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RESUMEN

Las longanizas son una fuente de bacterias
acido-lacticas beneficiosas, que se desarrollan
en su ambiente natural y que poseen capacidad
conservadora y de interés biol6gico, como cultivos
iniciadores bacterianos. El propésito de esta
investigacién, fue el de identificar a dichas
bacterias. Para ello, se procesaron muestras de
longanizas artesanales, de las localidades de La
Cruz de Taratara, Santa Cruz de Pecaya, El
Paraiso y Pecaya, respectivamente, en la parroquia
Sucre del municipio Sucre del estado Falcén.
Se obtuvieron tres aislados bacterianos, a saber:
FIVEN, F2VEN y F3VEN, los cuales fueron
sometidos a determinaciones microbiolégicas,
para la identificacién fenotipica y para pruebas
de fermentacién de azicares. LLas muestras se
sometieron al método de identificacién molecular,
para determinar el género y la especie. Para ello,
se utilizé la técnica molecular de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas

ABSTRACT

Sausages are a source of beneficial lactic-acid
bacteria, which develop in their natural environment
and possess both a biopreservation capacity and
biotechnological interest as bacterial starter cultures.
The purpose of this investigation was to identify
these bacteria. To carry out the experiment, samples
of artisan sausages from the localities of La Cruz de
Taratara, Santa Cruz de Pecaya, El Paraiso, and
Pecaya, respectively, located in the Sucre parish
of the Sucre municipality in the State of Falcén,
Venezuela, were processed. Three bacterial isolates
were obtained, namely: F/VEN, F2VEN and
F3VEN, which were subjected to microbiological
determinations, for the phenotypic identification
and tests of fermentation of sugars. Samples were
identified with the molecular identification method,
to determine the genus and the species. To perform
this identification, the molecular technique of
the polymerase chain reaction (PCR), with the
universal primers HDA1 and WLAB2, was used,
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en inglés), con los cebadores universales HDAI
y WLAB2, para amplificar los fragmentos de las
regiones variables del gen ADNTr 168S. Los productos
resultantes de la amplificacién se purificaron y se
obtuvo su secuencia, a través de Macrogen, Seiil,
Repiiblica de Korea. Las secuencias parciales de
nucleétidos obtenidas, se alinearon con secuencias
depositadas en la base de datos del GenBank, y
se determiné el porcentaje de similitud para la
identificacién, a nivel de género y especie, de las
cepas nativas, con el programa BLAST. Se logré
la identificacién de tres aislados nativos de esta
fuente natural, con potencial biotecnolégico para la
conservacién de longanizas.

(Palabras clave: Biotecnologia; bioconservacién;
longaniza de cabra; iniciador bacteriano; gen ADNr

16s)

INTRODUCCION

Durante generaciones, en el municipio Sucre
del estado Falcén, se ha elaborado artesanalmente
la longaniza de cabra (Capra hircus), con carne y
grasa de cabra, embutido en tripa natural de cabra
y secado por oreo al sol. A estas longanizas, se le
adicionan especias, lo que determina que el tiempo
de vida util sea corto, aproximadamente 25 d. A
estos embutidos no se les afiaden aditivos alimentarios
que sean materias no nutritivas [1], los cuales
generalmente se afiaden en pequefias cantidades para
mejorar el aspecto, sabor, consistencia o propiedades
de conservacién (Comité Mixto FAO/OMS de
expertos en Nutricién). LLa composicién quimica
de la carne fresca y sus caracteristicas biolégicas,
permiten el desarrollo de microorganismos patégenos,
que deterioran y disminuyen el tiempo de vida til
y en algunos casos producen intoxicaciones [2]; por
lo que las bacterias lacticas aisladas de la carne o

to amplify the variable regions of the 16S rADN gene.
The resulting products of amplification were purified
and their sequence was obtained through the Genome
Sequencing Service of Macrogen, Seul, Republic
of Corea. The partial sequences of nucleotides
obtained were aligned with sequences deposited
in the GenBank database, and the percentage of
similarity for the identification of native strains, at
a genus and species level, was determined for the
identification, with the computer program BLAST.
The identification of three native isolates from that
natural source, with biotechnological potential for
preservation of sausages was achieved.

