PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

CARRERA DE MICROBIOLOGIA

Caracteristicas tecnoldgicas de bacterias acido lacticas (BAL) en leche de cabra

Monografia previa a la obtencién del titulo de Microbidlogo

ESTEBAN FRANCISO MOSQUERA RAMOS

Quito, 2022



Certifico que la Monografia de Microbiologia, del Sr. Esteban Francisco Mosquera Ramos ha
sido concluida de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada

para la calificacién correspondiente.

P
plikg Cdddd

-

Mgtr. Elena Granda Moreno

Quito, 25 de enero de 2022



LISTA DE FIGURAS
Clasificacion de Bacteriocinas Producidas por Bacterias Acido LActicas...................... 21

Papel de la Enzima Convertidora de Angiotensina-I en la Regulacion de la Presion
= o 11 ] 0T TP 38

Factores que Afectan la Viabilidad de Bacterias Probidticas durante el Procesamiento
de Helado de Leche de Cabra. .............uuuiuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennenennnnne 43

LISTA DE TABLAS
Estado de Investigacién de BAL en Leche de Cabra.......cccccccvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiieiiiiceeeee, 26
Beneficios para la Salud de BAL en Leche de Cabra ............cccoeiiiiiiiiiiiicciieeeees 41
Desarrollo de Alimentos Derivados de Leche de Cabra con BAL ............ceeeiieieeiiennnns 56



TABLA DE CONTENIDOS

1. INTRODUCCION......cooitiiitecieeeete ettt e et n e st ne st e nneresaeaeene s 3
1.1, VISION GENERAL ......coeivitite ettt ettt eaees e etene e saenn e 3
1.2, JUSTIFICACION .....ooueieiieeeeee ettt ettt eee st ene e enn e 6
1.3, FINALIDAD ...cooititeeee ettt ettt ettt teete et enesteeteneseeeaenn e 7
1.4. ESTADO DEL CONOCIMIENTO ....ooviiiiiiiiieiiectecie ettt 7
1.5. RESULTADOS PREVIOS .......cciiiiiiieieee ettt 8
1.6. PROBLEMATICA .....oooiiiieite ettt ete et eeve e steeneeeteaneas 9
1.7. OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt ettt e sae s 10

1.7.1. OBJETIVO GENERAL ......ccvitieiecte ettt 10
1.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ociiveeeeeceeeee et 10

2. DESARROLLO TEORICO .......ociieiieieeeieceeeee ettt 11

2.1. ESTADO DE INVESTIGACION DE BAL EN LECHE DE CABRA.................... 11
2.1.1. CARACTERIZACION TECNOLOGICA Y DIVERSIDAD DE BAL EN
LECHE DE CABRA ...ttt ettt eae e 11
2.1.2. BACTERIOCINAS .....oiitieeeeeeee ettt 13
2.1.3. POTENCIAL ANTIFUNGICO......coiiiiieiieeeeeeeeecee et 15
2.1.4. CULTIVOS NO INICIADORES ......ccoiouiiieieeeieceeeeeee e, 16
2.1.5. EVALUACION DE SEGURIDAD .......ceoviiiiiiieeieeeeee e 18

2.2. BENEFICIOS PARA LA SALUD Y NUTRICION ......ccocoviiiiirieeieeceeeee e, 27
2.2.1. BAL COMO PROBIOTICOS.......cocoiiiiieeiteeeee e 27
2.2.2. BAL EN LA REGULACION DE MICROBIOTA INTESTINAL........c.co.o...... 28
2.2.3. USO DE BAL EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
INFLAMATORIAS INTESTINALES ..ot 30
2.2.4. EFECTO DE LAS BAL EN EL CONTENIDO Y BIODISPONIBILIDAD DE
MINERALES EN LA LECHE DE CABRA ......cocotiiiieiieeeee e 32
2.2.5. PREVENCION DE CANCER,Y POTENCIAL USO TERAPEUTICO DE BAL
RELACIONADO A ESTA PATOLOGIA ...t 34
2.2.6. BAL EN LA REGULACION DE PRESION ARTERIAL .....c..cccovvvvieiecieeene, 37

2.3. PROCESAMIENTO DE LECHE DE CABRA Y DESARROLLO DE ALIMENTOS

LACTEOS ...ttt ettt ettt ettt e et et e et et e et e et e et e et e e e e e e 42
2.3.1. HELADO DE LECHE DE CABRA .......cocoiiiiieeeeeee e, 42



2.3.2. YOGURT DE LECHE DE CABRA ... ..o 45
2.3.3. QUESO CREMA DE LECHE DE CABRA........coiiiiiiiiiei e 49
2.3.4. QUESOS ARTESANALES DE LECHE DE CABRA ..o, 52
3. CONCLUSIONES ... .o 57

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coveiitiieiecieeiee e, 57



RESUMEN

La leche de cabra es un producto de interés creciente que ofrece un potencial culinario
Unico y varios beneficios nutricionales. La baja alergenicidad, mayor digestibilidad y
particulares caracteristicas sensoriales de sus productos derivados se han asociado con
un incremento en su demanda durante los Ultimos cincuenta afios. Sin embargo, un
menor volumen de produccion, en comparacion a la leche de vaca, la percepcion
negativa de la explotacion del animal y el bajo nivel de tecnificacion han limitado el
crecimiento. El empleo de bacterias acido lacticas (BAL) probidticas e iniciadoras surge
como una estrategia para afadir valor a los productos derivados y aumentar la
tecnificacion de la industria. Las BAL son un grupo bacteriano, caracterizado por la
generacion de &cido lactico como producto final de la fermentacion, ampliamente
utilizado en la elaboracién de alimentos por su estatus “GRAS” (Generally Regarded as
Safe) y “QPS” (Qualified Presumption of Safety). El objetivo de este trabajo fue resumir
informacion sobre las propiedades tecnologicas de BAL en leche de cabra como una
herramienta Util para la tecnificacién de la industria. La investigacion actual en las BAL
de la leche de cabra se enfoca en la caracterizacion tecnoldgica y aseguramiento de la
seguridad de cepas de interés, para el desarrollo de cultivos iniciadores, adjuntos y
probidticos. En la aplicacion de las BAL probidticas destaca la investigacion en la
prevencion del cancer colorrectal y enfermedades inflamatorias intestinales mediante la
regulacién de respuestas inmunes; y la reduccién de la presién arterial gracias a la
generacion de péptidos antihipertensivos. Sin embargo, estas propiedades medicinales
requieren de estudios confirmatorios in vitro e in vivo y conocimiento sobre los
mecanismos involucrados. Para el desarrollo de alimentos derivados, como queso,
helado y yogurt, la adicion de BAL probidticas junto con prebidticos y fuentes de fibra se
relaciona con una mejora de las propiedades fisicoquimicas y tecnoldgicas sin causar
efectos negativos en la aceptabilidad del producto final. Adicionalmente se presenta el
uso de BAL autdctonas como una herramienta para mantener la identidad sensorial de

los quesos artesanales en una produccion a escala industrial.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Leche de cabra, Probioticos, Biopreservantes,

Cultivos iniciadores.



ABSTRACT

Goat milk is a product of growing interest that offers several nutritional benefits and unique
culinary potential. The lower allergenicity, higher digestibility and particular sensory
characteristics of derived products have caused an increase in their demand during the
last fifty years. However, lower production volume in comparison to cow milk, negative
perception of the exploitation of goats and low level of industry technification has limited
its growth. The use of lactic acid bacteria (LAB), both as starter and probiotics, appears
as a viable strategy to add value to the derived products and increase industry
technification. LAB is a bacterial group, characterized by the generation of lactic acid as
final product of their fermentation, widely used in food fermentation due to their safety
status as a “GRAS” (Generally Regarded as Safe) and “QPS” (Qualified Presumption of
Safety). The aim of this study was to summarize the available information regarding the
technological properties of goat’s milk LAB as a useful tool for the technification of the
industry. Current research of goat's milk LAB focuses on the technological
characterization and safety assessment of valuable strains, for the development of
probiotic, starter, and adjunct cultures. In the applications of probiotic LAB, research in
the prevention of colorectal cancer and inflammatory bowel disease via regulation of
immune responses; and the reduction of blood pressure through the generation of
antihypertensive peptides are highlighted. Nonetheless this medicinal properties require
confirmatory in vitro and in vivo studies and knowledge of the involved mechanisms. For
the development of derived foods, such as ice cream, cheese and yogurt, the addition
prebiotic, probiotic LAB, and sources of fiber were related to an improvement of the
physicochemical and technological properties, without a negative affectation in product
acceptability. Additionally, the use of autochthonous strains is presented as a tool for
maintaining the identity of traditional artisanal cheeses at an industrial level production.

Keywords: Goat milk, Lactic acid bacteria, Probiotics, Sensory features, Technological

characterization.



1. INTRODUCCION

1.1.VISION GENERAL

La leche de cabra es un alimento con muchos beneficios nutricionales y potencial
culinario unico. En comparacion con la leche de vaca, presenta niveles similares de
proteina y minerales, menor cantidad de lactosa, una mayor concentracion de acidos
grasos de cadena corta, y glébulos grasos de menor tamafio que contribuyen a una mejor
digestibilidad (Arora et al., 2013; Clark & Mora Garcia, 2017; Kumar et al., 2016; Y. W.
Park & Haenlein, 2017). Su nicho de mercado se enfoca en consumidores con alergia a
la leche de vaca, y paises desarrollados donde sus productos derivados son codiciados
por su sabores y texturas particulares (Burrows G et al., 2016; Csaponé Riskd & Csapo,
2019).

Pese a un creciente interés, el verdadero potencial de la leche de cabray sus productos
derivados todavia no ha sido alcanzado en Ecuador. En las Gltimas cinco décadas el
volumen de leche producido se ha duplicado (de menos de 7 500 000 Mt en 1970 a mas
de 17 500 000 Mt en 2018) y se espera que esta tendencia continle si se logran superar
ciertos desafios (Pulina et al., 2018). Debido a una produccién estacional, menores
volimenes de leche en comparacién con vacas y negativa percepcion de su aroma
caracteristico (Csaponé Riské & Csapd, 2019), la tecnificacién de la industria y el
desarrollo de productos derivados es un enfoque prometedor para maximizar su valor y
aceptabilidad (Burrows G et al., 2016).

La utilizaciébn de microorganismos en la industria lactea es una buena estrategia para
generar alimentos con valor agregado. Ademas de participar en la fermentacion de varios
productos lacteos, las bacterias acido lacticas (BAL) son capaces de actuar como “bio-
preservantes” extendiendo la vida util de los alimentos y ofreciendo proteccién contra
microrganismos degradadores de alimentos (Boumehira et al., 2011; Chaves de Lima et
al., 2017; Furtado et al., 2014a). Se han reportado, también, cepas de distintas especies

de BAL con potencial probiético, cuyos efectos benéficos en la salud han sido



documentados (Setyawardani et al., 2011; Sharifi et al., 2017; P. D. L. da Silva et al.,
2015).

Debido a su versatilidad metabdlica, y a las propiedades organolépticas que confieren a
los alimentos cuando los fermentan, las bacterias &cido lacticas son ampliamente
utilizadas en la industria alimenticia. La mayoria de especies de BAL poseen un estatus
“GRAS” (Generally Regarded as Safe) (FDA, 2010) y “QPS” (Qualified Presumption of
Safety) (EFSA, 2005) que garantizan su inocuidad para el consumo humano (Leuschner
et al., 2010; Sadiq et al., 2019).

Las BAL constituyen un grupo microbiano que abarca diversos géneros de bacterias
Gram positivas que comparten ciertas caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas. Todos
sus miembros generan acido lactico como producto final de la fermentacion de azucares
hexosas, mediante dos vias metabdlicas: homofermentativa y heterofermentativa
(Makarova et al., 2006). Las BAL estan asociadas a la fermentacion de muchos alimentos
ya sea al encontrarse naturalmente en muchos de estos o al ser afiadidos como cultivos
iniciadores (Garcia-Cano et al., 2019). Su presencia en alimentos de origen vegetal,
leche de mamiferos y superficies mucosas de animales sefiala una amplia distribucién y
adaptacion especializada (Makarova et al., 2006). Aunque el grupo puede llegar a
abarcar hasta 20 diferentes géneros, el término suele hacer referencia principalmente a:
Aerococcus spp., Carnobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Oenocuccus spp., Pediococcus spp.,
Streptococcus spp., Tetragenococcus spp., Vagococcus spp. y Weisella spp. (Salminen
et al., 2004).

Actualmente la investigacion en BAL se enfoca en identificar cepas con caracteristicas
beneficiosas y desarrollar cultivos iniciadores utiles para la industria. La produccion de
compuestos bioactivos por cepas especificas sugiere su posible aplicacibn como
bioprotectores de alimentos frente a hongos y bacterias patdgenas o deterioradoras
(Garcia-Cano et al., 2019; Sadiq et al., 2019; Siedler et al., 2019). Aspectos beneficiosos

de ciertas cepas como reduccion de niveles de colesterol (Linares et al., 2017; Verruck



et al., 2019), alivio de sintomas de colon irritable (Rodrigues et al., 2018; Zhong et al.,
2014), potencial antioxidante (Haskito et al., 2020) e inhibicion de microorganismos
patdgenos (Gomes de Oliveira et al., 2014; Martin-Platero et al., 2009; Yazdi et al., 2017)

motiva su investigacion en el desarrollo de nuevos probioticos.

La microbiota de leche de cabra consta, entre otros grupos microbianos, de BAL que
despiertan un interés investigativo enfocado en su aplicacion en la industria de los
alimentos. Dentro de las BAL, los géneros predominantes en leche de cabra son
Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc con cierta variacion segun propiedades fisico-
quimicas de la leche de cada raza (Cho et al., 2018; Moulay et al., 2013; Zhang et al.,
2017). Reportes de presencia de cepas BAL con actividad antimicrobiana (Atanasova et
al., 2014; L. A. da Silva et al., 2019), resistencia a condiciones gastrointestinales (Yelnetty
et al., 2020) y produccion de péptidos bioactivos y acidos organicos (Mittu & Girdhar,
2015) en la microbiota de leche de cabra marcan a esta matriz como una prometedora

fuente de microorganismos probidticos y alimentos funcionales.

