) quienes encontraron

concentraciones de 19.5-71.5 pyg/mL.
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Figura 6. Concentracion de CLA por cepas de Enterococcus spp y Lactobacillus spp.
determinado por espectrofotometria. Literales diferentes muestran diferencia estadistica
(p<0.05) entre las cepas de estudio. Los datos representan la media + desviacion estandar
de n=3.
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En un estudio realizado por Ribeiro et al. (2018) reportaron que cepas de Enterococcus
faecalis que se cultivaron en caldo MRS y se incubaron durante 48 h, mostraron una
concentracion de 2.16-2.44 ug/mL de CLA, con porcentajes de conversion de 0.43-0.93%,
a partir de una concentracion de 0.5 mg/mL de LA. Sin embargo, este método de

cuantificacion no permite diferenciar entre los isbmeros de las muestras.

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos pueden atribuirse a la presencia de la
enzima LI, que ha sido identificada principalmente en cepas del género Lactobacillus spp.
y la efectividad de bioconversion de LA a CLA es dependiente de la capacidad de la

bacteria a sintetizar la enzima (Farmani et al., 2010).

Los factores que intervienen en la produccion de CLA son: concentracién de LA, tiempo
de fermentacion, tipo de cepa. Por ejemplo, la concentracion de LA empleada por Kumar
y Kumar (2017) fue de 0.5 mg de LA/mL adicionada en caldo MRS y con tiempos de
fermentacion de 48 h, mostré una mayor capacidad de conversion a CLA, mientras que,
en este estudio, una concentracion de 2 mg/mL presentd menor capacidad de conversion,
contrario a lo que ha sido reportado con anterioridad (Hernandez-Mendoza et al., 2009;
Sosa-Castafieda et al., 2015). Otros estudios sugieren que una alta concentracién de LA
puede afectar la estructura de la enzima, reduciendo el area de contacto entre la enzimay
el sustrato (Khaskheli et al., 2013); ademas, el método de cuantificacion no diferencia
entre el tipo de isomero, debido a que la determinacion se basa en la medicion del doble
enlace en el &cido graso (Rodriguez-Alcald et al., 2011). Uno de los factores, ademés de
tipo de cepa, tiempo de incubacion y cantidad de LA, es el método de extraccion. Al
respecto, un estudio demostrd que los porcentajes se ven influenciados por el tipo de
solvente utilizado en el proceso de extraccion. Por ejemplo, la extraccién con
cloroformo/metanol y hexano/2-propanol ha mostrado porcentajes de conversion de 88.3
y 85.6 %, respectivamente (Jung et al., 2006).
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Area (Abundancia relativa)

6.2. Cuantificacion de CLA por Cromatografia de Gases

En la Figura 7 y 8 se muestran las regresiones lineales de los isdbmeros c9, t11 y t10, c12.
Para el isomero c9, t11 se observa una relacién lineal y=0.0076x-0.0085 y los datos se
explican con el 99.79% de variabilidad. La ecuacion determinada para el isomero t10,c12
fue de y=0.0088x+0.0118 y un coeficiente de determinacion que explica el 99.81% de la

variabilidad de los datos.
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Figura 7. Curva estandar del isdbmero c9, tl1para la determinacion de CLA por cromatografia
de gases.
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Figura 8. Curva estandar del isomero CLA t10, c12 para la determinacion de CLA por
cromatografia de gases.

