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y protocolos de produccién de leche y derivados de alto valor nutricional

Capitulo 4

LIPIDOS BIOACTIVOS EN
PRODUCTOS LACTEOS'

INTRODUCCION

En la actualidad, las recomendaciones dietéticas reconocen que la leche y los productos
lacteos son una excelente fuente de nutrientes esenciales (ej: calcio, potasio,
magnesio, zinc, riboflavina, vitamina A, folato, vitamina D y proteinas de elevada calidad
nutricional), asi como un vehiculo ideal de componentes bioactivos que pueden aportar
beneficios para la salud humana (Collomb et al., 2006; Hur et al., 2007). No obstante, se
insiste en la recomendacion de un consumo preferente de productos lacteos desnatados
o con reducido contenido en grasa. Sin embargo, durante los Ultimos afios se han
realizado investigaciones que han dado lugar a un niimero creciente de publicaciones,
encaminadas a reconsiderar la significativa actividad bioldgica de los 4cidos grasos
presentes en la leche, en relacién con la salud humana (German y Dillar, 2006; Akaln
et al., 2006; IDF, 2007, Steijns, 2008; Lecerf, 2008; Parodi, 2009). En consecuencia,
actualmente estamos asistiendo a un proceso de revalorizacion de la imagen de la grasa
lactea, detectandose un creciente interés en todos aquellos aspectos que se refieren a
los lipidos lacteos como fuente de ingredientes bioactivos y funcionales cuyo consumo
aporta beneficios para el mantenimiento de la salud y la prevencién de enfermedades
cronicas en humanos. En particular, cabe destacar la reconocida actividad del acido
linoleico conjugado (CLA) en la inhibicion del cancer, aterosclerosis y mejoramiento de
las funciones inmunoldgicas (Parodi, 2005).

Con vistas a potenciar la actividad y por tanto los beneficios del consumo de estos
compuestos lipidicos, en el laboratorio Instituto de Investigacion en Ciencias de la
Alimentacién (CIAL) CSIC-UAM se llevan a cabo estudios dirigidos a incrementar su
contenido de forma natural en productos lacteos enriquecidos, o bien su aislamiento
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para posterior utilizacion como ingredientes funcionales. El conocimiento en profundidad
de los mecanismos que regulan los contenidos de estos componentes con actividad
biolégica y el efecto potencialmente beneficioso de su consumo, es esencial para
incrementar el valor afadido de los productos lacteos.

Estudios de meta-analisis recientes (Elwood et al., 2010) indican que el consumo de
leche y productos lacteos tiene una incidencia positiva en la salud al disminuir el riesgo
sobre las enfermedades cardiovasculares (CVD) y en lo que a la grasa lactea respecta,
no existe ninguna evidencia cientifica clara que demuestre que su consumo moderado
tenga incidencia negativa sobre las CVD (Steijns, 2008). Asi, conviene indicar que a pesar
del elevado contenido en 4cidos grasos saturados (AGS, 65%) de la grasa lactea, solo
la fraccién correspondiente a los acidos latrico (C12), miristico (C14) y palmitico (C16),
podria considerarse desfavorable, si se produce un consumo excesivo (Legrand, 2008).
El acido estedrico (C18) es considerado neutro desde la perspectiva de la salud humana,
aunque sin duda es tan efectivo para reducir el colesterol plasmatico como el acido
oleico (C18:1), también presente en grasa lactea en concentraciones altas (15-23%). La
exclusiva presencia en grasa lactea de AGS de cadena corta, butirico (C4), caproico (Cé)
y de cadena media, caprilico (C8) y caprico (C10), no ejerce efecto sobre los niveles del
colesterol en sangre (Parodi, 2004). El acido butirico, ha sido descrito como un agente
antitumoral por inhibir el crecimiento y la diferenciacion de células tumorales de prostata,
mama y colon, asi como por favorecer su apoptosis en animales de experimentacion
(Hassig et al., 1997; German, 1999). El acido butirico parece ademés actuar de forma
sinérgica con otros componentes de la dieta como resveratrol y retinol o farmacos
especificos utilizados para el tratamiento de la hipercolesterolemia, por lo que
no serfan necesarias concentraciones plasmaticas muy elevadas para proporcionar un
efecto beneficioso. Por otro lado, para los acidos C6, C8 y C10 se han descrito
actividades antibacterianas y antiviricas tanto en ensayos in vitro como en animales de
experimentacion (Thormar et al., 1994; Hilmarsson et al., 2006). Ademas, la presencia de
estos 4cidos grasos de cadena corta y media, favorece el punto de fusién mas bajo a la
grasa lactea, lo que la confiere diferentes propiedades quimicas y fisicas frente a otras
grasas animales saturadas, afectando de manera positiva su digestibilidad y favoreciendo
su biodisponibilidad.