Un creciente interés en la ganaderia caprina demanda el desarrollo de nuevos productos
con beneficio afiadido. Existe un incremento en el mercado para productos de leche de
cabra tanto en paises en vias de desarrollo, debido a la adaptabilidad y bajo costo del
animal, como en paises desarrollados, por su sabor Unico, propiedades hipoalergénicas
y beneficios nutricionales (Csapdné Riské & Csap6, 2019; Enamala et al., 2018; Y. W.
Park & Haenlein, 2017; Pulina et al., 2018). Pese al reconocido valor de la leche de cabra,
existe todavia oportunidad de mejora y crecimiento en la explotacion del animal (Pulina
et al., 2018).

El uso de BAL en productos derivados y la promocion de sus beneficios para la salud y
calidad del alimento constituyen una excelente opcidén para incrementar su valor. La
presencia de BAL en la leche cabra aporta propiedades aromatizantes, texturizantes,
inhibitorias de microorganismos patdgenos y promotoras de salud (Badis et al., 2004;
Cho et al., 2018; Kongo et al., 2006; Moulay et al., 2013; Yurliasni et al., 2019). Los

productos derivados de leche de cabra poseen buena perspectiva de mercado como



alimentos funcionales, delicias gastronémicas y cosméticos (A. C. Ribeiro & Ribeiro,
2010). Adicionalmente, se ha reportado que consumidores en paises desarrollados
estan dispuestos a pagar un mayor precio por productos de especialidad si estos poseen

beneficios para la salud (Mowlem, 2005).

En el presente trabajo se provee una revision de literatura que aborda las principales
tendencias y resultados de la investigacion de BAL en leche de cabra. Asimismo, se
resaltan avances en la busqueda de nuevos cultivos iniciadores y adjuntos. También, se
comenta sobre el potencial para el desarrollo de productos derivados junto con el impacto
de las BAL en su durabilidad y propiedades organolépticas. Finalmente, se examina la
investigacion en las propiedades medicinales de cepas aisladas en leche de cabra, para

el desarrollo de nuevos probidticos y alimentos funcionales.

1.2.JUSTIFICACION

Las BAL juegan un papel fundamental en la elaboracién de productos derivados de leche
de cabra, contribuyendo en sus sabores y texturas caracteristicas. En el presente trabajo
se resalta el aporte de las BAL en la elaboracion de productos fermentados de leche de
cabra, ya sea en cultivos iniciadores (Verruck et al., 2019), adjuntos (Meng et al., 2018),
0 como microbiota autdctona de la leche (A. Picon et al.,, 2019). Adicionalmente, se
presenta un estado de la investigacion respecto la busqueda de cepas BAL de interés en

leche en cabra y su impacto en las propiedades sensoriales.

Con el objetivo de explorar estrategias para el desarrollo de la industria y la investigacién
de las BAL en leche de cabra, se revisan varios temas de interés actual. En esta
monografia, se analizan reportes sobre la actividad microbiana de BAL en leche de cabra
(Atanasova et al., 2014; Ferrari et al., 2016), y se los contextualiza con literatura existente
sobre los mecanismos, potencial y dificultades en la utilizacibn de BAL como
“bioconservantes microbianos” (Kanak & Yilmaz, 2019; Sadiq et al., 2019; Siedler et al.,
2019; Teshome, 2015).



Debido a un creciente interés por el desarrollo de alimentos funcionales, se investiga la
leche de cabra y las BAL presentes en esta como una fuente probittica. Se exploran
estudios sobre potencial probiético de cepas BAL presentes en la leche de cabra como:
capacidad inhibitoria de ciertas cepas frente a patdgenos de interés, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. (Anas et al., 2014;
Furtado et al., 2014a; Rolim et al., 2015), modulacién de inflamacion intestinal (Rodrigues
et al., 2018) y efectos anti-teratogénicos gracias su alta actividad antioxidante (Zhong et
al., 2014). En este trabajo investigativo se resumen sus principales avances, sefialan

limitaciones y presentan oportunidades para futuros estudios.

1.3.FINALIDAD

La finalidad de esta monografia es presentar el conocimiento actual del papel que
cumplen las BAL en la industria alimenticia relacionada al procesamiento de leche de
cabra. Se analizan los beneficios de este grupo bacteriano tanto para sus propiedades
organolépticas como su valor nutracéutico. Se resaltan vacios en el conocimiento y
oportunidades de explotacion para motivar inversion en la investigacion y el desarrollo

en esta linea investigativa.

1.4.ESTADO DEL CONOCIMIENTO

En la actualidad la investigacion de BAL en leche de cabra se enfoca principalmente en
dos temas: sus beneficios probidticos a la salud y su contribucion a las propiedades
organolépticas de alimentos derivados de la fermentacién de este tipo de leche. Se ha
identificado que la produccion de compuestos volatiles y el metabolismo de carbohidratos,
factores estrechamente relacionados a las BAL presentes, son los principales
determinantes del sabor y aroma de alimentos fermentados de leche de cabra (Muelas
et al., 2018; A. Picon et al., 2019) por lo que un mayor conocimiento de las BAL es una

alternativa para mejorar la aceptabilidad de estos productos.

Respecto a la utilizacion de las BAL como microorganismos probioticos, el principal tema

de interés es su actividad antimicrobiana. Ya sea por la inhibicion de hongos



deterioradores de alimentos mediante la produccién de péptidos bioactivos (Siedler et al.,
2019) o su capacidad para retrasar el crecimiento de bacterias patogénicas en productos
lacteos por accion de bacteriocinas y acidos organicos (Rolim et al., 2015), la
investigacion actual busca utilizar a las BAL para el desarrollo de cultivos bioprotectores.
Por otro lado el empleo de la leche de cabra como un vehiculo para probi6ticos continua
en investigacion, y los beneficiosos funcionales de esta matriz siguen siendo
mayormente inexplorados (Verruck et al., 2019). Adicionalmente los cambios generados
en la microbiota intestinal asociados al consumo de leche de cabra fermentada con BAL
es un tema de interés por su impacto en el metabolismo y la respuesta inmune (X. Chen
et al., 2020).

1.5.RESULTADOS PREVIOS

Gracias a una historia de uso en la fermentacion de alimentos, se ha estudiado el
potencial de las BAL para enriquecer la leche de cabra y sus productos derivados. En
paises donde la leche de cabra es mas ampliamente consumida, se ha identificado
prometedora velocidad de acidificacién y capacidad proteolitica de BAL en la leche de
razas de cabras locales (Meng et al., 2018), aunque se menciona que para usarlas a
nivel industrial es necesario primero identificar las cepas de interés y verificar su
seguridad (L. A. da Silva et al., 2019; Lavilla-Lerma et al., 2013; Moulay et al., 2013).
También existen reportes sobre la produccion de péptidos con actividad inhibitoria frente
a patégenos comunes en alimentos, tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Enterobacter aerogenes (Atanasova et al., 2014).

En América Latina también existe interés por identificar BAL candidatas para obtener
probidticos y cultivos iniciadores. Investigaciones en Brasil sefialan a la leche de cabra
como una excelente fuente de cepas con capacidad inhibitoria frente Escherichia coli y
Salmonella con potencial de ser utilizadas en la elaboracion de quesos artesanales
locales (de Almeida Junior et al., 2015; Ferrari et al., 2016). En México, de igual manera,

se han reportado cepas autéctonas con caracteristicas beneficiosas, capacidad



acidificante, actividad proteolitica y actividad lipolitica, para su uso en la produccion de
alimentos (Ramirez & Vélez, 2016).

En el Ecuador las investigaciones que abarquen las BAL en la matriz leche de cabra son
escasas. Estudios en el ganado caprino se limitan a investigar los niveles de produccion
(Pesantez & Hernandez, 2014), seguridad alimentaria (Moscoso Gomez et al., 2019) y
factibilidad economica (Espinosa, 2006); concluyendo que la industria local tiene
potencial de crecimiento y demanda pese a sus bajos niveles de produccion. Por otro
lado investigaciones sobre la diversidad local de BAL se han realizado en otros alimentos
tradicionales, bebidas alcohdlicas, embutidos, vinagres y quesos de leche de vaca,
sefialando que existen cepas de interés industrial pero se requiere mayor informacién
sobre su origen, caracterizacion y presencia en otros alimentos (Guaman et al., 2014;
Pazmifio et al., 2014).

1.6.PROBLEMATICA

La ganaderia caprina es una industria de rentabilidad e importancia creciente. Tanto en
paises en vias de desarrollo como desarrollados se presenta un continuo crecimiento de
la demanda de productos de leche de cabra, por razones medicinales (Kumar et al., 2016;
Y. W. Park & Haenlein, 2017), nutricionales (Arora et al., 2013), ambientales (Csapéné
Riskd & Csapd, 2019) y culinarias (A. C. Ribeiro & Ribeiro, 2010). Se espera que para el
afio 2030 haya un incremento entre el 30% y 50% en la produccion lechera, continuando
la tendencia que se presenta desde 1960 (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2021; Pulina et al., 2018).

A medida que las consecuencias del calentamiento global se vuelven mas apremiantes,
la ganaderia caprina representa una alternativa para mitigar el impacto ambiental. En
términos de animales rumiantes, las cabras presentan mejores niveles de produccién en
ambientes adversos con altas temperaturas y poca cantidad de agua (Csapéné Risko &

Csap0, 2019; Kumar et al., 2016). Ademas emiten una menor cantidad de metano frente
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a otros animales de produccion (Koluman Darcan & Silanikove, 2018) y su leche posee
valor nutricional comparable a la del ganado vacuno (Arora et al., 2013).

Existe una subestimacion de la importancia de la leche de cabra y sus productos
derivados. Estadisticas oficiales tienden a subestimar la produccion de leche debido a
grandes volumenes de consumo domeéstico no reportado, particularmente en paises en
vias de desarrollo (Csapdéné Riské & Csapd, 2019). En comparacion con otros animales
de produccidn, el sector caprino recibe menor inversion econémica e interés académico
(Dubeuf et al., 2004). Muchos de los beneficios nutricionales, que dictan el interés del
consumidor, continlan en un nivel de evidencia anecdotica sin suficientes estudios y
publicaciones que los respalden y faciliten su divulgacion (Haenlein, 2004; Kumar et al.,
2016; Mowlem, 2005).

1.7.0BJETIVOS
1.7.1. OBJETIVO GENERAL

Resumir informacion sobre las propiedades tecnoldgicas de BAL en leche de

cabra como una herramienta Util para la tecnificacion de la industria.
1.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una revision descriptiva del estado de la investigacion de propiedades
tecnoldgicas de BAL.

Identificar beneficios para la salud y nutricién otorgados por BAL presentes en la

leche de cabra y productos derivados.

Identificar aspectos relevantes en el aprovechamiento de las BAL para el

desarrollo de productos derivados.
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2. DESARROLLO TEORICO

2.1.ESTADO DE INVESTIGACION DE BAL EN LECHE DE CABRA
2.1.1. CARACTERIZACION TECNOLOGICA Y DIVERSIDAD DE BAL EN
LECHE DE CABRA

Un enfoque con el que actualmente se estudia a las BAL en leche de cabra, es la
caracterizacion tecnoldgica, que hace referencia a la busqueda de propiedades
tecnoldgicas deseables para el desarrollo de cultivos iniciadores y adjuntos (Cho et al.,
2018). Generalmente, investigaciones de este tipo tienen el objetivo de proveer
informacion sobre la diversidad bacteriana presente en la leche de razas locales y aportar
al desarrollo cultivos iniciadores especificos para la industria lechera local (Moulay et al.,
2013), por lo que estas investigaciones contribuyen tanto al conocimiento sobre las BAL
en la leche de cabra en general como a la tecnificacibn de la industria local e

identificacion de la diversidad presente.

En este contexto, Moulay et al. (2013) analiz6 las propiedades bioquimicas, fisiolégicas
y fenotipicas de cepas de BAL en leche de cabras en Argelia. Este estudio concluyo que
las cepas dominantes en la leche pertenecen a los géneros Leuconostoc, Lactococcus y
Lactobacillus. La presencia de ciertas cepas con capacidad de acidificacion rapida en
leche sugiere que para la fermentacion de lacteos es necesario utilizar estos aislados
como iniciadores. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la caracterizacion
tecnolégica es un paso inicial; el verificar la seguridad de las cepas e investigar su
potencial probiético también representan una herramienta util para dar valor agregado a

estos productos.

Por otra parte, en Tayikistan Cho et al. (2018) caracterizd6 tanto las propiedades
tecnolégicas como la resistencia antibidtica para evaluar la idoneidad de cepas locales
de Lactobacillus como cultivos iniciadores. En el estudio L. delbrueckii subsp. bulgaricus,

L. plantarum, L. helveticus, L. pentosus y L. paracasei constituyeron las especies mas
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representativas, estas mostraron susceptibilidad a antibiéticos evaluados, ausencia de
genes de resistencia, presencia de genes para produccion de diacetilo y bacteriocinas, y
un efecto sinérgico en crecimiento y produccion de acido con Streptococcus thermophilus
y la levadura Kluyveromyces marxianus, sefialando la importancia de las BAL en la
fermentacion de la leche y la idoneidad de la cepas de la region para aplicaciones
industriales. Adicionalmente, Cho et al. (2018) planteé la interrogante, si la
particularmente baja incidencia de resistencia antibiética en las bacterias aisladas se
debe al poco uso de antibidticos en la poblacién de la region, abriendo la oportunidad de

investigar otro factor que puede impactar la capacidad de utilizacién de las BAL.

Si bien la composicion y caracteristicas bioquimicas propias de la leche de cabra son el
factor mas determinante para configurar la estructura de su microbiota, esta puede variar
de acuerdo con la raza del animal, caracteristicas geogréficas y practicas ganaderas
empleadas (Zhang et al., 2017). Ya que ciertas especies de BAL pueden resultar de
mayor interés que otras, dependiendo del producto deseado, el comprender la diversidad
presente y los factores que la afectan es conveniente para potenciar el crecimiento de la
industria local. En este contexto, Tormo et al. (2015) evalu6 el efecto de las practicas de
crianza del animal en la distribucion de especies de BAL presentes en la leche de cabra
de diferentes granjas en regiones de Francia. En esta investigacion se identific6 a
Lactococcus lactis como la especie dominante correspondiente al 60% de los
aislamientos, seguido de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium con un 38%. En
este estudio, la presencia dominante de Enterococcus se asocia con granjas donde el
lecho del animal contiene heno y donde no existe una separacion entre el establo y la
sala de ordefio, mientras que las condiciones opuestas (lecho solo de paja y separacion
entre zonas) se asocian con el predominio de L. lactis. Estos resultados sugieren que
una mayor presencia de Enterococcus en la leche se debe a contaminacién procedente
del establo debido a la cercania a la sala de ordefio y una menor absorcion del heno
frente a la paja, lo que favorece el desarrollo de bacterias en la superficie del lecho
(Tormo et al., 2015); aunque cabe mencionar que no se han realizado estudios

confirmando las fuentes de contaminacion para Enterococcus spp. 0 Lactococcus spp.,
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por lo que futuros estudios podrian responder este vacio de conocimiento e identificar
mas adecuadamente las practicas ganaderas necesarias para promover L. lactis, cuya
presencia tiende a ser de mayor interés cientifico e industrial (Badis et al., 2004; Perin et
al., 2014; Taheri et al., 2012).

