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RESUMEN

La leche de cabra (Capra hircus) constituye
una alternativa alimentaria y una fuente importante
de microorganismos, entre los cuales se encuentra,
el Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus
de amplio uso en la produccién de yogurt y
quesos madurados. En este sentido, se planteé
el aislamiento e identificacién en leche de cabra
de una cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus de interés biotecnolégico, como fermento
lactico. Se analizaron muestras de leche de cabra
procedentes de la Unidad Experimental de
Caprinos de la Facultad de Ciencias Veterinarias

Universidad Central de Venezuela (UNEXCA-
FCV-UCV). En el aislamiento, se emplearon
los medios selectivos caldo y agar MRS (Man,
Rogosa y Sharpe). Se identificé a nivel fenotipico
por caracteres morfolégicos y fermentacién de
azicares, y genotipicamente por secuenciacién del
ADNr 16S con iniciadores universales HDA
y WLAB2. Ademas, se evalué el crecimiento

ABSTRACT

Goat milk (Capra hircus) is a food alternative that
represents an important source of microorganisms,
among which is the Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, widely used in the production
of yogurt and ripened cheese. In this sense, the
objective of this investigation was the isolation
and identification in goat milk, of a strain of
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, of
biotechnological interest as a lactic ferment. To
carry out this investigation, samples of goat milk
from the Goat Research Unit (UNEXCA)
of the Facultad de Ciencias Veterinarias of the
Universidad Central de Venezuela, located in
Maracay, the State of Aragua, were analyzed. For
the microorganism isolation, the selective culture

media MRS (De Man, Rogosa and Sharpe)
Broth and the MRS Agar were used. Once the
strain was 1solated, it was identified phenotypically,
by morphological characters and fermentation of
sugars and, genotypically, by sequencing the 16S
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bacteriano, accién patégena, desarrollo de acidez,
reduccién del contenido de lactosa y capacidad
proteolitica del lactobacilo sobre la caseina (Cs), alfa-
lactoalbiimina (a-LLa) y beta-lactoglobulina (B-Lg),
con registros de absorbancia a 595nm y apreciacién
de productos en geles discontinuos de poliacrilamida
SDS-PAGE. El modelo estadistico aplicado fue del
tipo descriptivo con empleo del software Statistics
versién 10.0. La cepa aislada de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus fue nombrada como
CIL 1671 FCV-UCYV, la cual mostr6 una excelente
capacidad fermentativa con rapido desarrollo de
acidez en 4 h de incubacién a 42 *+ 1°C, no exhibié
accién patégena y presenté capacidad hidrolitica
sobre la Cs, a-La y B-Lg, lo que le confiere alto
valor biotecnolégico como fermento en la industria
lactea.

(Palabras clave: Lactobacillus; cabra (Capra

hircus); leche)

INTRODUCCION

Laleche de cabra (Capra hircus), constituye una
alternativa alimentaria a la leche de vaca, [1]. Para el
afio 2004, su produccién en Asia, Europa y Africa
superé las 6000, 2000 y 2500 toneladas de leche,
respectivamente, siendo Francia, Espana y Grecia los
paises con mayor nivel de produccién, entre 400.000
y 500.000 toneladas/ano [2]. Existe un nimero
mayor de personas consumidoras de leche de cabra
que las que consumen cualquier otro tipo de leche
[3]. La leche de cabra posee un contenido de sélidos
totales y de nutrientes en una posicién intermedia
entre la leche de vaca y oveja [4], también presenta
mejor digestibilidad que la leche de vaca [5], y es
capaz de proporcionar toda la proteina por dia que
necesita un nifio hasta los 8 anos de edad y el 6%
hasta los 14 afos; suple 35 g de proteina por litro,
lo cual representa el 54% de los 65g/d que requiere
una mujer en lactancia o embarazada [1].

