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RESUMEN
Antecedentes: El ácido linoleico conjugado (CLA) es un término genérico utilizado para describir el grupo de isómeros geométricos y posicionales del ácido linoleico (C18:2 cis9, cis12) con un sistema de dobles enlaces conjugados. Dos de ellos, el C18:2 cis9, trans11 y el C18:2 trans10, cis12, han sido ampliamente estudiados debido a su importante actividad biológica y a sus efectos protectores contra varias enfermedades, como la obesidad, la arteriosclerosis, ciertas enfermedades inflamatorias crónicas y el cáncer. El hecho de que estos dos isómeros del CLA estén presentes naturalmente en la leche de animales rumiantes, ha despertado un gran interés en la industria de alimentos, pues el desarrollo de productos lácteos enriquecidos con CLA puede representar una oportunidad económica interesante, dado el crecimiento sostenido del mercado de los alimentos funcionales, en el cual la industria láctea tiene una participación importante. Objetivos: En este trabajo se presenta una revisión detallada de los siguientes aspectos: (i) El origen de los isómeros de CLA en la leche, sus concentraciones promedio y las principales estrategias utilizadas para incrementar su contenido de manera natural; (ii) La influencia de los tratamientos tecnológicos aplicados normalmente a la leche en la concentración de los isómeros del CLA; y (iii) Los efectos de la fermentación de la leche en la concentración del CLA, y los retos de este proceso tecnológico concebido como promisorio para aumentar naturalmente el contenido de CLA en leches y productos lácteos fermentados. Métodos: Se revisó la información disponible en varias bases de datos. Los artículos fueron seleccionados con base en su pertinencia y calidad técnico-científica. Resultados: La concentración de CLA en la leche de vaca normalmente oscila entre 2 y 37 mg/g grasa, y es afectada principalmente por la dieta suministrada a los animales. Los procesos tecnológicos aplicados normalmente a la leche pueden causar ligeras modificaciones en la concentración de CLA. Bajo ciertas condiciones, la fermentación de la leche puede causar moderados incrementos en la cantidad de CLA. Conclusiones: Más investigación es necesaria para identificar los mecanismos que gobiernan la producción de CLA por medio de la fermentación de la leche.
Palabras clave: Ácido linoleico conjugado, alimentos funcionales, leche, probióticos, yogur.
ABSTRACT
Background: Conjugated linoleic acid (CLA) is a generic term used to describe the group of geometric and positional isomers of linoleic acid (C18:2 cis9, cis 12) with a conjugated double bond system. Two of them, the C18:2 cis9, trans11 and the C18:2 trans10, cis12 have been widely studied, due to their important biological activity and to their protective effects against several diseases, such as obesity, atherosclerosis, some chronic inflammatory diseases and cancer. The fact that these two CLA-isomers are naturally present in milk of ruminants, has attracted much attention of the food industry, because the development of CLA-enriched dairy products could represent an interesting economic opportunity, given the continuous growth of the functional food market, in which the dairy industry has an important participation. Objectives: This work presents a detailed review of the following aspects: (i) The origin of the CLA-isomers in milk, their average concentrations and the main strategies employed to increase their content in a natural manner; (ii) The influence of the technological treatments normally applied to milk, on the concentration of the CLA-isomers; and (iii) The effects of milk fermentation on the CLA concentration, and the challenges of this technological process, which is though as a promissory alternative to naturally increase the content of CLA in milk and fermented dairy products. Methods: Information available in various databases was reviewed. A total of 103 articles were selected on the basis of their relevance and scientific-technical quality. Results: The CLA concentration in cow milk normally ranges between 2 y 37 mg/g fat, being affected mainly by the diet given to the animals. The technological processes normally applied to milk might cause slight changes on CLA concentration. Under certain conditions, milk fermentation might cause moderate increases in the content of CLA. Conclusions: More research is needed in order to identify the mechanisms governing the production of CLA by means of fermentation of milk.
Keywords: Conjugated linoleic acid, functional foods, milk, probiotics, yogurt.
1. INTRODUCCIÓN
La leche y los derivados lácteos son alimentos de consumo diario, considerados como fuentes importantes de energía, y de gran variedad de sustancias bioactivas asociadas positivamente con la salud humana, como proteínas y péptidos, oligosacáridos, lípidos, minerales y vitaminas 1()
. La grasa de la leche está constituida principalmente por triacilgliceroles ((98%), cantidades menores de mono y diacilgliceroles ((2%), fosfolípidos ((1%), esteroles ((0.5%), ácidos grasos libres (0.1%) y trazas de vitaminas liposolubles 2()
. La alta concentración de ácidos grasos saturados (principalmente la de los ácidos palmítico, mirístico y láurico) en la fracción lipídica de la leche ha generado preocupación, debido a sus efectos negativos en la salud humana, asociados especialmente con el incremento de riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares 3()
. No obstante, la fracción lipídica de la leche también contiene ácidos grasos mono y poliinsaturados, como el ácido oleico (C18:1 cis9) y ácidos de las familias omega-3 (C18:3) y omega-6 (C18:2), los cuales son considerados como benéficos para la salud humana, especialmente por reducir los niveles de triglicéridos y colesterol LDL, y aumentar los niveles de colesterol HDL 4(, 5)
. Como la concentración de estos ácidos grasos es relativamente baja para ejercer beneficios en la salud, esfuerzos importantes se han realizado para incrementar su contenido en la leche y derivados lácteos, con el fin de mejorar su valor nutricional. Las principales estrategias utilizadas se basan en la manipulación de la dieta de los animales y en la modificación de los procesos tecnológicos de elaboración de productos lácteos 
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.
El ácido linoleico conjugado (CLA por sus siglas en inglés) es un término genérico utilizado para describir los isómeros geométricos y posicionales del ácido linoleico (C18:2 cis9, cis12) que poseen un sistema de dobles enlaces conjugados 9()
. La grasa láctea es la fuente natural más rica en CLA, con concentraciones que varían normalmente entre 2 y 37 mg/g grasa 10()
. La Tabla 1 presenta la distribución predominante de estos compuestos en la leche y derivados lácteos.

Tabla 1. Distribución de los principales isómeros del CLA en leche y derivados lácteos (Adaptado de Bauman y Lock 11()
).