Por otra parte, Zhang et al. (2017) explor6 la diversidad bacteriana en la leche de cabra
de las razas Saanen y Ghuanzhong mediante herramientas metagendmicas
(secuenciacion de las regiones V3 y V4 del gen 16S rRNA) para poder identificar los
microrganismos, tanto cultivables como no cultivables, que conforman la microbiota de
la leche. Resultados similares a estudios previos sobre la microbiota en la leche de cabra
fueron obtenidos, mostrando una predominancia de los géneros Lactococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus (Mclinnis et al., 2015; Tormo et al., 2015).
Aungue en este estudio se observé una mayor cantidad de microorganismos utilizadores
de lactosa, como aquellos pertenecientes a los géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Staphylococcus, Fecalibacterium, Lachnoclostridium,
Methylobacterium y Parabacterium, en la raza Saanen, lo cual puede ser explicado por

sus mayores niveles de aminoacidos y lactosa.

Ademas de establecer una relacién entre la composicién de la leche y la diversidad
microbiana que en esta se desarrolla, este tipo de estudios establecen precedente para
poder explorar de igual manera, mediante métodos metagendémicos, la diversidad
microbiana en las diferentes razas locales en Ecuador para poder orientar la explotacion

de especies de interés y el control de microorganismos perjudiciales.

2.1.2. BACTERIOCINAS

Una caracteristica que vuelve a las BAL de interés para el desarrollo de probioticos y
cultivos biopreservantes es la produccion de bacteriocinas. Estas son definidas como

péptidos antimicrobianos extracelulares generalmente activos frente a especies
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relacionados al microorganismo productor (Cleveland et al., 2001). Dentro de estas la
mas estudiada es la nisina, sintetizada por Lactococcus lactis subsp. lactis, la cual posee
gran estabilidad y un espectro de accion contra patdégenos transmisibles por alimentos
(Taheri et al., 2012). En la matriz de leche de cabra la especie Lactococcus lactis es
objeto de estudio en la busqueda de bacteriocinas, capaces de ser utilizadas frente a
Listeria monocytogenes (Chaves de Lima et al., 2017; Furtado et al., 2014a; Taheri et al.,
2012). Por ejemplo, Chaves de Lima et al. (2017) analiz6 la optimizacion de la
produccion por L. lactis en suero de queso de cabra, determinando que esta matriz es
medio de cultivo alternativo de bajo costo. Sin embargo, antes producir un biopreservante
a escala industrial, se recomienda evaluar su efectividad en modelos de alimentos
(Chaves de Lima et al., 2017).

Por otro lado, Furtado et al. (2015) comparo el desempefio de la cepa bacteriocinogénica
L. lactis DF04Mi frente a otra cepa no bacteriocinogénica y nisina pura, para la proteccién
de queso de cabra frente a L. monocytogenes; pese a presentar un efecto protector
satisfactorio, esta gener6 un menor efecto que la nisina comercial y una inhibicion no
significativamente diferente a la observada en la cepa no bacteriocinogénica, sefialando
gue la inhibicién puede deberse a otros factores no analizados en el estudio. Sin embargo,
ya que debido a ciertos factores presentes en los alimentos (cambios de pH, enzimas del
alimento, interacciones con aditivos, adsorcion a componentes del alimento, etc.) la
actividad inhibitoria no siempre alcanza niveles observados in vitro (Schillinger et al.,
1996), la aplicacién de bacteriocinas en productos lacteos se debe continuar, teniendo
en cuenta tanto la cepa productora como las caracteristicas del alimento, y evaluando la
efectividad de la bacteriocina pura y semi purificada.

Junto con la busqueda de nuevas bacteriocinas, el entendimiento de su actividad y la
optimizacién de su obtencidén constituyen temas de interés adicionales. Taheri et al.
(2012) analiz6 el crecimiento, produccion y liberacion de nisina en la cepa ST1 de Lc.
lactis aislada de leche de cabra de origen irani, y determinaron que la mayor actividad

se present6 con temperaturas suboptimas de crecimiento, bajos niveles de conteo celular
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y condiciones de capnofilia y microaerofilia. También, se sefialé que los “shocks” de
ultrasonido pueden ser utilizados como un método alternativo al calentamiento para
liberar la bacteriocina de la pared celular. Sin embargo, durante la fase crecimiento se
presentd una inesperada reduccion en la liberacién y actividad de la nisina, lo que
presenta un desafio y oportunidad de investigacion para comprender este fenomeno,

identificar los factores implicados y tomarlos en cuenta en durante la produccién de nisina.

2.1.3. POTENCIAL ANTIFUNGICO

Cuando se menciona la capacidad inhibitoria de las BAL, generalmente se hace
referencia al control de bacterias patdgenas como Listeria monocytogenes, Escherichia
coli o Staphylococcus aureus. Sin embargo, la presencia de hongos deterioradores de
alimentos es responsable de severas pérdidas econdémicas (Cheong et al., 2014),
defectos en la calidad (aroma, sabor, textura) (Montagna et al., 2004), y amenazas a la
salud del consumidor por la produccién de micotoxinas (Sadiq et al., 2019). Debido a
esto el entendimiento de la actividad antifungica en las BAL es esencial para la basqueda

de cultivos preservadores de alimentos.

A medida que los consumidores demandan un cambio de preservantes y aditivos
guimicos hacia alternativas mas naturales, los “biopreservantes” se establecen como una
alternativa prometedora (Siedler et al., 2019). Ya que las BAL poseen una amplia historia
de uso en alimentos y se encuentran naturalmente en la leche de animales de produccion,

la leche de cabra se presenta como una fuente propicia a ser explorada.

Delavenne et al. (2012) evalué la diversidad de bacterias con potencial antifingico en la
leche de cabras, vacas y ovejas durante las diferentes estaciones del afio, con el objetivo
de guiar la busqueda de cepas capaces de controlar a los patdégenos fungicos de mayor
interés para la industria lactea. Se identificé que la mayoria (94%) de aislados activos

pertenecian al género Lactobacillus y que el patdégeno flngico objetivo variaba de
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acuerdo con la especie y la época del afio en la que fueron recuperados. Mucor plumbeus
fue inhibida principalmente por L. caseiy L. reuteri obtenidos en verano y otofio, mientras
gue Kluyveromyces lactis por L. plantarum y Pichia anomala por L. buchneri, ambos
recuperados en la época de primavera. Estos resultados sugieren que factores climaticos

y geograficos pueden influir en la actividad antifangica.

Otra diferencia en la actividad antifingica examinada fue la variacion de sensibilidad
entre los patdégenos evaluados con Penicilium expansum siendo inhibido por un 48.5%
de las cepas, y P. anomala por apenas un 8.7% (Delavenne et al., 2012). Esta diferencia
en la eficacia de la actividad antagonista es atribuida a la accion de acidos organicos y
la alta tolerancia de P. anomala a estos (Dalié et al., 2010). Finalmente, respecto a la
fuente de estos aislados, un 49% de estos fueron hallados en vaca, 43% en cabra y un
8% en oveja, con aproximadamente un 50% del total los aislados siendo recuperados

durante el periodo de verano y otofio.

Si bien no se explica completamente la variacion de BAL antifingicas entre animal y
época del afio, se presume que el uso de ensilado (ausente en la época de primavera y
en todo el afio en el caso de las ovejas) esta relacionado con la mayor cantidad de
aislados activos encontrados (Kala¢, 2011). En base a estos resultados es posible
identificar que la leche de cabra, particularmente, en la época de otofio y verano es una
excelente fuente de Lactobacillus spp. con actividad antifungica de interés para el
desarrollo de cultivos biopreservantes, pero se requiere mayor investigacion respecto a
los mecanismos de accion, la especializacion de las especies de Lactobacillus frente a
los diferentes patdgenos fungicos y la relacién entre la época del afio y la diversidad de

cepas presentes.

2.1.4. CULTIVOS NO INICIADORES
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En la elaboracibn de quesos existen dos diferentes pasos microbiolégicos: la
manufactura del queso, en la que se requiere de BAL iniciadoras, y la maduracion del
gueso en la que intervienen BAL no iniciadoras (BALNI) (Di Grigoli et al., 2015). Estas
consisten principalmente en hetero fermentadores facultativos mesaofilos pertenecientes
al género Lactobacillus, capaces de afectar las propiedades sensoriales del queso (Meng
et al., 2018). A pesar de que las cepas dominantes en este grupo pueden determinar la
produccion de gas, aminas biogénicas y formacién de sabores desagradables en el
producto final, la composicion de BAL no iniciadoras continda siendo un factor no
controlado en la elaboracion de quesos (Briggiler-Marcé et al., 2007; Di Cagno et al.,
2012).

Ya que las BALNI son resistentes a condiciones de manufactura y maduracion de quesos,
la microbiota de quesos tradicionales se presenta como la fuente mas prometedora para
estas bacterias. Meng et al. (2018) evalu6 propiedades de resistencia a condiciones
salinas, capacidad de acidificaciéon de la leche, actividad enzimatica y capacidad
autolitica de BAL aisladas de quesos artesanales de cabra para el desarrollo de cultivos
no iniciadores. Las bacterias identificadas fueron pertenecientes a L. paracasei y L.
rhamnosus, en coincidencia con estudios anteriores que sefialan a estas dos especies
como la poblacion dominante de BALNI debido a su alta tolerancia a bajos niveles de pH
y altas concentraciones de sal (Frohlich-Wyder et al., 2013; Gatti et al., 2014; Marco
Gobbetti et al., 2015).

Ademas de su caracteristica tolerancia, las cepas aisladas presentaron varias
propiedades de interés como produccion de exopolisacaridos (70% de las cepas) y
diacetilo (53% de L. paracasei y 67% de L. rhamnosus), las cuales aportan una textura
deseable, mayor retencion de agua, y actividad inhibitoria frente a patégenos de interés
(Ferrari et al., 2016; Franciosi et al., 2009).
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Més all4 de las propiedades antes mencionadas, una BALNI 6ptima debe poseer una
lenta a moderada actividad de acidificacion (Scatassa et al., 2015), ya que una
acidificacion muy rapida genera defectos sensoriales, y una alta capacidad autolitica.
Adicionalmente, la liberacion de enzimas intracelulares estimula el desarrollo de sabores,
incrementa la tasa de protedlisis y reduce la amargura del producto final (Nieto-Arribas
et al., 2010). En este contexto, varios aislamientos han sido sugeridos para un potencial
uso industrial. Por ejemplo Meng et al. (2018) presentd 3 cepas de L. paracasei (A-3, B-
4, D-3)y 1 de L. rhamnosus (D-8) como excelentes candidatos debido a su alta capacidad

de supervivencia, produccion de acetilo y exopolisacéridos (EPS).

Otros estudios han obtenido resultados similares con cepas de L. paracasei y L.
rhamnosus con produccion de EPS (Ferrari et al., 2016), produccion de acetilo (de
Almeida Juanior et al., 2015; Nikolic et al., 2008), lenta acidificacion y actividad proteolitica
(Pérez et al., 2003) en otros quesos tradicionales de cabra. Esto soporta la hipotesis que
la microbiota de estos productos es una excelente fuente para el aislamiento de BALNI
estimulando la investigacidon de quesos artesanales de cabra en otras regiones en
busqueda no solo de microorganismos iniciadores sino también de cultivos adjuntos

capaces de asistir en la maduracion y enriquecer sus propiedades.

2.1.5. EVALUACION DE SEGURIDAD

La evaluacion de seguridad, en términos de inocuidad alimentaria, es un aspecto
fundamental para la explotacién de BAL de interés y puede representar un tema de
investigacion en si mismo. Para determinar la seguridad de bacterias candidatas, tres
aspectos son frecuentemente tomados en cuenta: la presencia de factores de virulencia
gue puedan ser transmitidos a otras bacterias, la resistencia antibiética y la produccion
de aminas biogénicas (L. A. da Silva et al., 2019; Lavilla-Lerma et al., 2013; Zarour et al.,
2012).
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En la leche de mamiferos, se ha reportado la presencia de BAL con genes de virulencia
y resistencia antibiética (Ammor et al., 2007; Lavilla-Lerma et al., 2013), particularmente
en Enterococcus spp. (Moraes et al., 2012; Nieto-Arribas et al., 2011). Adicionalmente la
acumulacion de aminas biogénicas como tiramina, histamina, putrescina y cadaverina,
descarboxiladas por Enterococcus spp. y Lactobacillus spp., puede causar afecciones a
la salud como diarrea, hausea e hipertension, (Antonia Picon et al., 2016; Suzzi & Torriani,
2015). En ese contexto, se debe determinar el nivel de riesgo que la presencia de BAL

con estos factores puede llegar a representar para los productos de leche de cabra.

2.1.5.1. FACTORES DE VIRULENCIA

Respondiendo a la necesidad de BAL inocuas, en relacion al consumo humano, Perin et
al. (2014) investigoé el potencial de virulencia, produccion de aminas y resistencia
antibidtica en Lactococcus spp. y Enterococcus spp. Mediante pruebas de epsilometria,
rep-PCR y pruebas fenotipicos se evalud la expresion y presencia de los genes
involucrados. Resultados obtenidos en este estudio concordaron con investigaciones
anteriores donde la presencia del gen gelE (gelatinasa) ha sido detectado en especies
de Enterococcus (Lopes et al., 2006; Moraes et al., 2012). Sin embargo, se encontré que
tan solo 3 de las 20 cepas con este gen generaron gelatinasa, cuya produccion requiere
no solo del gen gelE sino de todo el operdn fsr (Lopes et al., 2006). La manipulacion de
las cepas puede ocasionar lesiones en el operdn (Eaton & Gasson, 2001), lo que puede
explicar la falta de actividad gelatinasa observable. Por las limitaciones antes
mencionadas, se recomienda que futuras investigaciones, sobre la actividad gelatinasa
en BAL, involucren la deteccién del operén fsr y empleen metodologias que minimicen

dafos al operon.