(Key words: Biotechnology; bioconservation; goat’s
sausage; bacterial starter; gen ADNr 16s)

sus derivados podrian ser mas eficaces para asegurar
su calidad microbiolégica, ya que al estar mejor
adaptadas a sus sustratos, seran mas competitivas
que las bacterias lacticas de otros origenes [3]. Estas
bacterias, pueden ser aisladas, purificadas y a su vez
utilizadas como iniciadores bacterianos como cepas
productoras de bacteriocinas. Estas bacterias son
reconocidas como seguras GRAS (por sus siglas
en inglés Generaly Recognized As Safe) [4], ya
que participan en la fermentacién y conservacién
de alimentos, mejoran su calidad higiénica al
inhibir la flora competitiva. Estas bacterias incluyen
microorganismos patégenos que incluye a Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium botulinum y Salmonella spp.
[5]. Las bacterias acido lacticas (BALs) inhiben
el crecimiento de microorganismos alterantes y
patégenos, debido a la competencia por nutrientes,
produccién de metabolitos antimicrobianos como
acidos organicos, peréxido de hidrégeno, diéxido
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de carbono, diacetilo, etanol y bacteriocinas [6, 7].
Estas BALs pueden estar presentes en la carne [8-
10], productos lacteos, vegetales, tracto digestivo de
animales y humanos. Las bacteriocinas producidas
por BAL:s actian como inhibidores del crecimiento
de algunas bacterias patégenas transmitidas por los
alimentos [11]. La aplicacién de bacteriocinas puede
ayudar a reducir el uso de preservativos quimicos,
la intensidad de calor y otros tratamientos fisicos
[12]. Por otra parte, la identificacién microbiolégica
estad basada en criterios microbiolégicos comunes
y claves de flujos de identificacién del Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology [13] y
fermentacién de azicares. LLa identificacién molecular
bacteriana esta basada en técnicas moleculares
tales como la amplificacién mediante el uso de la
PCR (por sus siglas en inglés, Polymerase Chain
Reaction), la secuenciacién de nucleétidos para
determinar las secuencias especificas y el analisis y
comparacién de secuencias de los genes ADNr 16S
(o ARNr 16S) [14]. El objetivo de este trabajo
fue extraer e identificar cepas nativas de BALs de
longanizas artesanales de cabra que actiian como
bioconservadores y con potencial biotecnolégico para
elaborar cultivos iniciadores bacterianos, e incluirlos
en el esquema tecnolégico de elaboracién artesanal
de la longaniza para su conservacién.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras artesanales de longanizas de
carne de cabra (Capra hircus), fueron obtenidas de
productores de caprinos del municipio Sucre. Dos
muestras de la localidad de La Cruz de Taratara,
parroquia Sucre, tres muestras de la localidad de
Santa Cruz de Pecaya y tres muestras de la localidad
de el Paraiso, ambas parroquias del municipio Sucre
del estado Falcén. Para el aislamiento de BAL:s se
prepararon las muestras de acuerdo con las Normas
Venezolanas de Alimentos COVENIN, para
alimentos, identificacién y preparacién de muestras
para el an4lisis microbiolégico [15], adaptadas para
aislamiento de bacterias 4cido lacticas. De cada una
de las muestras, se pesaron 10 g y se colocaron en
90 mL de caldo Lactobacillus MRS (Man Rogosa
y Sharpe; Research Products International Corp.
EUA). Las muestras se incubaron en estufa a
37°C por 48 h, y se procedié a realizar la siembra