	Isómero
	Porcentaje del total de isómeros

	C18:2 cis9, trans11
	72.6-91.2

	C18:2 trans7, cis9
	1.2-8.9

	C18:2 trans9, trans11
	0.8-2.0

	C18:2 trans11, trans13
	0.3-4.2

	C18:2 trans12, trans14
	0.3-2.8

	C18:2 trans10, trans12
	0.3-1.3

	C18:2 cis11, trans13
	0.2-4.7

	C18:2 trans8, trans10
	0.2-0.4

	C18:2 trans11, cis13
	0.1-8.0

	C18:2 trans9, trans9
	(0.1-2.4

	C18:2 trans8, cis10
	(0.1-1.5

	C18:2 trans10, cis12
	(0.1-1.5

	C18:2 cis12, trans14
	(0.01-0.8

	Otros cis-cis
	0.1-4.8


Como puede apreciarse, el ácido cis-9, trans-11-octadecadienoico (C18:2 cis9, trans11), conocido también como ácido ruménico, es el isómero predominante con una concentración que oscila entre el 75 y 90% del total de los isómeros 12()
. El segundo isómero más abundante es el C18:2 trans7, cis9, que representa aproximadamente el 10% del total de los isómeros. Los isómeros restantes, incluido el ácido trans-10, cis-12-octadecadienoico (C18:2 trans10, cis12), están presentes en concentraciones pequeñas, la mayoría alrededor de 0.5% 11()
.
De los isómeros del CLA identificados, los ácidos C18:2 cis9, trans11 y C18:2 trans10, cis12, son considerados como moléculas biológicamente activas, debido a sus efectos protectores contra varias enfermedades comunes como la obesidad 
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 la arteriosclerosis 
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, la diabetes 
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, ciertas enfermedades inflamatorias crónicas 1()
 y el cáncer 
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 Los efectos anticarcinogénicos han sido observados en varios tipos de cáncer, con dosis que oscilan entre 55 mg y 3.5 g de CLA/día 
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, pero los resultados más importantes han sido los reportados con respecto al cáncer de seno 11()
.
Numerosos estudios han evaluado los factores que afectan el contenido de CLA en la leche y derivados lácteos, pues estos alimentos son la principal fuente de CLA en la dieta humana, pudiendo proveer el 70% del total de CLA ingerido diariamente, que oscila entre 70 y 430 mg/día 11(, 24)
. Sin embargo, incluyendo la conversión del ácido vaccénico en el cuerpo humano por la enzima (9 desaturasa, una ingesta promedio de 650 mg/día puede alcanzarse 24()
. Como estos valores son inferiores a los recomendados para alcanzar los efectos benéficos en la salud humana (3-4 g CLA/día), varias alternativas tecnológicas han sido investigadas con el objeto de aumentar naturalmente la concentración de CLA en la leche y sus derivados, y por ende la ingesta diaria de CLA en la población. Los principales métodos estudiados comprenden la manipulación de la dieta de los animales, y la fermentación de la leche con bacterias que poseen actividad linoleato isomerasa, solas o en combinación con cultivos iniciadores específicos 24()
.
Teniendo en cuenta que el desarrollo de productos lácteos con concentraciones altas de CLA puede representar una oportunidad económica interesante, dada la importante participación de la industria láctea en el mercado de los alimentos funcionales, el objetivo de este trabajo es presentar una revisión detallada de: (i) El contenido de CLA en la leche y los factores que influyen en su concentración; (ii) La influencia de los tratamientos tecnológicos aplicados normalmente a la leche en la concentración del CLA; y (iii) Los efectos de la fermentación de la leche en la concentración del CLA, y los retos de este proceso tecnológico, concebido como promisorio para obtener leches fermentadas enriquecidas naturalmente con CLA. De acuerdo a nuestro conocimiento, artículos de revisión combinando estas temáticas no han sido publicados.
2. MÉTODOS
Los datos presentados en esta revisión fueron recolectados de publicaciones científicas y tesis, publicadas en el período 2000-2014. Para la búsqueda bibliográfica, se utilizaron las siguientes palabras clave: conjugated linoleic acid, milk, fermented milks, yogurt. Los artículos fueron seleccionados con base en su pertinencia, actualidad y calidad técnico-científica. Un total de 103 documentos fueron seleccionados y analizados. Teniendo en cuenta que la concentración de CLA no es siempre expresada en las mismas unidades en todas las publicaciones, en algunos casos, fue necesario utilizar factores de conversión, para poder hacer comparaciones entre las referencias seleccionadas.
3. CLA EN LA LECHE: SÍNTESIS, VARIABILIDAD Y EFECTOS DE LOS PROCESOS TECNOLÓGICOS
3.1. Síntesis del CLA
La formación de los isómeros del CLA en la leche se lleva a cabo por reacciones de isomerización y biohidrogenación de los ácidos grasos insaturados presentes en la dieta suministrada a los animales, producidas por las bacterias del rumen, y por la actividad de la enzima (9-desaturasa en la glándula mamaria 10()
. El ácido linoleico (C18:2 cis9, cis12) ingerido en la dieta es inicialmente isomerizado a ácido ruménico (C18:2 cis9, trans11) por la enzima cis-12, trans-11 isomerasa, y posteriormente convertido a ácido vaccénico (C18:1 trans11) en el rumen, por la bacteria Butyrivibrio fibrisolvens mediante una reacción de biohidrogenación 10()
. Esta bacteria anaeróbica también es responsable de la formación de los ácidos ruménico y vaccénico a partir de los ácidos (-linolénico (C18:3 cis9, cis12, cis15) y (-linolénico (C18:3 cis6, cis9, cis12) 25()
. Si la isomerización inicial del ácido C18:2 cis9, cis12 involucra primeramente el doble enlace cis12, se produce el isómero C18:2 cis9, trans11, mientras que si el enlace cis9 es isomerizado en primera instancia, se produce mayoritariamente el isómero C18:2 trans10, cis12 11()
.
En la glándula mamaria se produce entre el 70 y 90% del isómero C18:2 cis9, trans11, por la acción de la enzima (9-desaturasa sobre el ácido vaccénico 26()
 Los demás isómeros del CLA, incluyendo el C18:2 trans10, cis12, son productos intermedios de las reacciones de biohidrogenación en el rumen, y en consecuencia su concentración en la leche es menor que la del isómero C18:2 cis9, trans11 27()
. Estudios detallados del metabolismo de los lípidos en el rumen y de sus efectos en la producción de isómeros del CLA, han sido publicados recientemente 
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.
3.2. Variabilidad
La concentración de CLA en la leche de vaca normalmente oscila entre 2 y 37 mg/g grasa 10()
. Estudios recientes reportan concentraciones promedio de CLA de 13.5 mg/g de grasa, en la leche de la Sabana de Bogotá 29()
. Sin embargo, leches pasteurizadas con alto contenido de CLA (30 mg/g de grasa) pueden encontrarse en mercados de varios países como Canadá y España 30()
.
La etapa de lactación, la micro-flora del rumen y el tipo de alimentación suministrada a los animales son factores que pueden influir en la concentración de CLA en la leche 
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. Sin embargo, teniendo en cuenta que el CLA se sintetiza principalmente a partir de los ácidos grasos insaturados injeridos por el animal, la dieta es el factor que más afecta el contenido de CLA en la grasa láctea 10()
. Según Bell y Kennelly 33()
, la concentración de CLA en la leche puede incrementarse hasta diez veces manipulando la alimentación de los animales. Varios estudios han demostrado que el contenido de CLA en la leche se incrementa significativamente empleando sistemas de alimentación basados en el consumo de pastos frescos, cuyo contenido de ácidos grasos poliinsaturados es alto 
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. Por el contrario, las dietas basadas en el suministro de forrajes conservados y granos, causan una disminución en el contenido de CLA, debido a descensos en el pH y cambios en la composición microbiana del rumen 35()
. El tipo de forraje y la edad de rebrote tendrían también un efecto sobre la concentración de isómeros CLA en la leche 35()
. Otras investigaciones demuestran que la adición de suplementos ricos en ácido linoleico, como los aceites de soya, oliva, canola, girasol y de pescado, permite incrementar ligeramente el contenido de CLA y de ácidos grasos instaurados en la leche y sus derivados 
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. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el uso de aceites vegetales y de pescado generalmente produce reducciones en el contenido de materia grasa en la leche y disminuciones en el rendimiento lechero, así como incrementos en algunos ácidos grasos trans, como el C18:1 trans11, C18:1 trans10 y C18:2 trans9, cis11 37()
. Los detalles de los efectos de la dieta en la concentración de los isómeros del CLA han sido revisados recientemente por varios autores 
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.
3.3. Efecto de los procesos tecnológicos
Los estudios sobre la influencia de los procesos tecnológicos aplicados normalmente a la leche para la obtención de sus productos derivados, en la concentración del CLA son muy variados. Los resultados reportados presentan mucha controversia debido a sus remarcables diferencias, y sugieren que la concentración de CLA en los derivados lácteos depende principalmente del contenido de CLA en la leche de partida, el cual, como se ha mencionado anteriormente, es influenciado principalmente por la dieta suministrada a los animales; y en menor manera por las reacciones producidas durante los procesos tecnológicos de transformación de la leche.
3.3.1. Procesado térmico
La leche es procesada térmicamente con el fin de eliminar los microorganismos patógenos y hacerla segura para el consumo humano. Los efectos de los tratamientos térmicos sobre la mayoría de los componentes de la leche (lactosa, proteínas, grasa y vitaminas) han sido ampliamente estudiados 41()
. Sin embargo, estudios específicos relacionados con los efectos de los procesos térmicos aplicados normalmente a la leche en la concentración del CLA son escasos, y sus resultados presentan mucha variación.