Aligual que la leche de vaca, la leche de cabra es
también considerada una fuente de microorganismos,
en especial los del género Lactobacillus, que comprende
las subespecies delbrueckii, lactis, bulgaricus y
una nueva subespecie, la indicus, identificada por
Dellaglio (2005). Este microorganismo es una

rDNA with universal primers HDA1 and WLAB2.
The bacterial growth, pathogenicity, development of
acidity, reduction of lactose content, and proteolytic
capacity of lactobacillus, were also evaluated on
casein (Cs), alpha-lactalbumin (o-La), and beta-
lactoglobulin (B-Lg), with absorbance records at
595 nm and product evaluation in SDS-PAGE
polyacrylamide discontinuous gels. The statistical
model applied was of the descriptive type, using
the software Statistics, version 10.0. The isolated
strain of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
was called the CIL 1671 FCV-UCV and showed
an excellent fermentative capacity, with rapid
development of acidity in 4 hours of incubation at
42 + 1 °C. The strain did not exhibit pathogenicity
and showed a hydrolytic capacity on Cs, a-La and
B-Lg, which confers high biotechnological value as
ferment in the dairy industry.

(Key words: Lactobacillus; goat (Capra hircus);
milk)

bacteria asociada a la microbiota adquirida desde
temprana edad en el ser humano.

Algunos lactobacilos son considerados como
probiéticos, término referido por primera vez por
el microbiélogo ucraniano y premio Nébel de
Medicina Ilya Metchnikoff en 1908, quién los
describié como microorganismos fermentadores
o sustancias producidas por microorganismos
en alimentos fermentados (yogurt) con efectos
benéficos y que influyen en la microbiota intestinal.
A estos probiéticos, se les atribuye la longevidad de
los habitantes de Bulgaria [6]. LLa Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en el ano 2013,
no incluye a los probiéticos en su definicién
de“sustancias” como lo hizo Metchnikoff y los definen
como “organismos vivos que al ser administrados en
cantidades adecuadas confieren efectos beneficiosos
en el hospedador.

Los lactobacilos son bacterias acido lacticas,
descritas como microorganismos Gram-positivos,
no méviles, no esporulados, catalasa negativa,
cocos o bacilos. También, son reconocidos como
quimiorganotréficos y productores de acido lactico.
Su rango de crecimiento oscila entre meséfilos a
termoéfilos, con limitantes de crecimiento por debajo
de los 15 °C; son microorganismos anaerébicos
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aunque son capaces de tolerar y desarrollarse en
medios aerébicos; son homofermentadores obligados
que metabolizan la lactosa y 4cido lactico por la via
EMP (Embden-Meyerhof-Farnas), con produccién
de 90-97% de 4cido lactico a partir de la glucosa
[7].

El Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
facilita la digestién de la lactosa en individuos con
intolerancia a este carbohidrato, por la accién -
galactosidasa durante la fermentacién en el intestino
[8], habilidad que distingue a esta subespecie de
las otras [9]; de 1gual manera, ha sido objeto de
modificaciones genéticas con la finalidad de mejorare
incrementar el aroma, sabor de alimentos tales como
sueros de leche y yogurt [7], y quesos fermentados
[9-11]; por esto resulta de gran interés aislar una
cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
con valor biotecnolégico para la industria lactea como
iniciador bacteriano para la produccién de yogurt y
quesos madurados.

MATERIALES Y METODOS

Toma de Muestras

Para el siguiente estudio se colectaron muestras
de leche de 22 cabras de razas mestizas de
Canarias y Alpinas, pertenecientes a la Unidad de
Caprinos (UNEXCA), de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Central de Venezuela
(FCV-UCV), nicleo Maracay, municipio Girardot,
Maracay, estado Aragua, con ubicacién geografica:
latitud norte 65171, latitud este: 1136119, Datum:
La Canoa (PSAD 56).

Esta unidad de produccién caprina es intensiva,
con sistema de sala de ordefio mecanico y tanque
de refrigeracién a 4°C. La alimentacién del rebafio
consistié en pacas de heno de pasto Cynodon
dactylon y se suplementé con alimento concentrado
de marca comercial con 18% de proteina declarada
por el fabricante. La UNEXCA cuenta con control
sanitario de los animales en lo referente a planes
de vacunacién contra fiebre Aftosa, Brucelosis y
Tuberculosis.