La produccion de CLA por Lactobacillus spp. fue de 28.5-31.18 pg/mL, siendo la cepa
J10 con la concentracion mas alta con 31.18 pg/mL de CLA (p<0.05), pero menor que la
cepa testigo, la cual presentd una concentracién de 42.12 pug/mL. La producciéon de CLA
por las cepas de Enterococcus spp fue de 9.06-34.54 pug/mL, siendo la cepa S18 la que
presento la mayor concentracion (p<0.05) y L45 la menos productiva. Lo cual difiere de
los resultados obtenidos por el método espectrofotométrico, donde la cepa L45 y J20
fueron las de mayor concentracion, y S18 y J10 con la menor capacidad de produccion
(Figura 9). Los valores mas bajos obtenidos, en relacion a la concentracion de CLA por el
método espectrofotométrico, podria deberse a que posiblemente no se logré una
extraccion eficiente del CLA contenido en las muestras, por lo que es necesaria la

estandarizacién de la extraccion.
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Comparando los resultados obtenidos en nuestro estudio con lo reportado por otros
estudios, donde se utilizaron cepas de Lactobacillus spp; Dahiya y Puniya (2018),
reportaron valores de 9.8-40.02 pg/mL a una concentracion de LA de 0.5 mg/mL, siendo

estos valores mayores a lo obtenido en el presente estudio.
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Figura 9. Concentracién de CLA por cepas de Enterococcus spp. y Lactobacillus spp.
determinado por cromatografia de gases. Literales diferentes indican diferencia estadistica
(p<0.05). Los datos representan la media + desviacion estandar de n=3.

Renes et al. (2017b), reportaron que a la misma concentracion de LA (0.5 mg/mL) y 48 h
de incubacion obtuvieron valores de CLA de 8.87-27.1 pg/mL. Por el contrario, a una
concentracion de 20 mg/mL se report6 una concentraciéon de 108 pg/mL a condiciones de
10 °C y 30 h de incubacidn en caldo MRS (Hernandez-Mendoza et al., 2009). Cuando se
utilizé como matriz leche adicionada con 0.5 mg/mL de LA, la concentracion de CLA fue
de 0.25-16.94 pug/mL (Teran et al., 2015), mientras que, a una concentracion de 20 mg/mL
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las concentraciones reportadas fueron de 0.26-50.9 pg/mL (Sosa-Castafieda et al., 2015).
Con los resultados reportados en los diferentes estudios y los obtenidos en esta
investigacion, la capacidad de conversion de LA a CLA es dependiente del tipo de cepa,
concentracion de LA, temperatura y tiempo de incubacién, debido a que, los estudios
reportan que a una mayor concentracion de LA, aun en leche, la capacidad de conversion
es similar e incluso mayor cuando la bacteria se incuba en medio de cultivo a una misma

concentracion de LA (Hernandez-Mendoza et al., 2009).

Para el género Enterococcus spp., pocos estudios han sido reportados. Por ejemplo, en un
en un estudio realizado por Kishino et al. (2002), quienes utilizaron la técnica de lavado
de células, la cepa Enterococcus faecium AKU 1021 reporté una concentracion de 100
ug/mL de CLA en caldo MRS adicionado con 0.06% de LA. Sin embargo, cuando la leche
es enriquecida con el 1% de aceite de soya hidrolizado y se inoculdé con la cepa
Enterococcus faecium M74 se obtuvo una concentracion de 630 pug de CLA/g del

compuesto lipidico (Xu et al., 2004).

6.2.1. Determinacién de los Isémeros de CLA

Las cepas que presentaron una mayor (p<0.05) concentracién del isémero c9, t11 fueron
S18 y S25, mientras que, para el isomero t10, c12 fue la cepa S18. Sin embargo, la cepa
mas (p<0.05) productiva para los dos isdmeros fue S18 con concentraciones de 17.33 y
17.21 pg/mL a 48 h de incubacion, pero menor (p<0.05) con respecto a la cepa testigo.
Las cepas de Lactobacillus spp. presentaron un valor para c9, t11 de 15.73-17.33 pg/ mL
y del isébmero t10, c12 fue de 12.77-13.85 pg/ mL, siendo la cepa de Lactobacillus
fermentum J10 la mas productiva (p<0.05) para ambos isomeros, pero menor (p<0.05) que

la cepa testigo (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de isomeros de CLA por cepas de Enterococcus spp y cepas de
Lactobacillus fermentum. Literales minGsculas diferentes representan diferencia
estadistica (p<0.05) entre cepas para el isomero c9, t11; literales mayusculas diferentes
representan diferencia estadistica (p<0.05) entre cepas para el isomero t10, c12. Los datos
representan la media + desviacion estandar de n=3.