Según algunos autores, el calentamiento de la grasa láctea en presencia de proteínas en solución acuosa puede generar un incremento en la concentración del CLA 42()
. Otros estudios indican que el calentamiento de la leche por microondas y el tratamiento UHT (140ºC, 4 s), producen una disminución significativa en el contenido de CLA, debido a reacciones de oxidación de la grasa y a la generación de hidroperóxidos que podrían causar la conversión o degradación del CLA 
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. Resultados similares se encontraron luego de someter la leche a tratamientos de pasteurización rápida (77.2ºC, 16 s), lenta (60ºC, 20 min) y de ultra-pasteurización (138ºC, 3 s) 
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. Por el contrario, también se ha reportado que los tratamientos de pasteurización (85ºC, 16 s; 95ºC, 5 min; 63ºC, 30 min; 70-90ºC, 5 min) y procesamiento UHT no generan cambios significativos en el contenido del CLA 
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. Investigaciones recientes evaluaron la influencia de varios tratamientos térmicos (pasteurización (72ºC, 30 s); HTST (85ºC, 30 s); UHT (135ºC, 30 s); UHT (150ºC, 5 min); esterilización (121ºC, 15 min) y calentamiento por microondas (650 W, 1.30 min)) en la concentración del CLA de la leche 49()
. La pasteurización HTST produjo una reorganización sigmatrópica de los isómeros del CLA, incrementando la concentración del isómero C18:2 cis9, trans11. El tratamiento de esterilización generó la isomerización del ácido linoleico hacia el isómero C18:2 trans9, trans11, mientras que el contenido del isómero C18:2 cis9, trans11 en la leche sometida a tratamiento de microondas fue significativamente mayor. Adicionalmente, la concentración de CLA de leches UHT disminuyó gradualmente durante el almacenamiento 50()
. Estos resultados fueron atribuidos a una mayor presencia de oxígeno durante la pasteurización HTST y el tratamiento térmico por microondas, que podría facilitar la formación de radicales derivados de las proteínas, capaces de reaccionar con el ácido linoleico, incrementando así la concentración del isómero C18:2 cis9, trans11 49()
. Estos resultados son concordantes con hallazgos anteriores 51()
, que indican que el procesado térmico de la leche puede alterar la distribución de isómeros del CLA, pero que su concentración total permanece invariable.
La cinética de retención del CLA y del ácido trans-vaccénico en leches tratadas térmicamente en el intervalo de temperaturas entre 90 a 120°C, fue estudiada recientemente 23()
. Ambos lípidos se oxidaron en gran medida cuando la temperatura aumentó de 90 a 120°C. Luego de 60 minutos de calentamiento a 90°C, el porcentaje de retención del CLA varió entre 68 y 71%, mientras que en las leches tratadas térmicamente a 120°C durante 15 minutos, el porcentaje de retención fue de solo 15 a 21%.
3.3.2. Altas presiones
El potencial de tecnologías emergentes como las altas presiones hidrostáticas ha sido ampliamente estudiado como una alternativa no térmica para la pasteurización de la leche. Sin embargo, pocos estudios han evaluado la influencia de las altas presiones hidrostáticas en la concentración de isómeros de CLA en la leche y productos lácteos. La composición de ácidos grasos (incluyendo los isómeros del CLA) de leches homogenizadas a altas presiones (hasta 350 MPa), no presentó variaciones significativas con respecto de las muestras control 52()
. Leches enriquecidas naturalmente con CLA procesadas a altas presiones (400 MPa, 15 min, 25°C), no sufrieron cambios significativos en la composición de ácidos grasos, incluidos los isómeros del CLA 49()
. Reportes recientes indican que el efecto combinado de las altas presiones con la temperatura puede causar un incremento en la retención del CLA 
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. La cinética de retención de isómeros del CLA en leches sometidas a esterilización por altas presiones (100-600 MPa) y temperaturas entre 90 y 120ºC se ajustó al modelo de Weibull 6()
. La retención del CLA disminuyó con el incremento de la temperatura, pero incrementó al aumentar la presión. Adicionalmente, las condiciones comerciales de proceso de esterilización a altas presiones (120ºC, 600 MPa, 3 minutos) permitieron retener más del 80% de los isómeros del CLA. Este alto porcentaje de retención fue atribuido a reacciones de isomerización, en lugar de reacciones de oxidación, teniendo en cuenta que en presencia de oxígeno, la isomerización del CLA se induce térmicamente a través de un mecanismo de radicales libres 51()
. Sin embargo, la retención de CLA disminuyó progresivamente durante el almacenamiento, siendo aproximadamente del 36% luego de 60 días a 25ºC 30()
.
3.3.3. Refrigeración
Algunos trabajos han evaluado la influencia de la refrigeración de la leche y productos lácteos en el contenido de isómeros del CLA. De manera general, los resultados indican que el almacenamiento refrigerado no afecta significativamente la concentración de CLA en la leche y derivados lácteos 
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. Sin embargo, también se han reportado disminuciones importantes de los isómeros C18:2 cis9, trans11 y C18:2 cis10, trans12 en leche descremada enriquecida con CLA luego de tres semanas de almacenamiento refrigerado, debido posiblemente a la acción de lipasas microbianas 45()
. Leite, Lima y Baptista 46()
 encontraron una disminución de 1.2% en el contenido del isómero C18:2 cis9, trans11 en leche comercial UHT tras dos meses de refrigeración a 6-7ºC. Similarmente, reducciones significativas de los isómeros C18:2 cis9, trans11; C18:2 cis11, trans13; C18:2 cis10, cis12 y C18:2 cis10, trans12 fueron encontradas durante el almacenamiento refrigerado de queso fresco, como consecuencia de un excesivo crecimiento microbiano 54()
.
3.3.4. Fermentación
La habilidad de los microorganismos para producir CLA a partir de ácido linoleico depende de la actividad de la enzima linoleato isomerasa que cataliza la reacción de isomerización 24()
. Aparte de las bacterias del rumen, esta enzima ha sido detectada en cepas de Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Propionibacterium y Streptococcus, y por ello, estas cepas han sido clasificadas como potenciales productores de CLA 
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. Las secuencias genéticas de enzimas linoleato isomerasa de cepas de B. dentium, B. breve, Lc. lactis subsp. lactis, L. acidophilus, L. plantarum, L. reuteri, P. acnes, y Rhodococcus erythropolis están disponibles en GenBank 24()
.
La influencia de la utilización de microorganismos en la producción de CLA in vitro ha sido ampliamente estudiada 
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. La concentración de ácido linoleico, el pH, la temperatura y el estado de crecimiento de los microorganismos son los factores que más afectan la bioproducción de CLA 24()
. Aunque muchos de los microorganismos investigados son utilizados normalmente como cultivos iniciadores o como probióticos en los procesos de elaboración de leches fermentadas, es importante aclarar que los resultados obtenidos en ensayos in vitro, utilizando medios de cultivo como el MRS (Man-Rogosa-Sharpe), no son siempre extrapolables a los procesos de fermentación de la leche, debido a los cambios y múltiples interacciones que presentan los substratos a base de leche. Algunos hallazgos recientes se presentan a continuación.
Varios estudios indican que cepas de B. breve podrían ser utilizadas como cultivos iniciadores para el desarrollo de alimentos lácteos funcionales con altas concentraciones de lípidos bioactivos como el CLA 
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. Conversiones del 74% de ácido linoleico en CLA, con producciones (160-170 (g CLA/mL) de diferentes isómeros de CLA (C18:2 cis 9, trans 11; C18:2 trans 10, cis 12 y C18:2 trans 9, trans 11) utilizando tres cepas de B. breve (ZL12-28, 29M2 y M7-70) aisladas de leche materna y cultivadas en medio MRS y leche descremada reconstituida, fueron reportadas recientemente 62()
. Coakley et al. 64()
 observaron productividad de CLA (principalmente del isómero C18:2 cis9, trans11) en cepas de B. breve y B. dentium. Entre 36 cepas de Bifidobacterium, B. breve, B. bifidum, y B. pseudolongum subsp. pseudolongum convirtieron 20 a 54% de ácido linoleico en CLA (C18:2 cis9, trans11 y C18:2 trans9, trans11) en medio MRS 63()
. Similarmente, cepas de B. breve fueron capaces de producir CLA (principalmente C18:2 cis9, trans11) en leche descremada suplementada con ácido linoleico (0.5 mg/mL), con conversiones de hasta 23% 61()
. El porcentaje de conversión fue mayor (39%) utilizando cepas de B. bifidum en leche de búfala suplementada con ácido linoleico en concentraciones menores (0.2 mg/mL) 67()
. De otra parte, B. breve LMG 13194 y B. pseudolongum subsp. pseudolongum LMG 11595 generaron conversiones más altas de ácido linoleico en CLA en medio MRS, en comparación con B. breve LMG 11084, B. breve LMG 11040, y B. breve LMG 11613, confirmando que la producción de CLA es dependiente de la cepa 68()
.
Numerosas cepas de Lactobacillus presentan alta actividad linoleato isomerasa y pueden biosintetizar CLA a partir de ácido linoleico 
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. L. plantarum ZS2058 convirtió más del 50% del ácido linoleico en CLA (C18:2 cis9, trans11 y C18:2 trans9, trans11) en medio MRS, mientras que cepas de L. bulgaricus, L. crispatus, L. gasseri y L. helveticus convirtieron solamente 10 a 20% del ácido linoleico en tres isómeros de CLA (C18:2 cis9, trans11; C18:2 trans9, trans11 y C18:2 trans10, cis12) 69()
. Utilizando células permeabilizadas de L. acidophilus, altas conversiones (86.4%) de ácido linoleico en CLA fueron reportadas recientemente, mientras que con las células intactas la conversión fue de solo 38.5% 77()
. Las células permeabilizadas fueron reutilizadas 10 veces sin perder significativamente su actividad catalítica. Resultados similares fueron obtenidos por Lee et al. 78()
, quienes trabajando con células inmovilizadas de L. reuteri, obtuvieron una conversión de ácido linoleico a CLA del 35%. Estas células fueron reutilizadas cinco veces, sin tener efectos negativos en la producción de CLA. Lin et al. 70()
 evaluaron la capacidad productora de CLA de cepas de L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y L. delbrueckii subsp. lactis, en medio de cultivo MRS enriquecido con 12% de leche descremada y ácido linoleico en concentraciones de 0 a 5000 µg/mL. Un incremento en la concentración de CLA fue observado en los substratos adicionados con ácido linoleico. El L. acidophilus presentó la mayor capacidad de producción de CLA (de 23.0 a 105.5 µg/mL), cuando se incubó por 24 horas a 37ºC, con adición de 1000 µg/mL de ácido linoleico. Los incrementos en la concentración de ácido linoleico en el substrato (de 1000 a 5000 µg/mL), y en el tiempo de incubación (de 24 a 48 horas), no causaron aumentos significativos en la producción de CLA. Similarmente, cepas de L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, y Streptococcus thermophilus fueron capaces de producir CLA en medio MRS enriquecido con ácido linoleico (0.50 mg/mL) 75()
.
La habilidad productora de CLA de más de 250 cepas de los géneros Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Propionibacterium, Bifidobacterium, Weissella, Aquaspirillum, Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Butyrivibrio y Lactococcus fue estudiada por Kishino et al. 79()
. Cepas de los géneros Enterococcus, Pediococcus, Propionibacterium, y Lactobacillus produjeron cantidades considerables de CLA en medio MRS suplementado con ácido linoleico. Dos cepas de P. freudenreichii ssp. freudenreichii y una cepa de P. freudenreichii ssp. shermanii convirtieron 60 a 90% de ácido linoleico en CLA (C18:2 cis9, trans11) en medio MRS 80()
, ,mientras que cepas de Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis and Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides fueron capaces de producir CLA (0.20 mg/mL) en leche descremada adicionada con aceite de sésamo hidrolizado 81()
.
4. CLA EN LECHES FERMENTADAS
Las leches fermentadas como el yogur, son consideradas como alimentos saludables, debido a sus efectos benéficos en la salud. La concentración de CLA en leches fermentadas normalmente varía entre 3.4 y 8.8 mg/g grasa 24()
. Reportes recientes indican que el contenido de CLA en yogures y kumis comerciales de Colombia oscila entre 4.5 y 8.2 y entre 7.6 y 22.6 mg/g grasa, respectivamente 82(, 83)
. La Tabla 2 presenta la concentración de CLA de varias leches fermentadas, así como los cultivos lácticos en el proceso de fermentación.
Varios estudios han evaluado la influencia de la fermentación de la leche en la concentración del CLA. Algunos resultados indican que durante el proceso fermentativo no se producen cambios en el contenido de CLA 
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, mientras que otros sugieren que el uso de bacterias ácido lácticas puede incrementar 
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 o disminuir 47()
 la concentración de CLA en productos lácteos fermentados. Esta variación en los resultados, manifiesta la necesidad de realizar nuevas investigaciones en este campo, si se pretende utilizar la fermentación como alternativa de elaboración de derivados lácteos con altas concentraciones de CLA.
Tabla 2. Concentración de CLA (mg/g de grasa) en leches fermentadas