LLa toma de muestras se hizo de acuerdo a lo
referido por la Comisién Venezolana para Normas
Industriales (COVENIN) [12], lo cual consistié en
| muestra semanal durante tres semanas, a razén de
500 mL de leche de cabra/muestra. LLas muestras
de leche se colectaron en envases de vidrio porta

muestras, previamente esterilizados en autoclave a
121°C a presién de 1 atm. LLas muestras se tomaron
fue en el mes de abril del afio 2014. La época de
parto en la unidad de produccién es desde el 27
de septiembre del 2013 hasta el 13 de octubre
del 2013, correspondiéndose la fecha de toma de
muestra con los 7 meses del periodo de ordefio del
rebafno. Los analisis de control de calidad fisico-
quimica y bacteriolégica se realizaron en el Centro
de Investigaciones Lacteas de la FCV-UCYV,
bajo los lineamientos de las Normas Venezolanas

COVENIN para Leche y Productos Lacteos [12]

y estandares internacionales [13].

Aislamiento Bacteriolégico

Se analizaron tres muestras de leche de cabra, de
500 mL de volumen por muestra. A partir de cada
muestra se procedi6 a preparar: diluciones de 1 en 10
(1:10) (5 mL de leche de cabra en 45 mL. de Caldo
MRS (Mann Rogose Sharp), RPI Corporation,
[llinois. Se incubaron a 37 % 1°C durante 24-48
h en condiciones anaerébicas, en una campana de
desecacién con atmésfera de 5-10% de CO,. Se
consideraron tubos de crecimiento positivo aquellos
que presentaron turbidez del medio. Se evalué la
densidad poblacional por escala Mc Farland. De
los tubos positivos se dispensaron una alicuota de 1
mL de cada muestra, directamente en Agar MRS,
(Hi-Media), India, para recuento total en placa en
UFC/mL. Se incub6 a 37*1 °C y por un tiempo
de 24-48 h. Las muestras podrian ser preservadas en
refrigeracién a 4-8 °C durante 7 d y luego activadas

con caldo MRS e incubacién [14].

Identificacion fenotipica bacteriana
Identificacién fenotipica microscépica

La identificacién fenotipica microscépica se llevé a
cabo usando las tinciones de Gram y la de Schaeffer-
Foulton o tincién de esporas [14].

Identificacién fenotipica macroscépica
Caracteres Morfolégicos

Se establecié un criterio de seleccién de las
colonias que se desarrollaron en el agar MRS, de
acuerdo a su morfologia [8]. Para ello se tomaron en
cuenta las siguientes caracteristicas: forma circular,
tamafio de acuerdo al didmetro de la colonia, de
superficie lisa, elevacién en el centro de la colonia,
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bordes continuos, estructura interna amorfa o
granular; color de acuerdo al observado con la luz
reflejada o transmitida (puede ser blanco o crema),
opaca y de consistencia gelatinosa o mucosa.

Pruebas Biogquimicas

*  Prueba de catalasa

Las bacterias del género Lactobacillus son catalasa
negativo debido a que no poseen esta enzima y no son
capaces de degradar al peréxido de hidrégeno, por
lo tanto las cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus son catalasa negativas [14].

* Prueba de oxidasa

Se emplea el reactivo de Kovac (solucién acuosa
de Tetrametil p-fenilendiamina al 1%). Se usa un
control positivo que es la Pseudomona aeruginosa y
un control negativo que es la Escherichia coli [14].

*  Pruebas de fermentacién de azicares:

Las cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus no pueden fermentar la sucrosa pero
s1 fermentan la N-acetil-glucosamina (GlcNAc),
con base en esta capacidad de fermentacién de
azicares, se emplea la prueba de fermentacién de
reconocimiento formado por GlcNAc, glucosa,
lactosa, maltosa, sucrosa y trehalosa, propuesto por

Tanigawa and Watanabe [15].

Identificacién Genotipica Bacteriana

Extraccién de ADN genémico

Esta actividad se realizé6 en el Laboratorio
de Biotecnologia Agricola Animal del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) con
sede en Maracay, estado Aragua. El protocolo que
se emplea es el referido por Wilson [22], el cual
establece el siguiente orden: 1). Se dispensé 1,5
mL del cultivo bacteriano en un en tubo eppendorf
de 2 mL de capacidad. Se centrifuga a 8000 g por
5 min a 4°C, descartandose el sobrenadante. 2) Se
suspendié el pellet en 567 ul. de buffer TE y se
agita por pipeteo ligero. Se afiaden 30 uL. de SDS
al 10% y 3 uL. de proteinasa K (20mg/mL.). Se
mezclé sutilmente y se incuba 1 h a 37 £ 1°C. 3)
Se adiciona 100 wl. de NaCl 5M y se mezcla. Con
este procedimiento se removieron los residuos de la
pared celular y se desnaturalizan proteinas, mientras
que los 4cidos nucleicos permanecen solubles. 4)
Se agreg6 80 L. de solucién de CTAB/NaCl. Se
mezcla e incuba a 65°C x 10 min. 5) Se anade 700

