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RESUMEN

La leche es el alimento de los mamiferos recién nacidos durante la etapa
temprana de desarrollo rapido y contiene los nutrientes requeridos para el
crecimiento y desarrollo. Uno de los géneros mas abundantes en la leche es
Lactobacillus, bacterias fermentadoras ampliamente reconocidas por
contribuir con la digestion, asi como el fortalecimiento del sistema inmune y la
proteccion contra posibles patdogenos. En nuestro pais no se encuentran
disponibles publicaciones acerca de la presencia de Lactobacilos en leche de
cabra, de alli que el objetivo de esta investigacion fue demostrar la presencia
de Lactobacillus spp. con interés tecnolédgico y probiético en leche de cabra
obtenidas de un expendio de la ciudad de Mérida. Se analizaron cinco
muestras de leche, de las cuales se aislaron 89 colonias, morfolégicamente 23
(25%) correspondieron a cocos Gram positivos y 66 (75%) fueron bacilos y
cocobacilos Gram positivos; de estas se seleccionaron al azar 16 aislados,
siendo 50% bacilos y 50% cocobacilos. Del estudio de fermentacion y
produccion de metabolitos de interés el 25% resultaron productoras de gas,
25% presentaron fermentacion heterolactica, 62,5% mostraron actividad
proteolitica y 50% actividad celulolitica. Se determind la capacidad probidtica
de 8 aislados, realizando curvas de crecimiento en medio MRS ajustado a
diferentes pH y suplementado con diferentes concentraciones de sales
biliares; asi como, la actividad antagonica sobre bacterias patégenas de
interés. Se identificaron bioquimicamente 3 de las cepas con mejor potencial
tecnolégico y probidtico, resultando en: cepa 5 Lactobacillus plantarum 2, cepa
6 Lactobacillus paracasei ssp y cepa 8 Lactobacillus acidophilus. Se concluye
gue la leche de cabra posee bacterias del género Lactobacillus con potencial
tecnoldgico y probiético.

Palabras clave: Cabra, Leche, Lactobacilos, probidtico, fermentacion.
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INTRODUCCION

La leche es el alimento de los mamiferos recién nacidos, es el unico
alimento durante la etapa temprana de desarrollo rapido y como tal contiene
los nutrientes, requeridos para el crecimiento y desarrollo, siendo considerado
una fuente nutritiva, no superada por ningun otro alimento conocido por el ser
humano (Clark y Mora, 2017). Ademas del componente nutricional, la leche
confiere otros beneficios a la cria, contiene moléculas antimicrobianas y
anticuerpos capaces de erradicar microorganismos y generar inmunidad
contra posibles patégenos (Heredia-Castro, 2017). Por otra parte, la presencia
de microorganismos en la leche contribuye a la colonizacién de bacterias
benéficas, fundamentales para el metabolismo durante todas las fases de la

vida (Hernandez, 2021).

A lo largo de la historia evolutiva, microorganismos y organismos
multicelulares han convivido y desarrollado relaciones tan estrechas como es
el caso de la microbiota en mamiferos. Estos holobiontes con dietas tan
variadas que van desde peces a insectos, de frutas a otros mamiferos, han
logrado diversificarse y colonizar la gran mayoria de nichos disponibles en este
planeta y esto se debe, en parte a la relacién simbidtica que tienen con

microorganismos (Smith, McCoy y Macpherson, 2007).

Afos atras, se pensaba que la leche era estéril o carente totalmente de
microorganismos, hoy en dia se reconoce que posee un gran espectro de

bacterias comensales, mutualistas y probidticos que se alojan en los tejidos de
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la cria, especialmente el intestino (Fernandez, Martin, Maldonado, Jiménez,
Martin y Rodriguez, 2013). Desde que aparecio el interés por conocer cOmo
las bacterias llegan a la leche y su lugar de origen, se establecié que la
microbiota asociada del intestino guarda una estrecha relacion con la
microbiota de la leche, ya que las bacterias presentes en la leche coinciden
con las que se encuentran habitualmente en el epitelio intestinal de la madre
(Fernandez et al., 2013) y esta podria verse influenciada por el tipo de
alimentos que consume, la dieta, el entorno y los habitos que tiene el animal

(Muletz-Wolz, Kurata, Himschoot, Wenker, Quinn, Hinde, et al., 2019).

Asi pues, al intestino de la hembra gestante llegan células dendriticas y
macréfagos que atraviesan el epitelio intestinal hasta el lumen. Alli fagocitan
los microorganismos que seran transportados a través del torrente sanguineo
hasta los diferentes nodulos linfaticos (Fernandez et al., 2013). De estos
centros de alta actividad inmunoldgica, estas células transportan las bacterias
a diferentes tejidos del cuerpo como el tracto respiratorio, glandulas salivares
y por supuesto, a las glandulas mamarias (Greer, 2019). Este mecanismo
estudiado en mamiferos ha demostrado su importancia en el establecimiento
de la microbiota, especialmente la intestinal desde edad temprana y en el

desarrollo del sistema inmune (Muletz-Wolz et al., 2019).

En los humanos jovenes después del destete, la leche de vaca, juega un
papel importante en la dieta proporcionando grasa para energia, proteinas

para desarrollo muscular y minerales para el desarrollo 6seo. Mientras que, en



el adulto son los productos derivados de la leche los que adquieren mayor
importancia como constituyentes de una dieta nutricionalmente equilibrada
(Robinson, 2016). La leche comercial procede habitualmente de vacas, ovejas,
cabras y bufalas. No obstante, la denominaciéon genérica de leche se aplica
Unica y exclusivamente a la leche natural de vaca. La leche producida por otras
hembras de animales domésticos se designa indicando ademas el nombre de
la especie correspondiente: leche de cabra, leche de oveja, de bufala, entre

otros (Muletz-Wolz et al., 2019).

Uno de los géneros mas abundantes en la leche de vaca es Lactobacillus,
es ampliamente reconocido que estas bacterias fermentadoras contribuyen a
la digestion de algunos de los componentes presentes en la leche, asi como
en el fortalecimiento del sistema inmune y la proteccion contra posibles
patdgenos, caracteristicas que les han permitido ser reconocidos como
microorganismos probioticos (Petrullo, Jorgensen, Snyder-Mackler, y Lu,

2019; Kambe, Sasaki, Inoue, Tomonaga, Kinjo, Watanabe, et al., 2020).

Numerosos trabajos se han desarrollado para la busqueda y caracterizacion
de Bacterias Acido Lacticas (BAL) y particularmente lactobacilos en diversos
nichos ecologicos, sin embargo, en nuestro pais no se encuentran disponibles

publicaciones acerca de lactobacilos en leche de cabra.



CAPITULO |

El Problema

Planteamiento del problema

Desde la antiguedad, la leche de diferentes especies de rumiantes,
directamente o en forma de productos derivados, han constituido un alimento
de singular importancia para el ser humano durante toda su vida, siendo el
ganado vacuno el principal proveedor (Muletz-Wolz et al., 2019). Para suplir la
alta demanda de tan preciado alimento, la industria del ganado vacuno ha
incurrido en la sobre explotacion, que genera una alta emision de gases, los
cuales son liberados a la atmosfera provocando apremiantes repercusiones
sobre el calentamiento global y por ende en la salud del planeta (FAO 2019;

Gerber et al., 2013).

Por otro lado, desde el punto de vista de la salud humana, actualmente
toma mas fuerza el reconocimiento de los efectos nocivos del consumo de
leche de vaca, observandose el incremento de casos de pacientes con
intolerancia a la lactosa, alergias a las proteinas de la leche, inflamacion
intestinal y la permeabilidad intestinal asociada al consumo de lacteos y gluten,
asi como su relacion con enfermedades neurodegenerativas y con el cancer.

(Mittu y Girdhar, 2015; Park y Haenlein, 2017).

Distintos estudios plantean el uso de leches de mamiferos para contribuir

con la demanda nutricional mundial. De alli que otras especies de rumiantes,



como los caprinos se conviertan en opciones de produccién alternativa para
mitigar el impacto ambiental (Arora, Bhojak y Joshi, 2013), asi como fuente de
nuevas especies de bacterias con potenciales probiéticas y tecnolégicos que

contribuyan a fortalecer la industria de los alimentos y la salud.

Justificacion

La ganaderia caprina es una industria de rentabilidad e importancia
creciente. Tanto en paises en vias de desarrollo como desarrollados se
presenta un continuo crecimiento de la demanda de sus productos, por
razones medicinales (Kumar, Yadav, Kumar, Seth y Kumar, 2016; Park y
Haenlein, 2017), nutricionales (Arora et al., 2013), ambientales (Csaponé y
Csapo, 2019) y culinarias (Ribeiro y Ribeiro, 2010). Se espera que para 2030
haya un incremento entre el 30% y 50% en la produccion lechera, continuando
la tendencia que se presenta desde 1960 (Pulina Milan, Lavin, Theodoridis,
Morin, Capote, et al., 2018; FDA, 2021). En términos de animales rumiantes,
las cabras presentan mejores niveles de produccién en ambientes adversos
con altas temperaturas y poca cantidad de agua (Kumar et al. 2016, FAO 2016;
Csaponé y Csapo, 2019). Ademas, emiten una menor cantidad de metano
frente a otros animales de produccion (Koluman y Silanikove, 2018) y su leche
posee valor nutricional comparable a la del ganado vacuno (Arora, Bhojak y
Joshi, 2013). En comparacion con otros animales de produccion, el sector
caprino recibe menor inversidon econdémica e interés académico (Dubeuf,

Morand-Fehr, y Rubino, 2004).



En los Ultimos afilos ha ganado un gran interés el estudio de los
microorganismos que coexisten con el ser humano y las funciones que
cumplen dentro del holobionte, llegando a demostrar que un gran nimero de
ellos producen efectos benéficos y protectores y que su desequilibrio genera
susceptibilidad frente a los microorganismos patégenos externos y a los
patégenos oportunistas que se encuentran biorregulados en las biopeliculas
dispuestas en las diferentes areas anatémicas del individuo. Se reconoce que
el proceso de colonizacion del holobionte comienza dentro del seno materno,
continua en el parto y se complementa con la lactancia; en el caso de la leche
de cabra que es reconocida como un alimento con numerosos beneficios, en
comparacion con la leche de vaca, muchos de los beneficios, se encuentran
en un nivel de evidencia anecdotica sin suficientes estudios y publicaciones
que los respalden y faciliten su divulgacion, aunado a esto, el mercado de los
productos derivados de la leche de cabra se encuentra en ascenso en muchas
partes del pais, esto se puede evidenciar en las ferias ganaderas realizadas
en el pais (FAO 2022). Numerosos trabajos se han desarrollado para la
basqueda vy caracterizacion de Bacterias Acido Lacticas (BAL) vy
particularmente lactobacilos en diversos nichos ecolégicos, sin embargo, en
nuestro pais no se encuentran disponibles publicaciones acerca de
lactobacilos en leche de cabra, de alli que surge la interrogante ¢ La leche de
cabra comercializada por fincas de la ciudad de Mérida poseen bacterias del

género Lactobacillus con caracteristicas probiéticas y tecnologicas de interés?
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Objetivos de la Investigacion.

Objetivo General

Demostrar la presencia de bacterias acido-lacticas con capacidad tecnologica
y potencial probiético en leche de cabra que se expenden en la ciudad de

Mérida.