La citolisina, una bacteriocina de clase | (Figura 1) (presencia de lantionina en su
estructura molecular) que debido a su potencial hemolitico también puede constituir una
preocupacion y es tratado como un factor de virulencia (Cotter et al., 2005). Para la

expresion de esta son necesarios 8 genes diferentes: cylLL, cylLs, cylM, cylB, cylA, cyll,
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cylR1 y cylR2 (Cox et al.,, 2005). Pese a que la expresion de citolisina es mas
frecuentemente asociada a Enterococcus spp. procedentes de muestras clinicas, la
produccion por E. faecalis y E. faecium aislados en alimentos ha sido anteriormente

reportada (Semedo et al., 2003).

Ya que en el estudio de Perin et al. (2014) se presento alfa hemolisis en 3 aislados de L.
lactis y 9 de Enterococcus spp. pese a que el gen relacionado, cylA, solo fue detectado
en un aislado de E. faecium la intervencion de otros genes hemoliticos se presenta como
la explicaciébn mas probable. Los genes asal (agregacion), eps (proteina de superficie),
efaA (antigeno de endocarditis) y ace (adhesién de colageno) fueron frecuentemente
identificados tanto en Lactococcus spp. como Enterococcus spp., mientras que para hyl

(hialuronidasa) no fueron detectados.



Figura 1.

Clasificacion de Bacteriocinas Producidas por Bacterias Acido LActicas.

la: Lantipéptidos

Ib: Péptidos ciclados

« Péptidos modificados Ic: Sactibiéticos
postraduccionalmente
Clase | * Mas pequefios 10kDa — ¢
« Péptido lider fusionado a péptido
nucleo Id: Péptidos lineales con azolina
le: Glicocinas

If: Péptidos lasso

lla: Bacteriocinas "Pediocin-like"

. Bacteriocinas no modificadas lib: Bacteriocinas de dos péptidos
Clase Il * No reguiere de enzimas para su
maduracion
« Més pequefias que 10kDa lic: Bacteriocinas sin lider
Ild: Bacteriocinas no "Pediocin-like” +
L bacteriocinas de un péptido
llla: Bacteriolisinas
« Gran peso molecular (>10 kDa)
Clase 1l « Proteinas antimicrobianas
termolabiles

lllb: Bacteriocinas no liticas

Adaptado de “Bacteriocins of lactic acid bacteria: extending the family” por Alvarez-Sieiro, Patricia, Montalban-Lépez, Manuel, Mu,
Dongdong y Kuipers, Oscar P, 2016, Applied Microbiology and Biotechnology, 100(7), 2939-2951.
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Respecto a efaA, su presencia en Enterococcus ha sido frecuentemente detectada y
relacionada con su adherencia a diversas superficies de alimentos y ambientes distintos
al cuerpo humano (Abriouel et al., 2008; Gomes et al., 2008), lo que soporta la deteccion
de este gen en 11 de 18 aislados de Enterococcus. Por otra parte, la ausencia de hyl,
actividad lipasa y DNAsa, factores de virulencia asociados a cepas patdgenas, sus
ventajas competitivas y la dispersion de toxinas en el tejido (Girish & Kemparaju, 2007;

Semedo et al., 2003), soportan la seguridad de las cepas aisladas.

La variedad de resultados sobre la presencia de genes de virulencia y actividad
observada en las pruebas fenotipicas concuerda con resultados previos sobre cepas de
Enterococcus spp. aisladas de alimentos, por lo que se recomienda tener cuidado con
su utilizacién y continuar la busqueda de cepas seguras que puedan desplazar
poblaciones mas peligrosas de esta bacteria (Majheni¢ et al., 2005; Valenzuela et al.,
2009). La inocuidad de Lactococcus spp. ho genera mayor preocupacion aun pese a la
existencia de genes de virulencia en ciertas cepas. La actividad observada sefiala que la
presencia de estos genes no es un buen indicador de su patogenicidad (Perin et al.,
2014). Adicionalmente, muy pocos casos han sido descritos en humanos, siendo la

mayoria de estos en pacientes inmunosuprimidos (Casalta & Montel, 2008).

2.1.5.2. RESISTENCIA ANTIBIOTICA

La resistencia antibiética es otro aspecto en el cual es importante explorar el rol que
ocupan las BAL de leche de cabra. El principal peligro con los microrganismos
procedentes de alimentos es la posibilidad de actuar como reservorios y transmitir genes
de resistencia a bacterias patégenas (Mathur & Singh, 2005). Pese a la presencia del
gen vanA, comunmente sefialado como el principal responsable de resistencia a la
vancomicina (T. Ribeiro et al., 2007), en cepas de Enterococcus spp. y Lactococcus spp.,
la resistencia fenotipica solo se pudo observar en 2 aislados los cuales fueron negativos
para la presencia del gen vanA y vanB sugiriendo la participacion de genes como vanC,

vanD, vanE o vanG (Perin & Nero, 2014). Es preciso mencionar que vanA y vanB son
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mas frecuentemente buscados que otros genes van, ya que estos se ubican en el DNA
plasmidico por lo que representan una mayor amenaza de transmision genética
horizontal (Martin-Platero et al., 2009).

Con respecto a la resistencia a gentamicina, se han reportado aislamientos que poseen
esta caracteristica. Por ejemplo, Perin et al., (2014) aislo tres cepas de Lactococcus spp.
y tres de Enterococcus spp. Debido a la resistencia intrinseca a aminoglucosidos en
Enterococcus spp., la presencia de este género concuerda con lo esperado (Mathur &
Singh, 2005). Respecto a Lactococcus spp. la mayoria de especies son descritas como
resistentes (Ammor et al., 2007) aunque existen también reportes de L. lactis con
sensibilidad a gentamicina (Mathur & Singh, 2005). Adicionalmente, todos los aislados
presentaron sensibilidad a cloranfenicol y ampicilina, concordando con estudios
realizados en otras matrices de alimentos (Toomey et al., 2010) donde no se observa la

presencia de resistencia a estos antibidticos.

Aunque la rifampicina es descrita como antibidtico de amplio espectro para el cual
Lactococcus spp. es sensible (Ammor et al., 2007), se han observado 2 aislamientos de
Lactococcus spp. con resistencia intermedia y 4 con resistencia completa; para
Enterococcus spp. en cambio se observa 1 solo aislado con resistencia completa pero 8
con resistencia intermedia. La alta incidencia de resistencia en Enterococcus spp.
coindice con resultados anteriores para E. faecalis y E. faecium que vuelven a sefalar el

cuidado que debe tenerse al utilizar este género bacteriano (Valenzuela et al., 2009).

2.1.5.3. AMINAS BIOGENICAS

Las aminas biogénicas (AB) son compuestos nitrogenados procedentes de la
descarboxilacion de aminoacidos que, en concentraciones bajas, son necesarias para
las funciones metabodlicas y fisioldgicas de microorganismos (Barbieri et al., 2019; Suzzi

& Torriani, 2015). La presencia de niveles elevados de estas en alimentos puede generar
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efectos toxicos tales como nausea, hipertension, diarrea, dolores de cabeza, inflamacion
localizada e incluso la muerte (Alvarez & Moreno-Arribas, 2014; Suzzi & Torriani, 2015).
Sin embargo, su nivel de toxicidad depende del estado de salud, sensibilidad individual
(Barbieri et al., 2019), tipo de AB e interaccion con ciertos medicamentos (Silla Santos,
1996). Es importante comprender que aminas biogénicas son las méas relevantes para
las BAL procedentes de leche de cabra y el nivel de riesgo que estas representan.

Dentro de las AB que pueden estar presentes en alimentos, destaca para los productos
lacteos, la tiramina que es causante de la intoxicacion conocida como “reaccién al queso”
capaz de ocasionar migrafia, nausea, aumento del gasto cardiaco, glucosa sanguinea
elevada y desordenes respiratorios (Marcobal et al., 2012; McCabe-Sellers et al., 2006).
Su efecto téxico puede verse potenciado por otras AB como putrescina, cadaverina,
espermina, espermidina o agmatina, mediante la inhibicion de enzimas responsables de
metabolizar tiramina (Pegg, 2013). A pesar del riesgo que estas aminas presentan, solo
los niveles de histamina en pescado tiene legislacion que establezca limites regulatorios
(REGLAMENTO (CE) no 2073/2005 DE LA COMISION de 15 de noviembre de 2005

relativo a los criterios microbiologicos aplicables a los productos alimenticios, 2005).

El gen relacionado a la tiramina (tdc), se ha reportado en alta incidencia tanto en
Lactococcus spp. (Fernandez et al., 2004; Perin et al., 2014) como Enterococcus spp.
(Moraes et al., 2012; Perin et al., 2014; Valenzuela et al., 2009), especialmente, cuando
sus condiciones de crecimiento son 6ptimas (temperatura ente 25-42°C). Al contrario
produccion de histaminay putrescina no es frecuentemente descrita en Lactococcus spp.
o Enterococcus spp., siendo el gen hdcl identificado solo en 3 aislados de E. faecalis.
(Perin et al., 2014). Pese a que la produccion de tiramina otorga potencial toxico a las
BAL presentes en la leche de cabra, es importante resaltar que se requiere el consumo
de cantidades especificas por individuos sensibles para presentar un verdadero riesgo
(Suzzi & Torriani, 2015).
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La formacion de aminas biogénicas y la cantidad producida por BAL continua siendo una
necesidad al momento de examinar la seguridad cepas candidatas para cultivos adjuntos,
sin embargo muchos estudios no incorporan este aspecto al momento de investigar BAL
prometedoras (de Almeida Junior et al., 2015; Lavilla-Lerma et al., 2013; Meng et al.,
2018; Schirru et al., 2012), por lo que se puede decir que existe un vacio respecto a este
tema que debe ser examinado en futuras investigaciones para garantizar la seguridad de

productos desarrollados con estas, especialmente en el caso de Enterococcus spp.

En la Tabla 1 se presentan varios temas de investigacion respecto a las BAL en la leche
de cabra, asi como sus principales vacios de conocimiento a ser explorado en futuros

estudios.



Tabla 1

Estado de Investigacion de BAL en Leche de Cabra
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Bacteria Tema de investigacion Vacio de conocimiento Referencia
L. lactis LS2 y DFO4Mi Actividad microbiana contra S. Mecanismos de interferencia (L. A. da Silva et al.,
mutans (caries) en la formacién de caries. 2019)
L. plantarum YN.1.3 Desarrollo de probiéticos Encapsulamiento de BAL. (Yelnetty et al., 2020)
L. lactis LS2 Produccion de sustancias Verificacion de eficacia como (Chaves de Lima et
“bacteriocin-like” anti-listeria bioconservante. al., 2017)
L. bulgaricus, L. plantarum, Susceptibilidad antibiética en Relacién entre incidencia de (Cho et al., 2018)
L. helveticus y L. paracasei cultivos iniciadores candidatos resistencia 'y uso de
antibidticos en la poblacién.
L. lactis, E. faecalis y E. Efecto de practicas de crianza en Confirmacion de fuentes de (Tormo et al., 2015)
faecium distribucién de especies contaminacion.

Lactobacillus spp.

Lactococcus

spp.

Enterococcus spp.

L.

paracasei y

rhamnosus

Diversidad de BAL antifiingicas

Evaluacion de seguridad en BAL
bacteriocinogénicas

Quesos artesanales mediterraneos
como fuente de BAL no iniciadoras

Mecanismos de accion, efecto
de uso de ensilado.

Relacion de actividad
gelatinasas con integridad de
operon fsr.
Microbiota de
artesanales locales.

quesos

(Delavenne et al.,
2012)

(Perin et al., 2014)

(Meng et al., 2018)

Bacterias Acido Lacticas asiladas de leche de cabra, principales temas de investigacion y respectivos vacios de

conocimiento a ser explorados en futuros estudios. BAL: Bacterias Acido Lacticas
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2.2.BENEFICIOS PARA LA SALUD Y NUTRICION
2.2.1. BAL COMO PROBIOTICOS

El término probidtico hace referencia a un microorganismo capaz de otorgar ciertos
beneficios a la salud y efectos inmunomodulatorios al hospedero, cuando es consumido
en cantidades adecuadas (Hill et al., 2014; Rahbar Saadat et al., 2019). Respecto a BAL
probidticas en la leche de cabra, se han reportado beneficios como regulacion de presion
arterial (Upadrasta & Madempudi, 2016), potenciamiento de respuesta inmune
(Ranadheera et al., 2018; Takeda et al., 2006), regulacion de microbiota intestinal (X.
Chen et al., 2020), y prevencion de cancer intestinal (Mittu & Girdhar, 2015; Nandhini &
Palaniswamy, 2013). Para la manifestacion de estos beneficios, el consumo minimo
recomendado es 8-9 log UFC/g, lo cual es alcanzable con la ingesta de 100g de un

alimento probiético con un contenido de 6-7 log UFC/qg.

La presencia de bacterias con potencial probidtico constituye un valor afadido y
oportunidad de tecnificacion (L. A. da Silva et al., 2019; de Almeida Junior et al., 2015).
En la leche de cabra, se han identificado varias cepas de BAL con caracteristicas
deseables en un microorganismo probiético como: resistencia a condiciones
gastrointestinales (de Almeida Janior et al., 2015), inhibicion de microorganismos
patégenos (Furtado et al., 2014b), y viabilidad satisfactoria en productos derivados
(queso, yogurt, helado y leche fermentada) (Verruck et al., 2019). En este contexto, se
han realizado estudios para evaluar el potencial de varias BAL dentro de las cuales
destacan cepas de Lactobacillus plantarum y Lactococcus lactis subsp. lactis (L. A. da
Silva et al., 2019; Furtado et al., 2014b; Yelnetty et al., 2020).

