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NOVEDOSO DESARROLLO BIOTECNOLOGICO

Alimentos con menos colesterol

Investigadores del Conicet y de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA desarrollaron un
microorganismo unicelular (Tetrahymena) que al ser incorporado a alimentos como la leche y el huevo
les reduce el colesterol en un 90 % transformandolo en provitamina D.
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Numerosos estudios epidemioldgicos realizados en todo el mundo han demostrado que el
alto consumo de grasas saturadas y de colesterol estan intimamente relacionados con la
incidencia de ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares [1].

Tradicionalmente, una de las herramientas mas efectivas para reducir el riesgo de
padecer estas enfermedades ha sido el cambio en los habitos alimentarios, tendiendo
siempre a reducir el consumo de alimentos ricos en grasas saturadas y colesterol e
incorporar en la dieta acidos grasos mono y poli-insaturados, ya que éstos cumplen un rol
importante en la prevencién de estas enfermedades cardiovasculares [2].

Tanto la leche como sus derivados son componentes importantes de la alimentacion
humana. Proveen de calcio, fosfato, aminoacidos, vitaminas, carbohidratos y otros
compuestos en forma y cantidades adecuadas para la nutricion [3]. Sin embargo, estos
productos son ricos en colesterol y pobres en contenido de acidos grasos poli-
insaturados, lo que constituye una importante desventaja. Otro de los alimentos naturales
mas completos en nutrientes esenciales para una dieta balanceada como el huevo es
utilizado ampliamente como ingrediente en una gran variedad de productos alimenticios y
al igual que la leche, su desventaja principal es el alto contenido de colesterol, y en forma
menos frecuente la hipersensibilidad causadas por sus proteinas.

Esto ha llevado a industrias alimentarias asi como también a investigadores a la
busqueda de desarrollos e innovaciones con el objetivo comun de reducir el colesterol en
estos alimentos.

En la actualidad no se dispone de un procedimiento simple, econdmico y selectivo para la
eliminacién del colesterol en los alimentos ya que todos los métodos propuestos poseen
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algunas desventajas: son econdmicamente impracticables, como la extraccién con
solventes o el uso de fluidos supercriticos [4]; son inespecificos, pues eliminan la totalidad
de los lipidos, incluyendo vitaminas liposolubles, acidos grasos insaturados y cofactores,
como el desnatado y el agregado de ciclodextrinas [5]; de variada efectividad, como es el
agregado de fitosteroles, que disminuyen la absorcion intestinal de colesterol entre 5y 20
% [6].

Por estos motivos, los productos de origen animal tienen severas limitaciones para su
utilizacion en la elaboracion de productos saludables. Este problema afecta
fundamentalmente a la industria lactea, incluyendo la elaboracién de quesos, manteca,
derivados de huevo, y favorece el empleo de derivados menos sabrosos y nutritivos como
la margarina, que posee acidos grasos trans, altamente aterogeénicos.

El cultivo de la leche con varios microorganismos para aumentar sus efectos beneficiosos
es de particular importancia en el desarrollo de la industria alimentaria. Estos tipos de
productos mejorados (probidticos) atraen cada vez mas al publico en busca de dietas mas
naturales [7]. De esta forma estda aumentando la demanda de microorganismos nuevos y
mas versatiles. El ciliado Tetrahymena thermophila es un protozooario de vida libre, no
patdgeno, el cual crece con tiempo de generacién corto (1,4 hs.) [8]. Posee varias
peculiaridades de interés para la aplicacién en procesamientos de alimentos. Estas
incluyen la habilidad de bioconvertir colesterol a B7-dehidrocolesterol (provitamina D3) y
D7,22-dehidrocolesterol, un analogo cercano al ergosterol (provitamina D2), la
biotransformacion es realizada por dos enzimas: la C7 y la C22-colesterol desaturasa
figura 1, [9]. Este ciliado posee también la habilidad de desaturar acidos grasos saturados
preformados, convirtiéndolos a mono y poli-insaturados, como la conversion de acido
estearico (18:0) a acido linoleico (18:3, n-6) [10]. Otra aspecto benéfico del protozoario es
la secrecion de altas cantidades de enzimas hidroliticas al medio extracelular, las cuales
podrian servir para predigerir componentes complejos de varias fuentes alimenticias [11],
dentro de estas hidrolasas se encuentran enzimas lipoliticas como la fosfolipasa C,
fosfolipasa A1 y la triacilglicerol lipasa, las cuales participarian en el proceso de remocién
del colesterol [12].