Objetivos Especificos

e Seleccionar aislamientos de bacterias acido-lacticas a partir de leche de
cabra.

e Caracterizar bioguimicamente mediante pruebas de fermentacién de
azucares las bacterias &cido-lacticas seleccionadas.

e Probar el potencial tecnolégico de las bacterias acido-lacticas
seleccionadas a través de pruebas de fermentacion y produccion de
metabolitos de interés, como proteasas y celulasas.

e Comprobar el potencial probiotico de las bacterias acido-lacticas
seleccionadas mediante pruebas de sobrevivencia a &cidos y sales
biliares, asi como el antagonismo sobre bacterias de referencia

internacional.



Alcance y Limitaciones de la Investigacion.

Alcance de la investigacion.

El hallazgo de nuevas especies de BAL con potencial tecnolégico y
probiotico contribuird al fortalecimiento de la industria lechera caprina en el
mercado nacional, disminuyendo la dependencia en la importacién de cultivos

iniciadores.

Limitaciones de la investigacion
Los costos de analisis de las muestras y la disponibilidad de medios de
cultivos, aunado a las fallas en los servicios de agua y electricidad, influyeron

en el desarrollo de esta investigacion en el lapso programado.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Gantner, Miji¢, Baban, Skrti¢ y Turalija (2015). En su trabajo “La
composicion general y grasa de la leche de varias especies” brindan una
descripcion general de la composicién general de la leche y la grasa de
diferentes especies en comparacion con la leche de las mujeres, encontrando
diferencias notables en el contenido de energia, grasa, lactosa, proteinas y
cenizas de las distintas leches, y detectaron algunas similitudes entre la leche
de rumiantes y no rumiantes. Las estructuras de las membranas de los
globulos de grasa fueron similares entre los no rumiantes y las leches de
mujeres, mientras que la estructura de los glébulos de grasa de la leche en los
rumiantes diferia significativamente. Esta revision indica que la leche de no
rumiantes podria ser mas adecuada para la alimentacion humana que la leche
de rumiantes.

Khattab, Guirguis, Tawfik, y Farag (2019), revisaron los recientes avances
biotecnoldgicos para acelerar el proceso de maduracion y la produccion de
compuestos de sabor asociados, describiendo las diferentes metodologias de
evaluacion, tanto sensoriales como modernas plataformas analiticas de

perfiles, sus respectivas aplicaciones. Encontrando que la evaluaciéon de la
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maduracion del queso es un proceso tan desafiante, que justifica el uso de
métodos para estudiar la multitud de cambios bioquimicos que ocurren durante
este proceso. Planteando la exploracion de cOcteles de enzimas encapsuladas
y cultivos adjuntos atenuados mixtos, como el principal desafio tecnol6gico en
estos procesos destinados a la mejora del sabor y la aceleracion de la
maduracién en la industria del queso.

Haenlein, (2004). Realizdé una revision de la literatura donde expone las
bondades de la leche de cabra en alimentacion humana; afirmando que la
leche de cabra y sus productos de yogur, queso y polvo tienen una gran
importancia en la nutricibn humana: alimentar a mas personas hambrientas y
desnutridas especialmente en los paises en desarrollo; el tratamiento de
personas afectadas por alergias a la leche de vaca y trastornos
gastrointestinales, corroborar las experiencias anecdoticas sobre los
beneficios médicos sobre el consumo de leche de cabra y satisfacer las
necesidades gastronémicas de los consumidores conocedores, que es una
cuota de mercado creciente en muchos paises desarrollados. Aunado a esto,
los hechos fisiolégicos y bioquimicos de las cualidades unicas de la leche de
cabra apenas se conocen y se explotan poco, especialmente los altos niveles
de acidos grasos de cadena corta y media, que tienen valores meédicos
reconocidos para muchos trastornos y enfermedades en humanos.

Sanz, (2007). Analiza el valor nutritivo y capacidad inmunégena de la leche
de cabra y de vaca, mediante distintos ensayos de alimentacion, balance y

sacrificio, asi como de la realizacion de pruebas tanto in vivo como in vitro, en
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modelos experimentales. De los resultados obtenidos dedujo que leche de
cabra es mas nutritiva, tanto a nivel digestivo como metabdlico e
inmunoldgicamente hipoalergénica frente a la leche de vaca.

Quigley, O'Sullivan, Stanton, Beresford, Ross, Fitzgerald y Cotter (2013),
realizaron una revisién acerca de los microorganismos presentes en la leche
cruda de vaca, oveja, cabra y humanos. Afirman que la leche, por su alto
contenido nutricional, puede sustentar una rica microbiota, que los
microorganismos ingresan a la leche desde una variedad de fuentes y, una
vez en la leche, pueden desempefiar una serie de funciones, como facilitar la
fermentacion lactea (especies de Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Propionibacterium y poblaciones fungicas), causar deterioro (especies de
Pseudomonas, Clostridium, Bacillus y otros microorganismos formadores de
esporas o0 termoduricos), que promueven la salud (lactobacilos vy
bifidobacterias) o causan enfermedades (especies de Listeria, Salmonella,
Escherichia coli, Campylobacter y hongos productores de micotoxinas).

Cho, Cappello, Schrader, Fagbemigum, Oguntoyinbo, Csovcsics et al.
(2018), aislaron lactobacilos de leche de cabra para caracterizar sus
propiedades tecnoldgicas y resistencia a los antibidticos, como posibles
cultivos iniciadores. Se identificaron veintitrés cepas de L. plantarum, L.
pentosus, L. delbrueckii, L. helveticus y L. paracasei mediante secuenciacion
de ARNr 16S. Estas cepas fueron susceptibles a la mayoria de los antibiéticos

probados, ademas mostraron diferencias en su comportamiento de
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crecimiento y capacidad para reducir el pH in vitro logrando la seleccion de
cepas iniciadoras seguras.

Garcia-Cano, Rocha-Mendoza, Ortega-Anaya, Wang, Kosmerl, & Jiménez-
Flores (2019). Indican en su estudio titulado “Bacterias acido lacticas aisladas
de productos lacteos como potenciales productores de proteinas lipoliticas,
proteoliticas y antibacterianas”, que el consumo regular de productos lacteos
fermentados ayuda a mantener una microbiota saludable y a prevenir
enfermedades relacionadas con la disbiosis intestinal. El primer objetivo fue
aislar e identificar BAL de diversos productos lacteos y seleccionar aquellos
con actividades enzimaticas y el segundo investigar la organizacion subcelular
y la identidad de estas enzimas después de la semipurificacion. De un total de
137 cepas de BAL aisladas y seleccionadas, el 50,3 % y el 61,3 % exhibieron
actividades lipoliticas y proteoliticas, respectivamente. Se seleccionaron siete
cepas con actividades enzimaticas elevadas y se caracterizaron de acuerdo a
la organizacion celular de sus lipasas, proteasas y proteinas antibacterianas.
Las actividades lipolitica y proteolitica se exhibieron predominantemente en la
fraccion extracelular; mientras que las actividades antibacterianas se
encontraron en varias fracciones celulares y fueron capaces de inhibir
microorganismos indeseables comunes en los alimentos. En total, se
identificaron dos lipasas, siete proteasas y tres proteinas antibacterianas
mediante LC-MS/MS. Concluyendo que la caracterizacion de cepas de BAL
con alta actividad enzimatica tiene un significado biotecnolégico potencial en

los procesos fermentativos y en la salud humana, ya que pueden mejorar las
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caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos y desplazar a las cepas con
actividades enzimaticas méas débiles en la microbiota intestinal humana.
Morais, Guamis y Buffa (2004), caracterizaron tecnolégicamente 169 cepas
lacticas autoctonas aisladas de leche cruda de oveja Guirra, con el objetivo de
seleccionar las cepas con buena capacidad quesera para utilizarlas como
fermento iniciador en la elaboracién de queso; utilizaron métodos cualitativos
y cuantitativos para determinar las actividades lipolitica, proteolitica,
acidificante y produccion de gas de las cepas. Aproximadamente el 30% de
las cepas present6 buena capacidad acidificante bajando el pH a valores
inferiores a 5. Cuatro cepas de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, una
de Lactobacillus plantarum y una de Lactobacillus pentosus, presentaron
buena capacidad proteolitica. Solamente una cepa de Lactobacillus curvatus
presento los halos caracteristicos de lipdlisis alrededor de las colonias y otra
de Lactobacillus salivarius produjo gas. Se seleccionaron diez cepas para la
preparacion mezclas de fermentos (una cepa acidificante; una cepa
proteolitica y una cepa lipolitica); se elaboraron tres series de producciones de
qguesos, dos en planta piloto y una en industria y se realizaron andlisis fisico-
quimicos, proteodlisis secundaria y organolépticos. No se observaron
diferencias importantes en la composicion general de los quesos de todas las
producciones. Sin embargo, la concentracion de aminoacidos libres totales de
los quesos elaborados con lactobacilo proteolitico presentaron los mayores
valores, resaltando la importante contribuciéon de los lactobacilos en la

liberacion de aminodcidos libres totales. Por lo que concluyen que la seleccién

13



de cepas lacticas autéctonas y su utilizacion para la elaboracion de quesos,
permiten la obtencion de productos al menos similares, en cuanto a
caracteristicas organolépticas, a los obtenidos con fermentos industriales, por
lo que se abre una via para futuros estudios que permitan avanzar en la linea
de obtencion de quesos mas personalizados.

Ramirez-Lépez y Vélez-Ruiz (2016) aislaron y caracterizaron 18 cepas
autéctonas para seleccionar caracteristicas funcionales definidas en cultivos
iniciadores para la produccion de queso fresco. Evaluaron las caracteristicas
funcionales (actividad proteolitica, actividad lipolitica, capacidad acidificante y
produccion de gas); seleccionaron e identificaron fenotipicamente de las cepas
y luego validaron su aplicacion como cultivos iniciadores a nivel de laboratorio
(pruebas de antagonismo y cinética de crecimiento en leche). Los géneros
identificados fueron Lactobacillus (56%), Lactococcus (22%) y Leuconostoc
(22%), con bajo poder acidificante, sin produccion de gas y solo 3 de las 18
cepas presentaron actividad lipolitica, mientras que la mayoria desarrolld
actividad proteolitica. A partir de los parametros cinéticos, fue posible inferir el
desempenfio de las cepas lacticas, y mejorar el control sobre los procesos, la
vida util y la calidad microbiolégica del producto lacteo terminado.

Olivera, 2011 caracterizo las propiedades de interés tecnologico en cepas
de BAL autoctonas aisladas de cadenas lacteas de diferentes establecimientos
bovinos, ovinos y caprinos. Se seleccionaron 17 cepas BAL autdctonas, en la
primera etapa se evalué la actividad acidificante, bajo condiciones controladas;

se determiné la variacion de pH en leche UHT descremada, se desarrollaron
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las cinéticas de crecimiento en leche UHT descremada y la actividad
proteolitica mediante electroforesis (SDS-PAGE). De las diecisiete cepas
estudiadas seis mostraron importante capacidad acidificante; para la
capacidad proteolitica, cinco cepas desarrollaron mayor protedlisis. Las curvas
de cinética de crecimiento permitieron identificar ocho cepas con fases de
crecimiento exponencial prolongadas en el tiempo, entre cuatro a ocho horas.
Estas caracteristicas estudiadas en las cepas BAL aisladas son de importancia
en el momento de seleccionar "starters" con diferentes usos en la elaboracion
de productos lacteos.