Ademas de los beneficios antes mencionados, se contindan buscando nuevas
aplicaciones innovadoras para cepas probidticas de BAL conocidas. Por ejemplo, da
Silva et al. (2019) sefal6 la utilizacion de BAL probioticas (cepas LS2 y DF04Mi de

Lactococcus lactis subsp. lactis) en la salud oral, gracias a su actividad inhibitoria contra
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Streptococcus mutans, patdgeno relacionado a la formacion de caries. Sin embargo,
menciona que se requiere ensayos clinicos confirmatorios y mayor conocimiento sobre
los mecanismos de interferencia en la formacion de caries antes de llegar al desarrollo
de nuevos productos. El comprender las necesidades de investigacion que enfrentan la
basqueda de nuevos probidticos es tan importante al como la identificacion de nuevas
cepas candidatas.

2.2.2. BAL EN LA REGULACION DE MICROBIOTA INTESTINAL

La salud de la microbiota intestinal es de gran importancia para la prevencion de otras
enfermedades y desordenes. Alteraciones en la microbiota del intestino puede llevar al
desarrollo de sindromes metabdlicos (Vijay-Kumar et al.,, 2010), desordenes
neurolégicos (Moos et al., 2016), enfermedades inflamatorias intestinales (Morgan et al.,
2012), e incluso obesidad (Ridaura et al., 2013). Pese a que ya se ha establecido que el
consumo de leche de vaca fermentada por BAL afecta positivamente la salud de la
microbiota intestinal (S. Wang et al., 2012), se requiere de mayor investigacion en la
matriz leche de cabra.

Con el objetivo de entender el efecto de la leche de cabra fermentada por BAL en el
microbioma intestinal, X. Chen et al. (2020) analiz6é las alteraciones en la estructura
microbiana y morfologia intestinal de ratones alimentados con leche de cabra fermentada.
Se evaluaron dos diferentes tratamientos: una leche fermentada por S. salivarius subsp.
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus (SL) y otra fermentada por los
microorganismos anteriores con la adiciéon de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(SLB). El analisis de la diversidad bacteriana, en el intestino de los animales, mostré que
el consumo de leche de cabra fermentada reduce la alfa diversidad microbiana, de
manera que SL generdé un efecto mayor que SLB. Estos resultados contradicen
investigaciones anteriores donde la alfa diversidad bacteriana no se vio alterada por el
consumo de lacteos fermentados por BAL (Rettedal et al., 2019; Usui et al., 2018). Sin

embargo, a diferencia de investigaciones anteriores donde la diversidad fue analizada en
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heces e intestino grueso, el estudio de X. Chen et al. (2020) se enfocd en la microbiota
del intestino delgado, donde las condiciones de acidez, transito intestinal y acidos biliares
son mas intensas ocasionando que cambios en la diversidad se tornen mas

pronunciados (Kastl et al., 2020).

Respecto a cambios en los géneros que componen la microbiota intestinal, SLB ocasiono
un incremento en la cantidad de Lactobacillus spp., los cuales han sido relacionados con
la produccion de acidos grasos de cadena corta, exopolisacaridos, regulacion de la
respuesta inmune y otros beneficios para la salud (de Assis et al., 2016; Fijan, 2014; C.
Lyu et al., 2018; Rodrigues et al., 2018). Por otro lado SL increment6 el nimero de
Streptococcus spp. presente. Este género esta relacionado con la integridad de la
mucosa del intestino delgado gracias a su capacidad de producir lactato (Fernandez et
al., 2018). ElI consumo de leche de cabra fermentada trae cambios positivos en la

composicion de la microbiota mediante el aumento de BAL benéficas.

Entre los beneficios que pueden traer los microorganismos probiéticos se puede sefialar
su relacion con el correcto funcionamiento del sistema inmune. Existen reportes del
potenciamiento de elementos de inmunidad innata, como la actividad de células NK y la
fagocitosis, por cepas probidticas (Aziz & Bonavida, 2016; Calder, 2013; Shida & Nomoto,
2013). Este potenciamiento es atribuido a interacciones de bacterias probidticas y
comensales presentes en la microbiota con el epitelio y tejidos inmunitarios intestinales,
mediante la liberacion de quimicos o el contacto directo intercelular (Hemarajata &
Versalovic, 2013; Thomas & Versalovic, 2010).

X. Chen et al. (2020) también analizo la expresion de factores inmunes. Los resultados
de este estudio muestran un incremento para TNFa y una reduccion para Gzmb y Prf lo
cual puede deberse a la respuesta inmune normal frente a bacterias exdégenas
(probidticos). Ya que los niveles de TNFa estan relacionados con la actividad de células

NK (Dong et al., 2012; Shida & Nomoto, 2013), estos resultados refuerzan la teoria de la
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potenciacion de estas células por BAL. Adicionalmente al aumento de TNFa con la

disminucién de Gzmb y Prf corroboran la regulacién de las respuestas inmunes.

2.2.3. USO DE BAL EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
INFLAMATORIAS INTESTINALES

Las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD) son enfermedades autoinmunes
cronicas que afecta la integridad de la mucosa intestinal, el termino incluye tanto la colitis
ulcerativa como la enfermedad de Crohn (Rodrigues et al., 2018). Pese a que multiples
factores se ven involucrados en su desarrollo, la activacion del sistema inmune,
produccion de mediadores no especificos de inflamacién, y alteracion de la microbiota
intestinal son caracteristicos de estas enfermedades (J. H. Park et al., 2017; Thompson-
Chagoyan et al., 2005). El tratamiento convencional de IBD consiste en la remision de
los sintomas durante la fase aguda y el prevenir la reactivacion del proceso inflamatorio
mediante el uso de farmacos (Araujo et al., 2016). Pese a su probada eficacia, estos
pueden representar un alto costo econémico (Bressler et al., 2015), y su uso prolongado
puede generar efectos secundarios como pancreatitis, toxicidad renal, incremento en el
riesgo de infecciones, leucopenia, y fibrosis hepatica (Bernstein, 2015; Pithadia & Jain,
2011; Scribano, 2008).

El consumo de leche de cabra es capaz de mejorar la microbiota intestinal y modular la
respuesta inmune (X. Chen et al., 2020), y varios Lactobacillus spp. han generado
mejoras en la composicion de la microbiota y atenuacion del dafio a la mucosa (Yokota
et al., 2018), regulacion de expresion de citoquinas inflamatorias (Chung et al., 2008),
reduccion en infiltracibn de células inflamatorias y expresion de mediadores pro
inflamatorios en modelos animales (Seo et al., 2017). El tratamiento de IBD con BAL de
la leche de cabra se presenta como una alternativa al uso de farmacos. Sin embargo, la
eficacia en seres humanos, dosificacion apropiada, y clarificacion de los mecanismos
involucrados requieren de mayor investigacion y disefios experimentales (Le & Yang,
2018).
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Rodrigues et al. (2018) evaluo el efecto de la cepa EM1107 de Lactobacillus rhamnosus,
en queso de cabra, mediante un modelo experimental de colitis inducida en ratas.
Tratamiento con L. rhamnosus generd una mejoria en los marcadores de inflamacion y
estrés oxidativo, reduccion en los niveles de TNFa e IL-1B, y restauracion del tejido
intestinal. Ya que TNFa induce la destruccién del tejido, secrecion de citoquinas
inflamatorias y muerte de células epiteliales, e IL-1B estimula secrecion de IL-6, activa la
células linfoides e incrementa la permeabilidad epitelial (Al-Sadi et al., 2013; Neurath,
2014); la regulacion de estos soporta la efectividad de L. rhamnosus y el uso de otras

BAL de la leche de cabra en el tratamiento de IBD.

La reduccién en los niveles de TNFa e IL-1B puede deberse a la supresion de NF-kB p65
(Rodrigues et al., 2018). Ya que este factor de transcripcion regula la expresion genética
de varias citoquinas, el reducir su sefializacion es un objetivo en el tratamiento de IBD
(Giridharan & Srinivasan, 2018). Al contrario de NF-kB p65, la expresion de SOCs-1 es
deseable para la combatir el desarrollo de la enfermedad. SOCs-1 es un regulador en la
secrecion de citoquinas relacionado a la prevencién de colitis en modelos experimentales
(Araujo et al., 2016). Efectos positivos respecto a la regulacion de citoquinas en los
tratamiento con L. rhamnosus puede deberse tanto a la supresiéon de NF-kB p65 como

la induccién de SOCs-1.

El mantenimiento de la estructura de la mucosa y la reduccién de los infiltrados
inflamatorios, se relacionaron con un incremento de los niveles de ZO-1 y MUC-2
(Rodrigues et al., 2018). ZO-1 es una proteina citoplasmatica que conforma las uniones
estrechas o “zonula occludens” (Van ltallie et al., 2009), cuyo nivel de alteraciones
responde a la severidad de la IBD (Landy et al., 2016). Por otro lado, la secrecion de
mucinas por ceélulas caliciformes, vital para la proteccion de la mucosa intestinal,
responde a los niveles de la glicoproteina MUC-2 (Plaza-Diaz et al., 2014). La regulacion

de estos elementos traen consigo un efecto preventivo y mejora en la sintomatologia de



32

IBD (Rodrigues et al., 2018). Sin embargo, se recomienda profundizar en la actividad del
queso de cabra probidtico y sus mecanismos involucrados, mediante el uso de otros

modelos animales (Rodrigues et al., 2018).

2.2.4. EFECTO DE LAS BAL EN EL CONTENIDO Y BIODISPONIBILIDAD DE
MINERALES EN LA LECHE DE CABRA

El creciente interés en la leche de cabra y sus productos derivados responde a sus
beneficiosos para la salud y nutricion. Parte de estas propiedades se debe su
composicion y caracteristicas intrinsecas como alta digestibilidad y mayores porcentajes
de acidos grasos de cadena corta y media (Y. W. Park & Haenlein, 2017; A. C. Ribeiro &
Ribeiro, 2010). Mientras que, otros beneficios nutricionales y terapéuticos se deben a la
accion de BAL gue han sido incorporadas durante la elaboracion de productos derivados
0 se encuentran naturalmente en la microbiota de la leche (Senaka Ranadheera et al.,
2012).

Uno de los aspectos nutricionales que genera mas debate sobre el impacto de las BAL
es el contenido de minerales presentes en la leche de cabra y la relacion de este con los
cultivos iniciadores empleados en la elaboracion de alimentos fermentados (Bergillos-
Meca et al., 2015; Navarro-Alarcén et al., 2011; Quintana et al., 2015). Mediante técnicas
analiticas como la espectrometria de absorcion atomica, Navarro-Alarcén et al. (2011)
evaluo la influencia de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus subsp.
delbrueckii en los niveles de Se, Zn, Ca y Mg presentes en leche de cabra; se concluyo
gue los cultivos iniciadores utilizados no afectan significativamente el contenido de los
elementos evaluados y que estos tienen una correlacion con los niveles de

macronutrientes, los cuales tampoco se ven afectados por las BAL utilizadas.

Quintana et al. (2015) evaluo los niveles de Se, Cu, Cry Mn respecto al microorganismo
fermentador utilizado en la elaboracidon de yogures de leche de cabra, comparando los
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fermentadores tradicionales (S. thermophilus y L. bulgaricus subsp. delbrueckii) frente a
la adicion de BAL probidticas (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus y L.
fermentum). Sin embargo, los resultados obtenidos volvieron a sefialar que el
microorganismo fermentador no afecta significativamente los niveles de ninguno de los

minerales estudiados.

La biodisponibilidad de un elemento hace referencia a la porcion del nutriente que es
absorbida y utilizada por el organismo, y desde el punto de vista nutricional esta es tan
importante como la cantidad de nutrientes presentes (Perales et al., 2006). Pese a
resultados negativos respecto al contenido de minerales, se ha reportado que la
biodisponibilidad de Ca, Mg, P y Zn se puede ver incrementada por la cepa probiética D3
de L. fermentum (Bergillos-Meca et al., 2013). Esto sugiere que ciertas cepas BAL
pueden utilizarse para mejorar la calidad nutricional de la leche de cabra y sus productos

derivados.

El estudio de la biodisponibilidad deberia realizarse en sujetos humanos, sin embargo
debido a la dificultad que este tipo de estudios conllevan, métodos in vitro son empleados
con mayor frecuencia (Perales et al., 2006). Ya que la biodisponibilidad involucra tanto
la solubilidad en el tracto gastrointestinal como la captacién y el transporte (Jovani et al.,
2001; Salovaara et al., 2002), la combinacién de digestiones in vitro con ensayos de
retencion y transporte en células Caco-2 (adenocarcinoma colorrectal humano) se
presentan como la metodologia mas adecuada para el estudio de este tema (Bergillos-
Meca et al., 2013, 2015; Perales et al., 2006).

Bergillos-Meca et al. (2015) evaltuo el efecto de la cepa probidtica Lactobacillus
plantarum C4, obtenida de kéfir, para incrementar la biodisponibilidad de Ca, Mg, Zny P
en leche de cabra. Corroborando resultados anteriores (Bergillos-Meca et al., 2013), el
estudio halla un impacto positivo en la absorcion y retencibn mineral por una BAL,

principalmente para la disponibilidad de calcio. Se puede atribuir esta propiedad a los
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mayores niveles de substancias quelantes como los amino acidos de cadena corta o los
fosfopéptidos de caseina, caracteristicos en ciertas cepas probidticas, los cuales ayudan
a mantener los minerales en un estado soluble (Bergillos-Meca et al., 2013; Rekha &
Vijayalakshmi, 2010).

La solubilidad de los minerales también puede verse promovida por el efecto reductor de
pH en la membrana luminal de las células Caco-2 (Jewell & Cashman, 2003). Otra
explicacion es que la ruta de absorcion del calcio puede verse modificada por la difusion
de los aminoéacidos de cadena corta (Cashman, 2003). Adicionalmente, cabe mencionar
gue ciertas cepas de Lactobacillus spp. pueden aumentar la traduccién y transcripcion
de proteinas relacionadas con la absorcion de calcio en células epiteliales (Mack et al.,
2003). Pese a estas explicaciones, los mecanismos precisos involucrados en el efecto
potenciador de la biodisponibilidad continGan siendo pobremente entendidos (Bergillos-
Meca et al., 2015).

En base a los resultados de las investigaciones antes mencionadas es posible concluir
que las BAL utilizadas en la fermentacion de leche de cabra no son capaces de
incrementar significativamente el contenido de minerales (Navarro-Alarcén et al., 2011;
Quintana et al., 2015). Sin embargo, la biodisponibilidad, particularmente en el caso del
calcio, se puede ver potenciada por la adicion de cepas probibticas pertenecientes a
Lactobacillus spp. (Bergillos-Meca et al., 2013, 2015). No obstante, todavia se requieren
de investigaciones in vivo para confirmar su efecto en seres humanos, y elucidar los

mecanismos precisos que emplean las BAL probiéticas.