Por Ultimo, sefialar que la grasa lactea es la principal fuente de CLA de nuestra dieta. El
CLA consiste en una mezcla de isémeros posicionales y geométricos del acido linoleico,
que, como se ha indicado, destacan por su elevado potencial como promotores de salud
humana. El principal isomero de CLA es el 4cido ruménico (C18:2 cis-9, trans-11, RA)
que se forma en el rumen a partir del acido linoleico (cis-9, cis-12 C18:2) presente en
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la dieta de los animales. El precursor fisiolégico del CLA es el acido vacénico (trans-11
C18:1, TVA) ya que aproximadamente el 90% del isémero cis-9, trans-11 CLA de la grasa
de leche se produce por via endégena en la gldndula mamaria, con la participacién de
la D-9-desaturasa a partir del TVA (Kay et al., 2004; Bauman et al., 2006). Desde los
primeros estudios que demostraban el efecto anticancerigeno del CLA (Ha et al., 1987),
y en particular del isémero mayoritario cis-9, trans-11 C18:2, ha constituido el objetivo de
multitud de estudios que determinan sus propiedades bioquimicas y fisioldgicas (Parodi,
2009).

LA GRASA LACTEA COMO FUENTE DE CLA

Se ha demostrado que el contenido de CLA en la leche puede diferir no sélo segin la
especie de rumiante sino entre razas e individuos dentro de la misma raza. Entre estos
factores fisiologicos o genéticos, la actividad A-9 desaturasa ha sido el mas investigado
en los ultimos afios (Palmquist, 2005). En este sentido, se sabe que son los lipidos
aportados con la dieta los que juegan un papel clave como moduladores de la
composicion de éacidos grasos de la leche de rumiantes y por tanto, representan una
herramienta practica para alterar de forma natural el rendimiento y la composicién de
la grasa lactea (Sanz Sampelayo, et al. 2007; Chilliard et al., 2007). Ademas, dentro del
desarrollo de estrategias para aumentar el contenido en CLA de la grasa lactea, resulta
esencial el conocimiento de los procesos metabdlicos implicados, como son la lipolisis,
la biohidrogenaciéon de los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) que tienen lugar en el
rumen y de la desaturacion de vacénico y otros 4cidos grasos en glandula mamaria.
(Fuente y Juarez 2004; Luna et al., 2005; Jenkins y McGuire, 2006). Asi, el empleo de
fuentes dietéticas ricas en AGPI permite obtener productos de origen animal cuya grasa
es mas insaturada aunque, la utilizacién de estos suplementos en algunas raciones puede
alterar el proceso de fermentacion ruminal y afectar negativamente al rendimiento
productivo de los animales (Gonthier et al., 2005). En este contexto, la modificacion
de la dieta basal del ganado y sobretodo la suplementacion lipidica de la misma, es decir
la relacién suplemento forraje, han sido objeto de exhaustivos estudios (Stanton et al
2003; Bauman et al., 2006, Shingfield et al., 2008; Toral et al., 2010).