wL. de solucién de cloroformo-alcohol-isoamilico,

mezclar bien y se centrifuga por 5 min a 4°C. 6)
Se remueve la fase acuosa a un nuevo eppendorf. Se
afiade 1gual volumen de fenol cloroformo alcohol-
isoamilico y centrifugar a 8000 g a 4°C x 5 min. 7).
Se transfiere la fase acuosa sobrenadante a un nuevo
tubo eppendorf y se anade 250 uL. de isopropanol
para precipitar los dcidos nucleicos, los cuales
pueden visualizarse claramente. 8) Se lava el ADN
precipitado con 700 uLl. de etanol al 70%. Este
procedimiento se repite 2 veces. 9) Se descarta el
sobrenadante y dejar secar el pellet de ADN a 30°C
x 30 min en un secador al vacio. La técnica original
expresa que puede secarse a temperatura ambiente a
30°C con la variante en el proceso del uso del secador
Speed-Dried a 30°C. 10) Se suspende el pellet de
ADN en 30 uLL de buffer TE. Se deja en reposo a
temperatura ambiente durante 24 h. Transcurrdas las
24 h se mide la concentracién de ADN obtenido en el
cuantificador de ADN Nano-Drop 2000 de Thermo
Fischer Scientific®, Massachussetts, EUA.

Evaluacién de la calidad de ADN obtenido

Se comprueba la integridad del ADN obtenido
a través de un gel de agarosa al 1%, con 1,2 uL
de Sybr—Safe, como agente intercalante. Se emplea
TBE 0,5% como bifer de corrida en una camara
horizontal de 12 c¢cm de longitud, con un peine de
12 carriles. Las muestras se dispensan a razén de 5
L. adicionando 2,5 de biifer de corrida, y 1 wL. del
marcador diluido en 2,5 uM de bifer de carga. Se
corren las muestras a 30 voltios durante 1 h.

Amplificacién del ADN obtenido

Se emplearon los iniciadores universales:

HDAI:SACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 3
WLAB2: 5TCGAATTAAACCACATGCTCCA 3’

Se cre6 un perfil de amplificacién considerando
las temperaturas sugeridas por Eurofins®: oligo-us@
eurofins.com; www:operon.com, para los iniciadores
seleccionados: 55-61 °C. Para ello, se elaboré un
gradiente de temperaturas para ajustar la temperatura
de desnaturalizacién que asegure que exista un
nidmero mayor al 50% de amplificados obtenidos.

Se formulé un perfil de amplificacién con buffer
5X; 1\/[gCl2 25 mM; ANTP’s 10 mM; iniciadores
HDAT1 10mM; iniciador WLAB2 10mM; 5U de
Flexi Go Taq Polimerasa (PROMEGA); 5 uL. de
ADN, en un volumen final de reaccién de 15 uL.
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Se establecié un perfil de PCR que emplea
un bloque de temperaturas ajustado de acuerdo
al gradiente: temperatura de desnaturalizacién
95°C durante 5 min; 30 ciclos a 95°C durante 30
seg; seguido de 55-61°C durante 30 seg y 72°C
durante 40 seg; extensién final de 72°C x 10 min
y enfriamiento a 10°C durante 59 segundos. Se
evaldan los resultados en un gel de agarosa al 2%,
en una camara de 60 mL de capacidad y voltaje de
35V durante una hora aproximadamente.