Moulay, Benlahcen, Aggad, and Kihal (2013), realizaron la caracterizacion
microbioldgica y tecnologica de bacterias acido lacticas aisladas de leche de
cabra argelina crudas y/o fermentadas, realizaron pruebas microbiologicas,
fisiolégicas y bioquimicas. Los aislamientos se caracterizaron por tres
fenotipos esenciales: alta actividad acidificante, presencia de proteasa y
capacidad para metabolizar el citrato. Se caracterizaron 39 aislamientos y 13
cepas pertenecian a BAL, incluidas las especies de Lactococcus, Leuconostoc
y Lactobacillus. Los autores concluyen que las bacterias lacticas aisladas
tienen caracteristicas tecnoldgicas de acidificacion y sabor de interés industrial
pueden explotarse para proporcionar un arranque especifico para la industria
lactea local.

Nikolic, Terzic-Vidojevic, Jovcic, Begovic, Golic, y Ljubisa, 2008 realizaron
la caracterizacion de BAL aisladas un queso de leche de cabra casero llamado

Bukuljac, a través de un enfoque polifasico que incluyd métodos
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microbiolégicos y moleculares como rep-PCR con cebador (GTG)5.
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei represento la cepa dominante en la
microbiota del queso analizado. De 55 aislamientos Gram-positivos y catalasa-
negativos, 48 pertenecian a L. paracasei subsp. paracasei, cinco Lactococcus
lactis subsp. lactis y dos Enterococcus faecalis. Los resultados de la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante por PCR (DGGE) del ADN
extraido directamente del queso fresco revelaron la presencia de Leuconostoc
mesenteroides. Solo los lactobacilos mostraron una alta actividad proteolitica
y alfa (sl)- y beta-caseinas hidrolizadas. También son productores de
diacetilo. Ademas, 34 de 55 aislamientos, todos determinados como
lactobacilos, mostraron la capacidad de autoagregacion. Entre 55
aislamientos, 50 también exhibieron actividad antimicrobiana.

Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005) evaluaron in vitro el efecto bactericida
de cepas nativas de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis, aisladas
de productos fermentados contra Salmonella sp. y Escherichia coli. Los
ensayos se realizaron con el extracto crudo y centrifugado provenientes de las
cepas. Concluyendo que los extractos tienen un alto potencial bactericida
contra los dos patdgenos evaluados.

Heredia-Castro en 2017, expone en su revision de la literatura las
caracteristicas mas resaltantes de las bacteriocinas de BAL, haciendo énfasis
en los mecanismos de accion y actividad antimicrobiana contra patdgenos.
Concluye que las BAL tienen la capacidad de conservar a los productos lacteos

debido a diferentes metabolitos, entre los cuales se encuentran las
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bacteriocinas, péptidos de origen ribosomal que actuan principalmente
formando poros en la membrana celular de las bacterias, causandoles la
apoptosis a diferentes patdégenos, ademas de ser estables a diferentes pH y
temperaturas, caracteristicas que las hacen compuestos con potencial
aplicacién para la industria alimentaria, ya que la evidencia indica que su
aplicacién puede evitar la contaminacion por patégenos. Ademas, se han
propuesto estrategias para mejorar su actividad, como lo son el tratamiento
térmico y la aplicacion en forma de liposomas y peliculas. Es por ello que la
utilizacién de bacteriocinas o BAL productoras de bacteriocinas en quesos
podria ser viable para su utilizaciéon en el control sanitario para la industria
quesera.

Mondragon, Escalante, Osuna, Ibarra, Morlett, Aguilar & Rodriguez 2013 en
Su revision titulada Bacteriocinas: caracteristicas y aplicacion en alimentos
describen la importancia de las bacteriocinas como un sustituto potencial de
conservantes quimicos, debido a que son producidas por BAL, las cuales son
consideradas GRAS (generalmente reconocidas como seguras, por sus siglas
en inglés), que tienen un papel importante en la preservacion y fermentacion
de alimentos. Afirmando que el uso de las bacteriocinas como bioconservantes
se atribuye a sus caracteristicas como inhibir numerosos microorganismos
patdgenos, su accidbn en amplios rangos de pH y termoestabilidad,
proponiendo diferentes aplicaciones de las bacteriocinas en alimentos, ya sea

en forma concentrada, en algun sustrato de grado alimentario o agregando la
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bacteriocina a un soporte, actuando éste como reservorio y difusor del péptido
antimicrobiano concentrado a la comida.

Chaves de Lima, de Moura y Cardarelli 2017 en su trabajo titulado
“Fermentacion optimizada de suero de queso de cabra con Lactococcus lactis
para la produccion de sustancias similares a las bacteriocinas antilisterias”
cuyo objetivo fue determinar las mejores condiciones para la produccion de
sustancias con actividad antilisteria por Lactococcus lactis cultivadas en suero
de queso de cabra mediante la optimizacion de la temperatura y el ingrediente
prebidtico inulina. Concluyeron que el suero de queso de cabra fermentado
puede usarse para la produccion de sustancias con actividad similar a la
bacteriocina con propiedades antilisterias y también como ingrediente
funcional para aplicaciones futuras para mejorar la seguridad alimentaria, pero
se requieren estudios para probar la eficacia de este compuesto fermentado
como bioconservante en modelos alimentarios frente a L. monocytogenes.

Yazdi, Davoodabadi, Zarin, Ebrahimi y Dallal, (2017) investigaron el
potencial probidtico de BAL aisladas de varios yogures tradicionales iranies.
Recolectaron 96 muestras de yogures tradicionales producidos con leche de
cabra, oveja y vaca en Iran. Las muestras se transfirieron a caldo MRS para
su enriquecimiento y luego se subcultivaron en agar MRS. Se estudiaron las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas mediante tincion de Gram y prueba
de catalasa. La capacidad de tolerar el pH acido y la resistencia a las sales
biliares se utilizaron como criterios restrictivos del potencial probidtico. Las

BAL seleccionadas se identificaron mediante el andlisis de secuencias de
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ARNr 16S. Seis aislados probidticos pertenecieron a Pediococcus acidilacticii
y otros seis aislados a Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. fermentum y L.
kefir. Consideraron que las cepas de BAL aisladas de los yogures tradicionales
iranies como potenciales probiéticos.

Yelnetty, Purwadi, y Tallei, (2020) evaluaron e identificaron las BAL aisladas
de leche de cabra fermentada espontaneamente como posibles probidticos.
La leche de cabra fresca fermentada durante 4 dias se diluyé en serie, se
sembro6 en agar MRS suplementado con 1 % de CaCOs como medio selectivo
y luego se purificd en consecuencia. Las BAL aisladas se analizaron por su
potencial para inhibir bacterias patégenas entéricas mediante el método de
difusion de pozos. Asi mismo, sus capacidades para resistir el ambiente acido
y de sales biliares y la produccion de acidos organicos. Los probidticos
potenciales se identificaron molecularmente utilizando [rRNA 16S.
Confirmando la presencia de Lactobacillus plantarum. Esta bacteria mostro
actividad antimicrobiana contra bacterias indicadoras, capacidad de vivir a la
exposicion en solucién de sales biliares y resistencia a ambientes poco acidos.
Los acidos organicos producidos por esta bacteria fueron los acidos lactico,
acético, propioénico y butirico. Se concluyé que Lactobacillus plantarum puede
considerarse como probidtico potencial.

Yurliasni, Muliawan, y Kardima, (2020) evaluaron la calidad de la leche de
cabra fermentada utilizando Lactobacillus plantarum y determinar su
capacidad antibacteriana contra enterobacterias. La calidad de la leche

fermentada se evalu6 mediante la medicién de pH, niveles de acido lactico,
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contenido de proteina y bacterias totales. La capacidad antibacteriana se midio
mediante pruebas inhibitorias en enterobacterias. El experimento se aplico en
un disefio factorial completamente al azar con dos factores, a saber, factor A,
tipo de leche (leche de cabra y leche en polvo), factor B, nivel de Lactobacillus
plantarum (2.5, 5y 7.5%) y 3 repeticiones iguales. Los datos se sometieron a
andlisis de varianzay se continué con la prueba de rangos multiples de Duncan
para determinar la diferencia entre medias al 1 % de probabilidad. Los
resultados indicaron que el tipo de leche y los niveles de L. plantarum tuvieron
un efecto muy significativo sobre el pH, los niveles de &acido lactico y el ancho
de la zona inhibitoria. Hay una interaccion entre los factores. Por su parte el
tipo de leche tuvo efectos muy significativos (P<0.01) sobre el contenido de
proteina y bacterias acido lacticas totales. En conclusion, la leche de cabra
fermentada tiene mejor calidad y capacidad antimicrobiana contra las

enterobacterias que la leche en polvo.

Antecedentes historicos

Haciendo un poco de historia de los lactobacilos, para 1919, O. Jensen
realizé la primera clasificacion en dos grandes grupos: homofermentativos y
heterofermentativos, segun los productos resultantes de la fermentacion
(Olivera, 2011). En 1930, Shirota seleccioné una nueva cepa de Lactobacillus
casei capaz de alojarse en el intestino y beneficiar a la salud del individuo al

colaborar con su microbiota intestinal, esta cepa la llamé Lactobacillus casei
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cepa shirota, y con ella en 1935 elabord la bebida lactea fermentada
denominada Yakult. (Diaz 2020; Campos, Gonzabay y Mejia, 2009). Entre
1930 y 1940 se desarroll6 el concepto de cultivos iniciadores de una Unica
cepa pura y se descubrié que cultivos de bacterias lacticas infectados con
bacteri6fagos pueden desarrollar una fermentacion lenta en quesos. (Saccaro,
2008; Koning y Frohlich, 2009). Es por ello que, a partir de 1970, se empezé a
estudiar el efecto probidtico de las BAL, ya que las investigaciones realizadas
generaron interés en la industria para la elaboracién de productos lacteos con
efecto probidtico siendo en la actualidad, una tendencia mundial en
crecimiento. (Campos, Gonzabay y Mejia 2009; Ballesta Velasco, Borobio,

Arguelles y Perea 2008).

Bases teodricas

Los Mamiferos

Se conoce como mamiferos a los animales vertebrados y de sangre caliente
pertenecientes a la clase Mammalia. Los mamiferos datan de
aproximadamente 200 millones de afios, a partir de un ancestro comudn
derivado de los reptiles sinapsidos o mamiferoides, surgidos durante el
Periodo Triasico. Pero a diferencia de los reptiles, poseen la capacidad de

regular la temperatura corporal, caracteristica clave para su supervivencia del
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Evento de Extincion Masiva K-Pg (Cretacico-Paledgeno) que extinguid a los

dinosaurios no aviares (Nowak, 1991; Robinson, 2016).

La caracteristica esencial que predomina en los mamiferos es que las
hembras poseen glandulas mamarias que sirven para generar la leche para
alimentar a sus crias. Actualmente se conocen cerca de 5.486 especies de
mamiferos, entre ellas ser humano, en su mayoria son todas viviparas, con
excepcion de los monotremas, como el ornitorrinco (Arora, Bhojak & Joshi

2013).

