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PRESENTACION

La formacion seminal del grupo de “Gulti-
vos Lacteos Funcionales” se inicia alrede-
dor del afio 1996. La actividad investigadora
del grupo CLF se reparte entre las tres lineas
de investigacion prioritarias del IPLA-CSIC: (i)
calidad, (i) seguridad de productos lacteos y
(iii) productos lacteos y salud. El grueso de
nuestras labores estd enmarcado en la linea
de “calidad de productos lacteos” sublinea de
“tecnologia de productos lacteos”. El grupo
de CLF trabaja en dos objetivos de investiga-
cion unidos por una metodologia similar y una
misma finalidad: “la identificacion, seleccion y
caracterizacion de microorganismos de interés
tecnoldgico para su empleo en las fermenta-
ciones lacteas”. Uno de los objetivos aborda
la caracterizacion microbioldgica y bioquimica
de quesos tradicionales para la seleccion de
fermentos, cultivos adjuntos y de maduracion
(Fig. 1). En un segundo objetivo se ha llevado a

cabo la caracterizacion microbiana de seccio-
nes del tracto gastrointestinal humano (Fig. 2)
con el fin de identificar y seleccionar cepas que
puedan utilizarse como probidticos mas robus-
tos y/o mas especificos que los comerciales
que se emplean en la actualidad. El estudio
de estos nichos ecoldgicos tan diferentes es,
sin embargo, similar e incluye la utilizacion de
técnicas basicas de microbiologia de cultivo®?3
y técnicas novedosas de microbiologia culti-
vo-independiente (como DGGE?, PCR cuantita-
tiva a tiempo real, FISH, construccion y andlisis
de librerias génicas, metagenomica®, etc.).

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Tipificacién microbiana de quesos
tradicionales y diseiio de fermentos

Es la linea méas tradicional del grupo. A lo
largo de los afios hemos participado en la
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caracterizacion y tipificacion microbiana de
diversos quesos tradicionales de Asturias,
incluyendo los de Pefiamellera’, Cabrales®*
y Casin® (Fig. 1). El queso de Cabrales, con
DOP desde el afio 1981, es uno de los quesos
esparioles mas famosos y el producto estre-
lla de los quesos tradicionales asturianos. El
queso Casin es una de las joyas gastronomi-
cas del Principado de Asturias y uno de los
quesos tradicionales esparioles mas original,
debido al amasado semanal de la pasta, lo
que le confiere un sabor fuerte y picante al
queso maduro. Cuenta también desde 2008
con la marca DOP. Por su parte, el queso de
Peniamellera es uno de 0s quesos asturianos
responsables del resurgir de los quesos tradi-
cionales. Con una produccion residual en los
anos 90 del siglo pasado, es en la actualidad
por volumen de produccion uno de los mas
apreciados quesos artesanos de Asturias.
Ademas, hemos colaborado también en la ti-
pificacion microbiana de quesos extranjeros,
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Figura 1.

Quesos tradicionales asturianos. |zquierda a derecha: Pefiamellera, Cabrales y Casin.

Figura 2.

Representacion esquematica de las secciones
del tracto gastrointestinal humano.

como los quesos iranies Livghan y Kooshe,
el queso polaco Oscypek® y otros productos
lacteos como yogur y kéfir. El objetivo es se-
leccionar cepas con buenas propiedades y
aptitudes tecnoldgicas para el disefio de fer-
mentos especificos para todos estos quesos
y Utiles para la industria lactea en general.

Para el queso de Cabrales desarrollamos
un fermento especifico (CAB-00) (Fig. 3)
tras un exhaustivo estudio de este queso
a lo largo de la elaboracion y maduracion

y la caracterizacion (bioguimica, genética,
tecnoldgica y de seguridad) de numerosos
aislados®’. El fermento CAB-00 incluye ce-
pas de la especie Lactococcus lactis de las
subespecies lactisy cremoris. Las cepas de
la mezcla se han transferido a Biogés Star-
ters SA, empresa que produce el fermento
en exclusiva para el Consejo Regulador del
Cabrales. Los elaboradores de Cabrales lo
vienen utilizando desde hace mas de tres
afios con muy buenos resultados sensoriales
y sin haber reportado accidentes tecnold-

gicos resefiables. También seleccionamos
cepas de Penicillium roqueforti con buenas
propiedades, pero no hemos encontrado
empresa capaz de producir esporas de for-
ma competitiva para los artesanos. Ademas,
cepas de varios de estos quesos (de los gé-
neros Lactococcus, Lactobacillusy Leuco-
nostoc) se han trasferido también a diversas
empresas e industrias del sector.

En el futuro estamos interesados en aplicar
las modernas técnicas moleculares de Eco-

CAB 00 10/250

Femmento lactico concentrado y liofilizado
Ingredientes: Cultivo microbiano de
Lactococeus lactis y leche en polvo.

biOgeg

starters

Cantidad neta: 10 g
para 250 L de leche
Conservar congelado (-20°C)

Modo de empleo: Diluir con leche
atemperada y anadir a la cuba de cuajado.

Lote:CAB 00 140610

Usar preferentemente
antes del fin de : 12/2011

Fermento autéctono para queso cabrales
comercializado bajo licencia del Consejo
Superior de Investigaciones Cienfificas
(Espana)

Contiene lactosa. Antes de usar ver ficha
técnica.