Las cepas de Lactobacillus spp de estudio mostraron una mayor concentracién del isomero
c9, t11. Sin embargo, las cepas de Enterococcus spp biosintetizaron el isémero 9, t11y
t10, c12 en proporciones similares. La cepa L45 produjo en mayor cantidad el isémero c9,
t11.

En un estudio realizado por Teran et al. (2015) para cepas de diferentes géneros,

encontraron una proporcion de 1:1 para la concentracion de los dos isomeros c9, t11: t10,
c11 con un tiempo de fermentacion de 48 h. Mientras que Xu et al. (2004) reportaron que
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la concentracion de los isomeros incrementd de 24 a 48 h de incubacion, con lo cual
demostraron que la concentracion de CLA es dependiente de la cepa y de la fuente lipidica.
Kishino et al. (2002) reportaron una relacion de isomeros c9, t11 0 t9, c11y t9, t11 (40:60)
ug/mL a las 72 h de fermentacion, para diferentes cepas de Enterococcus spp. Mientras
que, para Lactobacillus sakei LMG 13558 en caldo MRS, a medida que transcurre el
tiempo de fermentacion, cambia la concentracion de los isémeros, teniendo su
concentracion maxima de 30 ug/mL a 48 h de incubacion. El isomero t9, t11 CLA alcanzé

su mayor concentracion (20 ug/mL) a las 48 h de fermentacion (Gorissen et al., 2011).

Renes et al. (2017b) reportaron valores de 5.79-23.73 pg/ mL para el isdbmero ¢9, t11, y
3.08-5.35 pg/ mL del isomero t10, c12 de CLA, para cepas de Lactobacillus spp.,
sugiriendo que las enzimas especificas para la bioconversion de los isomeros, podrian

verse afectadas por la concentracion de otros isomeros, o incluso por el pH.

6.2.2. Porcentajes de Bioconversion de LA a CLA

Las cepas de Enterococcus spp. tuvieron una conversion de LA a CLA total de 0.26-
0.58%, inferiores (p<0.05) a la cepa testigo, que presenté 0.73 %. Las cepas de
Enterococcus spp. S18, S24 y S29 mostraron un porcentaje de conversion igual (p>0.05)
de CLA entre ellas y representan el valor mas alto (p<0.05). La cepa con menor (p<0.05)
porcentaje de conversion fue L45 (Tabla 3). Las cepas de estudio Lactobacillus J10 y J20
mostraron porcentajes significativamente iguales de conversion de CLA total de 0.57 y
0.58%, respectivamente; sin embargo, fueron menores (p<0.05) a lo obtenido por la cepa
testigo. El porcentaje de conversion total de CLA de estas dos cepas fue igual (p>0.05)
con respecto a Enterococcus spp. (S18, S24, S29).

En otros estudios se han reportado porcentajes de bioconversién para cepas de los géneros

Lactobacillus, Lactococcus y Bifidobacterium spp., con valores de 0.07-14.14 % (Teran
et al., 2015). Mientras que, para cepas especificas de Bifidobacterium spp. el rango es de
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Tabla 3. Porcentaje de conversion de LA a CLA de las cepas de estudio.

Porcentaje de conversion (%)

Cepas c9,t11 t10,c12 CLA Total
L.r 0.39+0.022  0.34+0.012 0.73+0.032
J10 0.29+0.02®  0.28 +0.01® 0.57 +0.02%
J20 0.29+0.05°  0.29 + 0.05% 0.58 + 0.10%
S18 0.25+0.02°°  0.29 +0.01® 0.53 +0.03%
S24 0.27+0.01°> 0.31+0.01® 0.58 + 0.01%
S25 0.24 +0.01° 0.27 +0.01° 0.50 + 0.03°
S29 0.27 +£0.11°°  0.31+0.11% 0.57 £ 0.21%
L45 0.13 + 0.00¢ 0.13 +0.00° 0.26 + 0.00°

Literales diferentes en la misma columna representan diferencia estadistica entre cepas
(p<0.05).