Animales Lecheros

La produccion mundial de leche procede casi en su totalidad de ganado
vacuno, bufalos, cabras, ovejas y camellos. Otros animales lecheros menos
comunes son los yaks, los caballos, los renos y los burros (Nowak, 1991,
Alvarez-Romero y Medellin, 2005). La presencia e importancia de cada
especie varia considerablemente entre regiones y paises. Los elementos
claves que determinan el mantenimiento de las especies lecheras son los
alimentos, el agua y el clima. Otros factores que pueden influir en la presencia
de las especies lecheras son la demanda de mercado, las tradiciones
alimentarias y las caracteristicas socioecondmicas de los distintos hogares
(por ejemplo, las familias de escasos recursos tienden a depender mas de los

pequefios rumiantes). Aunque el ganado vacuno se cria en una amplia
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variedad de sitios, otras especies hacen posible la produccion de leche
ambientes adversos que a menudo no pueden sostener ningun otro tipo de
produccion agricola. Las ovejas posibilitan la produccion de leche en las
regiones semiaridas del Mediterraneo, las cabras en las regiones de suelos no
aptos para la agricultura de Africa, los caballos en las estepas de Asia central,
los camellos en las tierras aridas, los bufalos en las regiones tropicales
himedas, y los yaks en las zonas de alta montafia, como la meseta tibetana.

(FAO, 2016)
Las Cabras

Las cabras domésticas (Capra hircus) han sido los mamiferos exoticos que
mas atencion han suscitado en el medio cientifico, derivado de sus impactos
negativos sobre los ecosistemas naturales donde han sido introducidas y
sobre las especies autéctonas ya que, la introduccion de fauna exética puede
traer como consecuencia la modificacion de los habitats en que se encuentre,
ya que estos evolucionaron sin su presencia (Mellink, 1991; Pulina et al.,

2018).

Las cabras pueden ejercer una presion negativa sobre las comunidades de
hierbas y arbustos (Jaksic, 1998) y modificar asi la dinamica poblacional de
algunas especies de plantas, llevando en el dltimo caso a la modificacion de
su abundancia y de la composicion de las comunidades vegetales y animales.
Las manadas de cabras han sido muy destructivas, especialmente en la region

mediterrdnea y medio oriente, contribuyendo a la erosion de los suelos, la
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expansion de los desiertos y la desaparicién de especies nativas de flora y
fauna, siendo un factor fundamental en la declinacion de sus parientes
cercanos por competencia alimenticia. Las altas densidades registradas han
sido en parte responsables de la amenaza y extincion de numerosas especies

de aves de habitats boscosos (Beever y Brussard, 2000).

Esta especie es originaria de medio oriente, actualmente se encuentra como
animal de granja en cercana asociacion con las poblaciones humanas. Es de
tamafio mediano (entre 0,915 a 152,4 cm de largo), aunque su tamafo y su
coloracion varian de acuerdo con laraza. Suele habitar en sitios de clima arido,
con suelos rocosos y en areas montafiosas, siendo especies generalistas en
cuanto a su tipo de alimentacion ya que pueden comer desde plantas
herbaceas y pastos, hasta ramas y hojas de arboles pequefios y arbustos. Son
animales que viven en manadas, caracteristica que aunada al manejo
tradicional de la especie (sobrepastoreo de las zonas en que se encuentra), le
confiere un gran potencial de deforestar y degradar grandes &reas. Alcanzan
su madurez sexual entre los 5y 7 meses (hembras) y 4 y 6 meses (machos),
se reproducen generalmente en el otofio y dan a luz entre 1 y 2 crias con un
tiempo de gestacion promedio de 149 dias, en cautiverio pueden vivir hasta 18
afos (Jainudeen y Hafez, 1996). Es portador y transmisor de enfermedades a
fauna nativa. Puede ser a su vez una presa alternativa para depredadores
nativos como coyotes, pumas y jaguares (Beever y Brussard, 2000; Alvarez-

Romero y Medellin. 2005).
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Desde el punto de vista taxondmico, las cabras pertenecen al Reino
Animalia, Phylum Chordata, Clase Mammalia, Orden Artiodactyla,
Familia Bovidae; siendo su nombre cientifico Capra hircus Linnaeus, (1758).
Existen numerosas razas de esta especie, pueden ser muy variables en
tamafio y color. En general se caracterizan por tener un cuerpo y patas
relativamente robustas, pelaje abundante y largo, una barba debajo de la
mandibula hocico alargado y cola pequefia. Pueden tener o no cuernos y estos
pueden ser en forma de cimitarra o espiralizados. Sus cuernos son largos y
estan dirigidos primero hacia arriba, y luego hacia atras. Las hembras poseen
un par de mamas. Las principales diferencias con el género Ovis (Ovejas) son
gue los machos son olorosos, poseen barba, las patas carecen de glandulas
olorosas y la cabeza es convexa y no concava (Nowak, 1991). Se cree que la
especie C. hircus se origino directamente de C. aegagrus o que mas bien son
co-especificas, por lo que podria considerarse su misma distribucion original,
es decir como si C. aegagrus en su distribucion original fuese de esta region

(Figura 1)
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Figura 1. Distribucidon original o histdrica de C. hircus (doméstica) Fuente
Alvarez-Romero y Medellin (2005).

La Leche

La leche cruda o “leche” sin otro calificativo es un liquido blanco y opaco, de
sabor dulce y pH cercano a la neutralidad secretado por las glandulas
mamarias de las hembras de la especie, tras el nacimiento de las crias (Arora,
Bhojak & Joshi 2013). Contiene los nutrientes esenciales en las proporciones
adecuadas para brindar sustento a los mamiferos jévenes en las primeras
etapas de su vida y constituye una buena fuente de carbohidratos (lactosa),
grasas (triglicéridos) y proteinas (caseina, albumina y globulina), asi como
vitaminas, minerales (sales), nucledétidos, lecitinas y enzimas (Sanz, 2007,
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Arora, Bhojak & Joshi 2013).Esta mezcla es semejante en las diferentes
especies, pero con diferentes proporciones (Figura 2; Tabla 1). Desde el punto
de vista fisico, en la leche cruda existen varias fases en las que se encuentran
dispersos sus componentes: Emulsion de glébulos grasos, suspension de
caseina ligada a sales minerales y solucion acuosa (lactosuero) formada por
lactosa, sales minerales solubles y proteinas solubles (Muletz-Wolz et al.,

2019).

La Leche es el producto integro, normal y fresco, no alterado, ni adulterado
y sin calostro, obtenido del ordefio higiénico, completo e interrumpido de las
hembras mamiferas, domésticas, sanas y bien alimentadas, que no ha sido
calentada a una temperatura superior a 40 °C, ni sometida a un tratamiento de
efecto equivalente. Cuando nos referimos a la leche de otros animales distintos
de la vaca se indica el nombre de la especie correspondiente. Por otra parte,
la “leche fria” es la leche cruda que inmediatamente después de su ordefio sea
refrigerada a una temperatura inferior a 5°C y mantenida a una temperatura
no mayor de 10°C, durante su almacenamiento y transporte (Meneses, 2017).
Toda la leche cruda debe estar limpia, libre de calostro y de materias o
sustancias ajenas a su naturaleza, debera presentar olor, color, sabor y
aspecto caracteristico del producto (COVENIN, 1993). La leche se altera
facilmente por el calor y microorganismos que pueden proliferar en ella como

las bacterias acido lacticas (Arora, Bhojak & Joshi, 2013).
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Figura 2.- Composicién general de la leche de diferentes especies animales -
valores medios informados en la literatura. Fuente Alvarez-Romero y Medellin
(2005).

La historia de la leche como alimento para el hombre probablemente se
remonta a la prehistoria. Los dibujos rupestres estimados en 15000 afios
muestran que el ganado era conocido en tiempos prehistoricos y hay evidencia
de que, la domesticacién de ganado ocurrié antes del 4000 AC. llustraciones
encontradas en artefactos descubiertos en el Medio Oriente, en Egipto y
Mesopotamia, muestran que diferentes tipos de ganado y varios aspectos de
la ganaderia lechera existian alrededor 3000 AC. La ganaderia lechera se
establecio bien en el Antiguo Egipto, con registros y pinturas, fechadas por los
egiptélogos que muestran vacas siendo ordefiadas alrededor de 2500 a.C.

(Robinson, 2016). En Europa, la domesticacion y el desarrollo de la ganaderia
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lechera se produjo mucho més tarde. El ganado se mantuvo en tierras
comunes, y un namero fueron sacrificados en el invierno debido a la escasez
de pastos y la necesidad de carne. La leche se consumia tibia inmediatamente
después del ordefio. La leche excedente era convertida en productos, como

mantequilla y queso, como medio de conservacion y vendida localmente.

Tabla 1. Datos analiticos y fisioldgicos sobre las diferentes clases de leches

Composicion por 100 g Tiempo J
para racio
Materias nitrogensdas dlobln heb. de
|Extract G. P €l PeSO | gegta- | Peso del
:c e o] M Lactoss | Sales | Totales - roporcibn de de naci| ‘cion | cercbro
aseing { NP.N. | miento
(total) % (*) 2 | Dias Dias
(1) {2) 3) ) {5) (8) M (8) 3 {10}
Leche humana ... .. 11,7 35 6,5 0.2 15 28 17 170 270 j1200¢g
Equidos
Yegua .. ....... 10 [ 59 04 2.2 50 - 40 340 650
Burra . ... ... i0 | 53 6,2 0,5 1 45 - 360 360
Rumisntes
Vaca.......... 125 s 4,7 03 35 78 ) 3s 285 500
Cabra ......... 136 43 45 08 4 s 7 22 155 130
Ovejs .. ....... 19,1 75 45 1.1 6 77 5 2 150
Bifala......... 178 | 7.5 47 08 438 80 N
Réno.......... 319 1175 25 15 104 80 - 230
Suidos
COOY .o v5s 50 » 183 6 54 09 3 50 8 i3 115 160
Carnivoros v Roedores
T R 20 5 5 1 9 33 - 60 25
o - PR 242 |10 3 12 10 50 - 9 63
Coneja, . ....... 293 {12 18 2 13,5 70 - 6 35 10
Ceticeos
Marsopa, . ...... 599 146 13 06 12 55 -
Ballena . ....... 46,3 |35 08 05 10 -

(") N.P.N: materiales nitrogenados no proteicos. Fuente Gantner, (2015).

No fue hasta los siglos XVIII y XIX que se produjo el desarrollo de una

distribucion mas amplia de la leche como alimento de la poblacion (Robinson,
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2016). A medida que aumentaba la poblacion de las ciudades y se extendia la
Revolucién Industrial, también aumentaba la necesidad de abastecer de leche
a la poblacion urbana (Quigley et al. 2013). Sin embargo, fue a principios del
siglo XX con la aceptacion y desarrollo generalizado de la pasteurizacion
comercial de leche, junto con mejoras en las practicas de produccién de leche,
que la leche se estableci6 como un alimento saludable y seguro (Robinson,
2016). Desde el punto de vista econémico, Gantner, (2015) reportdé que la
produccion lactea mundial fue 85 % vacas; 11%; bufalas; 2,3 % cabras; 1,4 %
ovejas; 0,2% camellas y menos del 0,1 % para yeguas y burras. Actualmente
se acepta que la leche materna es la via de transmision vertical de microbiota

y elementos de la respuesta inmune de la madre al hijo (Moreno et al. 2011).