Por otro lado han surgido numerosos trabajos de investigacion que pretenden
incrementar los niveles de los acidos eicosapenatenoico (EPA) y docosahexanoico (DHA)
de forma natural utilizando suplementos de origen marino (Castafieda-Gutierrez et al.,
2007, Abu Ghazaleh et al., 2009). Sin embargo, su interés practico resulta limitado dado
el elevado costo de estos sustratos lipidicos y la posible limitacion de las legislaciones
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alimentarias a la utilizacion de estos compuestos. Diversos estudios concluyen que los
mejores resultados se obtienen cuando se suplementa con fuentes lipidicas (aceites y
semillas) de alto contenido en linoleico y a- linolénico (lino, girasol y soja) y pastos verdes.
Otra estrategia empleada para mejorar las caracteristicas nutricionales de la grasa lactea
consiste en su sustitucion por aceites vegetales o grasas enriquecidas en dcidos grasos
omega-3 (Luna et al., 2004). Se logra asi un descenso de los acidos grasos saturados a
expensas de un aumento de los AGMI y AGPI, muy favorable desde el punto de vista
funcional. En la actualidad, ya se comercializan lacteos enriquecidos en omega-3, con
elevados niveles de EPA y DHA. Existe un amplio abanico de productos que presentan
alegaciones nutricionales relacionadas con los AGPl omega-3 (Shahidi et al., 2008) o la
sustitucion con aceites ricos en CLA (Rodriguez-Alcald y Fontecha, 2007).

EFECTOS BIOLOGICOS DEL CLA

La informacién disponible en la bibliografia cientifica sobre los efectos anticancerigenos,
antiaterogénicos del CLA (principalmente el isémero cis-9, trans-11 C18:2), asi como un
gran nimero de otros efectos potencialmente beneficiosos para la salud, es muy extensa.
Estos efectos estan ampliamente descritos en experimentacién con animales y en
estudios in vitro con cultivos celulares, sin embargo, las evidencias en investigacion con
humanos son contradictorias y en muchos casos no permiten establecer una asociacion
clara entre el consumo de CLA y su efecto biolégico. Ello pudiera deberse a factores tales
como las elevadas dosis empleadas con animales, diferencias metabdlicas asociadas a la
especie, el protocolo empleado o el empleo de isémeros puros o de mezclas sintéticas
de isomeros (Benjamin et al., 2009, Park y Pariza, 2007).

Ademads del acido ruménico, otros isémeros de CLA también se han asociado con
diversos procesos metabolicos relacionados con la salud. Asi el isémero trans-10, cis-
12 C18:2, ha alcanzado una gran relevancia por promover la pérdida de peso corporal
(Belury et al., 2007), aunque podria ser también causante de la disminucién en los niveles
de glucosa e incrementos de resistencia a insulina plasmatica (Riserus 2002; Khanal y
Dhiman, 2004). El cis-9, cis-11 C18:2 ha sido ensayado en cultivos celulares de cancer
de mama y parece comportarse como un agente bloqueador de estrégeno humano,
mientras que el trans-9, trans-11 C18:2 parece ejercer un potente efecto inhibidor del
crecimiento de células de céncer de colon. Otras investigaciones utilizando muestras
lacteas ricas en CLA, encontraron efectos positivos en la incidencia de cancer de
mama y colorectal en mujeres (Aro et al., 2000, Knekt et al., 1996, Larsson et al., 2005). En
los trabajos llevados a cabo en nifios obesos o con sobrepeso en donde se administraban
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batidos lacteos o capsulas con concentraciones de CLA de 3 a 4,2 g/dia de Ruménico y
C18:2 trans-10, cis-12 en proporcion 1:1, encontraron disminuciones en la acumulacion
de grasa corporal, yno registraron variaciones en los niveles de glucosa e insulina en
sangre (Racine et al., 2010). Actualmente existen dos teorfas propuestas para explicar
los efectos bioldgicos del CLA (Wall et al., 2008). La primera sostiene que los isémeros
de CLA disminuyen las concentraciones del &cido araquidénico en los fosfolipidos
de las membranas celulares, actuando a nivel de los sefializadores celulares como los
eicosanoides. Esta podria ser la explicacion del incremento en los niveles de IgA e IgM
y marcadores de inflamacion observados en mujeres con dosis de 1,1-3 g/dia (Kwak et
al., 2009) o de anticuerpos de hepatitis B en hombres al administrarse 1,7 g/dia durante
12 semanas (Albers et al., 2003). La segunda hipdtesis, sitta al CLA como regulador de
genes implicados en el metabolismo lipidico, apoptosis, funciones del sistema inmune
y balance energético, ademés de poder suprimir la expresion de genes de factores de
inflamacién (Akahoshi et al., 2004).

