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Produccion de alimentos funcionales:
una vision desde la biotecnologia

DIEGO MERCANTI - EMILIA HICK - PATRICIA BURNS

INTRODUCCION

El presente capitulo aborda el desarrollo de un alimento funcional, queso
tipo Fior di Latte adicionado de microorganismos probidticos, realizado en
el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN) perteneciente a la Universidad
Nacional del Litoral (UNL) y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas
y Técnicas (CONICET). El objetivo es describir el recorrido que realizamos
los cientificos, tecnologos y microbidlogos, desde la idea-proyecto hasta el
desarrollo del producto final donde nos enfrentamos con aciertos, desafios
y dudas.

La Sociedad Espafiola de Biotecnologia (SEBIOT) define a la biotecnologia de
los alimentos como el conjunto de técnicas o procesos que emplean organis-
mos vivos o sustancias que provengan de ellos para producir o modificar un
alimento, mejorar las plantas o animales de los que provienen los alimentos, o
desarrollar microorganismos que intervengan en los procesos de elaboracion
de estos (https://www.madrimasd.org/blogs/alimentacion/2007/04/25/64351).
Si bien la mayoria de las personas asocia este término con alimentos trans-
génicos, practicamente en todos los alimentos que ingerimos, ha participado
alglin proceso biotecnologico. Desde hace miles de anos, por ejemplo, el
hombre utiliza microorganismos para la produccion de alimentos fermenta-
dos como elvino, la cerveza, el pan con levadura, el queso. En estos procesos
de fermentacion, que podemos llamar de la «biotecnologia tradicional» los
microorganismos (bacterias y/o levaduras) transforman la materia prima en
productos finales. La «biotecnologia moderna», se diferencia de la tradicio-
nal en que emplea la ingenieria genética para obtener plantas, animales y
microorganismos modificados genéticamente. La ventaja principal es que
se puede introducir un gen de interés de una especie en otra distinta para
conferirle una caracteristica determinada.

El Instituto de Tecndlogos de Alimentos de los Estados Unidos (Institute of
Food Technologists; IFT, 2004) define a los alimentos funcionales como aquellos
que proporcionan un beneficio para la salud mas alla de la nutricion basica.
Un ejemplo de alimentos funcionales son los productos lacteos fermentados
adicionados de microorganismos probioticos. En los Gltimos anos, la mayor
concientizacion de la sociedad sobre la influencia de la dieta en la salud ha
incrementado la demanda de este tipo de alimentos. Este aumento en el
consumo de alimentos funcionales, minimamente procesados, mas naturales
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y beneficiosos para la salud estimula la innovacion y el desarrollo de nuevos
productos en la industria alimentaria mundial. En nuestro pais, los alimentos
funcionales mas populares y disponibles en el mercado son yogures o leches
fermentadas. En el aho 2010, La Serenisima incorporo la cepa probiotica comer-
cial Lacticaseibacillus rhamnosus GG a su linea de quesos Port Salut (https://
www.perfil.com/noticias/economia/la-serenisima-incorpora-lactobacillus-gg-a
su-linea-de-quesos-blandos-20101005-0030.phtml). No obstante, actualmente
estos productos ya no se encuentran en el mercado local.

La definicion aceptada actualmente de microorganismos probioticos fue
establecida por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (Food and Agricultural Organization; FAO) en el afio 2001y
revisada por un panel de expertos de la Asociacion Cientifica Internacional
de Probidticos y Prebidticos (International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics; 1ISAPP) en el afo 2014. La definicion consenso establece que
los probidticos son «microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del consumidor»
(Hill et al., 2014). Los géneros de bacterias mas estudiados y utilizados como
probioticos son Lactobacillus, Lacticaseibacillus y Bifidobacterium.

Los efectos sobre la salud asociados al consumo de microorganismos
probioticos estan ampliamente demostradosy se han propuesto numerosos
mecanismos para explicarlos, entre ellos: metabolizacion de carbohidratos
complejos, mejora de los sintomas de intolerancia a la lactosa, defensa con-
tra microorganismos patdgenos (a través de la produccion de compuestos
antimicrobianos y/o la competencia por sitios de adhesion y nutrientes),
modulacion de la permeabilidad de la barrera intestinal y estimulacion del
sistema inmunologico, entre otros (Dongarra et al., 2013; Vinderola y Burns,
2021). Uno de los criterios que debe cumplir un alimento adicionado de un
probiotico es que debe mantenerse la viabilidad del microorganismo en
determinada concentracion, hasta el final de la vida Gtil del producto. Por
otro lado, si el alimento es destinado al consumo humano, su efecto sobre
la salud debe demostrarse en al menos un estudio clinico en humanos (Hill
et al., 2014). En cuanto a la dosis de ingesta recomendada de probidticos en
un alimento, varios autores proponen una concentracion de 1x 10? unidades
formadoras de colonias (uUFc), con lo cual el alimento debe contener entre
10°y 107 UFC/g o mL durante la vida atil, considerando una ingesta de 100
g o mL del producto (Burns et al., 2015; Salminen et al., 2016; Cuffia et al.,
2019a; Patrignani et al., 2019).