por estrias sobre agar MRS (HiMedia Laboratories
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Put. Ltd Mumbai, India). Luego, las muestras se
colocaron en estufa en placas invertidas a 37°C por
24-48 h, en campanas de desecacién sin silica gel, en
anaerobiosis con 5-10% de CO ., hasta el crecimiento
y desarrollo de colonias visibles. Se seleccionaron las
colonias que se encontraban aisladas, con morfologia
similar en todas las placas y se resembraron en
agar MRS para obtener colonias aisladas puras;
las colonias de cada placa fueron observadas con
objetivo 10X en un microscopio Carl Zeiss. Para
observar la morfologia de las colonias, se tomaron
seis colonias de cada placa al azar, que presentaron
colonias aisladas con caracteristicas similares en
todas las muestras, seleccionandose un total de
48 colonias. Posteriormente, se seleccionaron tres
grupos de colonias. Se realiz6 la tincién de Gram,
resultando todas Gram positivas, observandose 21
colonias opalescentes convexas y con bordes lisos,
que resultaron ser bacilos cortos rectos, con extremos
redondeados, formando cadenas cortas, largas y
algunos individuales; 11 colonias blanco lechoso con
centro deprimido y bordes lisos forma celular bacilos
cortos en pares, cadenas cortas o largas, ligeramente
curvados y extremos redondeados; 16 colonias
blanco cremoso con bordes lisos, tenfan forma de
cocos individuales o tétradas. Luego, se realizé la
prueba de la catalasa para lo cual se utilizé laminas
porta objeto estériles y peréxido de hidrégeno al 50%
(Laboratorio Farmaquimica C.A.). Se utilizé6 como
control positivo una cepa de Staphilococcus aureus
y como control negativo una cepa de Staphilococcus
epidermidis; 32 de los aislados con forma de bacilos
rectos y curvos cortos a la tincién de Gram, resultaron
catalasa negativos y 16 aislados con forma de cocos
presentaron actividad positiva a la catalasa. Para
confirmar los resultados de esta prueba, se realizé la
prueba de la oxidasa, se utilizé el reactivo de Kovac
(solucién acuosa de tetrametil p-fenilendiamina al
1%), papel de filtro Watman N° 2 (1x1 cm) estéril,
palillos de madera y placas de petri estériles. Se utilizé
un control positivo Pseudomona aeruginosa y un
control negativo Escherichia coli, los resultados de la
prueba de oxidasa fueron negativos para todos los los
aislados: F'1VEN, bacilos cortos y rectos con extremos
redondeados; F2VEN, bacilos cortos curvados
con extremo terminal redondeados y F3VEN,
cocos individuales o tétradas. Para las pruebas de
fermentacién, se utilizé6 una bateria de azicares
para diferenciar los cultivos, de acuerdo a las claves
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del Bergey’s Manual of Bacteriology Determinative
(1957) [13]. Los aislados FIVEN, 21 colonias
con forma de bacilos que crecieron en agar MRS,
catalasa y oxidasa negativos, fermentaron los aztcares
glucosa, manitol, celobiosa y melezitosa, y resultaron
negativo para maltosa, la cual represent6 el 43,75%
de los aislados; F2VEN, 11 de las colonias con forma
de bacilos cortos curvos, resultaron positivos para
manosa y negativos a celobiosa, manitol y melezitosa,
los cuales representaron el 22,92%, permitiendo
colocar estos aislados en el género Lactobacillus,
pero especies diferentes. Los aislados F3VEN, 16
colonias se correspondian a cocos Gram positivos,
fermentaron arabinosa, galactosa, lactosa, maltosa y
ribosa, resultaron negativos para manitol, sorbitol y
melezitosa, estos aislados representan el 33,33%.

Extraccion de ADNg de Bacterias Acido
Lacticas

Para los aislados FIVEN, F2VEN y F3VEN
seleccionados, se utilizé el protocolo modificado
de Wilson [16]. Las cepas que fueron aisladas
y purificadas previamente, se inocularon en 5 mL
de caldo MRS. Se incubaron 24-48 h a 37°C
hasta que se observé turbidez en el medio; luego,
se procedié a realizar las extracciones de ADN
genémico bacteriano. Los pellets de ADN obtenidos
se resuspendieron en 25 ul. de bifer TE 1X y se
dejaron 24 h a temperatura ambiente y protegidos de
la luz; luego, se guardé en congelacién a -20°C, hasta
realizar la electroforesis.

Electroforesis en Gel de Agarosa para
Determinar Presencia y Cuantificar ADN
Bacteriano

El ADN resultado de la extraccién fue sometido
a una electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1% con 2 ul. c.s.p. 100 mL. agente intercalante
SYBR™ Safe DNA gel Stain. El gel fue colocado
en una camara de electroforesis horizontal, luego fue
cubierto con bifer de electroforesis TBE. 0,5X. Cada
muestra de ADN (1 uL) por separado se preparé
en un micro tubo eppendorf y se mezcl6 con 2,5 ul.
de bifer de carga, conteniendo azul de bromo fenol
que facilita visualizar la sedimentacién del ADN o
el producto de PCR en el pozo y el frente de corrida
en el gel. Se usé6 como marcador molecular 1 wL. del
marcador LLambda (&) de ADN, de peso 100 ng/uL.
(Promega), el cual también se mezcl6 con2,5 /.LL de bufer