Estudios llevados a cabo en humanos empleando aceites de alto contenido en CLA o
mezclas de isdmeros concluyen que el consumo de 6 g/dia durante 1 afio y de 3 g/dia
durante 2 afios no presenta efectos adversos en la salud del consumidor, lo que ha llevado
a la FDA a conferir la clasificacion GRAS a los aceites ricos en CLA obtenidos por sintesis
quimica siempre que la dosis administrada sea de 1,5 g/toma (FDA, 2007). A pesar de
ello existe un intenso debate en torno a la seguridad del consumo de CLA y diversas
revisiones y trabajos de investigacion ponen de manifiesto que aun a las dosis seguras
propuestas, se puede producir estrés oxidativo, incrementos en las relaciones LDL/HDL y
colesterol total/HDL, hepatotoxicidad y resistencia a insulina apuntando al isémero C18:2
t10, ¢12 como principal responsable (Tricon et al., 2006; Silveira et al., 2007; Ramos et
al., 2009). Un estudio reciente, empleando dosis de 4,25 g/dia de isémeros individuales y
mezclas 1:1 de RA'y C18:2 110, c12 reportd que este ultimo &cido graso puede producir
alteraciones en la expresion de genes relacionados con el metabolismo de la glucosay la
produccion de insulina y que segtin los autores contribuye a explicar otros trabajos previos
donde se relaciona el CLA con la induccién de diabetes (Herrmann et al., 2009). Asi pues,
la informacién existente hasta la fecha muestra le necesidad de continuar avanzando en
los estudios clinicos sobre el CLA que permitan aclarar las contradicciones existentes.

BACTERIAS PRODUCTORAS DE CLA

La presencia de CLA en productos procedentes de rumiantes se debe, como se ha indicado
anteriormente, a que es un intermediario metabdlico del proceso de biohidrogenacion
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de los écidos grasos de la dieta (Hennessy et al., 2009). Este proceso se realiza por la
accion de la isomerasa del acido linoleico que poseen las bacterias del rumen Butyrivibrio
fibrisolvens y Megasphaera elsdenii (Jouany et al., 2007). Por tanto, una posible estrategia
para incrementar el contenido de CLA en productos lacteos fermentados es el empleo
de bacterias lacticas con capacidad para transformar AGPI 'y producir CLA. En los Ultimos
afios se han descrito diferentes bacterias lacticas y probidticas como Lactobacillus,
Lactococcus, Propionibacterium y Bifidobacterium que producen incrementos notables
de CLA cuando se afade 4cido linoleico como sustrato (Alonso et al., 2003; Ogawa et
al., 2005; Sieber et al., 2004; Wang et al., 2007). Las razones de por qué las bacterias
podrian transformar el 4cido linoleico a CLA no estan del todo claras, y se ha sugerido
que esta conversion puede ser un mecanismo de detoxificacion. Se ha determinado que
el méximo de produccién de CLA cis-9, trans-11 por las bacterias lacticas se genera en
las primeras 24 horas de incubacion, mientras que en una fase estacionaria tardia, la
conversion se transforma en trans-9 trans-11 CLA (Coakley et al., 2003). Un estudio
reciente realizado en nuestro laboratorio a partir de 22 bacterias probidticas, cinco de
ellas, pertenecientes a los géneros Lactococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium, fueron
capaces de producir CLA en leche desnatada utilizando acido linoleico como sustrato
(Rodriguez-Alcala et al., 2011). En otros estudios se ha observado que Bifidobacterium
breve LMC 017 y LMC 520 convierten eficientemente el sustrato monolinoleina en
CLA con la ayuda de proteinas “carriers”, que facilitan la interaccién del sustrato con
la bacteria. Asi, se demuestra la posibilidad de utilizar esta cepa en la producciéon de
yogur enriquecido en CLA (Chung et al., 2008; Choi et al., 2008). Igualmente se ha
estudiado la produccion de CLA con co-cultivos binarios de L. acidophilus, L. bulgaricus,
L. rhamnosus y B. lactis con Streptococcus thermophilus y distintos prebidticos como
maltodextrina, oligofructosa y polidextrosa en leche fermentada. La mayor produccién
de CLA (38% mas que el cultivo control) se encontré en una leche fermentada por S.
thermophilus, L. acidophilus adicionada de maltodextrina (Oliveira et al., 2009). Por otro
lado, la cantidad de CLA puede ser incrementada no sélo mediante su ingesta directa
sino también mediante la incorporacién a nuestra flora intestinal de bacterias lacticas
con alta capacidad para producir CLA. Recientemente se ha observado un aumento del
isémero cis-9 trans-11 CLA en los higados de ratones y cerdos después de un tratamiento
dietético en el que se les suministraba oralmente la bacteria B. breve NCIMB 702258
combinada con &cido linoleico. Este trabajo sugiere que la microbiota influye en la
composicion grasa del hospedador y puede ser manipulada por la administracion oral de
microorganismos productores de CLA (Wall et al., 2009).
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LIPIDOS LACTEOS BIOACTIVOS PRESENTES EN LA MEMBRANA
DEL GLOBULO GRASO