Los productos lacteos fermentados son, en general, una matriz apta
para la adicion de probioticos; ademas, aportan nutrientes como calcio y
proteinas y son aceptados por numerosos consumidores como parte de
una dieta saludable.
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DESARROLLO DE UN NUEVO ALIMENTO FUNCIONAL.
QUESO TIPO FIOR DI LATTE

Fior di Latte es un queso blando de pasta hilada (tipo Mozzarella) con alto
contenido de humedad, elaborado con leche bovina, mediante acidificacion
quimica de la cuajada o utilizando cultivos iniciadores de bacterias acido-
lacticas (BAL) como Streptococcus thermophilus. Es un queso blanco, sin
corteza, con un ligero sabor a acido lactico que se consume a los pocos dias
de su preparacion (Cuffia et al., 2017).

La tecnologia de elaboracion de los quesos de pasta hilada tiene una etapa
de hilado que consiste en sumergir la cuajada acida en agua caliente y luego
someterla a un proceso de texturado (amasado y estiramiento) manual o
mecanico, en donde la cuajada caliente se estira haciendo que las protei-
nas formen fibras. Esta etapa permite que el producto adquiera su textura
caracteristica; no obstante, constituye el principal desafio al momento de
adicionar bacterias probioticas y mantener su viabilidad, debido a la uti-
lizacion de altas temperaturas (Cuffia et al., 2017, 2019a). En la figura 7.1 se
observa el corte de la cuajada (A), hilado (B), comprobacion del punto de
hilado (C) y formacion de los bocconcini (D) caracteristicos del proceso de
elaboracion de los quesos Fior di Latte.

Pasteurizacion Lirado Corte de cuajada

Hilado Comprobacion punto de hilado Formacion de bocconcini

Figura 7.1. Etapas del
proceso de elaboracion
del queso Fior di Latte
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Teniendo en cuenta este marco tedrico, como cientificos tecnologos y
microbiologos, nos realizamos algunas preguntas a la hora de pensar nuestra
idea-proyecto:

;Queétipo de alimentos funcionales adicionados de microorganismos pro-
bidticos existen en el mercado? ;Podemos desarrollar nuevos alimentos
funcionales? Hoy en dia, ;cual es la tendencia de los consumidores respecto
a la alimentacion? Un queso de pasta hilada tipo bocconcini (esferas) ;seria
bien aceptado por el consumidor para incorporarlo a su dieta, por ejemplo,
en ensaladas frias? ;Contamos en el laboratorio con el equipamiento y el
personal capacitado para desarrollar el producto? ;Podria ser un desarrollo
de interés para la industria? ;Existen reportes bibliograficos de este tipo de
productos? ;Se puede utilizar la tecnologia tradicional de elaboracion de este
tipo de quesos de pasta hilada o necesitamos modificarla? ;Qué microor-
ganismos iniciadores y probioticos utilizamos, son compatibles? Teniendo
en cuenta la tecnologia de elaboracion de los quesos de pasta hilada, ;qué
caracteristica de interés debemos considerar a la hora de seleccionar el/los
probiotico/s? ;A qué problema nos podemos enfrentar durante la elabora-
cion si el fermento es atacado por bacteriofagos? ;Un bacteriofago podria
atacar al microorganismo probiotico? Un alimento con mas de un probidtico
stendra un efecto sinérgico en cuanto a su potencial benéfico sobre la salud?
¢Qué modelo animal utilizamos para evaluar su funcionalidad in vivo? ;Es
un producto aceptable desde el punto de vista sensorial?

Como mencionamos anteriormente, en el mercado argentino predomi-
nan los yogures que contienen microorganismos probioticos, por lo cual, el
desarrollo de un nuevo alimento funcional como es un queso, que pueda
consumirse en platos frios o ensaladas, podria ser bien recibido y aceptado
por los consumidores y resultar de interés para las industrias lacteas que
buscan innovar y aumentar la oferta de este tipo de alimentos en el mer-
cado. Por otro lado, al momento de realizar la bisqueda bibliografica, nos
encontramos con que no existian desarrollos de este tipo, lo que avalaba
alin mas nuestra innovacion del agregado de probioticos a quesos frescos
de pasta hilada. Los trabajos publicados por Minervini et al. (2012), Ortakci
et al. (2012) y Angiolillo et al. (2014) hacian referencia a la adicion de bac-
terias probioticas microencapsuladas en alginatos o preadaptadas al calor,
adicionadas a quesos de pasta hilada.