de carga. Posteriormente, cada muestra fue colocada en un
pozo y se identific el orden en el que fueron colocadas.
En el caso del marcador molecular, éste fue colocado en
el primer carrl; una vez identificada la posicién y el orden
de colocacién de las muestras en el gel. Se colocé la tapa
de la camara de electroféresis y se conect6 a la fuente de
corriente, seleccionandose el voltaje 2 V/em y ajustando el
tiempo de cornda a 45 min. Se fotografiaron los geles en
un digitalizador de iméagenes Uvitec (modelo uvipro Chemi
transiluminador con luz ultra violeta). En la Figura 1, se
muestran las bandas de ADN obtenidas del marcador
molecular y los aislados F1VEN, F2VEN y F3VEN, a
los cuales se cuantificé la concentracién de ADN con el
programa Quantiti one de Bio-Rad Laboratories.
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Figura 1. Bandas de ADN obtenidas de los aislados F/1VEN,

F2VEN y F3VEN, en gel de agarosa al 1%. En el carrl 1 se

observa el marcador molecular lambda, de peso molecular 100

ng/mL. En los carriles 2-3 ADN de aislado F/VEN, en los

Ic:arrilEes 4-5 ADN de aislado F2VEN y en los carriles 6-7 aislado
3VEN

Amplificaciéon de Fragmentos de ADN
Bacterianos

Para la amplificacién de los fragmentos de ADN se
utilizaron dos oligonucleétidos o cebadores universales,
empleados previamente por Lépez et al. [17],

HDA1 5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-
3’ (nucleétidos 349 a 369) y WLAB2 5’-
TCGAATTAAACCACATGCTCCA-3’
(nuclestidos 951 a 972), (eurofins mwg/operon). Estos
cebadores amplifican aproximadamente 623 pares de base
de la regién (V3-V4V5), que codifica para la secuencia
parcial del gen ADNr 16S de L. plantarum (nimero
de acceso del Gene Bank AJ271852 (Figura 2). Estos
cebadores fueron los usados para la amplificacién de los
segmentos del gen ADNr 16S de los aislados bacterianos,
como paso previo a la purficacién y secuenciacién de los
productos resultados de la amplificacién por la PCR.
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Figura 2. Posicién relativa de los cebadores HDA1 y WLLAB2
sobre la secuencia parcial del gen ADNr 16S de Lactobacillus
plantarum nimero de acceso Gene Bank AJ271852. Tomado
de Lépez et al. [17]

Para establecer la temperatura de hibridacién
(Tm) de los cebadores, se llevé a cabo el calculo
de las temperaturas de hibridacién con el programa
Oligocalc oligonucleotide properties calculator
(biotools.nubic.northwestern.edu/Oligocalc.html),
para los cebadores (HDA1 y WLAB2). Se tomé la
temperatura de referencia de 58,4 °C (salt adjusted)
y se calcularon las temperaturas de hibridacién
con 5°C de amplitud en el programa BIOER del
equipo de PCR, (Termociclador modelo GenePro,
marca BIOER), donde se obtuvo 12 temperaturas
(Cuadro 1) para amplificar el ADN bacteriano, con
los cebadores HDA1 y WLLAB2.

Se llevé a cabo una reaccién de amplificacién
(PCR), para establecer la mejor temperatura de
hibridacién; para esta reaccién se utilizé un marcador
molecular Bench Top (Promega) de 1500 pb, con
una banda intensa intermedia de 500 pb y ADN
control de L. plantarum, cedido por el laboratorio de
biotecnologia animal de la ESAT; con los productos
resultados de la amplificacién se procedié a realizar
una electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura
3), visualizandose los producto resultado de la
amplificacién y se tomé la temperatura de 59,3°C,
carril 8, donde se obtuvo una banda bien definida
con mejor calidad de producto y menos reacciones
inespecificas.