	Producto
	Cultivos lácticos utilizados
	CLA
	Ref.

	
	
	
	

	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
	4.7-7.6
	87()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
	2.4-4.5
	87()


	Leche fermentada
	Lc. lactis subsp lactis
	5.1-5.5
	8()


	Leche fermentada
	L. plantarum
	4.9
	8()


	Leche fermentada
	L. buchneri
	4.3
	8()


	Leche fermentada
	L. reuteri
	4.8
	8()


	Leche fermentada
	L. brevis
	5.0
	8()


	Leche fermentada
	L. casei
	6.3
	8()


	Leche fermentada
	L. helveticus
	5.4
	8()


	Leche fermentada
	Lactobacillus sp.
	6.3
	8()


	Leche fermentada
	Lactococcus sp.
	5.6-8.7
	8()


	Leche fermentada
	Lc. lactis
	11.2
	8()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
	16.5
	88()


	Leche fermentada
	B. animalis subsp. lactis
	15.5-18.5
	88()


	Leche fermentada
	B. bifidum
	2.7-4.2
	89()


	Leche fermentada
	B. breve
	2.3-4.4
	89()


	Leche fermentada
	B. pseudolongum subsp. pseudolongum
	2.7-4.2
	89()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
B. bifidum
	2.7-4.2
	89()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
B. breve
	2.3-4.4
	89()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
B. pseudolongum subsp. pseudolongum
	3.0-4.4
	89()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. acidophilus L10
	4.7-11.0
	90()


	
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus

B. animalis subsp. lactis (Bl04, HN019, B94)
	4.7-9.6
	90()


	Leche fermentada
	L. viridescens
	1.8-5.7
	76()


	Leche fermentada
	L. lactis
	1.9-9.2
	76()


	Leche fermentada
	L. brevis
	1.7-10.5
	76()


	Dahi
	L. acidophilus + L. casei
	10.5
	91()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus
	2.1-2.5
	85()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. acidophilus
	3.3-5.6
	85()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus

B. animalis
	3.6-6.0
	85()


	Yogur
	S. thermophilus + L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. acidophilus
	8.8-20.8
	86()