En el INLAIN contamos con el equipamiento necesario, incluida la planta
piloto, y el personal capacitado para el desarrollo del producto. Entonces, el
primer gran desafio que se nos planteo fue si se podia utilizar la tecnologia
tradicional de elaboracion de estos quesos o si debiamos modificarla, es
decir hacerla menos «agresiva» para que, al adicionar las bacterias probio-
ticas, estas pudieran mantener su viabilidad en niveles elevados. Por otro
lado, considerando que el principal desafio es la elevada temperatura del
agua que se utiliza para el hilado de la cuajada, debiamos seleccionar cepas
probiodticas con elevada resistencia térmica.
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En cuanto al ajuste y puesta a punto de la tecnologia de elaboracion, los
parametros seleccionados como optimos fueron: acidificacion de la cuajada
(pH 5,20 £ 0,05), tiempo de hilado (10 min) temperatura del agua de hilado
(79,0 £1,0 °C), lo que implica una temperatura del interior de la cuajada de
60,0 + 1,0 °C (menor a la habitual) (Cuffia et al., 2017). Del elenco de cepas
probioticas pertenecientes a la coleccion del INLAIN, se seleccionaron los
dos lactobacilos comerciales que presentaron menor sensibilidad a la tem-
peratura (L. rhamnosus GG y Lactobacillus acidophilus LA5), simulando las
condiciones a las cuales estarian expuestas las cepas en la cuajada (Cuffia et
al., 2019 ay b). Como cultivo iniciador se utilizo la cepa comercial S. thermo-
philus sTi—14. Durante la elaboracion de queso o yogur, el rol de los cultivos
iniciadores de bacterias lacticas es el de acidificacion, mediante produccion
de acido lactico a partir de la lactosa de la leche. Esto contribuye a la coa-
gulacion, a la inhibicion del desarrollo de bacterias patogenas o alterantes
del alimento, a la vez que, en el caso de los quesos, aportan enzimas cuya
actividad es importante para el desarrollo de aroma y sabor. Los fermentos
adjuntos, en cambio, se emplean para obtener caracteristicas adicionales,
como ser la formacion de ojos en los quesos, el mejoramiento de la tex-
tura del producto, la produccion de aromas y sabores especificos durante
la maduracion de los quesos, o en el caso de las bacterias probioticas, un
efecto beneficioso sobre la salud del consumidor. Tanto cultivos iniciadores
como adjuntos pueden ser atacados por bacteriofagos (virus que infectan
bacterias, también llamados fagos), conllevando grandes pérdidas economi-
cas. Las infecciones por fagos de cultivos iniciadores se detectan facilmente
por problemas en la acidificacion, pero en bacterias probioticas son mucho
mas dificiles de notar, ya que pueden no modificar parametros observa-
bles y/o cuantificables durante la fermentacion, y requieren en general un
recuento diferencial de la/s cepa/s probidtica/s empleada/s (Briggiler Marco
y Mercanti, 2021). Para poder realizar dicho recuento diferencial, determinar
la concentracion de ambos microorganismos probioticos en el producto y
diferenciarlo también del cultivo iniciador, se ensayaron varios medios de
cultivo. Se seleccion6 agar de Man, Rogosa and Sharpe (MRs) + bilis bovina
0,15 % (p/v) (Cuffia et al., 2019a) en el cual el cultivo iniciador no fue capaz
de desarrollary ambos probioticos se diferenciaron segiin las caracteristicas
morfologicas de las colonias. Hasta el momento, los probioticos seleccio-
nados presentaban cierta resistencia térmica y se podian contar indepen-
dientemente entre ellos y del cultivo iniciador. El proximo paso consistio en
elaborar los quesos Fior di Latte. Se elaboraron 4 tipos de quesos: 1) Queso
control (en el cual solo se utilizo el cultivo iniciador S. thermophilus STI—14);
2) Queso GG (en el cual se adiciond como cultivo adjunto L. rhamnosus GG);
3) Queso L (en el cual se adiciond como cultivo adjunto L. acidophilus LA5)
y 4) Queso GL (en el cual se adicionaron ambos cultivos adjuntos). El com-
portamiento del cultivo iniciador fue el esperado, indicando que no hubo
ataque de bacteriofagos durante la elaboracion de los quesos.
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El ajuste en la tecnologia de elaboracion permitio mantener la viabilidad
de los cultivos probidticos anadidos en concentraciones superiores a 108
UFc/g hasta el final de la vida Gtil de los quesos (15 dias almacenados a 4 °C)
(Cuffia et al., 2019a), con lo cual se cumplia con los requerimientos del nivel
de probidticos requeridos en un alimento (Angiolillo y et al., 2014). Por otro
lado, se logro que los quesos tuvieran las mismas caracteristicas de textura
que si fueran elaborados con la tecnologia tradicional. De acuerdo con los
recuentos de los cultivos adjuntos (probidticos), tampoco en este caso se
observaron infecciones por fagos, aunque se debe tener en cuenta que,
como los probidticos no se multiplican en la leche o la cuajada durante la
elaboracion, son mucho menos susceptibles de ser atacados por fagos (que
en general requieren células en division activa para una infeccion eficiente).
No obstante, dicha posibilidad nunca debe descartarse, especialmente si se
usan cultivos que no sean de adicion directa a tina y requieran, por lo tanto,
pasos previos de propagacion.