29.6-41.6 % (Villar-Tajadura et al., 2014). Para el caso de cepas especificas de
Lactobacillus spp., se reportan valores de conversion de CLA de 1.6-4.6% cuando se uso
1% de indculo en medio MRS adicionado con 0.5 mg/mL de LA, y 72 h de incubacién,
reportandose la presencia de tres isomeros (c9, t11; t10, c12 y t9, t11) (Gorissen et al.,

2011).

Los porcentajes de conversion del isémero ¢9, t11 oscil6 entre 0.13-0.27% para cepas de
Enterococcus spp.; estas cepas mostraron una conversion igual (p>0.05), excepto la cepa
L45 que presentd el menor (p<0.05) porcentaje de conversion. Ribeiro et al. (2018) en
cepas de Enterococcus spp aisladas de queso artesanal Pico, presentaron porcentajes de
conversion de 0.43-0.93% para el isomero ¢9, t11, siendo valores superiores a lo reportado

en este estudio.

Los porcentajes de conversion del isomero 9, t11 para las dos cepas de Lactobacillus spp,
fueron menores (p<0.05) que la cepa testigo y no mostraron diferencia significativa al
menos con tres cepas de Enterococcus spp. En otros estudios con cepas de Lactobacillus
spp., se han reportado porcentajes de conversion de 0.42-37.78% del isémero c9,t11
(Yang et al., 2014), valores mayores a lo encontrado en este estudio, a una mayor

concentracion de LA.
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En este estudio, los porcentajes de conversion para el isomero t10, c12 para el caso de
cepas de Lactobacillus J10 y J20 fueron de 0.28 y 0.29%, respectivamente. Al respecto,
Yang et al. (2014) reportaron valores de conversion de 0.47-6.35% para este mismo
isdbmero a partir de diferentes cepas de Lactobacillus spp. y de una concentracion de 0.55
mg/mL de LA. Los porcentajes de conversion del isdbmero t10, c12 para cepas de
Enterococcus spp. varié entre 0.13-0.31%, siendo las cepas S29, S24 y S18 las que
presentaron el porcentaje mas alto de conversion, pero no mostraron diferencia
significativa (p>0.05). La cepa que mostré el menor (p<0.05) porcentaje de conversién
fue L45 con 0.13% (Tabla 3).

En la Figura 11 se muestran los tiempos de retencién del LA y de los isdmeros respectivos.
En la Figura 12 y 13, se muestra el cromatograma de Lactobacillus fermentum J10 y
Enterococcus spp., donde se observa &cido linoleico y los dos isdmeros, donde no se

marcan diferencias en las areas de cada una de las cepas.
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Figura 12. Representacion de los isomeros de CLA producidos por Lactobacillus fermentum J10.
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7. CONCLUSIONES

Todas las cepas de estudio, pertenecientes a los géneros Enterococcus spp. y Lactobacillus
spp., mostraron capacidad de biosintetizar CLA a partir de un medio de cultivo
enriquecido con LA, lo cual fue demostrado con el método espectrofotométrico y por
cromatografia de gases; sin embargo, la diferencia en concentracion de CLA por ambos
métodos sugiere la necesidad de estandarizar los procesos de extraccion del método
espectrofotométrico para lograr una mayor precisién en la cuantificacion de dicho
compuesto.

Los resultados sugieren que todas las cepas de estudio presentan el potencial de poder
producir CLA y que las cepas de Enterococcus spp S18 y S25 pueden ser consideradas
con potencial a nuevos estudios para correlacionar con efectos en la salud y poder
conformar cultivos microbianos disefiados tecnolégicamente para producir CLA.
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