El tipo de leche puede ejercer influencia en la cantidad y tipo de isómeros de CLA presentes en leches fermentadas. Por ejemplo, el contenido de CLA en yogures elaborados con leche de oveja es mayor al de los elaborados con leche de vaca (4.7-7.6 vs. 2.4-4.5 mg/g grasa) 87()
, mientras que las concentraciones de CLA en yogures griegos elaborados con leches de vaca, oveja y cabra fueron de 12.8-15.1, 4.1-12.5 y 4.3-9.8 mg CLA/g de grasa 92()
. Durante 14 días de almacenamiento refrigerado a 5ºC, la concentración de CLA aumentó significativamente en los yogures de leche cabra, y disminuyó significativamente en los de leche de vaca 87()
. Yadav et al. 91()
 obtuvieron Dahi (producto fermentado de la leche de búfalo, similar al yogur) por fermentación de la leche con L. acidophilus y L. casei, y observaron un incremento de aproximadamente el doble en la cantidad CLA por efecto del proceso fermentativo. Durante el almacenamiento a 4ºC, la concentración de CLA se mantuvo constante. De otra parte, el contenido de CLA en leches fermentadas orgánicas, producidas utilizando cepas de B. animalis subsp. lactis en combinación con S. thermophilus, fue ligeramente mayor al de la leche de partida 
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. En contraste, no hubo formación de CLA en leches fermentadas con cepas de Bifidobacterium, a pesar de haber sido escogidas por su capacidad de producción de CLA in vitro, y de contar con substratos ricos en ácido linoleico 89()
.
La modificación del substrato también puede influir en la concentración de CLA en leches fermentadas. La producción de CLA se incrementó en leches fermentadas con Lc. lactis I-01, adicionadas con aceite de girasol (0.1 mg/mL) 95()
. Así mismo, la fermentación de leche adicionada con de ácido linoleico (0.1%) con cultivos lácticos y L. acidophilus, causó un incremento significativo en el contenido de CLA, sin afectar las propiedades sensoriales 96()
. Valores altos de CLA (5.58 y 7.06 mg/g grasa) fueron obtenidos en yogures bajos en grasa, comparados a los reportados en otros estudios (1.7 mg/ g grasa 97()
 y 5.25 mg/g grasa, a partir de leche con 4.40 mg CLA/g grasa 55()
). Concentraciones ligeramente elevadas de los isómeros C18:2 cis9, trans11 y C18:2 trans10, cis12, fueron obtenidas en leches fermentadas elaboradas con substratos adicionados con aceite de soya hidrolizado, inoculadas con P. freudenreichii subsp. freudenreichii 23, P. freudenreichii subsp. shermanii 56, P. freudenreichii subsp. shermanii 51, L. rhamnosus y cultivo de yogur (L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus) 98()
. La combinación de probióticos y cultivo de yogur generó concentraciones más altas de CLA que las obtenidas sin la adición de probióticos. Se ha encontrado también que la adición de monolinoleína favorece la producción de CLA en leches fermentadas con B. breve LMC 017 66()
, y que es posible mejorar el perfil de ácidos grasos de yogures fermentados con S. thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus y cepas de B. lactis Bl04 o B94, mediante la adición de pulpa de açai a la leche, con lo que se ofrece una cantidad extra de ácidos grasos insaturados precursores de CLA 99()
. Por el contrario, la adición de aceites ricos en ácidos grasos insaturados, no modificó la concentración de CLA en cremas fermentadas con varios cultivos probióticos 100()
. Resultados similares fueron obtenidos por Xu et al. 101()
, quienes no observaron incrementos significativos en la concentración de CLA al inocular leche adicionada con 1% de grasa con L. rhamnosus y cultivo de yogur (L. bulgaricus y S. thermophilus). El contenido del isómero C18:2 cis9, trans11 se mantuvo constante durante el almacenamiento refrigerado, mientras que la concentración del isómero C18:2 trans10, cis12 aumentó hasta 3.3 veces en el transcurso de dos semanas de almacenamiento. La adición de fibra dietaria derivada de frutos de manzana, banano y maracuyá incrementó significativamente los ácidos grasos poliinsaturados y de cadena corta de yogures fermentados con cuatro cepas diferentes de probióticos: L. acidophilus L10 y B. animalis subsp. lactis BL04, HN019 y B94 90()
. Un efecto sinérgico entre el tipo de fibra y la especie probiótica en la concentración de CLA fue encontrado. En los yogures sin adición de fibra la concentración del isómero C18:2 cis9, trans11 varió entre 4.7 y 8.0 mg/g de grasa, mientras que en los yogures adicionados con fibra, los valores fueron ligeramente mayores, variando entre 5.4 y 11.2 mg/g de grasa. Los yogures control, co-fermentados con B. animalis subsp. Lactis, presentaron concentraciones de CLA mayores que los co-fermentados con L. acidophilus L10 (8.0 vs. 4.7 mg/g grasa), indicando que la producción de CLA depende de la cepa. Pese a esto, los mayores incrementos en la concentración del CLA fueron obtenidos en las muestras adicionadas con fibras de banano y maracuyá, co-fermentadas con L. acidophilus L10. La fibra de maracuyá promovió el incremento en la concentración del CLA en todos los yogures. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los cuales la combinación de cepas de L. acidophilus y B. animalis, y prebióticos como fructo-oligosacaridos (FOS), favoreció la producción de CLA durante la elaboración de leches fermentadas 
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. En efecto, yogures elaborados con L. acidophilus y B. animalis y FOS (2%) presentaron contenidos de CLA casi tres veces superiores (2.7 y 2.9 veces, respectivamente) a los de los yogures control sin prebióticos 85()
. Sin embargo, la adición de FOS no causó variaciones significativas en el contenido de CLA en los yogures sin probióticos, lo que indica que hay un efecto sinérgico, pues la utilización de L. acidophilus y B. animalis causó un incremento significativo en las concentraciones de CLA, en comparación con las muestras control (3.3 vs. 2.1 y 3.6 vs. 2.1 mg/g grasa, respectivamente). Durante el almacenamiento refrigerado, las concentraciones de CLA en los yogures se mantuvieron constantes durante 28 días. Así mismo, la adición de otros prebióticos como maltodextrina, oligofructosa y polidextrosa puede generar incrementos significativos en la concentración de CLA de leches fermentadas con S. thermophilus y L. acidophilus 102()
. Contrariamente, la adición de sacarosa, fructosa y lactosa ha demostrado inhibir la producción de CLA en yogures fermentados con L. acidophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus 103()
.
En un estudio que evaluó la capacidad productora de CLA de 155 cultivos lácticos diferentes (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium), y 11 cultivos comerciales de yogur, se encontró que 13 especies de Lactococcus y siete de Lactobacillus, produjeron CLA en leche entera, en concentraciones que variaron entre 4.3 y 11.2 mg/g de grasa 8()
. Por el contrario, ninguno de los cultivos lácticos comerciales produjo CLA durante la fermentación.
5. CONCLUSIONES
En este trabajo se ha hecho una revisión de la concentración de CLA y de la influencia de los procesos tecnológicos en el contenido de estos compuestos bioactivos en la leche y leches fermentadas. Teniendo en cuenta la importancia biológica de los isómeros del CLA, un incremento en su ingesta resultaría beneficioso para la salud humana. Así mismo, el desarrollo de productos lácteos con concentraciones elevadas de CLA tendría un gran impacto en el mercado de los alimentos funcionales.
Dado que la leche y los productos lácteos son los alimentos que proporcionan las mayores cantidades de CLA en la dieta humana, varias alternativas tecnológicas se han evaluado para incrementar de manera natural la concentración de CLA en la leche y sus derivados. A nivel primario, la manipulación de la dieta ha permitido aumentar los contenidos de CLA en la leche, mientras que la fermentación con microorganismos que poseen actividad linoleato isomerasa, ha sido concebida como una alternativa tecnológica promisoria para la elaboración de productos lácteos fermentados con alto contenido de CLA. Sin embargo, son múltiples los factores que influyen en la concentración de CLA en la leche y leches fermentadas. Pese a que a la fecha no se conocen los mecanismos que gobiernan la biosíntesis de CLA durante la fermentación de la leche, es evidente que la biosíntesis de CLA depende en mayor medida de la cepa utilizada. Varias cepas de microorganismos grado alimentario, como Bifidobacterium, Lactobacillus y Propionibacterium han demostrado capacidad para producir CLA a partir ácido linoleico en medios a base de leche, pero aún no se sabe por qué unos producen mayores cantidades que otros.
La composición del substrato también es importante en la generación de CLA en leches fermentadas. La adición de fibras de frutas y de prebióticos como la maltodextrina y fructooligosacáridos, ha resultado ser efectiva para la producción de CLA en leches fermentadas elaboradas con cultivo tradicional y probióticos como el L. acidophilus, lo cual puede ser indicador de la existencia de efectos sinérgicos involucrados en la producción de CLA en leches fermentadas. Así mismo, la adición de fuentes ricas en ácido linoleico ha conducido a incrementos en la concentración de CLA en yogures y leches fermentadas. Sin embargo, para aplicaciones en alimentos, la adición de ácidos grasos libres como substrato para la fermentación de la leche, puede aumentar los costos de producción, además de verse restringida debido a su toxicidad a altas concentraciones.
La utilización de células permeabilizadas puede ser una alternativa tecnológica de bajo costo para la producción de CLA, ya que permite superar los problemas y altos costos de la purificación de la enzima linoleato isomerasa de los microorganismos, y de la baja permeabilidad del ácido linoleico en las células microbianas. Además, estos biocatalizadores pueden reutilizarse varias veces, sin pérdidas apreciables de su actividad.
Finalmente, a pesar de que varios estudios reportan incrementos en la concentración de CLA en leches y leches fermentadas, los aumentos son bastantes moderados y los niveles de CLA obtenidos son bastante menores que las dosis recomendadas para alcanzar los efectos terapéuticos. En consecuencia, más investigación es necesaria, para para caracterizar las enzimas linoleato isomerasa producidas por los microorganismos, y tener criterios de selección de las cepas y de los substratos apropiados, para producir productos lácteos fermentados con alto contenido de CLA.
REFERENCIAS
1.
Mills S, Ross RP, Hill C, Fitzgerald GF, Stanton C. Milk intelligence: Mining milk for bioactive substances associated with human health. International Dairy Journal. 2011;21(6):377-401.