L. rhamnosus GG y L. acidophilus LA5 son dos cepas probioticas comercia-
les con efectos benéficos ampliamente demostrados (De Vrese et al., 2011;
Gorbach, Doron y Magro, 2016). No obstante, cuando se incorporan a un ali-
mento, sus caracteristicas funcionales pueden verse afectadas debido, por
ejemplo, a ingredientes de la matriz alimentaria. Por esto, para un alimento
adicionado de cepas probioticas es necesario demostrar la funcionalidad
del producto final mediante ensayos in vivo. Como se menciono anterior-
mente, si bien para un alimento de consumo humano su funcionalidad debe
demostrarse en un estudio clinico en humanos, los primeros estudios in vivo
suelen realizarse utilizando modelos animales.

En este sentido, para este trabajo se evaluo6 la funcionalidad de los que-
sos frescos de pasta hilada G, L y GL (almacenados a 4 °C durante 15 dias)
utilizando un modelo de ratones BALB/c. Los animales fueron alimentados
durante 10 dias consecutivos, por intubacion intragastrica, con una suspen-
sion de los quesos en agua (recibiendo una dosis de entre 7,6 y 7,9 log UFC/
raton). Se evalud la seguridad de los quesos mediante translocacion y la
capacidad de modular el sistema inmunologico a través de la determina-
cion de la concentracion de Iga-s (inmunoglobulina A-secretoria, principal
defensa de las mucosas) en fluido intestinal y de citoquinas pro-inflamatorias
en intestino delgadoy grueso (ELISA). Ademas, un grupo de animales recibi6
el queso control (c).

En todos los casos el ensayo de translocacion resultd negativo, indicando
que los quesos fueron seguros. Por otro lado, los animales alimentados con
los quesos L y GL presentaron niveles significativamente mas elevados de
IgA-S, respecto a los quesos G y C y, el nivel de citoquinas proinflamatorias
(1L-6, TNF-a e IFN-Y) se redujo significativamente en los animales alimenta-
dos con los quesos probidticos respecto al grupo control (Cuffia et al., 2019a).

Estos resultados demuestran que los quesos L, G y GL resultaron segurosy
fueron capaces de modular la respuesta inmune en animales, incrementando
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las defensas a nivel de mucosas y disminuyendo el perfil de citoquinas
proinflamatorias. Los efectos dependieron de la cepa probiotica utilizada y
en ninguno de los casos se observo un efecto sinérgico debido al agregado
de ambos cultivos probidticos combinados, lo que confirmé que, el efecto
benéfico de los microorganismos probiodticos es cepa-dependiente y debe
evaluarse cada caso particular.

En cuanto al analisis sensorial, cuando se elabora este tipo de alimentos,
se espera que las cepas probioticas no alteren (no modifiquen de manera
negativa) las caracteristicas del alimento, o bien las mejoren. En este caso,
todos los quesos fueron aceptados por el panel sensorial, si bien se encon-
tré6 mayor sabor acido en los quesos adicionados de los lactobacilos (Cuffia
et al., 2017).

CONCLUSIONES

El aporte realizado en este trabajo, desde la biotecnologia de los alimentos,
es considerado muy valioso ya que se logro el desarrollo exitoso de quesos
frescos de pasta hilada adicionados de cepas probioticas demostrandose
su funcionalidad in vivo y su aceptabilidad sensorial, lo cual podria ampliar
la oferta de alimentos funcionales existentes en el mercado.
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