La bateria enzimatica de Tetrahymena es potencialmente util para tratar la leche o el
huevo con el objetivo de reducir el colesterol y simultdneamente aumentar la provitamina
D. Podria también proveer acidos grasos esenciales y digerir proteinas. Con este fin,
hemos investigado como cultivos de Tetrahymena pueden ser utilizados para el
tratamiento de estos importantes alimentos.

Un importante rol de la provitamina D3 es ser el precursor del calcitriol, la hormona que
controla la absorcion y excrecion del calcio en el organismo. La conversion de esta
provitamina a calcitriol involucra la apertura de la molécula por luz UV, seguido de la
hidroxilacion en posicion 1y 25 de la misma. La carencia de vitamina D3 causa raquitismo
en ninos y osteomalacia en adultos [13]. La misma es normalmente agregada a la leche y
sus derivados, y es comercialmente producida mediante largos pasos de sintesis quimica.
Un mejor método para suplementar vitamina D3 y al mismo tiempo reducir el tenor de
colesterol, seria el tratamiento con el microorganismo Tetrahymena, promoviendo la
correcta formacion y mantenimiento 6seo sin afectar la salud cardiovascular. Como se ha
explicado, este doble propdsito puede ser llevado a cabo mediante un simple paso
enzimatico: la desaturacion de colesterol en posicién siete.

Diferentes ensayos han sido realizados en leche y huevo con cultivos del microorganismo,
se ha estudiado también la caracterizacion enzimatica y actualmente se esta llevando a



cabo la investigacion genética de las enzimas.

La biotransformacién del colesterol de la leche por Tetrahymena requirié del desarrollo de
un procedimiento especial para preservar la viabilidad del mismo antes de ser transferido
a la leche. Se observo que las células no toleraban la alta osmolaridad (50 gramos / L de
lactosa). Para resolver este inconveniente se incubd previamente la suspension celular
con 5% de glucosa, equilibrando osmoéticamente al ciliado para asi preservar su viabilidad
al momento de la bioconversion. De esta forma con cultivos de 10 7 células / ml se logro
convertir mas del 40% del colesterol en derivados desaturados, incluyendo la provitamina
D3 (Figura 2). El colesterol restante es encapsulado por el ciliado, quedando solamente
un 5% en la leche.

Otros interesantes resultados al incubar Tetrahymena en la leche fue el cibaje de la
caseina (proteina mas abundante) sin la coagulacion o la apariencia de sabor amargo en
la misma, mas aun se obtuvo un remarcable incremento en los aminoacidos totales (cerca
del 50 %) a las 10 horas del proceso. También se logro un cambio en la composicion de
acidos grasos, se observo que el acido linoleico 18:3 (n-6) (acido graso poli-insaturado)
estaba aumentado 5 veces.

En contraste a la leche, la modificacidn del colesterol en el huevo no requirié previa
incubacién con glucosa. Una suspension de huevo entero, diluido al quinto con agua
destilada fue incubado bajo continua aireacion por 24 horas luego de la adicién de 106
células/ ml. La conversion obtenida esta vez fue del 55% del colesterol inicial presente en
el huevo (Figura 3).

El proceso fue acompafado también con marcada degradacion proteica, pero las
caracteristicas organolépticas del huevo fueron similares a la suspension control incubada
sin el agregado del microorganismo.

Una consideracion importante en la introduccién de nuevos organismos en la industria
alimentaria es su seguridad. En este aspecto, debe enfatizarse que Tetrahymena es
considerado como GRAS (organismos seguros). A pesar de su localizacién ubicua, no se
han detectado efectos nocivos del microorganismo para la salud humana. Es importante
destacar que todas las propiedades relevantes ocurren naturalmente en esta célula, no es
un organismo genéticamente modificado, en el sentido que ninguna tecnologia de ADN
recombinante ha sido involucrada para la produccion de estas cepas.