Secuenciacién del ADN

Purificacién de amplificados:

Un requisito previo a la secuenciacién es la
purificacién de los amplificados para evitar los
residuos de secuencias no amplificadas en toda la
extensién del iniciador y restos de buffer TE que
interfieren con la secuenciacién. Para purificar los
amplificados se emplea el kit AccuPrep® PCR
Purification Kit” (BIONEER)-Corea y se sigue
el protocolo sefialado por el proveedor. Una vez
realizado el proceso de purificacién, se evalué la
integridad de los amplificados en un gel de agarosa
al 1%, de acuerdo al protocolo del Laboratorio
de Biotecnologia y Virologia Vegetal, Centro de
Microbiologia y Biologia Celular del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas-
Venezuela. Este paso permite verificar la integridad
del ADN, asi como, cuantificar el mismo a través
de la intensidad de las bandas al compararse
con el marcador de concentracién conocida, esta
concentracién debe ser mayor a 50 ng/uL., los
amplificados deben dispensarse en envases limpios
para luego sellarse e identificarlos de acuerdo a las
etiquetas de referencias que indica Macrogen Corea,
para su envio.

Evaluacion del Potencial Biotecnolégico de

la Cepa Aislada de Lactobacillus delbrueckii
subespecie bulgaricus

Evaluacién de la cinética de crecimiento
bacteriano:

Se realiz6 la siembra de la cepa bacteriana en
50 mL de Caldo MRS-RPI Corp., India, y se
incub6 a 42°C = 1°C por 6 d, durante los cuales
se registraron valores de absorbancia a 546 nm
[14]. Se realiza ademas la comparacién entre los
valores de absorbancia y las densidades bacterianas
de acuerdo a la escala Mc Farland para estimar la
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densidad poblacional de lactobacilos y el crecimiento
bacteriano en el tiempo.

Evaluacién del Crecimiento Bacteriano a
Diferentes Temperaturas

Se realizé la siembra o inoculacién de la cepa de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en medio
agar MRS de Hi-Media Laboratories, India, por
triplicado, en placas de Petri. La siembra se realizé
por triplicado de manera superficial en doble capa a

37°C, 42°C, 50°C durante 72 h, expresandose los
resultados en UFC/mL.

Evaluacién de la Capacidad Hemolitica

Consiste en evaluar el grado de patogenicidad de
la cepa en estudio a través de su potencial de hemolisis
que evidencia la presencia de antigenos somaticos
y/o flagelares capaces de destruir los eritrocitos [8].
En este ensayo, se empleé el agar Columbia con
5% de sangre de cordero. La siembra se realizé
por estriacién superficial y se incubé a 37 = 1°C
en condiciones de anaerobiosis. LLos parametros de
medicién fueron los siguientes:

*_-Hemélisis o Hemélisis Incompleta:
Clarificacién parcial del agar.

*_Hemélisis o Hemélisis Verdadera
Clarificacién total del agar.

*_Hemélisis
No se observa clarificacién del agar.

* Tolerancia a sales biliares.

El agar Bilis Esculina Merck fue el empleado en
este ensayo; para esto se inoculé la cepa por siembra
en profundidad en el agar, se incubé a 37 = 1°C
durante 24 h en condiciones de anaerobiosis y se
observa la aparicién de colonias sobre la superficie
del agar. De existir crecimiento bacteriano, la cepa
es resistente a las sales biliares.

* (Capacidad para producir 4cido lactico a
partir de la lactosa:

Se prepararon tres muestras de leche de cabra
esterilizada a 121 °C durante 15 min a vapor fluente,
en 300 mL de leche. A cada muestra de precipitado
se le inoculé 10 mL del lactobacilo, suspendido en
solucién buffer de densidad 1 x 109 UFC/mL, de
acuerdo a la escala Mc Farland e incubandose en
una estufa vertical Fanem (modelo 315, India), con
ventilacién forzada a 42°C = 1°C durante 5 h para
evaluar la capacidad fermentativa del lactobacilo.
Se registraron los valores de acidez expresada como
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acido lactico/9 mL. muestra y contenido de lactosa
presente en las muestras.

* (Capacidad de modificar la densidad de la
leche.

Para este ensayo se emplearon vasos de precipitado
de 500 mL de capacidad que contenian 300 mL de
leche de cabra esterilizada, la cual fué inoculada con
10 mL de suspensién bacteriana equivalente a 1 x
109 Ufc/mL en escala Mc Farland y se incubé a 42
°C durante 4 h. Se registré la densidad con el uso de
un lactodensimetro de Quevenne calibrado a 20°C; el
rango de temperatura de incubacién fue ajustado de
acuerdo al resultado obtenido en el ensayo anterior, en
el cual se mostraron valores aceptables de crecimiento
bacteriano a 42 + 1°C de temperatura de incubacién.
Los ensayos se realizaron por triplicado.