2.2.5. PREVENCION DE CANCER Y POTENCIAL USO TERAPEUTICO DE
BAL RELACIONADO A ESTA PATOLOGIA

Se han reportado varias propiedades de BAL que sugieren una potencial aplicacion en
el uso terapéutico y la prevencion de varios tipos de canceres. Por ejemplo, Lactobacillus
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acidophilus ha mostrado capacidad de degradar elementos carcinbgenos como
nitrosaminas (Mitall & Garg, 1995). Lactobacillus rhamnosus GG es capaz de reducir la
concentracion de B-glucuronidasa, enzima capaz de sintetizar carcindégenos, en heces,
evitando su formacion y reduciendo el riesgo de aparecimiento de la enfermedad
(Nandhini & Palaniswamy, 2013). Pese que a esta clase de resultados son prometedores,
particularmente para especies de Lactobacillus, se debate su efectividad en seres
humanos y menciona la necesidad de mas investigaciones que soporten su viabilidad en
alimentos y profundicen en los mecanismos de accion especificos (Mclntosh, 1996; Mittu
& Girdhar, 2015).

Continuando la investigacion en Lactobacillus spp., Nandhini & Palaniswamy (2013)
evaluaron mediante células Hela, procedentes de cancer cervical humano, el efecto
anticancer del hidrolizado de leche de cabra fermentada por Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus paracasei. La palabra hidrolizado hace referencia a la degradacion de las
proteinas, de la leche fermentada, en péptidos y aminoéacidos libres (Sinha et al., 2007).
Resultados obtenidos muestran que la viabilidad de las células HelLa disminuye
proporcionalmente al incremento en la concentracién de hidrolizado. Esta investigacion
soporta la efectividad de leche fermentada por BAL para el control de sustancias
mutagénicas. Sin embargo estudios que confirmen las propiedades anticancerigenas de

las BAL en leche de cabra continlan siendo escasos (Mittu & Girdhar, 2015).

La investigacién en el potencial anticancerigeno de BAL se enfoca, principalmente, en el
tratamiento y prevencion de cancer colorrectal. Este es responsable por mas de un millén
de casos de cancer cada afio y esta estrechamente relacionado con la salud de la
microbiota intestinal (Rowland, 2009; Tenesa & Dunlop, 2009). Se han identificado in
vitro, varios mecanismos que interfieren con el desarrollo de cancer colorrectal, como la
regulacion de la apoptosis celular (C. C. Chen et al., 2012; lyer et al., 2008), inhibicién
de especies reactivas de oxigeno, por su actividad antioxidante (Kullisaar et al., 2002,
2003), y potenciamiento del sistema inmune (Di Giacinto et al., 2005; Gabrilovich &
Pisarev, 2005).
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Un mecanismo de BAL de particular interés para la prevencion del cancer colorrectal es
el “targeting epigenético”. El término hace referencia a la modificacion, generalmente
inducida por factores ambientales, de los niveles de expresion de un determinado gen
sin la alteracion de su secuencia de ADN (Coppede, 2014; Zhong et al., 2014). Dentro
de la investigacion epigenética resaltan los inhibidores de la histona—desacetilasa
(HDAC) que son empleados como farmaco para evitar la proliferaciéon de tumores
(Acharya et al., 2005; Marks et al., 2004).

Metabolitos generados por cepas de BAL probidticas, especialmente el butirato y otros
acidos grasos de cadena corta, son descritos como los principales inhibidores HDAC
involucrados en el tratamiento de cancer colorrectal (Waldecker, Kautenburger,
Daumann, Busch, et al., 2008). Estudios previos muestran potenciacién epigenética de
genes supresores de tumores y fuerte actividad inhibitoria de tumores en lineas celulares
por cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus (Lightfoot et al., 2013; Waldecker,
Kautenburger, Daumann, Veeriah, et al., 2008). Estos resultados son alentadores para
la aplicacién de BAL en la terapia de cancer colorrectal, aunque se requiere confirmar su

eficacia en pacientes humanos.

Ya que la carcinogénesis esta relacionada con el mal funcionamiento del sistema inmune,
el comprender los mecanismos inmunomoduladores de BAL probidticas puede guiar la
aplicacion de estas en el tratamiento de cancer. En este contexto la cepa Lactobacillus
casei Shirota es una de las mas investigadas (Nanno et al., 2011), con ensayos clinicos
gue soportan su rol en la prevencién de tanto cancer colorrectal (Ishikawa et al., 2005),
como cancer de vejiga (Aso et al., 1995; Ohashi et al., 2002), a través de la regulacién

de funciones inmunes.
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Los mecanismos de accién que utiliza L. casei Shirota radican en dos principios: la
reduccion de respuestas inmunes excesivas durante el estado inflamatorio, y el aumento
de defensas en el estado inmunodeprimido (Shida & Nomoto, 2013). Mas
especificamente, los principales mecanismos planteados son: regulacion negativa de
inflamacion severa (Matsumoto et al., 2009), inhibicion de carcin6genos mediante
balance la microbiota intestinal (De Preter et al., 2004), absorcién de carcinégenos
(Morotomi & Mutai, 1986), y aumento de actividad de células natural killer mediante

produccion de interleucina-12 por macrofagos (Shida & Nomoto, 2013).

Las propiedades anticancerigenas de varias BAL presentes en leche de cabra
incrementan el interés medicinal de esta matriz y grupo bacteriano. Estudios
anteriormente mencionados sefialan efectos positivos en la prevencion del desarrollo de
cancer, especialmente cancer colorrectal (Nandhini & Palaniswamy, 2013; Shida &
Nomoto, 2013; Siva Kumar, 2015; Zhong et al., 2014). Sin embargo, con la excepcion de
L. casei Shirota, los mecanismos especificos de otras BAL requieren mayor
entendimiento y contindan siendo temas de alto interés investigativo (Mittu & Girdhar,
2015).

2.2.6. BAL EN LA REGULACION DE PRESION ARTERIAL

Uno de los beneficios del consumo de lacteos fermentados es la reduccidon de presion
arterial y riesgo de complicaciones cardiovasculares. Se ha demostrado que el consumo
de leche fermentada por ciertas BAL es capaz de generar un efecto antihipertensivo,
mediante la accion de péptidos bioactivos (Jakala & Vapaatalo, 2010; Upadrasta &
Madempudi, 2016). La accion de estos péptidos se da principalmente por su capacidad
de inhibir a la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) (Figura 2), la cual sintetiza
angiotensina 1l (vasoconstrictor) e inactiva bradicinina (vasodilatador) elevando la
presion arterial (Ehlers & Korpela, 2011; Riordan, 2003). La generacion de péptidos
inhibidores de ECA durante la fermentacion es una propiedad deseable en BAL

probidticas destinadas a la regulacion de la presion arterial.
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Figura 2.
Papel de la Enzima Convertidora de Angiotensina-I en la Regulacion de la Presion Sanguinea.
Angiotensinégeno Cininégeno
A Y
Angiotensina-| Bradicinina

Enzima convertidora
de angiotensina-|

\J

Angiotensina-I|

Y Y
Vasoconstriccion arteriolar p y o
Metabolitos Vasodilatacion
Incremento de liquido intravascular RETETE S
\ A
Incremento de presion Reduccién de presién
sanguinea sanguinea

Adaptado de “Algal Proteins: Extraction, Application, and Challenges Concerning Production” por Bleakley Stephen y Hayles Maria,
2017, Foods 6(5), 1-34.
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La hipertension es definida como una enfermedad crénica, donde la presion sistolica es
mayor a 140 mmHg y la presion diastdlica mayor a 90 mmHg, que constituye un factor
de riesgo para enfermedades cardiovasculares (Lloyd-Jones et al., 2010). El tratamiento
actual de la enfermedad hace uso de inhibidores sintéticos de ECA, los cuales pese a
generar mayor inhibicion que los péptidos bacterianos, traen consigo efectos secundarios
no deseados y un alto costo econdmico (Nordmann et al., 2003; Sica, 2005). El uso de
péptidos inhibidores de ECA puede representar una alternativa al tratamiento actual de

hipertension.

Estudios previos sugieren el uso de probidticos y sus péptidos como agentes
antihipertensivos. Los péptidos, valina-prolina-prolina (VPP) e isoleucina-prolina-prolina
(IPP), presentes en leche fermentada por Lactobacillus helveticus causaron una
reduccion en la presion sistolica y una atenuacién en el desarrollo de hipertension
(Mizushima et al., 2004; Sipola et al., 2001). De manera similar, leche fermentada con
Lactobacillus casei Shirota y Lactococcus lactis redujeron la presion sistélica y diastolica
en pacientes con hipertension leve (Inoue et al., 2003); aunque en este caso el efecto se
atribuyo a la produccién de acido gamma-aminobutirico o GABA, componente bioactivo
conocido por su efecto hipotensor y controlador de sefiales de los neurotransmisores (C.
J. Lyu et al., 2017).

La investigaciéon en la produccion de péptidos inhibidores de ECA se enfoca
principalmente en la fermentacion de leche de vaca y leche de soya con L. helveticus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus y L. lactis subsp. cremoris (M. Gobbetti et al., 2000;
Mizushima et al., 2004; J. Wang et al., 2015). Con el objetivo de aprovechar la
composicion de leche cabra y el potencial de L. plantarum L69, otra cepa probidtica con
actividad antihipertensiva (L6pez-Fandifio et al., 2006), Li Chen et al. (2018) evaluo el
desempefio del probidtico para producir una bebida fermentada con alta actividad
inhibitoria de ECA.
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La actividad inhibitoria en la leche alcanzo su punto mas alto, 79.11 %, al final de la fase
logaritmica y lo mantuvo durante la fase estacionaria implicando la contribucion de la
bacteria en la actividad de inhibicion. El porcentaje de inhibicién obtenido fue comparable
al reportado por otras cepas: 70% por L. bulgaricus SS1 y L. lactis FT4 (M. Gobbetti et
al., 2000), 70.9 - 74.5% por L. helveticus H9 (J. Wang et al., 2015), y 75.46% por L.
helveticus LB10 (Pan & Guo, 2010). Estos resultados sefialan que la leche obtenida con

L. plantarum 69 es competitiva y tiene potencial en el tratamiento de la hipertension.

Ya que para ejercer sus efectos en seres humanos los probioticos y sus péptidos deben
llegar y sobrevivir en el tracto digestivo (J. Wang et al., 2015), la actividad inhibitoria debe
observarse también en un ambiente gastrointestinal. En el estudio la actividad de 79.11%
en la leche se redujo a un 70.22% después de una digestion gastrica y luego se mantuvo
en 58.89% en el ambiente intestinal; esta reduccién en actividad inhibitoria de ECA puede
ser atribuida a la resistencia gastrointestinal y la hidrolisis de los péptidos en fragmentos
inactivados (L. Chen et al.,, 2018). A pesar de esto, la actividad inhibitoria de ECA
permanece en niveles altos (>50%) sefialando su efectividad in vivo y estimulando el

desarrollo de alimentos funcionales para la reduccién de presién arterial.

En la Tabla 2 se resumen los principales beneficios para la salud de BAL presentes en

la leche de cabra, su cepa productora y mecanismo de accion.



Tabla 2

Beneficios para la Salud de BAL en Leche de Cabra
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Beneficio

Bacteria

Mecanismo principal

Referencia

Incremento de  absorcidn

retencion de Ca

y

L. plantarum C4

Incremento de niveles de
sustancias quelantes.

(Bergillos-Meca et al.,
2015)

Incremento de biodisponibilidad de

Ca, Mg, ZnyP

. fermentum D3

Incremento de niveles de
sustancias quelantes.

(Bergillos-Meca et al.,
2013)

Regulacién de presion arterial

. plantarum 69

Produccién de
inhibidores de ECA.

péptidos

(L. Chen et al., 2018)

Actividad anti-listeria

. lactis DFO4Mi

Produccién de bacteriocinas.

(Furtado et al., 2014b)

Prevencién de cancer colorrectal

. casei Shirota

Aumento de actividad de células
NK.

(Shida & Nomoto, 2013)

Prevencién de cancer

. paracasei y L. plantarum

Eliminaciéon de carcin6genos y
pre carcinégenos.

(Nandhini &
Palaniswamy, 2013)

Correcto funcionamiento
crecimiento celular

y

. lactis y S. thermophilus

Incremento en contenido de
acido folico.

(Pacheco Da Silva et al.,
2016)

Tratamiento de Ell

. rhamnosus EM1107

Supresion de NF-kB p65 vy
regulacion de SOCs-1.

(Rodrigues et al., 2018)

Efectos anticancerigenos,
obesidad y antidiabéticos

anti-

. casei

Produccién de &acido linoleico

conjugado.

(Trigueros et al., 2015)

Regulacion del sistema inmune

S. thermophilus y L. bulgaricus

Modulacibn de microbiota en
intestino delgado.

(X. Chen et al., 2020)

Beneficios para la salud otorgados por Bacterias Acido Léacticas aisladas de leche de cabra y los principales mecanismos de accion
involucrados. BAL: Bacterias Acido LActicas, Ell: Enfermedad Inflamatoria Intestinal, ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina,

NK: Natural Killer
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2.3.PROCESAMIENTO DE LECHE DE CABRA Y DESARROLLO DE
ALIMENTOS LACTEOS
2.3.1. HELADO DE LECHE DE CABRA

Ciertas caracteristicas hacen del helado un vehiculo ideal para el transporte de
microorganismos probiéticos. Debido a que niveles bajos de pH pueden llegar a afectar
la viabilidad del probiético, el pH mayor del helado frente a otros productos lacteos se
relaciona positivamente con su supervivencia (Senaka Ranadheera et al., 2013). Sin
embargo se debe tener cuidado para que los procesos de congelacion y batido durante
la elaboracion del helado (Figura 3) no ocasionen dafio celular en las bacterias
probidticas (Agu et al., 2017). Adicionalmente, el helado goza de mayor aceptabilidad

comparado a otros alimentos derivados de la leche de cabra (Turgut & Cakmakci, 2009).