Fabricado por:
Bio-Ges Starters, S.A.
Awda Portugal 41 _
24071 Ledn (ESPANA)

Tfno.: 987 291813 Fax: 987 291947
CIF: A-24469249

RGSA: 31.02073/LE

Figura 3.

Etiqueta comercial del fermento especifico disefiado para el queso de Cabrales compuesto de cepas autéctonas de

Lactococcus lactis.
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logia Microbiana (metagendmica, protedmi-
ca, transcriptomica) al estudio de los quesos
tradicionales. Con estas técnicas esperamos
obtener nuevos conocimientos sobre las fer-
mentaciones lacteas con 10s que esperamos
contribuir a mejorar la calidad integral de los
productos.

2. Microbiologia del tracto
gastrointestinal humano
y seleccion de probiodticos

En el afio 2000 iniciamos una nueva linea
centrada en la microbiologia gastrointestinal
humana y dirigida a la identificacion de bifi-
dobacterias y lactobacilos con propiedades
beneficiosas para la formulacion de probi6-
ticos. El tracto gastrointestinal humano (Fig.
2) presenta en todos sus segmentos una
gran diversidad microbiana con grandes
diferencias interindividuales®®. Tanto del in-
testino como del estomago se recuperaron
numerosas cepas con propiedades desea-
bles que se han propuesto como potencia-
les candidatas a probidticos. Procedente del
estomago, por ejemplo, hemos encontrado
una cepa de Lactobacillus reuteri (CECT
8395) capaz de inhibir al patogeno Heli-
cobacter pylori’® (Fig. 4). La utilizacion de
dicha cepa para paliar patologias intestina-
les se ha protegido mediante una patente
(P201331271- PCT/ES2014/070666).
Dentro de esta linea, en la actualidad es-

tamos estudiando la modulacion de las po-
blaciones intestinales por las isoflavonas de
la soja y caracterizando cepas activadoras
de isoflavonas (que liberan las agliconas)
y cepas productoras de equol (compuesto
derivado de las isoflavonas con mayor acti-
vidad estrogénica)''2,

Como resultado de nuestros trabajos dis-
ponemos de una gran coleccion de bacterias
acido-lacticas y bifidobacterias de origen gas-
trointestinal humano que constituyen la base
de muchos estudios posteriores tanto de nues-
tro grupo como de otros grupos del IPLA. Entre
las cepas que presentan un interés mas aplica-
do, disponemos de tres cepas de lactobacilos
capaces de crecer en leche de soja y liberar
las isoflavonas de sus respectivos glicosidos,
actividad que se ha protegido bajo patente
(P2012/30152-PCT/ES2013/070047). Otras
cepas de interés industrial se han transferido
a empresas hiotecnoldgicas.

3. Caracterizacion funcional
de bacterias acido-lacticas
y hifidobacterias.

La identificacion y caracterizacion de bac-
terias acido-lacticas y bifidobacterias para
su utilizacion como fermentos o probidticos
implica el estudio de diversos aspectos de
su fisiologia y genética. Es particularmente
relevante el estudio de sus plasmidos' ™,

en los que codifican propiedades esenciales
que pueden perderse y por la utilidad que
tienen para el desarrollo de vectores y otras
herramientas genéticas. Asi, hemos contri-
buido a caracterizar plasmidos de cepas de
los grupos estudiados con los que se han de-
sarrollado vectores de clonacion y expresion
que permiten abordar la manipulacion de
las bacterias de estos grupos. En particular
ha resultado muy exitoso el vector pAM1'®
(Fig. 5), bifuncional en bifidobacterias y Es-
cherichia coli. El vector se halla depositado
en la Belgian Co-ordinated Collections of
Micro-organisms (BCCM; referencia LMBP-
8058).Estamos interesados igualmente en
el estudio de la resistencia a antibidticos
en bacterias lacticas y bifidobacterias (Fig.
6) con el objetivo de no extender la resis-
tencia a antibioticos a través de la cadena
alimentaria, asi como en la caracterizacion
de los genes codificadores' ¢ y en su cuan-
tificacion en productos lacteos. Este es, sin
duda, uno de los temas que nos ha dado
mayor visibilidad internacional. Finalmente,
la caracterizacion de las cepas en estudio
incluye en ocasiones la secuenciacion y el
andlisis gendmico completo para evaluar las
propiedades de seguridad de las mismas y
sus potencialidades bioquimicas y tecno-
|6gicas'®'’”. Ocasionalmente, empleamos
también técnicas de ingenieria genética,
incluyendo clonacion, expresion de genes
homologos y heterdlogos, disrupcion génica
y otras.

Control (Elliker medium)

L. case:'l Lc71

L. fermen!uml mEa d
D N — |
PO A 3 R e ——— S
L. vaginalis b
i =]
L. reuteri CECT 3395| — >
M
LG123
; h O Neutralized supernatant
L. gasseri| LG102
y O Supernatant
LG52
0 20 60 80 100

% inhibicion de Helicobacter pylori

6205 bps

Figura 4.

Inhibicion de H. pylori por cepas de lactobacilos aislados del estdmago humano. Destacada en negrita,

Lactobacillus reuteri CECT 8395.
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Figura 5.

Organizacion genética de pAM1, vector bifuncional

Escherichia coli-bifidobacterias.

SEMaforo



ESPECIAL MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

SEM@FORO NUM. 62 | DICIEMBRE 2016

Clindamicina

Eritromicina

Figura 6.

Cepa resistente a eritromicina y clindamicina (placa B) y comparacion con una cepa sensible a los dos antibitticos de la misma especie (placa A).
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