RESULTADOS

Amplificacién de Fragmentos de ADN de
Aislados Bacterianos

Se estableci6 el perfil de amplificacién en 95°C
durante 5 min, 95°C x 30 seg, temperatura de hibridacién
59,3°C durante 30 ciclos, 72°C durante 40 seg, 72°C
durante 10 min, 10°C durante 59 seg. Se preparé
la mezcla de PCR calculada en el programa
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Figura 3. Gel de agarosa al 2%, se muestra los resultados de
amplificacién con cebadores HDAT y WILLAB2 para establecer

la mejor temperatura de hibridacién de los cebadores

BIOMETRA PCR mastermix), la cual parte de
una solucién madre de concentracién de bifer de
PCR 5X, solucién de magnesio 25 mM, dNTPs
10 mM cada uno, cebadores HDA1 y WLAB2 10
uM, Taq polimerasa 5,0 U/ul. y ADN 20 ng/ uL;
por lo que la concentracién final de cada reaccién fue
bifer de PCR 1,0, solucién de magnesio 1,5 mM,
dNTPs 1,5 mM (cada uno) cebadores HDAI 0,2
uM y WLAB2 0,2 uM, Taq polimerasa 0,6 UjulL. y
ADN 20 ng/uL. Luego, se prepar6 los voliimenes finales
para cada reaccién con la concentracién final de PCR,
los cuales contenfan 3,0 uL. de bifer de PCR, 0,90 ul.
de solucién de Mg, dNTPs 0,15 uL., cebador HDAI
0,30 ul., cebador WLLAB2 0,30 uL., 0,12 uL. de Tag
polimerasa, 6,23 L. de agua estéril ultra puray 4 ul. de
ADN del aislado, para un volumen total de 15 uL.. Enla
Figura 4, se presentan los resultados de la amplificacién de

los aislados bacterianos FIVEN, F2VEN y F3VEN.

Mareador
Control L. p|
FIVEN
F2VEN
FIVEN

Figura 4. Productos resultado de la amplificacién del ADN
bacteriano obtenido de longanizas de cabra. Se observan en el
carril 1 (izquierda) el marcador de peso moleculer, con bandas
de 100 pb y una banda de mayor intensidad de 500 pb. En el
carril 2, se muestra una banda de 623 pb, producto amplificado
de una cepa control de L. plantarum. En los carriles 3 (F/VEN),
4(F2VEN) y 5 (F3VEN), los productos amplificados, con bandas
de 623 pb
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Cuadro 1. Temperaturas de hibridacién calculadas para la amplificacién del ADN de los aislados bacterianos

Tm 1

Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 Tm6 Tm7 Tm8 Tm9 Tml10 Tmll

Tm 12

55,0 55,1 554 559 56,6 574

58,4

59,3 60,0 60,5 60,8 661,0

Tm= temperatura de hibridacién

La purificacién del ADN de los productos de
amplificacién de PCR se llevé a cabo con un kit comercial
(marca Accuprep PCR purification kit Bioneer Global
Genomic), como paso previo a la secuenciacién de los
productos resultados de la PCR y la secuenciacién de los
fragmentos de ADNr 16S, producto de amplificacién, se
llevé a cabo por servicio de secuenciado en Macro Gene

(Korea del Suy), Figura 5.

Las secuencias parciales obtenidas se alinearon
y se compararon con las secuencias depositadas en la

GenBank, para establecer el porcentaje de similitud de
la secuencia de los aislados con las secuencias de la base
de datos. Se establecié el porcentaje de similitud para
cada una de las secuencias. Para el aislado FIVEN el
resultado fue de un 100% de similitud con cepas de
Lactobacillus plantarum. Para FZVEN, se observé
un 99% de similitud con cepas del género y especie
Lactobacillus brevis, y para el aislado F3VEN, un 99%
de similitud con cepas del género y especie Pediococcus
pentosaceus; esta identificacién origina las cepas

nativas L..p FIVEN, LL.b F2VEN y Pp F3VEN. Al
ser aisladas de productos naturales artesanales poseen
una alta capacidad para desarrollarlos como cultivos
iniciadores bacterianos, con la finalidad de aumentar el
tiempo de vida ttil de estos embutidos artesanales.

base de datos del GenBanck. Esta alineacién se llevo
a cabo mediante el uso del programa BLAST (por
sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search
Tool), herramienta de bisqueda de alineamientos
locales basicos del NCBI (por sus siglas en inglés
National Center for Biotechnology Information), para la
bisqueda de secuencias de nucleétidos y la alineacién
correspondiente y asi obtener la similitud con dichas
secuencias, con el fin de establecer la identificacién de
las cepas motivo de investigacién. Los productos de la
secuenciacién se alinearon con secuencias parciales del

gen ADNr 16S depositadas en la base de datos del

DiscusiON

La longaniza de cabra artesanal al ser elaborada
naturalmente, sin aditivos quimicos ni cultivos
mniciadores bacterianos afiadidos, mantiene bacterias
acido lacticas nativas propias de este ambiente, que se