La Leche de Cabra

Desde tiempos remotos de la humanidad, la leche de cabra aparece como
alimento. Registros muy antiguos como la biblia o0 murales egipcios hablan de
su consumo, algo mas del 50% de la poblacion mundial consume leche de
cabra (Gantner, 2015). Aungue la leche de cabra solo supone un 3% de toda
la leche que se consume en Venezuela, en algunos paises de Asia como
Turquia, Iran, India, China, entre otros, se consume tanto o mas que la de
vaca. Tradicionalmente se ha administrado a bebés y nifios que no podian
recibir leche materna o eran intolerantes a la leche de vaca y hoy en dia se
emplea principalmente en la elaboracion de derivados lacteos (Meneses,

2017).
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La leche de cabra es un alimento con muchos beneficios nutricionales y
potencial culinario Unico. En comparacion con la leche de vaca, presenta
niveles similares de proteina y minerales, menor cantidad de lactosa, una
mayor concentracion de acidos grasos de cadena corta, y gldbulos grasos de
menor tamafio que contribuyen a una mejor digestibilidad (Arora, Bhojak &
Joshi, 2013; Kumar et al. 2016; Clark y Mora, 2017; Park y Haenlein, 2017), es
muy similar a la humana, aunque contiene una mayor cantidad de calcio,
magnesio y fésforo que la de vaca y humana, con contenidos de vitamina D y
folatos menores; sustancias esenciales para la formacién de huesos que
ayudan a prevenir la osteoporosis. También contiene un aporte destacado de
vitamina B2 o riboflavina, si bien el contenido de vitaminas Bes y B12 es mas bajo
que la leche de vaca; comparado con la leche humana es similar, por lo que
es adecuada para la nutricion de infantes (Arora, Bhojak & Joshi 2013). En el
caso de la energia, se han encontrado valores similares en la leche de cabras,
vacas y mujeres (Gantner, 2015).

La composicion de la leche de cabra puede variar segun la raza, la zona de
produccion, la estacion del afio, la etapa de lactancia, la alimentacion, el
manejo, la sanidad, entre otros. Esta compuesta fundamentalmente por agua,
aporta grasa y proteinas de muy buena calidad. Contiene tres acidos grasos,
caproico, caprilico y céprico. Una particularidad de la leche de cabra es la
ausencia de caroteno, a diferencia de la vaca que el caroteno le confiere color
a su grasa. El caroteno es el promotor de la vitamina A, que debe ser

convertido por el organismo en la glandula tiroides. En la leche de cabra
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encontramos vitamina A completamente disponible para su asimilacion, sin
intervencion de dicha glandula. Esto es muy importante para los bebés, porque

su actividad tiroidea esta apenas desarrollada (Gantner, 2015).

La leche de cabra se recomienda para lactantes, nifios menores de tres
aflos con problemas de mala absorcion, bajos de peso, por lo tanto, las
caracteristicas de la leche de cabra actualmente son objeto de un mayor
interés en la investigacion. La cabra es uno de los principales contribuyentes
de productos lacteos y carnicos, las diferencias de composicion, son
importantes para indicar la idoneidad tecnolégica para el procesamiento de

leche de cabra y sus productos (Clark y Mora, 2017).

Su nicho de mercado se enfoca en consumidores con alergia a la leche de
vaca, y paises desarrollados donde sus productos derivados son codiciados
por su sabores y texturas particulares. Debido a una produccion estacional,
menores volimenes de leche en comparacion con vacas y negativa
percepcion de su aroma caracteristico, la tecnificacion de la industria y el
desarrollo de productos derivados es un enfoque prometedor para maximizar
su valor y aceptabilidad (Clark y Mora, 2017; Csapéné y Csap6, 2019).

Los productos derivados de leche de cabra poseen buena perspectiva de
mercado como alimentos funcionales, delicias gastronémicas y cosméticos
(Ribeiro y Ribeiro, 2010). Adicionalmente, se ha reportado que consumidores

en paises desarrollados estan dispuestos a pagar un mayor precio por
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productos de especialidad si estos poseen beneficios para la salud (Mowlem,

2005).

La Microbiota de la Leche de cabra.

La microbiota de leche de cabra consta, entre otros grupos microbianos, de
BAL que despiertan un interés investigativo enfocado en su aplicacion en la
industria de los alimentos. Dentro de las BAL, los géneros predominantes en
leche de cabra son Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc con cierta
variacion segun propiedades fisicoquimicas de la leche de cada raza (Moulay
et al. 2013;Quigley et al. 2013;Choet al. 2018). Reportes de la presencia de
cepas de BAL con actividad antimicrobiana, resistencia a condiciones
gastrointestinales, produccion de péptidos bioactivos y acidos organicos en la
microbiota de leche de cabra, marcan a esta matriz como una prometedora
fuente de microorganismos probiéticos y alimentos funcionales, lo que genera
un creciente interés en la ganaderia caprina ya que demanda el desarrollo de
nuevos productos con beneficio afadido (Mittu y Girdhar, 2015; da Silva,
Lopes y Cardarelli, 2019; Yelnetty, Purwadi y Tallei., 2020). Desde el punto de
vista tecnolégico, las caracteristicas deseadas en las BAL se buscan de
acuerdo a los productos elaborados. La seleccion de bacterias acido lacticas
para formular cultivos iniciadores se hace en base a que presenten
ciertas propiedades: capacidad de acidificacion que no sea lenta, correcta
produccion de aroma y sabor, habilidad para obtener la textura adecuada,

ausencia de patogenicidad, facil preservacion y propagacion; asi como la
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capacidad de prevalecer sobre la microbiota competitiva, pues se busca
obtener un cultivo iniciador con una tasa de viabilidad adecuada, que esté
libre de contaminacién y que sea altamente activo en las condiciones de

produccion (Morais, 2004; Brennan y Reginensi, 2001).

Por otra parte, existe un incremento de la aceptacion y venta, para
productos de leche de cabra en el mercado, tanto de paises en vias de
desarrollo, como en paises desarrollados, debido a la adaptabilidad y bajo
costo del animal, por su sabor Unico, propiedades hipoalergénicas y beneficios
nutricionales. Sin embargo, pese al reconocido valor de la leche de cabra,
existe todavia oportunidad de mejora y crecimiento en la explotacion del

animal (Park y Haenlein, 2017; Pulina et al. 2018; Csapéné y Csap0, 2019).

Bacterias Acido Lacticas

El uso de microorganismos en la industria lactea es una buena estrategia
para generar alimentos con valor agregado. Ademas de participar en la
fermentacion de varios productos lacteos, las bacterias &cido lacticas (BAL)
son capaces de actuar como “biopreservantes” extendiendo la vida util de los
alimentos y ofreciendo proteccion contra microorganismos degradadores de
alimentos (Chaves de Lima, de Moura y Cardarelli, 2017). Se han reportado,
también, cepas de distintas especies de BAL con potencial probidtico, cuyos
efectos benéficos en la salud han sido documentados (Sharifi et al. 2017).

Debido a su versatilidad metabdlica, y a las propiedades organolépticas que
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confieren a los alimentos que fermentan, las BAL son ampliamente utilizadas
en la industria alimentaria y la mayoria de sus especies poseen un estatus
“‘GRAS” (Generally Regarded as Safe) y “QPS” (Qualified Presumption of
Safety) que garantizan su inocuidad para el consumo humano (EFSA, 2007,
FDA, 2010; Sadiq et al. 2019).

Son un grupo de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, no
pigmentadas, catalasa negativa, mayoritariamente nitrato reductoras negativa,
capaces de crecer en el rango de pH entre 4,0 y 4,5; anaerobias facultativas o
microaerofilicas, con un amplio rango de temperatura pudiendo ser mesofilos
(25-30°C) y termofilos (40-44°C). Su metabolismo es fermentador y
dependiendo del producto de fermentacidon se distinguen en bacterias
homoléacticas que solo producen acido lactico o heterolacticas, las cuales
generan de otros compuestos comodioxido de carbono, acido acético, acido
férmico y etanol. Dentro de bacterias homofermentantivas se encuentran los
miembros del género Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus y algunas
especies de Lactobacillus y en las heterolacticas los géneros Leuconostoc y
Lactobacillus (Wessels et al. 2004;Jay, Loessner and Golden, 2005; Teuber y

Geis, 2006).

Las bacterias acido lacticas son microorganismos auxétrofos, es decir,
requieren una serie de componentes (aminoacidos, péptidos, purinas,
pirimidinas, vitamina B, acido pantoténico, biotina y &cido félico) que no

pueden ser sintetizados por estos microorganismos. El elevado requerimiento
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nutritivo y la cantidad de energia que pueden obtener por fermentacién,
condicionan los hébitats naturales que son propicios para su desarrollo, siendo
ideales, la leche y sus productos derivados, el intestino y las mucosas de
humanos y animales; asi como plantas intactas y en descomposicién (Serna,
Vallejo y Garcia, 2012). Estan asociadas a la fermentacion de muchos
alimentos ya sea al encontrarse naturalmente en estos o al ser afladidos como
cultivos iniciadores (Garcia-Cano et al. 2019). Su presencia en alimentos de
origen vegetal, leche de mamiferos y superficies mucosas de animales sefala

una amplia distribucion y adaptacion especializada (Makarova et al. 2006).

Desde el punto de vista filogenético, las BAL comprenden doce géneros:
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus,
Vagococcus, Enterococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium,
Alloicoccus y Weissella. (Morais, 2004). Dichos géneros se ubican
taxonomicamente dentro del filo Firmicutes (Figura 3), en la clase Bacilli,
orden Lactobacillales. (Hammes y Hertel, 2006; Makarova et al. 2006; Zheng

et al. 2020)
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Figura 3: Arbol filogenético de los géneros de bacterias acido lacticas,
basado en la secuencia del gen del ARNr 16S. Fuente Hammes y Hertel,
(2006)

Aunque el grupo puede llegar a abarcar hasta 25 diferentes géneros, el
término suele hacer referencia principalmente a Lactobacillus (Zheng et al.
2020).

Actualmente la investigacion en BAL se enfoca en identificar cepas con
caracteristicas beneficiosas y desarrollar cultivos iniciadores Utiles para la
industria. La produccion de compuestos bioactivos por cepas especificas
sugiere su posible aplicacion como bioprotectores de alimentos frente a
hongos y bacterias patégenas o deteriorantes (Garcia-Cano et al. 2019; Sadiq
et al. 2019; Siedler, Balti y Neves, 2019). La presencia de BAL en la leche

cabra aporta propiedades aromatizantes, texturizantes, inhibitorias de
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microorganismos patdgenos y promotoras de salud (Cho et al. 2018; Yurliasni
et al. 2019); aspectos beneficiosos de ciertas cepas como reduccion de niveles
de colesterol (Verruck, Dantas y Prudencio, 2019), alivio de sintomas de colon
irritable (Rodriguez et al. 2018), potencial antioxidante (Haskito, Mahdi, y
Noviatri, 2020) e inhibicion de microorganismos patégenos (Yazdi et al. 2017),
lo que motiva su investigacion en el desarrollo de nuevos probiéticos. De alli
que el uso de BAL en productos derivados y la promocién de sus beneficios
para la salud y calidad del alimento constituyen una excelente opcion para

incrementar su valor.

Género Lactobacillus.