2.
Pereira PC. Milk nutritional composition and its role in human health. Nutrition. 2014;30(6):619-27.

3.
Stergiadis S, Leifert C, Seal CJ, Eyre MD, Steinshamn H, Butler G. Improving the fatty acid profile of winter milk from housed cows with contrasting feeding regimes by oilseed supplementation. Food Chemistry. 2014;164:293-300.

4.
Yuan G-F, Chen X-E, Li D. Conjugated linolenic acids and their bioactivities: a review. Food & Function. 2014;5(7):1360-8.

5.
Gutierrez L-F, Rosada L-M, Jiménez A. Chemical composition of Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) seeds and characteristics of their lipid fraction. Grasas y Aceites. 2011;62(1):76-83.

6.
Martínez-Monteagudo SI, Saldaña MDA. Modeling the retention kinetics of conjugated linoleic acid during high-pressure sterilization of milk. Food Research International. 2014;62(0):169-76.

7.
Glover KE, Budge S, Rose M, Rupasinghe HPV, MacLaren L, Green-Johnson J, et al. Effect of feeding fresh forage and marine algae on the fatty acid composition and oxidation of milk and butter. Journal of Dairy Science. 2012;95(6):2797-809.

8.
Pandit A, Anand S, Kalscheur K, Hassan A. Production of conjugated linoleic acid by lactic acid bacteria in milk without any additional substrate. International Journal of Dairy Technology. 2012;65(4):603-8.

9.
Jones EL, Shingfield KJ, Kohen C, Jones AK, Lupoli B, Grandison AS, et al. Chemical, physical, and sensory properties of dairy products enriched with conjugated linoleic acid. Journal of Dairy Science. 2005;88(8):2923-37.

10.
Collomb M, Schmid A, Sieber R, Wechsler D, Ryhanen EL. Conjugated linoleic acids in milk fat: Variation and physiological effects. International Dairy Journal. 2006;16(11):1347-61.

11.
Bauman DE, Lock AL. Conjugated Linoleic Acid: Biosynthesis and Nutritional Significance. In: Fox PF, McSweeney PLH, editors. Advanced Dairy Chemistry Volume 2: Lipids: Springer; 2006.

12.
Parodi PW. Milk fat in human nutrition. Australian Journal of Dairy Technology. 2004;59(1):3-59.

13.
Kennedy A, Martinez K, Schmidt S, Mandrup S, LaPoint K, McIntosh M. Antiobesity mechanisms of action of conjugated linoleic acid. Journal of Nutritional Biochemistry. 2010;21(3):171-9.

14.
Whigham LD, Watras AC, Schoeller DA. Efficacy of conjugated linoleic acid for reducing fat mass: a meta-analysis in humans. American Journal of Clinical Nutrition. 2007;85(5):1203-11.

15.
Toomey S, Harhen B, Roche HM, Fitzgerald D, Belton O. Profound resolution of early atherosclerosis with conjugated linoleic acid. Atherosclerosis. 2006;187(1):40-9.

16.
Mitchell PL, McLeod RS. Conjugated linoleic acid and atherosclerosis: studies in animal models. Biochemistry and Cell Biology-Biochimie Et Biologie Cellulaire. 2008;86(4):293-301.

17.
Dilzer A, Park Y. Implication of Conjugated Linoleic Acid (CLA) in Human Health. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2012;52(6):488-513.

18.
McCrorie TA, Keaveney EM, Wallace JMW, Binns N, Livingstone MBE. Human health effects of conjugated linoleic acid from milk and supplements. Nutrition Research Reviews. 2011;24(2):206-27.

19.
Evans NP, Misyak SA, Schmelz EM, Guri AJ, Hontecillas R, Bassaganya-Riera J. Conjugated Linoleic Acid Ameliorates Inflammation-Induced Colorectal Cancer in Mice through Activation of PPAR gamma. Journal of Nutrition. 2010;140(3):515-21.

20.
Ip C, Chin SF, Scimeca JA, Pariza MW. Mammary-cancer prevention by conjugated dienoic derivative of linoleic-acid. Cancer Research. 1991;51(22):6118-24.

21.
Ip C, Singh M, Thompson HJ, Scimeca JA. Conjugated Linoleic Acid Suppresses Mammary Carcinogenesis and Proliferative Activity of the Mammary Gland in the Rat. Cancer Research. 1994;54(5):1212-5.

22.
Knekt P, Jarvinen R, Seppanen R, Pukkala E, Aromaa A. Intake of dairy products and the risk of breast cancer. Br J Cancer. 1996;73(5):687-91.

23.
Martínez-Monteagudo SI, Saldaña MDA. Retention of bioactive lipids in heated milk: Experimental and modelling. Food and Bioproducts Processing. 2014(0).

24.
Gorissen L, Leroy F, De Vuyst L, De Smet S, Raes K. Bacterial production of conjugated linoleic and linolenic acid in foods: a technological challenge. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2013 doi: 10.1080/10408398.2012.706243.

25.
Irmak S, Dunford NT, Gilliland SE, Banskalieva V, Eisenmenger M. Biocatalysis of linoleic acid to conjugated linoleic acid. Lipids. 2006;41(8):771-6.

26.
Griinari JM, Corl BA, Lacy SH, Chouinard PY, Nurmela KVV, Bauman DE. Conjugated linoleic acid is synthesized endogenously in lactating dairy cows by Delta(9)-desaturase. Journal of Nutrition. 2000;130(9):2285-91.

27.
Butler G, Nielsen JH, Slots T, Seal C, Eyre MD, Sanderson R, et al. Fatty acid and fat-soluble antioxidant concentrations in milk from high- and low-input conventional and organic systems: seasonal variation. Journal of the Science of Food and Agriculture. 2008;88(8):1431-41.

28.
Palmquist DL, Lock AL, Shingfield KJ, Bauman DE. Biosynthesis of Conjugated Linoleic Acid in Ruminants and Humans. In: Steve LT, editor. Advances in Food and Nutrition Research: Academic Press; 2005. p. 179-217.

29.
Rico JM, Moreno B, Pabón ML, Carulla JE. Composición de la grasa láctea de la sabana de Bogotá con énfasis en ácido ruménico - CLA cis-9, trans-11. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias. 2007;20(1):30-9.

30.
Martínez-Monteagudo SI, Gänzle MG, Saldaña MDA. High-pressure and temperature effects on the inactivation of Bacillus amyloliquefaciens, alkaline phosphatase and storage stability of conjugated linoleic acid in milk. Innovative Food Science & Emerging Technologies. 2014;http://dx.doi.org/10.1016/j.ifset.2014.05.003.

31.
Khanal RC, Dhiman T, Boman RL. Changes in fatty acid composition of milk from lactating dairy cows during transition to and from pasture. Livestock Science. 2008;114(2-3):164-75.

32.
Stanton C, Murphy J, McGrath E, Devery R. Animal Feeding Strategies for Conjugated Linoleic Acid Enrichment of Milk. In: William W . Christie J-LS, and Richard Adlof, editor. Advances in Conjugated Linoleic Acid Research. Champaign, IL, USA: AOCS Publishing; 2003. p. 123–45.

33.
Bell JA, Kennelly JJ. Conjugated linoleic acid enriched milk: A designer milk with potential. Advances in Dairy Technology. 2001;13:213-28.

34.
Floris R, Dekker R, Slangen C, Ellen G. Influence of pasture feeding and stall feeding on CLA and other fatty acids in bovine milkfat. Australian Journal of Dairy Technology. 2006;61(1):13-20.

35.
Pabón ML, Carulla JE. Compuestos lipídicos benéficos para la salud humana asociados a la nutrición animal. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias. 2008;21:136-45.

36.
Stergiadis S, Leifert C, Seal CJ, Eyre MD, Nielsen JH, Larsen MK, et al. Effect of Feeding Intensity and Milking System on Nutritionally Relevant Milk Components in Dairy Farming Systems in the North East of England. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2012;60(29):7270-81.

37.
Toral PG, Frutos P, Hervás G, Gómez-Cortés P, Juárez M, de la Fuente MA. Changes in milk fatty acid profile and animal performance in response to fish oil supplementation, alone or in combination with sunflower oil, in dairy ewes. Journal of Dairy Science. 2010;93(4):1604-15.