> FIVEN< Secuencia parcial resultada (603 nt)
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCT-
GCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCATTCATCGTTTACGGTATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCA-
TACTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACA-
TGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTA-
AAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCG-
TGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTT-
CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGC
>F2VEN< Secuencia parcial resultada (602 nt)
ATGCTCCACCGGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTA-
GCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACC-
CATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACTAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACA-
TGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTA-
AAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCG-
TGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAACCCTTGAACAGTTACTCTCAAAGGTGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTT-
CTTCACTCACGCGGCATTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGC
>F3VEN< Secuencia parcial resultada (614 nt)
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGATTACTTAATGCGTTAGCT-
GCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGTAATCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCA-
TGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACA-
TGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATTAGACTTA-
AAAGACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCG-
TGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCACTGGGTAAACAGTTACTCTTACCCACGTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTT-
CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCGGTAGGAGT

Figura 5. Secuencias parciales resultadas de los aislados F1VEN (603 nt), F2VEN (602 nt) y F3VEN (614 nt) secuencias parciales
del gen ADNr 16S
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desarrollan y permanecen en la carne de cabra; estas
bacterias bajo estas condiciones presentan un potencial
biotecnolégico como cultivos iniciadores para la
conservacién de las longanizas, esto permitié extraer
e identificar a través de métodos microbiolégicos
convencionales y métodos moleculares como la
PCR y la secuenciacién, tres aislados nativos de esta
fuente natural: Lactobacillus plantarum L.p.FIVEN,
Lactobacillus brevis L.b.F2VEN y Pediococcus
pentosaceus Pp.F3VEN; Asimismo, se plantea que
la materia prima (carne) por su composicién quimica
y caracteristicas biolégicas, permiten el desarrollo
de microorganismos patégenos, como consecuencia
hay disminucién del tiempo de vida dtil [2];
algunos autores [8, 18-20], plantean que las BALs,
constituyen o forman parte de la microflora inicial que
se desarrolla en la carne; también se plantea [21],
que la carne cruda es altamente sensible al deterioro
por la accién microbiana por sus propiedades
naturales como la actividad de agua (aw), el pH
y nutrientes; por esto se hacen esfuerzos para
desarrollar cepas bacteriocinogénicas y bacteriocinas
en funcién de la materia prima, condicién de
procesamiento, distribucién y el consumo [12]; esto
suglere que al menos estos aislados identificados, se
encuentran presentes en estos embutidos artesanales
formando parte de la microbiota habitual de la carne
de cabra; que al ser extraidas de su habitat natural
pueden servir como cepas desarrolladas o cultivos
iniciadores efectivos en el proceso de conservacién
de estos embutidos. Algunos autores [22] sugieren
que estas bacterias acido lacticas, pueden llegar a
sustituir el uso de nitritos, pero es necesario para esto
determinar la bacteriocina y el nimero de BAL:s para
la conservacién de los embutidos.

CoONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El uso de cebadores universales HDAT1 y
WLAB2 que amplifican parcialmente el gen
ADNr 16S (o ARNr 16S), las regiones variables
(V3,V4,V5) a través de la reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR) y la secuenciacién, permitié
la obtencién de secuencias nucleotidicas que fueron
alineadas con secuencias depositadas en la base de
datos del GenBank, comparandose y estableciéndose
la similitud para la identificacién de las BALs [13].
La longaniza artesanal de cabra es una fuente natural
de bacterias acido lacticas para desarrollar cultivos
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iniciadores mediante pruebas previas de confirmacién
del potencial biotecnolégico para la conservacién
de estos embutidos, ya que al ser aislados de esta
fuente y desarrollados como cultivos iniciadores,
pueden ser anadidos en cantidad suficiente para
obtener un embutido con mejores cualidades
alimenticias, de conservacién y probiéticas. Se logré
la identificacién de tres aislados nativos de esta
fuente natural con potencial biotecnolégico para la
conservacién de longanizas, al ser incorporadas como
cultivos iniciadores en la elaboracién de longanizas
artesanales de cabra (Capra hircus).
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