En la leche, la membrana del glébulo graso estd compuesta principalmente de lipidos y
proteinas de las células epiteliales de la glandula mamaria de la que proceden. Incluyen
cantidades significativas de fosfolipidos (PLs) y colesterol. Aunque los PLs constituyen
un porcentaje pequefio de los lipidos totales (0,5-1% en leche de vaca y 0,3% en leche
humana) estan implicados en el metabolismo celular debido a su caracter lipofilico e
hidrofilico. Entre los PLs presentes en el glébulo graso, destacan la fosfatidilcolina (PC)
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilserina (PS). La mayoria de
los esfingolipidos en la leche son glucoceramidas (GluCer), lactosilceramida (LacCer)
y esfingomielina (SM) (Rombaut y Dewewettinck 2007). Ultimamente estos compuestos
han adquirido especial importancia ya que parecen desarrollar importantes funciones
como agentes activos para reducir del riesgo de CVD, frente al cancer de colon, frente
a patdgenos gastrointestinales y frente a enfermedades como Alzheimer, depresién, y
estrés (Spitsberg, 2005). Todo ello ha permitido considerar la membrana del glébulo
graso como un potencial nutraceutico.

Entre los fosfolipidos (PLs) lacteos destacan las esfingomielinas, que representan un tercio
de los PLs de leche bovina y un 38% de leche humana. Su actividad esta relacionada con
la regulacion de la absorcion de colesterol por las membranas de células intestinales
inhibiendo su absorcién (Ohlsson et al., 2010), y se ha comprobado ademas que cuando
la esfingomielina es incluida en la dieta incluso al 0,1 %, reduce significativamente la
absorciéon de colesterol en ratones. Otros esfingolipidos, incluyendo a cerebrésidos,
globdsidos y gangliésidos asi como a sus productos de digestion (ceramidas y
esfingosinas) actian en la regulacién celular y en los indicadores plasmaticos ya que
reducen el LDLy elevan el HDL-colesterol en suero, asi como en el mantenimiento de la
estructura de la membrana (generan “microdominios”), pues modulan la actividad de
algunos receptores (factor de crecimiento), y sirven como centros de unién para algunos
microorganismos, toxinas microbianas y virus. Se ha comprobado que el consumo de
esfingolipidos inhibe estados tempranos de cancer de colon, en ratones y las ceramidas y
otras esfingoformas regulan el crecimiento celular, su diferenciacion y apoptosis teniendo
un importante papel en la inhibicién de ciertos procesos de oncogénesis debido a
que acttan como segundo mensajero en la sefializacion celular. Todo esto avala a los
esfingolipidos como componentes con una elevada actividad funcional en alimentos.