38.
Glasser F, Ferlay A, Chilliard Y. Oilseed Lipid Supplements and Fatty Acid Composition of Cow Milk: A Meta-Analysis. Journal of Dairy Science. 2008;91(12):4687-703.

39.
Schroeder GF, Gagliostro GA, Bargo F, Delahoy JE, Muller LD. Effects of fat supplementation on milk production and composition by dairy cows on pasture: a review. Livestock Production Science. 2004;86(1–3):1-18.

40.
Chilliard Y, Martin C, Rouel J, Doreau M. Milk fatty acids in dairy cows fed whole crude linseed, extruded linseed, or linseed oil, and their relationship with methane output. Journal of Dairy Science. 2009;92(10):5199-211.

41.
Fox PF, McSweeney PLH. Advanced Dairy Chemistry Volume 2: Lipids. 3rd ed. Springer, editor: P.F. Fox and P.L.H. McSweeney; 2006.

42.
Aneja RP, Murthi TN. Conjugated linoleic acid contents of Indian curds and ghee. Indian Journal of Dairy Science. 1990;43:231-8.

43.
Herzallah SM, Humeid MA, Al-Ismail KM. Effect of heating and processing methods of milk and dairy products on conjugated linoleic acid and trans fatty acid isomer content. Journal of Dairy Science. 2005;88(4):1301-10.

44.
Costa EN, Lacerda ECQ, Santos SMS, Santos CMS, Franco M, Silva RR, et al. Action of successive heat treatments in bovine milk fatty acids. Journal of the Brazilian Chemical Society. 2011;22:2115-20.

45.
Campbell W, Drake MA, Larick DK. The impact of fortification with conjugated linoleic acid (CLA) on the quality of fluid milk. Journal of Dairy Science. 2003;86(1):43-51.

46.
Leite J, Lima E, Baptista J. Azorean bovine milk conjugated linoleic acid. Effect of green pasture diet, storage and processing temperature. Lait. 2007;87(2):167-79.

47.
Santos-Junior OO, Pedrao MR, Dias LF, Paula LN, Coro FAG, De Souza NE. Fatty acid content of bovine milkfat from raw milk to yoghurt. Am J Applied Sci. 2012;9(8):1300-6.

48.
Zengin G, Cakmak YS, Guler GO, Oguz E, Aktumsek A, Akin M. The effect of pasteurisation temperature on the CLA content and fatty acid composition of white pickled cheese. International Journal of Dairy Technology. 2011;64(4):509-16.

49.
Rodriguez-Alcala LM. Lípidos bioactivos en productos lácteos: Estrategias para su incremento y efectos del procesado y la conservación [PhD Thesis]: Universidad Autónoma de Madrid; 2009.

50.
Martínez-Monteagudo SI. Kinetic studies of chemical reactions and quality changes in conjugated linoleic acid (CLA) enriched milk treated with high-pressure sterilization. [Doctoral dissertation]: University of Alberta.; 2013.

51.
Destaillats F, Angers P. Thermally induced formation of conjugated isomers of linoleic acid. European Journal of Lipid Science and Technology. 2005;107(3):167-72.

52.
Rodríguez-Alcalá LM, Harte F, Fontecha J. Fatty acid profile and CLA isomers content of cow, ewe and goat milks processed by high pressure homogenization. Innovative Food Science & Emerging Technologies. 2009;10(1):32-6.

53.
Martínez-Monteagudo SI, Saldaña MDA, Torres JA, Kennelly JJ. Effect of pressure-assisted thermal sterilization on conjugated linoleic acid (CLA) content in CLA-enriched milk. Innovative Food Science & Emerging Technologies. 2012;16(0):291-7.

54.
Rodriguez-Alcala LM, Fontecha J. Hot topic: Fatty acid and conjugated linoleic acid (CLA) isomer composition of commercial CLA-fortified dairy products: Evaluation after processing and storage. Journal of Dairy Science. 2007;90(5):2083-90.

55.
Shantha NC, Ram LN, Oleary J, Hicks CL, Decker EA. Conjugated linoleic-acid concentrations in dairy-products as affected by processing and storage. Journal of Food Science. 1995;60(4):695-&.

56.
Bisig W, Eberhard P, Collomb M, Rehberger B. Influence of processing on the fatty acid composition and the content of conjugated linoleic acid in organic and conventional dairy products - a review. Lait. 2007;87(1):1-19.

57.
Sieber R, Collomb M, Aeschlimann A, Jelen P, Eyer H. Impact of microbial cultures on conjugated linoleic acid in dairy products - A review. International Dairy Journal. 2004;14(1):1-15.

58.
Andrade JC, Ascencao K, Gullon P, Henriques SMS, Pinto JMS, Rocha-Santos TAP, et al. Production of conjugated linoleic acid by food-grade bacteria: A review. International Journal of Dairy Technology. 2012;65(4):467-81.

59.
Adamczak M, Bornscheuer UT, Bednarski W. Properties and biotechnological methods to produce lipids containing conjugated linoleic acid. European Journal of Lipid Science and Technology. 2008;110(6):491-504.

60.
O'Shea EF, Cotter PD, Stanton C, Ross RP, Hill C. Production of bioactive substances by intestinal bacteria as a basis for explaining probiotic mechanisms: Bacteriocins and conjugated linoleic acid. International Journal of Food Microbiology. 2012;152(3):189-205.

61.
Choi NJ, Park HG, Kim YJ, Kim IH, Kang HS, Yoon CS, et al. Utilization of Monolinolein as a Substrate for Conjugated Linoleic Acid Production by Bifidobacterium breve LMC 520 of Human Neonatal Origin. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2008;56(22):10908-12.

62.
Villar-Tajadura MA, Rodríguez-Alcalá LM, Martín V, Gómez de Segura A, Rodríguez JM, Requena T, et al. Production of Conjugated Linoleic and Conjugated a-Linolenic Acid in a Reconstituted Skim Milk-Based Medium by Bifidobacterial Strains Isolated from Human Breast Milk. BioMed Research International. 2014;2014:6.

63.
Gorissen L, Raes K, Weckx S, Dannenberger D, Leroy F, De Vuyst L, et al. Production of conjugated linoleic acid and conjugated linolenic acid isomers by Bifidobacterium species. Appl Microbiol Biotechnol. 2010;87(6):2257-66.

64.
Coakley M, Ross RP, Nordgren M, Fitzgerald G, Devery R, Stanton C. Conjugated linoleic acid biosynthesis by human-derived Bifidobacterium species. Journal of Applied Microbiology. 2003;94(1):138-45.

65.
Coakley M, Banni S, Johnson M, Mills S, Devery R, Fitzgerald G, et al. Inhibitory Effect of Conjugated α-Linolenic Acid from Bifidobacteria of Intestinal Origin on SW480 Cancer Cells. Lipids. 2009;44(3):249-56.

66.
Chung SH, Kim IH, Park HG, Kang HS, Yoon CS, Jeong HY, et al. Synthesis of conjugated linoleic acid by human-derived Bifidobacterium breve LMC 017: Utilization as a functional starter culture for milk fermentation. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2008;56(9):3311-6.

67.
Van Nieuwenhove CP, Oliszewski R, González SN, Pérez Chaia AB. Conjugated linoleic acid conversion by dairy bacteria cultured in MRS broth and buffalo milk. Letters in Applied Microbiology. 2007;44(5):467-74.

68.
Gorissen L, De Vuyst L, Raes K, De Smet S, Leroy F. Conjugated linoleic and linolenic acid production kinetics by bifidobacteria differ among strains. International Journal of Food Microbiology. 2012;155(3):234-40.

69.
Yang B, Chen H, Gu Z, Tian F, Ross RP, Stanton C, et al. Synthesis of conjugated linoleic acid by the linoleate isomerase complex in food-derived lactobacilli. Journal of Applied Microbiology. 2014;117(2):430-9.

70.
Lin TY, Lin CW, Lee CH. Conjugated linoleic acid concentration as affected by lactic cultures and added linoleic acid. Food Chemistry. 1999;67(1):1-5.

71.
Kishino S, Ogawa J, Yokozeki K, Shimizu S. Linoleic Acid Isomerase in Lactobacillus plantarum AKU1009a Proved to Be a Multi-Component Enzyme System Requiring Oxidoreduction Cofactors. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry. 2011;75(2):318-22.