Los lactobacilos pertenecen al grupo de las BAL, agrupan varios géneros
con caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y metabolicas comunes. La
familia Lactobacillaceae actualmente esta constituida por 25 géneros
diferentes con cerca de 261 especies, siendo el género Lactobacillus el mas
estudiado. Son cocos o bacilos Gram positivos, y producen acido lactico como
anico o principal producto de la fermentacién de los hidratos de carbono

(Hammes y Hertel, 2006).

Los miembros del género Lactobacillus, morfologicamente presentan forma
de bacilo o baston Gram positivos, con un tamafo que varia entre: 0,5 a 1,2
pm por 1,0 a 10,0 uym; también pueden encontrarse como cocobacilos,

bastones curvados o0 coriniformes, con una disposicién en cadenas o
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individual. No producen esporas, pueden ser anaerdbicos, microaerdfilos o
aerotolerantes; son oxidasa, catalasa y bencidinas negativa, carecen de
citocromos (Robinson, 2016). Existen algunas especies mdéviles debido a la
presencia de flagelos peritricos, ciertos miembros pueden ser nitrato
reductores. Con respecto a la temperatura 6ptima de crecimiento pueden ser
mesofilos o termdfilos. Existe variacion a nivel de especie con respecto a la
capacidad de crecer a 10 y 45 °C. En cuanto a la fermentacion, pueden generar
L-acido lactico, D-acido lactico o una mezcla de ambos isbmeros, y se los
distinguen entre categorias: homofermentativos estrictos, heterofermentativos
estrictos y heterofermentativos facultativos. En referencia al pH 6ptimo de
crecimiento este oscila entre 4,5y 6,2. Algunas especies pueden crecer a pH

3,2 y otras a pH 9,6 (Zheng et al. 2020).

Actualmente los lactobacilos no solo tienen importancia por su papel en la
produccion de alimentos fermentados sino también por la capacidad
antimicrobiana de las bacteriocinas que producen y que ha sido objeto de
investigacion (Strahini¢ et al. 2007). En las dltimas décadas, los lactobacilos
han recibido gran atencion, particularmente las especies utilizadas como
cultivos iniciadores, debido a su importancia comercial. La ciencia y la
tecnologia se han enfocado en aislar nuevas cepas con el fin de estudiar sus
potencialidades como cultivos iniciadores o como ingredientes para alimentos
con potencial funcional. Se ha reportado que los lactobacilos usados en

bebidas fermentadas influyen notablemente en los cambios quimicos,
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bioquimicos y sensoriales de los productos en los cuales se encuentran o se
adicionan (Hayaloglu, Guven, Fox y McSweeney 2005). Los lactobacilos tienen
diferentes beneficios como actividad proteolitica, lipolitica, amilolitica,
conservadora y antimicrobiana que se considera probidtica por los efectos
beneficiosos que le dan al hospedero. Los péptidos producto de la excrecion
bacterial han sido aislados y caracterizados, observando un potencial biol6gico
debido a sus propiedades inmnomoduladoras, conservadoras Yy
bioreguladoras muy utiles para ciencia y tecnologia de alimentos y la industria

alimentaria.

Hipotesis.

La leche de cabra posee bacterias acido lacticas del género Lactobacillus con

potencial uso tecnologico y probiotico.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describe el tipo, disefio y enfoque de la investigacion
seleccionada, los participantes del estudio, el lugar de la investigacion y los
instrumentos que se emplearan para recolectar los datos. Igualmente, se
indica el procedimiento que se seguira para el analisis e interpretacion de los

datos.

Tipo de investigacion

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacion estan relacionados con el
logro esperado durante el proceso de investigacion. En tal sentido, esta
investigacion es de tipo exploratorio y descriptivo porque constata cOmo es 'y
como se manifiesta un fendmeno y sus componentes a traves de la medicién

de uno o mas de sus atributos.

Disefio de la investigacion
La misma sigue un disefio experimental bajo un enfoque cualitativo, el cual
consistird de un nimero determinado de pruebas bajo condiciones controladas

en el laboratorio, dénde se recopilara la informacion necesaria, para demostrar
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la presencia de lactobacilos con interés tecnoldgico y probiético a partir de
leche de cabra adquirida en un expendio de productos lacteos de la ciudad de

Mérida.

Poblacién y Muestra

La poblacion estd comprendida por la leche obtenida en las diferentes
unidades de produccién caprina existentes en la ciudad de Mérida. La muestra
estara representada por 5 muestras de 500 mL adquiridas en un expendio de
productos lacteos ubicadas en la Avenida Las Américas sector la Humboldt del

estado Mérida entre los meses de febrero a junio de 2022.

Sistema de Variables.

Variable dependiente
Las propiedades tecnoldgicas y probidticas presentes en los aislados

obtenidos

Variable independiente
La presencia de Bacterias del género Lactobacillus en la leche de cabra

expendida en la ciudad de Mérida.

42



Materiales y Métodos.

Recoleccion y transporte de las muestras.

Se contactd a los distribuidores y se consulté la posibilidad de adquirir
muestras de leche de cabra sin pasteurizar. Se establecio el dia viernes para
la busqueda de las muestras, las cuales fueron recolectadas en frascos de
vidrio estériles de 500mL. Las muestras fueron adquiridas a primera hora de
la mafiana y trasladadas bajo refrigeracion en cavas de anime hasta
Laboratorios ProBioVital C.A. ubicado en el sector Chamita de la Ciudad de
Mérida, Municipio Libertador del estado Mérida, lugar donde se desarroll6 la

investigacion.

Procesamiento microbiol6gico de las muestras.

Los frascos de vidrio fueron desinfectados externamente con alcohol. Para
el aislamiento preliminar los frascos fueron agitados con la finalidad de
homogeneizar el producto y garantizar la distribucién uniforme de sus
componentes, se abrié asépticamente bajo la proteccién del mechero, se
recolectd 1 mL de leche de cabra y se inoculd en tubos de 10 mL caldo MRS
por triplicado (Moreno et al. 2011), los cuales fueron incubados en

microaerobiosis a 35 +/- 2 °C durante 48 horas.

Con los cultivos obtenidos, se realizaron diluciones seriadas y se inoculo
100 pL en placas de agar Man Rogosa Sharpe (MRS) para luego incubarlas a
37° C por 48 horas en microaerobiosis (Figura 4). Paralelamente se inocularon
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placas de agar MRS utilizando la técnica de agotamiento en cuatro cuadrantes

(Moreno et al. 2011).

Figura 4.- a) Proceso de acondicionamiento de material, preparacion de
medios y esterilizacién. b) Aislamiento y seleccién de los posibles aislados de

Lactobacillus para las pruebas.

Identificacién preliminar de los aislados.
A partir de las placas de agar MRS, se seleccionaron aleatoriamente
colonias con caracteristicas macroscopicas sugestivas de las bacterias acido

lacticas, tales como: colonias pequefias, convexas, lisas, con bordes definidos,
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opacas Yy sin pigmentos (Kandler y Weiss, 1986; Settanni y Moschetti, 2010),

a las cuales se les realizaron la tincién de Gram y la prueba de catalasa

Las cepas identificadas como bacilos o cocobacilos, Gram positivos,
catalasa negativa, fueron inoculadas en placas de agar MRS e incubadas a
37°C en microaerobiosis durante 48 horas para su conservacion (Kandler y

Weiss, 1986).

Evaluacion de la capacidad tecnoldgica in vitro de las cepas de

bacterias acido lacticas

Produccion de gas

Para detectar la capacidad de produccion de gas de los aislados, se usaron
tubos de ensayo con 10 mL de caldo nutritivo suplementado con lactosa al 5%
con campana de Durham y se adicionaron 100 pL de cultivo de la cepa
correspondiente ajustado a la turbidez del tubo 3 Mc Farland (9.0 x 108
UFC/mL), se mezclé con ayuda de un vortex. Los tubos se incubaron durante
4 dias a 30°C. La produccion de gas en el medio liquido fue registrada de
acuerdo al grado en el que la campana Durham se llen6 de gas, segun la
siguiente escala: 0 = ausencia de gas en la campana Durham; 1 = presencia
de burbuja en la punta de la campana; 2 = 1/3 de la campana llena con gas; 3
= 2/3 de la campana con gas; 4 = campana Durham completamente llena de

gas.
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Tipo de fermentacion.

A partir de un cultivo puro, cada aislado fue inoculado mediante la técnica
de cuatro cuadrantes sobre medio M5 mejorado propuesto por Zufiga, Pardo
y Ferrer (1993), posteriormente se incubaron a 35°C en condiciones
microaerofilicas. Se consideran homol&cticas aquellas colonias azul-verdoso
con vire del medio de azul a amarillo, mientras que los lactobacilos
heterolacticos son aquellas colonias de color blanco que no provocan cambio

de color en el medio, es decir el medio permanece azul (Figura 5).

Figura 5: Tipo de fermentacion en medio M5 mejorado. a) Colonias
homolacticas, b) Colonias heterolacticas. Fuente Ramirez y Vélez (2016).
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Actividad proteolitica.

Para evaluar la actividad proteolitica, los aislados bacterianos se sembraron
en agar Plate Count suplementado con leche descremada al 1% (Beerens y
Luquet, 1990). Las placas se incubaron a 7 °C durante 10 dias y a 37 °C por
48 horas, la presencia de halo transparente (Figura 6) alrededor de las colonias

es indicativo de actividad proteolitica (Inat y Montes 2016).

Figura 6: Actividad proteolitica de los aislados en agar Plate Count
suplementado con leche descremada al 1%. Fuente Inat y Montes (2016).
Actividad celulolitica.

Para evaluar la capacidad celulolitica de las bacterias se utiliz6 el método
reportado por Ortiz y Uribe-Vélez (2011), la técnica se basa en la propiedad
de evidenciar la actividad enzimética de la celulasa, al actuar sobre la
integridad del sustrato carboximetilcelulosa (CMC) y modificar la estructura del
polimero y por este motivo no reacciona con el colorante rojo congo que tifie
la celulosa del medio de cultivo, formando halos de reaccion alrededor de

donde se inocularon las cepas seleccionadas. El procedimiento fue el
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siguiente: Con un asa bacteriologica se inoculo por triplicado cada uno de los
aislados a investigar sobre un medio rico agarizado suplementado con CMC.
Las placas obtenidas se incubaron a 37°C y se realizo6 el revelado a las 24, 48
y 72 horas con una solucién de rojo congo al 3%, durante 20 min, y
posteriormente se decoloré con una solucion de NaCl 1N. Los aislados que

mostraron un halo de decoloracion son las que poseen la enzima (Figura 7).

4

Figura 7: Actividad enzimatica de la celulasa en un medio rico agarizado
suplementado con Carboximetilcelulosa (CMC) celulolitica. Se evidencia un
halo translucido alrededor del crecimiento bacteriano. Fuente: Cerrada y
Jiménez, 2023.

Evaluacion de la capacidad probidtica in vitro de las cepas de bacterias

acido lacticas.

Curvas de Crecimiento bacteriano de los aislados obtenidos en condiciones
normales.
Con la finalidad de obtener un patron de comparacién para las pruebas de

crecimiento con medios suplementados, se determiné la curva de crecimiento
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en condiciones normales de cada uno de los aislados. Se inocularon 20 L de
un cultivo de 48 horas en caldo MRS en tubos de ensayo con 5 mL de caldo
MRS y se incubaron en bafio de agua a 35 +/- 2°C. Se realizaron medidas de
densidad Optica a 560 nm, a tiempo cero, posteriormente cada hora durante
las primeras 6 horas, luego a las 9, 12 y por ultimo a las 24 horas, con los
resultados obtenidos se obtuvieron las graficas correspondientes a la curva de

crecimiento control para cada cepa (Salas, 2013).