La combinacion de prebidticos y probidticos es denominada simbidtico y otorga una
mejor implantacién, supervivencia y crecimiento de la bacteria en el organismo (Liong,
2008). La composicion de la leche de cabra puede ser utilizada para elaborar helado con
textura suave y alta resistencia a derretimiento (A. C. Ribeiro & Ribeiro, 2010). En la
elaboracién de helado probiético, una de las estrategias para alcanzar niveles aceptables
de viabilidad bacteriana es la sustituciéon de grasas por elementos prebiéticos, como

polidextrosa y litesse, formando simbidticos con mayor estabilidad (Acu et al., 2017).

En busqueda de un helado probiético con propiedades satisfactorias, Acu et al. (2017)
evalud la adicion de salsa de frutas en diferentes parametros relevantes en la elaboracion
de helado. Resultados obtenidos mostraron efectos significativos de la fortificacion con
salsa de frutas en el contenido de grasa, proteina, pH, ceniza, sacarosa, flavonoides,
compuestos fendlicos y antocianidina, asi como una mejor capacidad antioxidante, color,
y velocidad de derretimiento. Mientras, el impacto de las bacterias probibticas, L.
paracasei subsp. paracasei, B. longum y B. bifidum se relacion6 principalmente con un

incremento en la acidez del helado.



Figura 3.
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Factores que Afectan la Viabilidad de Bacterias Probidticas durante el Procesamiento de

Helado de Leche de Cabra.

Elaboracién helado de cabra

Leche cruda de cabra

Adicién de ingredientes (25°C)
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Adaptado de “Probiotic viability, viscosity, hardness properties and sensorial quality of symbiotic ice
creams produced from goat’s milk” por Acu Merve, Kinik Ozer y Yerlikaya Oktay, 2021, Food Science

and Technology (Brazil) 41(1), 167-173.
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Por otro lado, Senaka Ranadheera et al. (2013) evalud la viabilidad de L. acidophilus LA-
5, B. animalis subsp. lactis BB-12 y P. jensenii 702, junto con las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de helado de leche de cabra, frente a su almacenamiento
en contenedores de diferentes materiales. El material de los contenedores guarda
relacion con la supervivencia del probidtico, ya que una permeabilidad excesiva al
oxigeno puede perjudicar el crecimiento y viabilidad de especies microaerofilas como L.
acidophilus o anaerobias como Bifidobacterium spp. (Kailasapathy & Sultana, 2003;
Shah, 2000). Al mismo tiempo, se han reportado alteraciones en las propiedades
sensoriales y fisicoquimicas por interacciones entre el alimento y los materiales del

empaque (Duncan & Webster, 2009; Jayamanne & Adams, 2004).

Resultados obtenidos en este estudio concuerdan con otras investigaciones, mostrando
una reduccién significativa en la viabilidad de los probidticos después del proceso de
congelacion (88.72% para P. jensenii, 66.46% para B. lactis y 56.14% para L.
acidophilus), atribuible a lesiones por la formacién de cristales de hielo, incorporacién de
aire y estrés mecanico durante la mezcla (Akalin & Erisir, 2008; P. D. L. da Silva et al.,
2015; Turgut & Cakmakci, 2009). Pese a esta reduccion cabe mencionar que, se lograron
mantener niveles aceptables (7 log UFC/g) en las tres cepas bacterianas sin importar
gue el material de los contenedores sea polietileno, polipropileno o vidrio (Acu et al.,
2017).

Pese a la preocupacion que la toxicidad por oxigeno puede representar para las bacterias,
la permeabilidad de los contendores parece no afectar significativamente su viabilidad.
La baja susceptibilidad de los probiéticos, en comparacion a lo esperado, puede ser
explicada por la accion de las bajas temperaturas de almacenamiento que reducen la
actividad metabdlica y minimizan los efectos negativos el oxigeno (Talwalkar et al., 2004).
También, la difusién lenta y no uniforme a través del empaque pudo haber contribuido al
desarrollo de resistencia, fendmeno previamente reportado en otras BAL (Maresca et al.,
2018). Al igual que la temperatura y la acidez, la susceptibilidad al oxigeno parece ser
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una caracteristica dependiente de la cepa bacteriana (Gaucher et al., 2019; Talwalkar et
al., 2004).

Otro parametro que puede afectar la supervivencia de los probioticos son los niveles de
pH. En el estudio, el corto tiempo de fermentacién de una hora, antes de la incorporacion
de las bacterias al helado, mantuvo el pH cercano a la neutralidad con un valor de 6.65
+ 0.02 que puede haber contribuido a mantener la viabilidad de las bacterias (Acu et al.,
2017). Anteriormente se ha recomendado el detener la fermentacion cuando el pH llegue
a un rango entre 5.0 y 5.5, con el objetivo de combatir la pérdida de probioticos en bajos
niveles de pH (Cruz et al., 2009). Ya que la supervivencia de los probidticos parece no
responder principalmente al material del empaque, se puede utilizar este parametro para

abaratar costos sin sacrificar la calidad probiotica del helado.

2.3.2. YOGURT DE LECHE DE CABRA

Con el objetivo de potenciar el crecimiento de la industria, el procesamiento de la leche
de cabra en productos derivados es fundamental. El yogurt es definido como un producto
lacteo coagulado obtenido de la fermentacion &cido lactica (Monteiro et al., 2019). En el
caso particular del yogurt de leche de cabra, la fermentacion ocurre principalmente por
cultivos iniciadores con L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis y S.
thermophilus, aunque también se hace uso de otros lactobacilos probiéticos como L.
acidophilus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum y L. casei (Voblikova et al., 2020).
Estos se encargan de la transformacion de la lactosa en acido lactico, produccién de
acido férmico, acetaldehido, acetona, acetoina y diacetilo, componentes clave para el

formacion del sabor en los yogures (Monteiro et al., 2019).

Pese a que el yogurt es la bebida lactea fermentada de mayor consumo y aceptabilidad
(McKinley, 2005), y su elaboracion de se plantea como una estrategia prometedora para

explotar los beneficios de la leche de cabra y las BAL presentes en esta, las diferencias
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en su composicion demandan ciertas consideraciones técnicas (Voblikova et al., 2020).
Debido a su diferente contenido y composicion de caseina, el obtener yogurt de leche de
cabra con una textura deseable puede llegar a ser un desafio (J. Li & Guo, 2006). La
fermentacion de la leche de cabra con BAL prebioticas, y la adicion de elementos
probidticos y fibras para han sido exploradas como una posibles soluciones a este
problema (Costa et al., 2015; Haskito et al., 2020; Machado et al., 2017).

A pesar de que se han obtenido resultados prometedores con cepas de BAL en la mejora
de textura de la leche de cabra sin fermentar, la investigacion de su impacto en la
elaboracién de yogurt es limitada (Shihata & Shah, 2002). Sin embargo existen estudios
gue buscan la analizan el impacto de BAL, junto a otros ingredientes, en el procesamiento
del yogurt de leche de cabra. Por ejemplo, Costa et al. (2015) investigo el efecto de la
BAL probidtica L. acidophilus LA-5, la inulina (prebidtico) y la pulpa de cupuassu (fuente

de fibra), en la textura y calidad del yogurt de cabra.

La textura del yogurt de cabra fue evaluada mediante tres pardmetros: firmeza (fuerza
requerida para romper la estructura), consistencia (resistencia a cambios en su forma),
y cohesion (resistencia a deformarse sin romperse) del alimento (do Espirito Santo et al.,
2012). Aunque también es posible evaluar la textura mediante el uso de escalas
heddnicas en un panel de catadores (Machado et al., 2017; Senaka Ranadheera et al.,
2012). La firmeza del producto presentd una disminucion significativa cuando se combiné
cupuassu, L. acidophilus LA-5 e inulina, este fendmeno pudo deberse a las interacciones
entre los ingredientes y su resultante menor contenido de proteina lactica (Oliveira et al.,
2001). La consistencia resulto mejor en tratamientos que incluyeron inulina, lo que
concuerda con estudios anteriores donde la formacion de enlaces de hidrégeno con
proteinas, a consecuencia de la inulina, resultaron en redes de gel mas fuertes
(Esmaeilnejad Moghadam et al., 2019; Guven et al., 2005).
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Por otro lado, la cohesidon se mantuvo constante durante el almacenamiento en todo los
tratamientos, lo cual puede ser explicado por el contenido de proteina, el cual presento
valores similares en todos los tratamientos (Costa et al., 2015). Respecto a la viabilidad
de L. acidophilus LA-5, se mostraron conteos mayores a 7 log UFC/g durante el periodo
de almacenamiento, en todos los tratamientos; aunque su combinacion con cupuassu
resulto en una menor viabilidad atribuible al cambio de pH ocasionado por la pulpa de la
fruta (Kailasapathy et al.,, 2008). Resultados sefialan que la presencia de la BAL
probidtica se relaciona positivamente con una mejora en la firmeza del yogurt de cabra,
aunque todos los ingredientes analizados tienes un uso potencial en la mejora de la

textura.

Machado et al. (2017) también analizé el impacto de L. acidophilus LA-5, junto con la
adiciéon de miel, en las propiedades microbiolégicas, fisicoquimicas y sensoriales de
yogurt de leche de cabra. Resultados evidenciaron un efecto positivo en la coloracién,
sinéresis, textura, viscosidad y aceptacion sensorial del producto final. Adicionalmente,
la presencia de miel generd un efecto promotor en el crecimiento de L. acidophilus, lo
cual puede deberse a la liberacion de azucares fermentables durante el almacenamiento
(Akin et al., 2007; Machado et al., 2017). Es importante mencionar que la miel utilizada
en este estudio proviene de Melipona scutellaris, la cual contiene mayores niveles de
antioxidantes y un diferente perfil de azlcares que la miel de Apis spp., la cual es mas

comunmente consumida (Chuttong et al., 2016).

Senaka Ranadheera et al. (2012) examind la afectacion de varias caracteristicas
sensoriales del yogurt de cabra, con la presencia de BAL en los cultivos iniciadores (S.
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus) y probiéticos (L. acidophilus LA-5, B.
animalis subsp. lactis BB-12 y P. jensenii 702), junto con la adicion de jugo de frutas
(manzana, naranja, banana, pifia, mango y maracuya). La presencia del jugo de frutas
en los yogures de cabra se relacion6 con un incremento en la sinéresis y el pH. Sinéresis
es definida como la liberacion del suero de la matriz de gel del yogurt y es considerada

como un defecto en la textura del yogurt (Donmez et al., 2017; Rani et al., 2012). Este
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incremento en la sinéresis puede deberse tanto a su menor contenido de sdlidos totales,
grasa, proteina y ceniza, como a dafios ocasionados en la estabilidad gel del yogurt al
momento de mezclar el jugo de frutas (Gilbert et al., 2020; Isanga & Zhang, 2009).

Los niveles de S. thermophilus fueron mayores a los de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
al final del periodo de almacenamiento; esto concuerda con otros estudios donde se
presentd el mismo fenédmeno (Birollo et al., 2000; Vinderola et al., 2002). Una posible
explicacion es el uso de contenedores plasticos en el experimento, los cuales generan
una mayor permeabilidad al oxigeno y estimulan el crecimiento de S. thermophilus.
También se observd menor viabilidad de ambas bacterias iniciadoras en yogures con
jugo de frutas, atribuible a la reduccién de pH por la adicién de este ingrediente (Vinderola
et al., 2002).

La viabilidad de L. acidophilus LA-5 presenté menores niveles que los demas probidticos,
y no alcanzo niveles aceptables en ninguna de las preparaciones. Sin embargo, la
adicion de jugo de frutas género un incremento en sus recuentos celulares, aunque una
mayor concentracion de este ingrediente no se relaciond con una mayor viabilidad. Se
sefial6 a la produccion de peroxido de hidrégeno por L. delbrueckii subsp. bulgaricus y
el dafio celular que este puede generar (Dave & Shah, 1997), como el principal causante
de la pérdida de viabilidad, ya que este fenébmeno no ha sido observado en yogures de
cabra donde el cultivo iniciador solo consiste en S. thermophilus (Kailasapathy et al.,
2008).

El efecto positivo del jugo de frutas en la supervivencia de L. acidophilus LA-5 se puede
atribuir principalmente a la disminucion de la viabilidad de L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
la mayor acidez y la acido tolerancia de esta especie (Kailasapathy et al., 2008). Por otro
lado, la viabilidad de P. jenseniiy B. animalis subsp. lactis se mantuvo en niveles mayores
a 7 log UFC/g en todos los tratamientos. Pese a que la adicién del jugo de frutas eleva

la viabilidad de la BAL probiética y mejora ciertas caracteristicas sensoriales, también
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trae consigo efectos no deseados de sinéresis en el yogurt de leche de cabra, por lo que
su utilidad es discutible. Se recomienda evitar el uso de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
con L. acidophilus LA-5 y tener en cuenta posibles efectos antagonistas entre los cultivos

iniciadores y probioticos.

2.3.3. QUESO CREMA DE LECHE DE CABRA

La leche de cabra, una vez pasteurizada, puede ser procesada en queso crema mediante
la acidificacion de leche por la fermentacion llevada a cabo por cultivos iniciadores,
principalmente Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Barbosa et al., 2016). El procesamiento de leche
fermentada continua con la separacion del cuajo mezcla con sal y estabilizadores, y el
empaquetado del producto final (Phadungath, 2005). La presencia de las BAL en los
cultivos iniciadores y probioticos determina varias propiedades de interés en el queso
crema de cabra como su contenido de acido linoleico conjugado, perfil de aminoéacidos,
pH, consistencia y aceptabilidad (Barbosa et al., 2016). El comprender el impacto de
varias BAL, y su relacion a con otros ingredientes, en el procesamiento de la leche de

cabra pude guiar el desarrollo de un queso crema de cabra de mejor calidad.

El queso crema es un tipo de queso fresco, de cuajada blanda, consistencia pastosa o
cremosa, y un ligero sabor amargo, el cual se caracteriza por ser acidificado por BAL
mesofilas como Lactococcus spp. y Leuconostoc spp. (Barbosa et al., 2016; Fangmeier
et al., 2019). En patrticular el queso crema de cabra es considerado como una matriz
ideal para BAL probidticas gracias a su estructura semisolida, abundancia de nutrientes,
pH ligeramente acido, y ausencia de temperaturas altas durante su elaboracion, después

de la adicion de los cultivos iniciadores (Gomes da Cruz et al., 2009; Phadungath, 2005).