No obstante, la fraccién de PLs no estd suficientemente estudiada y en la industria
alimentaria se utilizan como emulsionante, formando complejos con proteinas, en la
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mejora de matrices y en el caso de las ceramidas se usan principalmente en la industria
cosmética. Los PLs también tienen un papel importante en la calidad de los productos
lacteos durante su procesamiento (Rodriguez-Alcald y Fontecha, 2010a), y parecen actuar
como precursores del sabor debido al alto contenido en AGPI.

OXIDACION LIPIDICA EN LACTEOS ENRIQUECIDOS CON AGPI

Existe actualmente una gran tendencia a suplementar alimentos, especialmente
productos lacteos con AGPI, debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, que
han sido demostradas en numerosos estudios clinicos y epidemiolégicos (Ruxton et al.,
2007; Moghadasian et al., 2008). La principal desventaja del enriquecimiento con AGPI
es su elevada susceptibilidad a la oxidacion, ya que los compuestos de oxidacion
originados proporcionan olores y sabores no deseados, con umbrales de deteccién
muy bajos. Ademas, el efecto de los compuestos oxidados en el organismo podrian
contrarrestar los efectos beneficiosos aportados por los AGPI de los que provienen.
Los productos lacteos per se son sustratos estables frente a la oxidacion por el elevado
contenido de AGS que poseen, pero al adicionar estos AGPI, la estabilidad oxidativa
cambia. La percepcion de olores y sabores no deseados provocados por la oxidacion se
produce muy rapidamente y la deteccién de esta pérdida de propiedades sensoriales es
uno de los motivos de rechazo del producto por parte del consumidor.

Los métodos mas utilizados para evaluar la oxidacion en productos lacteos
fortificados con AGPI w-3 son el anélisis sensorial, la determinaciéon de compuestos
volatiles y el indice de perodxidos. Este tltimo es el método mas utilizado para controlar la
oxidacion lipidica en los aceites ya que pueden ser analizados directamente, en cambio
en los alimentos es necesario el paso previo de la extraccion lipidica. La determinacion
de los compuestos volatiles esta muy extendida, una de las mas utilizadas consiste
en una microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (HS- SPME) acoplada
a cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas (GC-MS). Se han
conseguido identificar los principales compuestos volatiles en leches enriquecidas con
aceite de pescado y muestran una buena concordancia con la determinacién del indice
de perdxidos y la evaluacion sensorial (Jiménez-Alvarez et al., 2008). La cuantificacion
de los compuestos de oxidacion no volatiles, los triglicéridos oxidados, constituye
otra medida muy Util para evaluar la oxidacion en este tipo de productos. La combinacion
de la cromatografia de adsorcion y exclusion molecular (SPE-HPSEC) permite la
determinacién de los triglicéridos que hayan sufrido oxidacién en alguno de sus
restos acilo (Dobarganes et al., 2000). Estudios realizados en nuestro laboratorio con
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diferentes leches comerciales enriquecidas en AGPl w-3, siguiendo esta metodologia,
mostraron aumentos significativos en los niveles de triglicéridos oxidados cuando se
alcanzé la fecha de caducidad (Martinez- Garcia et al., 2010). Aunque la leche es uno
de los sustratos mas empleados, otros productos como yogures, leches fermentadas,
quesos, natas y mantequillas han sido también enriquecidos con AGPI. El yogur fue
uno de los sustratos que menor alteracion sensorial sufrié después de la adicion
de aceite de pescado. Otros autores han mostrado que no se producen cambios en la
composicion de acidos grasos o en el perfil de volatiles en leches fermentadas y yogures
enriquecidos en AGPl w-3 (Luna et al., 2004). Por ello, es conveniente tener en cuenta
en estos productos las diferentes condiciones que se aplican en la industria durante el
procesamiento (como la temperatura y tiempo de homogeneizacion y esterilizacion)
ademas de la temperatura y tiempo de conservacién podrian provocar una oxidacion
mas importante que la observada por métodos tradicionales.
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