* Capacidad hidrolitica sobre las proteinas de
la leche de cabra:

Para evaluar la capacidad proteolitica, del
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, sobre
las proteinas de la leche de cabra, se establecieron
tratamientos para periodos de tiempo de 0, 3, 6
y 12 h de incubacién, cada uno con tres réplicas,
y temperatura de incubacién de 37 %= 1°C, bajo
condiciones aerébicas. Se registraron los cambios de

densidad é6ptica a 595 nm [14].
RESULTADOS

Se aislaron seis cepas a partir de leche de cabra
de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas de
las colonias, descritas previamente [8]. El aspecto
morfolégico de los muestreos respectivos, se presenta
en la Figura 1, lo cual coincide con lo referido en la
literatura para la identificacién del lactobacilo. Las
subespecies de Lactobacillus delbrueckii muestran
alto grado de relacion ADN-ADN [22] y pueden
ser diferenciables a través de sus rasgos fenotipicos
[9, 17].

Los resultados para tincién de esporas y prueba
de catalasa y oxidasa, resultaron negativos en cuanto
a la tincién de Gram. Tres cepas se identificaron como
lactobacilos y tres cepas como cocos, de acuerdo a su
morfologia, vista al microscopio Karl-Zeiss con objetivo
de inmersién 100X.

Respecto a los resultados obtenidos en las pruebas
de fermentacién de azicares (Cuadro 1), éstos sélo
confirmaron a una de las cepas por caracteristicas

Figura 1. Colonias caracteristicas de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus aisladas en leche de cabra procedente de la

UNEXCA-FCV-UCV

fermentativas como Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus [9,15-17]. La diferenciacién se establece
por la capacidad de este microorganismo de fermentar
a la lactosa, en cambio, la subespecie lactis metaboliza
la maltosa y trehalosa como rasgo fenotipico distintivo.
La capacidad fermentativa es evidente por el cambio
de color en el medio, de color piirpura a amarillo. Es
interesante sefialar que la subespecie bulgaricus degrada
constitutivamente a la lactosa; sin embargo, las cuatro
subespecies son negativas a la amplificacién especifica
de la B-galactosidasa, lo cual sugiere que presentan
un sistema genético tnico para la degradacién de la
lactosa [19].

De acuerdo a los resultados anteriores, la C1 del
segundo muestreo, C1 2°, present6 criterios de seleccién
por fermentacién de azicares como cepa presuntiva
de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Sin
embargo, las caracteristicas fermentativas no llegan aser
lo suficientemente satisfactorias para la diferenciacién
entre subespecies [9,19] y es necesario el uso de
pruebas de PCR para comprobar la identificacién
[20]. En virtud de lo anteriormente referido, se realizé
la extraccién de ADN y posterior evaluacién en geles
de agarosa al 1% (Figura 2).

Se realiz6 el gradiente de ajuste de temperatura
de acuerdo al rango de temperaturas referido por
Oligofilms 55°C - 61°C, con resultado de 59,3°C
para la amplificacién del ADN bacteriano (Cuadro
2) y su posterior evaluacién en gel de agarosa al 2%
para observar la integridad de bandas de amplificados
(Figura 3).

Se amplificé6 el ADN genémico empleando la
temperatura seleccionada previamente (59,3°C) a la
amplificacién final y definitiva (Figura 4), con la finalidad
de asegurar que la concentracién de amplificados fuese
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Cuadro 1. Resultados de pruebas fermentativas de cepas bacterianas aisladas en agar MRS

Anlisis Control Te Muestreo 24> Muestreo 3¢ Muestreo

Colonias CC Clire C21° C12° C22° C13° C23°
Morfologia Bacilos Bacilos Cocos Bacilos Bacilos Bacilos Cocos
Sucrosa ©) ©) (+) ) (+) ) (+)
Glucosa (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Maltosa (+) ) (+) (+) ©) O (+)
Trehalosa (+) ) (+) (+) © (+) (+)
Lactosa (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
GlcNac (+) ) (+) (+) (+) (+) O
Manitol (+) (+) - (+) O] (+) (+)