Al igual que en otros productos derivados de leche de cabra, la investigacion actual del

gueso crema de cabra se enfoca en comprender los beneficios que los probidticos y
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prebidticos pueden ofrecer a la calidad tecnoldgica, fisicoquimica y microbiolégica del
producto. Barbosa et al. (2016) evalué la influencia de la adicién de L. acidophilus LA-05
y B. animalis subsp. lactis BB-12, tanto combinados como individualmente, en las
propiedades nutricionales y la aceptabilidad del queso crema de cabra; el cultivo iniciador
utilizado consisti6 en Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp.

cremoris.

Resultados obtenidos confirmaron al queso crema como un buen vehiculo para
probidticos, con niveles aceptables de L. acidophilus y B. lactis durante 21 dias de
almacenamiento. La adiciébn de inulina y probidticos genero una menor firmeza,
caracteristica deseable en quesos suaves, y mejor consistencia en comparacion a los
guesos control. La presencia de L. acidophilus LA-05 es también responsable por la
reduccion en los niveles de firmeza gracias a su mayor actividad proteolitica y produccion
de péptidos (Albenzio et al., 2013).

Dentro de los parametros fisicoquimicos resaltaron cambios en el perfil de 4cidos grasos
y un aumento de la cantidad de &cido linoleico conjugado. En las formulaciones con
inulina y BAL probidticas, se produjo una reduccién en la cantidad de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) y un incremento en los acidos grasos de cadena media (AGCM).
Ya que en los productos lacteos de cabra el acido caprilico, AGCC representativo, se
relaciona con un sabor desagradable “a cabra” (Barbosa et al., 2016), la mejor
aceptabilidad y sabor reportado en el queso crema obtenido puede deberse a este

cambio en los acidos grasos.

El acido linoleico conjugado (ALC) es un tipo de acido graso libre que posee particular
interés por sus efectos beneficiosos para la salud como: inmunomodulacion, actividad
anticancerigena, reduccién de riesgo de obesidad y arterosclerosis (den Hartigh, 2018;
O’Shea et al., 2004). En los quesos crema de cabra con BAL probibticas, particularmente

en aquellos con el cultivo mixto de L. acidophilus y B. animalis, se presenté una alta
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cantidad de ALC, atribuible a la elevada produccion de isomerasa por cultivos con mas
de una especie probidtica (Bisig et al., 2007). Esto concuerda con otras investigaciones
donde la adicién de BAL probidticas incremento el contenido de ALC gracias al liberacion

de acido linoleico durante la lipdlisis (Van Nieuwenhove et al., 2007; Yadav et al., 2007).

Otra caracteristica donde se observo el efecto positivo de la adicion de L. acidophilus LA-
05 fue la protedlisis y la generacion de aminoacidos. Mayores niveles en los indices de
profundidad y extension de protedlisis se reportaron en los quesos crema con L.
acidophilus, sefialando el potencial de una mayor formacion de péptidos y aminoacidos
libres (S. Li et al., 2019). En el cultivo mixto con ambas bacterias e inulina se presentd
una mayor liberacion de aminoacidos, comportamiento similar se ha observado en
estudios donde el sinergismo entre los probidticos de un cultivo mixto de L. acidophilus,
L. paracasei y B. lactis, resultd en una mayor liberacién de aminoacidos (Bezerra et al.,
2016).

Los aminoacidos libres se relacionan con la generacion de precursores para la
produccién de alcoholes, acidos organicos y aldehidos que contribuyen al aroma y sabor
de los quesos (llici¢ et al., 2012). Esto puede explicar las puntuaciones de sabor mas
altas recibidas en los quesos crema de cabra con los cultivos probidticos; aunque el
tratamiento con el cultivo mixto tuvo menores puntuaciones al igual que el control, esto
puede deberse a la acentuacion de los sabores, amargos, acéticos y acidos por la mayor

actividad de fermentacion en estos cultivos (Ong et al., 2007).

En general las caracteristicas sensoriales de apariencia, aroma, color, sabor, textura e
intencion de compra de los quesos de cabra simbidticos se mantuvieron en rangos
aceptables, sefialando que la adicion de los probioticos y la inulina no afectan de manera
significativa la aceptabilidad del producto y son capaces de mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas y tecnoldgicas del queso crema de cabra (Barbosa et al.,, 2016).

Adicionalmente, se confirma la idoneidad de este producto como un vehiculo de BAL
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prebidticas y probidticos. Las BAL juegan un papel importante en la elaboracién quesos
crema de leche de cabra tanto en los cultivos iniciadores necesarios para la fermentacion
de la leche como en cultivos probidticos capaces de proporcionar valor agregado al

producto final.

2.3.4. QUESOS ARTESANALES DE LECHE DE CABRA

El papel de las BAL en la elaboracion de queso de cabra radica en el fase de maduracion
ya sea como cepas salvajes, provenientes de la leche de cabra cruda en el caso de
producciones artesanales, o en cultivos iniciadores comerciales, para producciones
industriales donde solo se hace uso de leche pasteurizada (Gonzélez & Zarate, 2012).
Durante la maduracion ocurren procesos de glicdlisis, protedlisis, lipélisis y formacién de
compuestos aromaticos, en los que las bacterias involucradas determinan en gran
medida el sabor y caracteristicas del producto final (Fox et al., 1993). En quesos de
cabra industriales existe una pobre diversidad bacteriana y se presentan aromas y
sabores menos intensos debido al reemplazo de la microbiota nativa (Leroy & De Vuyst,
2004; Pavunc et al., 2012); mientras que en quesos de cabra artesanales la seguridad

microbiolégica y calidad del producto final no siempre es consistente (Ferrari et al., 2016).

Las cepas de BAL obtenidas de los quesos de cabra artesanales poseen perfiles de
compuestos volatiles mas complejos y resultan en mejores atributos sensoriales que los
cultivos comerciales, principalmente, gracias a sus diferentes rutas metabdlicas (Ayad et
al., 2001; Baruzzi et al., 2016; Peldez & Requena, 2005). Con el objetivo de obtener
cepas de BAL con propiedades tecnoldgicas y probidticas interesantes, estudios
anteriores han explorado la leche de cabra cruda y los quesos artesanales como fuentes
de cultivos iniciadores y adjuntos (Ferrari et al., 2016; Gonzalez & Zarate, 2012; A. Picon
et al., 2019; Ramirez & Vélez, 2016). El desarrollo de cultivos iniciadores con cepas
autéctonas de quesos de cabra artesanales puede ser una posible estrategia para
mantener las caracteristicas sensoriales de los estos quesos sin sacrificar su calidad ni

seguridad alimentaria.
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Picon et al. (2019) evalud el aporte de BAL autdctonas, aisladas de quesos de leche
cruda de cabra, en el desarrollo del sabor y aroma del queso de cabra, mediante la
generacion de compuestos volatiles. Resultados mostraron que diferencias en los
compuestos volatiles generados se presentan incluso entre cepas de la misma especie
y responden a su catabolismo de aminoacidos. La evaluacion sensorial corroboré la
formacion de aromas y sabores deseables por cepas de BAL salvajes pertenecientes a
los géneros Lactococcus y Leuconostoc (Gutiérrez-Méndez et al., 2008; Seixas et al.,
2018). Esta investigacion presenta la posibilidad de aislar y utilizar cepas salvajes de

guesos de leche cruda de cabra para la formacién de aromas y sabores deseables.

En busca de preservar las caracteristicas originales del queso Tenerife, queso artesanal
espafiol de leche de cabra, Gonzéalez & Zarate (2012) comparan su elaboracién con
iniciadores comerciales frente a cultivos iniciadores autoctonos obtenidos de otros
guesos Tenerife (L. lactis TF53, L. plantarum TF191 y L. mesenteroides TF756).
Resultados sefialaron que el pH, acidez, NaCl, humedad, grasa, proteina y fracciones de
nitrégeno no variaron significativamente entre los tratamientos; pero que los quesos
elaborados con los iniciadores autdctonos tuvieron valores méas altos de textura,
apariencia, aroma, sabor y aceptabilidad. Con estos resultados se puede recomendar el
uso de iniciadores autdctonos para producir quesos de cabra con mejores atributos

sensoriales, sin afectar negativamente las caracteristicas fisicoquimicas del producto.

De igual manera, Ramirez & Vélez (2016) aislaron, identificaron y evaluaron cepas de
BAL procedentes de queso fresco artesanal de cabra, con la finalidad obtener una
produccion estandarizada de quesos de cabra que mantengan su sabor caracteristico.
Dentro de las bacterias obtenidas, las cepas pertenecientes a L. paracasei y L. lactis
presentaron altas tasas de crecimiento, junto con un notable poder y velocidad de
acidificacion. También, se realizaron pruebas de antagonismo cruzado donde no se

observo efecto negativo entre las cepas de BAL de interés. Ya que la acidificacion juega
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un papel vital en la elaboraciéon de quesos de cabra y es un propiedad importante en
cultivos iniciadores (Speranza et al., 2015); estos resultados sefialan que las BAL
presentes en el queso fresco artesanal de cabra son aptas para el desarrollo de cultivos

iniciadores.

Con el enfoque de mejorar de la seguridad microbiolégica de quesos de cabra
artesanales, Ferrari et al. (2016) evalué la adicion de BAL, aisladas de leche cruda de
cabra, para inhibir el crecimiento de Salmonella Typhi en queso de cabra. El control de
este patdégeno es de particular interés en los productos de leche de cabra ya que el
animal es considerado un reservorio para la bacteria y esta puede llegar a sobrevivir en
el queso durante largos periodos de tiempo (Pointon et al., 2012; Tamagnini et al., 2008).
Para garantizar la inocuidad de los quesos, la fermentacion con BAL se presenta como
una alternativa a la pasteurizacion que permite mantener la microbiota nativa del queso
(Rivera de la Cruz et al., 2017).

En base a pruebas in vitro e identificacion molecular se obtuvieron dos cepas
pertenecientes a L. paracasei y dos a L. brevis con buenas caracteristicas de
supervivencia en el tracto gastrointestinal, actividad antibacterial y produccion de
exopolisacéaridos. Quesos artesanales de leche de cabra inoculados con las cepas
bacterianas presentaron una reduccion de 0.38 log UFC/g en la poblacion de Salmonella
Typhi, frente a un incremento de 0.29 log UFC/g en los quesos de cabra no inoculados.
Investigaciones anteriores corroboran esta inhibicién de Salmonella por BAL, gracias a
la produccién de compuestos antibacteriales (Jeong et al., 2017; Rivera de la Cruz et al.,
2017; Rolim et al., 2015).

Debido a la apreciacion por los quesos artesanales de leche cabra y el creciente interés
por mantener sus propiedades sensoriales durante el procesamiento de la leche (Bezerra
et al., 2016; Gonzalez & Zarate, 2012; Seixas et al., 2018), la investigacion en el impacto

de la microbiota nativa de BAL y la caracterizacion de cepas autoctonas es de vital
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importancia para el crecimiento de la industria. La explotacion de bacterias acido lacticas
puede enfocarse en potenciar la inocuidad de los quesos de cabra elaborados
artesanalmente mediante el uso de cepas de probidticas, y en mantener la identidad
sensorial de los quesos de cabra a nivel industrial a través del desarrollo de cultivos
iniciadores con cepas aisladas de quesos artesanales y leche de cabra no pasteurizada.
En la Tabla 3 se proveen varios estudios relacionados al desarrollo de alimentos

derivados de leche de cabra con BAL.
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Desarrollo de Alimentos Derivados de Leche de Cabra con BAL
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BAL Alimento Aspecto relevante Referencia

L. paracasei Helado Polidextrosa y litesse mejoran estabilidad de (Acu etal., 2017)
probidticos.

L. acidophilus LA-5 Helado Material de contenedor no afecta supervivencia (Senaka Ranadheera et
de probidtico. al., 2013)

L. acidophilus LA-5 Yogurt Pulpa de cupuassu, inulina y probiético mejoran (Costa et al., 2015)
textura del yogurt.

L. acidophilus LA-5 Yogurt L. bulgaricus perjudica viabilidad de L. (Senaka Ranadheera et
acidophilus LA-5. al., 2012)

L. acidophilus LA-5 Yogurt Miel promueve el crecimiento de L. acidophilus. (Machado et al., 2017)

L. acidophilus LA-5 Queso crema Inulina y probidtico incrementaron contenido de (Barbosa et al., 2016)
CLA.

Leuconostoc spp. Yy Queso de leche Cepas de BAL salvajes pueden utilizarse para (A. Picon et al., 2019)

Lactococcus spp.

L. lactis, L. plantarum, L.
mesenteroides

L. paracasei y L. brevis

L. paracasei y L. lactis

cruda

Queso artesanal

Queso artesanal

Queso artesanal

modular sabor y aroma.

Cultivos iniciadores autdctonos generan quesos
con mejores caracteristicas sensoriales.

BAL de leche de cabra son una alternativa para
el control de Salmonella en quesos artesanales.

Cepas autéctonas de queso fresco son buenas
candidatas para cultivos iniciadores mixtos.

(Gonzélez & Zarate,

2012)
(Ferrari et al., 2016)

(Ramirez &  Vélez,

2016)

Principales Bacterias Acido LActicas aisladas de leche de cabra e involucradas en la produccion de alimentos lacteos fermentados y
aspectos relevantes para el desarrollo de estos productos. BAL: Bacterias Acido Lacticas, CLA: Acido Linoleico Conjugado



57

3. CONCLUSIONES

e La diversidad de BAL presentes en la leche de cabra se relaciona con varios
factores como la composicion de la leche, las practicas ganaderas, la estacion del
afo y la raza del animal.

e Produccion de acidos organicos, nisina y otras bacteriocinas sefiala a las BAL en
leche de cabra como excelentes candidatas en el desarrollo de cultivos
biopreservantes para el control de microorganismos patdgenos y deterioradores
de alimentos.

e Se requieren investigaciones adicionales in vivo para confirmar y elucidar los
mecanismos involucrados en el aumento en la biodisponibilidad de minerales, la
prevencion de céncer colorrectal, el tratamiento de enfermedades inflamatorias
intestinales y la regulacion de presidn arterial por BAL presentes en la leche de
cabra.

e Cepas de BAL presentes en quesos de leche de cabra artesanales pueden ser
utilizadas para elaborar cultivos iniciadores capaces de preservar los sabores y

aromas de estos alimentos en producciones de escala industrial.
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