En conclusion, Tetrahymena aparece como una nueva herramienta para mejorar
alimentos como la leche, el huevo y sus derivados, manteniendo sus efectos benéficos y
disminuyendo aquellos que no lo son.

¢ Qué es el colesterol?

Los esteroles son constituyentes esenciales de las membranas de las células,
sintetizados por la mayoria de los eucariontes. Regulan la fluidez y permeabilidad e
interactuan con lipidos y proteinas cumpliendo funciones regulatorias en diversos
sistemas. Desde esta perspectiva intervienen en el desarrollo embrionario en vertebrados
[14] y en la formacion de centros de sefalizacion al crear microdominios en membrana
relacionados con la internalizacion de antigenos como los lipids rafts [15]. Finalmente en
vertebrados son los precursores de numerosos compuestos con actividad fisiolégica como
esteroides y sales biliares [16].

El producto final en la biosintesis de esteroles en vertebrados es el colesterol, mientras



que en numerosos hongos y levaduras es el ergosterol y en las plantes superiores se
sintetiza una mezcla compleja de esteroles con predominio de sitosterol y estigmasterol.
Todos estos compuestos responden a la estructura general del
ciclopentoperhidrofenantreno y presentan desaturaciones en la molécula.

Si bien es muy poco frecuente la presencia de esteroles en bacterias, en ciertos géneros
los opanoides son los componentes encontrados en la membranas. Estos, a diferencia de
los esteroles, son totalmente saturados y su biosintesis no necesita oxigeno debido a la
ausencia de la enzima escualeno oxsidasa [17]. Estos compuestos son quimicamente
inertes y tienden a acumularse siendo las moléculas organicas mas abundantes de la
naturaleza, y se los encuentra formando parte de los yacimientos petroliferos [18].

Un aspecto de particular interés en el protozoario Tetrahymena es que en lugar de
esteroles produce opanoides como el tetrahymanol y el diplopterol. Por este motivo se ha
postulado que estos compuestos representan los analogos de los esteroles que
prevalecian en los eucariotas en los tiempos en los que la atmdsfera era anaerobia.

Si bien Tetrahymena thermophila carece de la capacidad de biosintetizar esteroles,
cuando se agregan los mismos en el medio de cultivo se interrumpe inmediatamente la
sintesis de tetrahymanol y el esterol es acumulado o modificado parcialmente. En el caso
del colesterol se introducen modificaciones en la molécula por desaturacion en las
posiciones D-7 y D-22 en el anillo B y cadena lateral respectivamente [9]. Los compuestos
generados son D-7 dehidrocolesterol (pro vitamina D3), D- 7, 22 bis, dehidrocolesterol
(andlogo de la provitamina D2)y D-22 dehidrocolesterol, como se indica en la Figura 1.

Reseia historica

El proyecto de investigacion nacié de una idea entre el Lic. German Valcarce, la Dra.
Clara Nudel y el Dr. Jorge Florin-Christensen. En 1999 el Dr. Christensen, mientras
realizaba tareas de investigacion en la Universidad de Washington, se contactd con
inversores mormones, quienes apoyaron la idea. De esta forma se pudo realizar y
patentar el trabajo. Luego, a partir del afio 2000, los bioquimicos Luciana Mufioz y
Alejandro Nusblat (este ultimo realizando su tesis de doctorado) continuaron el estudio de
las enzimas en el nivel genético-molecular, involucradas en el proceso de
biotransformacion del colesterol.

Hoy el proyecto es declarado de “interés cientifico y social” por el Senado de la Nacién.
Si bien aun no hay disponible en el mercado un alimento que incluya la metodologia
desarrollada, el doctor Florin-Christensen se encuentra en tentativas con inversores
privados locales para trasladar la metodologia a una escala industrial.

Sus trabajos fueron publicados en las revistas especializadas Journal of Dairy Science,
Journal of Food Science, Applied Microbiology and Biotechnology y Current Topics in
Biotechnology.
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