MM 1 2 3 4 5 6 MM M 1 2 3 456789101112

Figura 2. Evaluacién de extraccién de ADN bacteriano. Carril
MM: marcador molecular Lambda. Carriles 1-6: ADN de cepas

de bacterias 4cido lacticas

mayor a lo exigido por Macrogen Corea > 50ng/uL.
Antes de remitir la muestra de amplificados de ADN
de la cepa considerada como presuntiva a Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, se realizé la purificacién
de los fragmentos de ADN obtenidos a través de los
iniciadores HDAI y WLAB2, con la finalidad de
eliminar restos de secuencias no amplificadas con toda
la extensién de los iniciadores empleados y filtrar residuos
de TE en los productos, esto se realiz en el Laboratorio
de Biotecnologia y Virologia Vegetal, Centro de
Microbiologia y Biologia Celular del IVIC y se emple6
una prueba comercial de “AccuPrep® PCR Purification
kit” (BIONEER). Se evaltan los resultados de la

purificacién en un gel de agarosa al 2% (Figura 5).

Secuenciaciéon del ADN Bacteriano

La secuencia de nucleétidos remitida por
Macrogen Corea fué revisada para eliminar residuos
de secuencias nucleotidicas de menor longitud que
no amplificaron completamente. Posteriormente, se
realizaron alineamientos multiples con las secuencias

T
Gk
00 pb
400
300

Figura 3. Gel de Agarosa al 2%. Gradiente de temperaturas de
desnaturalizacién para los iniciadores HAD 1 y WILAB2. M: marcador
molecular Benchtop de 100 pb; carriles 1-12 rango de temperaturas
desde 55°C—61.0 en orden correspondiente. Carril 8: temperatura
seleccionada correspondiente a 59,3°C. Cepa empleada para el analisis:
Cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

que muestran mayor similitud, reportadas en la base
de datos del Banco de Genes, evaluandose la distancia
filogenética entre ellas a través del programa MEGA
versién 2.1. La secuencia obtenida no amplificé en su
totalidad, solo amplific6 607 pb; sin embargo, esta
longitud de secuencia es significativa. Como resultado se
obtuvo una alta similitud para el Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus de 100% de identidad con varias de las
secuencias reportadas. L.a 1dentificacién del lactobacilo
es Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIL 1671
(Figura 6), por haber sido aislado en el Centro de
Investigaciones Lcteas de la FCV-UCV.

En lo referente al crecimiento del lactobacilo, se
observa que el término de la fase de crecimiento
exponencial se proyecta a las tres horas de incubacién
a42°C con una densidad de colonias de 2 x 10° UFC/
mL para un valor de absorbancia de 0,873 a 546nm,
lo que permite inferir que es un microorganismo con

Cuadro 2. Perfil de amplificacién para ajuste de temperatura de desnaturalizacién para la amplificacién

del ADN bacterinano
Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temp.°C 55 55,1 554 559 56,6 574 584 593 600 605 60,8 61,0
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Figura 4. Evaluacién de amplificados en gel de agarosa al 2%,
Carril MM: marcador molecular; carriles 1, 2, 3, 4: amplificados

de ADN de cepa de interés

MM 1 2 3 4

Figura 5. Amplificados de ADN de cepa de interés en gel de
agarosa al 2%. M: marcador molecular Benchtop de 100 pb; carril
1: muestra de amplificados de ADN; carril 2: Réplica

5'ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTITGAGT TTCAACCTTGCGGTCGTAC
TCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCT
AGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCACCCTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCG
AGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTICTICCATATATCTAC
GCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTAGGGTCTTCTGCACTCAAGTTATCCAGTTTCCGA
TGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAGAAAACCGCCTGCACTCTCTTT
ACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGACTTTCTGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAGTTACTCTCATACGTGTTCTTCTTT
AACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGC
GCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCC 3°

Figura 6. Secuencia del Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CIL 1671 FCV-UCV

una rapida tasa de multiplicacién en corto tiempo.