72.
Kishino S, Takeuchi M, Park S-B, Hirata A, Kitamura N, Kunisawa J, et al. Polyunsaturated fatty acid saturation by gut lactic acid bacteria affecting host lipid composition. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2013;110(44):17808-13.

73.
Gorissen L, Weckx S, Vlaeminck B, Raes K, De Vuyst L, De Smet S, et al. Linoleate isomerase activity occurs in lactic acid bacteria strains and is affected by pH and temperature. Journal of Applied Microbiology. 2011;111(3):593-606.

74.
Lin TY, Lin CW, Wang YJ. Linoleic acid isomerase activity in enzyme extracts from Lactobacillus acidophilus and Propionibacterium freudenreichii ssp shermanii. Journal of Food Science. 2002;67(4):1502-5.

75.
Ewaschuk JB, Walker JW, Diaz H, Madsen KL. Bioproduction of conjugated linoleic acid by probiotic bacteria occurs in vitro and in vivo in mice. Journal of Nutrition. 2006;136(6):1483-7.

76.
Puniya AK, Chaitanya S, Tyagi AK, Singh SDK. Conjugated linoleic acid producing potential of lactobacilli isolated from the rumen of cattle. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology. 2008;35(11):1223-8.

77.
Wei M, Ding X-L, Xue Z-L, Zhao S-G. Production of conjugated linoleic acid by permeabilized Lactobacillus acidophilus cells. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. 2014;108(0):59-63.

78.
Lee SO, Hong GW, Oh DK. Bioconversion of linoleic acid into conjugated linoleic acid by immobilized Lactobacillus reuteri. Biotechnology Progress. 2003;19(3):1081-4.

79.
Kishino S, Ogawa J, Omura Y, Matsumura K, Shimizu S. Conjugated linoleic acid production from linoleic acid by lactic acid bacteria. Journal of the American Oil Chemists Society. 2002;79(2):159-63.

80.
Jiang J, Bjorck L, Fonden R. Production of conjugated linoleic acid by dairy starter cultures. Journal of Applied Microbiology. 1998;85(1):95-102.

81.
Abd El-Salam MH, El-Shafei K, Sharaf OM, Effat BA, Asem FM, El-Aasar M. Screening of some potentially probiotic lactic acid bacteria for their ability to synthesis conjugated linoleic acid. International Journal of Dairy Technology. 2010;63(1):62-9.

82.
Gutierrez L-F, Martínez JC, Barón-Núñez MR. Conjugated linoleic acid (CLA) content and fatty acid composition of some commercial yogurts from Colombia. Revista Facultad Nacional de Agronomía Medellín. 2010;63(2):5685-92.

83.
Osorio JA, Ramirez C, Novoa CF, Gutierrez LF. Conjugated linoleic acid, fatty acid profile and process properties in kumis - Fermented milk consumed in Colombia. Vitae-Revista De La Facultad De Quimica Farmaceutica. 2011;18(2):144-52.

84.
Boylston TD, Beitz DC. Conjugated linoleic acid and fatty acid composition of yogurt produced from milk of cows fed soy oil and conjugated linoleic acid. Journal of Food Science. 2002;67(5):1973-8.

85.
Akalin AS, Tokusoglu O, Gonc S, Aycan S. Occurrence of conjugated linoleic acid in probiotic yoghurts supplemented with fructooligosaccharide. International Dairy Journal. 2007;17(9):1089-95.

86.
Dave RI, Ramaswamy N, Baer RJ. Changes in fatty acid composition during yogurt processing and their effects on yogurt and probiotic bacteria in milk procured from cows fed different diets. Australian Journal of Dairy Technology. 2002;57(3):197-202.

87.
Serafeimidou A, Zlatanos S, Kritikos G, Tourianis A. Change of fatty acid profile, including conjugated linoleic acid (CLA) content, during refrigerated storage of yogurt made of cow and sheep milk. Journal of Food Composition and Analysis. 2013;31(1):24-30.

88.
Florence ACR, da Silva RC, Santo APD, Gioielli LA, Tamime AY, de Oliveira MN. Increased CLA content in organic milk fermented by bifidobacteria or yoghurt cultures. Dairy Science & Technology. 2009;89(6):541-53.

89.
Gorissen L, Raes K, De Smet S, De Vuyst L, Leroy F. Microbial production of conjugated linoleic and linolenic acids in fermented foods: Technological bottlenecks. European Journal of Lipid Science and Technology. 2012;114(4):486-91.

90.
Santo APD, Cartolano NS, Silva TF, Soares F, Gioielli LA, Perego P, et al. Fibers from fruit by-products enhance probiotic viability and fatty acid profile and increase CLA content in yoghurts. International Journal of Food Microbiology. 2012;154(3):135-44.

91.
Yadav H, Jain S, Sinha PR. Production of free fatty acids and conjugated linoleic acid in probiotic dahi containing Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei during fermentation and storage. International Dairy Journal. 2007;17(8):1006-10.

92.
Serafeimidou A, Zlatanos S, Laskaridis K, Sagredos A. Chemical characteristics, fatty acid composition and conjugated linoleic acid (CLA) content of traditional Greek yogurts. Food Chemistry. 2012;134(4):1839-46.

93.
Florence ACR, Oliveira RPS, Silva RC, Soares F, Gioielli LA, Oliveira MN. Organic milk improves Bifidobacterium lactis counts and bioactive fatty acids contents in fermented milk. Lwt-Food Science and Technology. 2012;49(1):89-95.

94.
Florence ACR, Beal C, Silva RC, Bogsan CSB, Pilleggi A, Gioielli LA, et al. Fatty acid profile, trans-octadecenoic, alpha-linolenic and conjugated linoleic acid contents differing in certified organic and conventional probiotic fermented milks. Food Chemistry. 2012;135(4):2207-14.

95.
Kim YJ, Liu RH. Increase of conjugated linoleic acid content in milk by fermentation with lactic acid bacteria. Journal of Food Science. 2002;67(5):1731-7.

96.
Lin TY. Influence of lactic cultures, linoleic acid and fructo-oligosaccharides on conjugated linoleic acid concentration in non-fat set yogurt. Australian Journal of Dairy Technology. 2003;58(1):11-4.

97.
Chin SF, Liu W, Storkson JM, Ha YL, Pariza MW. Dietary sources of conjugated dienoic isomers of linoleic acid, a newly recognized class of anticarcinogens. Journal of Food Composition and Analysis. 1992;5(3):185-97.

98.
Xu S, Boylston TD, Glatz BA. Conjugated linoleic acid content and organoleptic attributes of fermented milk products produced with probiotic bacteria. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2005;53(23):9064-72.

99.
Espírito Santo APd, Silva RC, Soares FASM, Anjos D, Gioielli LA, Oliveira MN. Açai pulp addition improves fatty acid profile and probiotic viability in yoghurt. International Dairy Journal. 2010;20(6):415-22.

100.
Ekinci FY, Okur OD, Ertekin B, Guzel-Seydim Z. Effects of probiotic bacteria and oils on fatty acid profiles of cultured cream. European Journal of Lipid Science and Technology. 2008;110(3):216-24.

101.
Xu S, Boylston TD, Glatz BA. Effect of inoculation level of Lactobacillus rhamnosus and yogurt cultures on conjugated linoleic acid content and quality attributes of fermented milk products. Journal of Food Science. 2006;71(4):C275-C80.

102.
Oliveira RPS, Florence ACR, Silva RC, Perego P, Converti A, Gioielli LA, et al. Effect of different prebiotics on the fermentation kinetics, probiotic survival and fatty acids profiles in nonfat symbiotic fermented milk. International Journal of Food Microbiology. 2009;128(3):467-72.

103.
Lin TY. Conjugated linoleic acid concentration as affected by lactic cultures and additives. Food Chemistry. 2000;69(1):27-31.

� Profesor Asistente. Grupo de investigación en biomoléculas alimentarias. Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos (ICTA), Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá, Carrera 30 No. 45-03, Edificio 500A, Bogotá, DC, Colombia, 111321. Phone: +57 1 3165000, Ext. 19227. Fax: Ext. 19206. Website: www.icta.unal.edu.co/grupobiomal. E-mail: lfgutierreza@unal.edu.co





PAGE  
33