Estandarizacion de los in6culos bacteriano.

Segun Alvarado y Diaz (2009), un inéculo de aproximadamente 1.5 x 108
UFC/mL, se considera adecuado para realizar la evaluacion de los potenciales
de las cepas in vitro, por ser la cantidad promedio de bacterias recomendable
gue debe consumirse para lograr los efectos benéficos buscados. El inoculo
estandarizado se obtuvo a partir de crecimiento de las cepas en agar MRS a
37 °C por 48 horas, tomando pequefias porciones de colonias vy
resuspendiéndolas en solucidn salina fisiologica estéril hasta alcanzar una

turbidez equivalente al patrén de Mc Farland n° 1 (3.0 x 108 UFC/mL).

Resistencia a la acidez gastrica.

Se tomé 20 pL del inoculo estandarizado de cada aislado y se vertié en tubos
de 3 mL con caldo MRS ajustado con HCL a diferentes pH 2,0; 3,0 y 4,0
respectivamente. Los tubos se incubaron en bafio de agua a 37 + 2 °C,

realizando medidas de densidad oOptica (DO) a una absorbancia de 560 nm a
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los tiempos O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12 y 24 horas para obtener las curvas de
crecimiento respectivas (Cueto, Acufia y Valenzuela, 2010). Las cepas
capaces de aumentar su medida de absorbancia, se consideraron posibles

bacterias elegibles.

Tolerancia a las sales biliares.

Para esta prueba, se inocularon 20 pL del inoculo estandarizado de cada
aislado en 3 mL de caldo MRS (pH: 6,4) suplementado con sales biliares al 0,1
%; 0,15%; 0,3 % y 0,5 % respectivamente Los tubos obtenidos se incubaron
en bafo de agua a 37 = 2 °C, realizando medidas de densidad optica (DO) a
una absorbancia de 560 nm a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12 y 24 horas,
para obtener las curvas de crecimiento respectivas (Cueto, Acuia y
Valenzuela, 2010). Las cepas que fueron capaces de aumentar su numero

celular, se consideraron como posibles bacterias elegibles.

Actividad antagonica sobre bacterias de referencia internacional.

Para el desarrollo de esta prueba se utilizaron las siguientes cepas de
referencia Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus acidophilus ATCC
610, Streptococcus mutans ATCC 656 y un ailado clinico se muestra

identificado como Salmonella sp.
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Se inocularon tubos con 9 mL de agar MRS fundido y temperado a 45°C
con 20 pL del inoculo estandarizado de cada aislado, se mezcl6 hasta
homogenizar y se sirvieron en placas de Petri. Se dej6 solidificar el agar y se
incubé durante 48 horas a 37°C en microaerobiosis, posteriormente se
colocaron 9 pL de una suspension celular equivalente al patrén 0,5 McFarland
(1,5 x 108 UFC/mL) obtenida a partir de cada cepa de referencia a evaluar, se
permitié que se absorbiera y las placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C
en aerobiosis. Se realiz6 la lectura de los resultados, observando la presencia
0 ausencia de crecimiento de la cepa ensayada (Aparicio, 2016).

Pruebas bioquimicas de identificacion

La identificacion fenotipica de las cepas aisladas, se realizO mediante el
sistema de galerias miniaturizado APl 50 CH (BioMérieux, Inc., Hazelwood
Missouri, E.U.), destinado al estudio del metabolismo de hidratos de carbono
para la identificacion del género Lactobacillus y otros microorganismos
proximos (De Roissart y Luquet, 1994). Las galerias estan formadas por 50
microtubos distribuidos en 5 columnas, el primer microtubo es el control
negativo y los siguientes contienen diferentes azucares; las cuales son
hidratadas con una suspension estandarizada de la bacteria a identificar
(Figura 8). La Lectura e interpretacion de las pruebas se realizd por la
observacion de un viraje del purpura de bromocresol de morado a amarillo,
indicando acidificacion del medio, asi como, el cambio de color a negro en el
microtubo de la prueba esculina. Estos cambios constituyen el perfil

bioguimico que es introducido en el programa informéatico APIWEB® 3,2
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(BioMerieux SA, Marcy) para obtener las posibles identificaciones de acuerdo

a la similitud con un banco de datos almacenado (Moreno et al., 2011).

Conservacién de las cepas aisladas.

Luego de la caracterizacion de los aislados, se recolectaron, colonias y se
inocularon en tubos de caldo MRS y se incubaron en microaerobiosis a 37°C
por 48 horas. Transcurrido este tiempo se centrifugaron a 4000 rpm durante
15 minutos, se descarto el sobrenadante, se conservo el sedimento bacteriano
en porciones de 100 pL en tubos Eppendorf con 100 pL de glicerina liquida

estéril y se congelaron a -18°C (Salas, 2013).

Relleno de
los pocillos

g

48ha37°C

Lectura
Interpretacion
APIWEB & 3.2

Figura 8: Procedimiento para la identificacién bioquimica de los aislados
seleccionados.
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Disefio de analisis
Los datos que se recolectaron del procesamiento microbioldgico y evaluacion

de la capacidad probidtica in vitro de los aislados fueron procesados mediante

técnicas de estadistica descriptiva y representadas en tablas y gréaficos
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion preliminar de los aislados.

En lineas generales, se observo crecimiento abundante en todos los tubos de
caldo MRS utilizados para el pre enriquecimiento. A partir de las 5 muestras
analizadas se obtuvo un total de 89 aislamientos bacterianos,
morfolégicamente compatibles con cocos Gram positivos (n=23) y forma
bacilar o cocobacilos Gram positivos (n=66). De estos se seleccionaron al
azar, 16 colonias a razén de 8 bacilos y 8 cocobacilos, Gram positivos,

catalasa negativa.

Evaluaciéon de la capacidad tecnoldgicain vitro de las cepas de bacterias

acido lacticas.

En la tabla 2 se presentan los resultados de la evaluacién de la capacidad
tecnoldgica de las cepas presuntivamente BAL aisladas a partir de leche de
cabra. Se puede observar un predominio de bacterias homofermentativas 12
(75%) respecto a las heterofermentativas 4 (25%). De cuatro aislados
heterofermentativos 3 produjeron (6, 11 y 15) gas completamente y uno fue
leventemente productor de gas (10). Al analizar la actividad proteolitica solo 5

(31,25%) aislados resultaron negativos a la prueba y 8 (50%) presentaron

54



actividad

celulolitica,

donde

se incluyen los

heterofermentativos (6, 10, 11y 15).

cuatro

aislados

Tabla 2. Pruebas fisiologicas y bioquimicas para evaluar la capacidad
tecnoldgica de los aislados obtenidos de leche de cabra.

Aislado

© 00 N OO 0o b~ W N PP

e T e o
o 0 M W N B O

Tipo de Actividad Produccion Actividad
Fermentacién proteolitica de Gas celulolitica
Homolactica + 0 +
Homoléactica + 0 -
Homolactica - 0 +
Homolactica - 0 -
Homolactica - 0 -
Heterolactica - 4 +
Homolactica - 0 +
Homolactica + 0 -
Homolactica + 0 -
Heterolactica + 2 +
Heterolactica + 4 +
Homolactica + 0 -
Homolactica + 0 -
Homolactica + 0 -
Heterolactica + 4 +
Homolactica + 0 +
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Evaluacion de la capacidad probidtica in vitro de las cepas de bacterias
acido lacticas.

Para la evaluacion de las propiedades probidticas se seleccionaron 8 cepas;
cuatro homolacticas y cuatro heterolacticas, tomando en cuenta los resultados
de las pruebas tecnoldgicas. Una vez desarrolladas las curvas de crecimiento
y obtenidos los valores de absorbancia en el tiempo, se construyeron las
graficas para cada aislado, como se muestra en las figuras 9 hasta la 16.
Todas las cepas presentaron una fase de adaptacion prolongada promedio de
4,5 horas, caracteristica del género Lactobacilos para luego comenzar la fase
de crecimiento exponencial hasta alcanzar una densidad 6ptica promedio de
1,644 a las 24 horas, correspondiente a un contaje aproximado de 4 x 10!
UFC/mL. Solo el aislado 15 presentd las medidas de absorbancia mas bajas

alcanzando una D.O. de 1,088 a las 24 horas.
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Curva de crecimiento control del aislado 2
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 9: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 2 en
caldo MRS pH 6,5
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Curva de crecimiento control del aislado 3
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 10: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 3
en caldo MRS pH 6,5

Curva de crecimiento control del aislado 5 en caldo MRS
pH 6.5
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Figura 11: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 5
en caldo MRS pH 6,5
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Curva de crecimiento control del aislado 6
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 12: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 6
en caldo MRS pH 6,5

Curva de crecimiento control del aislado 8
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 13: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 8
en caldo MRS pH 6,5
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Curva de crecimiento control del aislado 10
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 14: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 10
en caldo MRS pH 6,5

Curva de crecimiento control del aislado 11
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 15: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 11
en caldo MRS pH 6,5
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Curva de crecimiento control del aislado 15
en caldo MRS pH 6.5
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Figura 16: Curva de crecimiento en caldo MRS pH 6,5 obtenidas para el aislado 15
en caldo MRS pH 6,5
Determinacién de la Resistencia a |4 acidez géastrica.

Una de las pruebas que deben superar los microorganismos para ser
considerados probidticos, es lograr mantenerse viables durante su paso por el
estdbmago y la presencia de los acidos géstricos. Las figuras 17 a la 24,
muestran el comportamiento de las cepas en estudio, al ser cultivadas en caldo
MRS ajustado a los cuatro pH evaluados. Se obtuvo una DO promedio a las
24 horas de 0,354 para pH2; 0,450 para pH3 y 0,567 para pH4, frente a una
DO de 1,644 en condiciones normales es decir a pH 6,5. Puede observarse
que los aislados lograron desarrollar una curva de crecimiento similar a la

obtenida en condiciones normales, pero con medidas de absorbancia mucho
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mas bajas, lo que indica que su crecimiento es afectado por las variaciones de
pH, evidenciandose los menores contajes a pH 2. Solo se observd un
comportamiento diferente en el aislado 15 donde se obtuvieron valores de DO
superiores a la curva control en los cultivos de MRS ajustado a pH4. Sin
embargo, es importante destacar que a pesar de que no alcanzan contajes
cercanos al crecimiento de la curva control, estos se mantienen viables en el
tiempo, mostrando la capacidad a resistir la acidez durante tiempos
prolongados. Parametro esperado para ser consideradas potencialmente

probioticas.