En cuanto a los resultados de la prueba de
patogenicidad, se observé que el Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CIL 1671 no muestra
actividad ante las pruebas de patogenicidad por
hemélisis, con caracterizacién de T-Hemolitico, por
lo que no se considera cepa patégena, presentando
aptitudes para el desarrollo de acidez a partir de la
lactosa (Cuadro 3).

En cuanto a los resultados de resistencia a sales
biliares la cepa aislada mostré resistencia a las mismas,
mostrando un buen desarrollo y mayor contaje a los
42°C = 1°C al incubarse en medio selectivo agar
MRS, ratificando que es una bacteria terméfila y que
sufre inhibicién a temperaturas inferiores de 15°C,
como se refiere en la literatura [9] (Cuadro 4).

De acuerdo a la capacidad de modificar la
densidad de la leche al ser incubado a 42°C,
temperatura a la cual exhibe un mejor desarrollo y
se obtienen los mayores recuentos bacterianos, se
observo que modifica la densidad de la leche con
aumento de sus valores a través del tiempo (Cuadro
5).

En cuanto a la capacidad de hidrolizar las
principales proteinas de la leche de cabra (Cs, a-La,
B-Lg), se logré apreciar la inhibicién de las bandas
de los pesos moleculares correspondientes al peso
molecular de cada una de las proteinas evidenciables
a partir de las 12 h de incubacién (Figura 7).

Cuadro 3.Valores Promedios de acidez y contenido de lactosa en leche de cabra esterilizada e inoculada con Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus

Valores Tiempo (h)

0 | 3 4 5
Acidez (*) 0,17 £ 0,01 0,21 £ 0,01 0,32 £ 0,01 0,63 = 0,01 0,72 = 0,01 0,84 = 0,01
% Lactosa 4,34 + 0,05 4,1 £ 0,05 3,8 £0,04 3,3 + 0,05 3,0 = 0,05 2,6 = 0,05

Cuadro 4. Valores promedio de UFC/mL de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en Agar MRS a diferentes

temperaturas de incubacién durante 72 h

Valores

Temperaturas de incubacién (°C)

4 32

37 42 50

UFC/mL <30 772 *

1285 + 1493 = 322 +

Cuadro 5. Registro de valores de densidad de leche de cabra incubada a 42°C durante 4 h con cepa de Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus

Valores Densidad g/cc a 20°C
0 1 2 3 Promedio
Densidad 1,033 1,037 1,036 1,037 1,037 + 0,008
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Ty, Tz Ty Tn

Casena —
a-lactoalbiming —=
R-lactoglobulina —*

Figura 7. Capacidad hidrolitica del Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CIL 1671 sobre las fracciones proteicas en
leche de cabra: Caseina (Cs), Alfalactoalbiumina (o-La),

Betalactoglobulina (8-L.g) en diferentes tiempos de incubacién

a42°C = 1°C

CONCLUSIONES

Se aisl6 una cepa de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus identificada como cepa CIL
1671 FCV-UCYV, con identidad del 100% en las
secuencias reportadas en la base de datos del Banco
de Genes (Blast) con empleo de metodologias de
PCR vy secuenciacién parcial del ARNr 16S para
la 1dentificacién de esta especie bacteriana, como
se ha descrito en anteriores investigaciones [5, 9,
19-22]. La cepa aislada es no-patégena, presenta
resistencia a sales biliares, incrementa la densidad
de la leche en condiciones de incubacién a 42°C
en 4 h, promueve el desarrollo de acidez en leche
de cabra con produccién de acido lactico y es capaz
de hidrolizar las fracciones proteicas caseina, alfa-
lactoalbiimina y betalactoglobulina bajo condiciones
de incubacién a 42°C en 12 h, esto confiere a la cepa
aislada de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CIL 1671 FCV-UCYV, un alto valor biotecnolégico
por el potencial como iniciador bacteriano para su
uso en la industria lactea.

RECOMENDACIONES

Se sugiere una evaluacién molecular mas detallada
de la secuencia reportada, asi como la identificacién
de enzimas que acttian sobre la hidrélisis de las
fracciones proteicas de la leche de cabra. Por igual,
resulta interesante una vez identificadas las enzimas
hidroliticas, identificar al gen que le codifica para
realizar su insercién en otras cepas de interés
biotecnolégico, como vector de expresién.
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