Curva de crecimiento del aislado 2 en caldo MRS ajustado
a pH 2, 3y 4 respectivamente
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—e—PH2
0,125 —e—PH3

PH 4
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0,062 —8— CONTROL

0,031

0,016

0,008
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Figura 17: Curva de crecimiento del aislado 2 en caldo MRS ajustados a pH
2,3y4.
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Figura 18: Curva de crecimiento del aislado 3 en caldo MRS ajustados a pH

2,3y4.
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Curva de crecimiento del aislado 5 en caldo MRS ajustado a pH 2,

3y 4 respectivamente
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Figura 19: Curva de crecimiento del aislado 5 en caldo MRS ajustados a pH

2,3y4.
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Curva de crecimiento del aislado 6 en caldo MRS ajustado a pH 2,
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Figura 20: Curva de crecimiento del aislado 6 en caldo MRS ajustados a pH

2,3y4,
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Figura 21: Curva de crecimiento del aislado 8 en caldo MRS ajustados a pH

2,3y4.
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Curva de crecimiento del aislado 10 en caldo MRS ajustado a pH
2, 3y 4drespectivamente
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Figura 22: Curva de crecimiento del aislado 10 en caldo MRS ajustados a
pH 2, 3y 4.

Curva de crecimiento del aislado 11 en caldo MRS ajustado a pH
2, 3y 4 respectivamente
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Figura 23: Curva de crecimiento del aislado 11 en caldo MRS ajustados a
pH 2, 3y 4.
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Curva de crecimiento del aislado 15 en caldo MRS ajustado a pH
2, 3y 4drespectivamente
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Figura 24: Curva de crecimiento del aislado 15 en caldo MRS ajustados a
pH 2, 3y 4.
Determinacion de la Tolerancia a las sales biliares.

Una vez que el microorganismo logra superar la barrera gastrica, se
encuentra con otros agentes inhibidores representados por las sales biliares.
Los resultados obtenidos en el laboratorio fueron transformados a gréficas, las
cuales se muestran en las figuras 25 a 32. Graficamente, puede observarse
que todas las cepas conservan la fase de adaptacion caracteristica del género
Lactobacillus para luego comenzar la fase de crecimiento exponencial, con
valores de absorbancia cercanos a la curva control, conservando una pequefia

distancia a medida que aumenta la concentracion de sales biliares.
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Con respecto a los valores de DO alcanzado a las 24 horas, puede
observase una relacion inversamente proporcional, ya que a medida que
aumenta la concentracion de sales biliares disminuye el valor de absorbancia,
es asi que los valores promedio obtenidos fueron 1,553 para 0,05%; 1,475
0,10%; 1,305 0,15% y 1,173 0,30% de sales biliares con respecto a un

control de 1,644, siendo el aislado 15 el cual mostr6 D.O. mas bajas.

Curva de crecimiento del aislado 2 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,1%; 0,15 % vy 0,3 %
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Figura 25: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 2 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.
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Curva de crecimiento del aislado 3 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,1%; 0,15 %y 0,3 %
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Figura 26: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 3 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.

Curva de crecimiento del aislado 5 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al0,05 %; 0,1%5; 0,15 % vy 0,3 %
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Figura 27: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 8 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.
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Curva de crecimiento del aislado 6 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,19, 0,15 % vy 0,3 %
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Figura 28: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 6 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% vy 0,30%.

Curva de crecimiento del aislado 8 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,1%5; 0,15 %6y 0,3 %6
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Figura 29: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 8 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.
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Curva de crecimiento del aislado 10 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %26; 0,1%; 0,15 % y 0,3 %
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Figura 30: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 10 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.

Curva de crecimiento del aislado 11 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,1%; 0,15 % y 0,3 %
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Figura 31: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 11 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.
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Curva de crecimiento del aislado 15 en caldo MRS suplementado
con sales biliares al 0,05 %; 0,1%; 0,15 % vy 0,3 %
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Figura 32: Curva de crecimiento obtenidas para el aislado 15 en caldo MRS
pH 6,5 suplementado con sales biliares a 0,05%, 0.1%, 0,15% y 0,30%.
Actividad antagonica de las BAL sobre bacterias de referencia
internacional.

El antagonismo microbiano se refiere a la competencia entre los
microorganismos, esta competencia resulta beneficiosa para el individuo, pues
su microbiota evita el crecimiento de patégenos mediante procesos como
produccion de sustancias que afectan la colonizacion de estos, cambios de pH

y disponibilidad de oxigeno y nutrientes (Salas 2013).

Luego de realizar el procedimiento experimental y esperar los tiempos de
resolucion, los resultados se plasmaron en la tabla 3. Los aislados 10 y 11 no
presentaron actividad antagdnica contra ninguno de los monitores biolégicos

utilizados, mientras que los aislados 5, 6 y 8 mostraron actividad antagdnica
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contra el 75%. El resto de aislados presentaron actividades intermedias,
siendo del 50% para el aislado 1; los aislados 2, 3 y 15 presentaron tanto

actividad total como parcial ante tres bacterias de referencia (tabla 4).

Tabla 3. Actividad antagdnica de los aislados en estudio frente a bacterias de
referencia internacional.
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Los aislados 5, 6 y 8 expresaron mayor actividad antagénica contra las
bacterias Gram positivas: S. aureus (ATCC 25923), S. mutans (ATCC 656),

L. acidophilus (ATCC 610) y las Gram negativas E.coli (ATCC 35218) y P.
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aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella sp. (Aislado clinico), aunque no

presentaron inhibicién en E. coli (ATCC 25922) y en E. fecalis (ATCC 29212).

Tabla 4. Actividad antagénica de los aislados en estudio frente a bacterias
patégenas segun el numero de monitores biolégicos implicados en un tipo de

inhibicion.
Actividad Antagdnica
° Inhibicion total Inhibicion Ausencia de
é parcial Inhibicion
n % n % n %
2 1 12,5 2 25,0 5 62,5
3 1 12,5 2 25,0 5 62,5
5 6 75,0 1 12,5 1 12,5
6 6 75,0 1 12,5 ! 12,5
8 6 75,0 1 12,5 1 12,5
10 0 0,0 0 0,0 8 100,0
11 0 0,0 0 0,0 8 100,0
15 1 12,5 1 12,5 6 75,0

n= monitores bioldgicos implicados en el tipo de inhibicién.

Pruebas bioquimicas de identificacion

Por ultimo, concluidas las pruebas tecnoldgicas y probiotica se procedié a

realizar la seleccion de los tres mejores aislados en funcion los resultados

mostrados en la tabla 6 y a la cantidad de galerias API disponibles. La tabla 5
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muestra el resultado de la identificacidon bioquimica mediante el sistema de
galerias API 50CH y el programa computarizado ApiWeb de los aislados 5, 6
y 8.. Se obtuvieron tres especies diferentes Lactobacillus plantarum
actualmente reconocido como Lactiplantibacillus plantarum es una bacteria de
la familia Lactobacillaceae. Por su parte, L. acidophilus forma parte de la
microbiota humana natural y por ultimo, Lactobacillus casei, es una bacteria

gue posee el estatus GRAS.

Tabla 5. Identificacion bioquimica de los aislados seleccionados.

Porcentaje de

Cepa Identificacion bioquimica S
confiabilidad
Control
ATCC 8014 Lactobacillus plantarum 99.9%
5 Lactobacillus plantarum 2 96.0%
6 Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2 97.0%
8 Lactobacillus acidophilus 3 97.9%
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Tabla 6. Compendio de pruebas tecnoldgicas y probidtica de los tres aislados

bioquimica.
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Curva de

crecimiento 1,771
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pH2 0,290
N
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©
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CAPITULO V
DISCUSION

El hombre requiere ingerir frecuentemente alimentos para garantizar su
subsistencia y por ende la perpetuidad de su especie, tal necesidad le ha llevado a
descubrir inumerables tipos de alimentos y a transformarlos para hacerlos mas
duraderos. Como mamifero desde antes de su nacimiento, la madre sabe que
cuenta con el alimento principal que garantizara su nutricion, sin embargo, en
muchos casos la demanda supera la disponibilidad, por lo que hace necesario
recurrir a leche de otros origenes, particularmente leche vacuna para asegurar la
alimentacion de la cria (Salas 2013, Saxena, 2015). La incorporacion de la leche
vacuna y sus derivados a la dieta de los humanos data de tiempos inmemoriales,
pese a esto, actualmente se reconocen efectos nocivos tanto ambientales como en
la salud del consumidor, lo que ha derivado en el estudio de leche de otros
mamiferos como la cabra como una posible alternativa nutricional y de
microorganismos que no solo participan en la transformacion de la materia prima a
través de la excrecion de metabolitos, sino que también contribuyen al
restablecimiento del equilibrio de la microbiota del ser vivo que lo consume
favoreciendo su estado de salud tales afirmaciones son avaladas por autores como
Halein 2004, Sanz 2007 y Kumar, 2016, en un todo con la revision exhaustiva de

numerosos articulos de investigacion que lo soportan.

En la caracterizaciéon preliminar de los aislados los resultados obtenidos en esta
investigacidon mostraron comportamientos fisiolégicos muy heterogéneos. Para el
tipo de fermentacion se obtuvo un 75% de bacterias homofermentativas, resultados
gue se corresponden con los hallazgos realizados por Salas 2004, Moreno et al.
2011; Zapata 2017 y Hernandez et al. 2018 quienes observaron prevalencia de
bacterias homolacticas al investigar la presencia de lactobacilos en diferentes
muestras de alimentos o fluidos biolégicos sanos. Por otra parte, solo los aislados
6,10, 11 y 15 fueron heterofermentativos con pruebas positivas para la produccion
de gas, cualidades muy utiles cuando se busca un queso madurado como Gruyére,
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Emmental y Gouda y en quesos azules donde la presencia de cavidades aireadas
son necesaria para permitir el desarrollo de los hongos (Chamba y Perréard, 2002),
en contraposicion a los posibles efectos en quesos frescos donde produccién de
gas no es deseable ya que suele asociarse con condiciones de higiene deficientes

durante el proceso (Fox et al., 2017).

La presencia de actividad proteolitica es comunmente reportada para cepas
obtenidas de fuentes naturales (Gonzalez et al.,, 2010); aunque el género
Lactobacillus no se considera fuertemente proteolitica, su sistema proteolitico es
esencial para el 6ptimo crecimiento en la leche y contribuye significativamente en el
desarrollo del sabor en productos lacteos fermentados, por otra parte, la protedlisis
contribuye a prevenir las alergias producidas por la mala digestién de las proteinas
de la leche y muy frecuente en nifios menores de 3 afos. (Lopez-Kleine y Monnet,
2011; Garcia-Cano et al., 2019). En las pruebas de actividad proteolitica, el 68,75%
de los aislamientos fueron positivos; resultados que se asemejan a los obtenidos
por Morais 2004; Olivera 2011; Moulay, Benlahcen y Kihal, 2013 quienes reportan
aislamientos de especies de Lactococcus, Leuconostoc y Lactobacillus con
capacidad proteolitica superiores al 50%.

Las BAL forman parte de la microbiota habitual del tracto gastrointestinal de los
rumiantes, y se comportan como una gran maquina digestora de los forrajes que
consumen para transformarlos en energia; una caracteristica tecnolégica de interés
en el area de la alimentacion animal es la actividad celulolitica, los inoculantes
microbiales para ensilaje son seleccionados por sus propiedades biotecnoldgicas a
partir de BAL que se aplican para dominar la fermentacion natural del cultivo que
esta ocurriendo en el silo o sustrato, logrando controlar su entorno producen acido
lactico, acido acético, etanol y dioxido de carbono (Contreras y Marsalis y Leonard,
2009). La capacidad de producir enzimas celuloliticas por parte de los lactobacilos,
otorga un valor agregado y los posiciona como posibles ingredientes en los
inoculantes utilizados para controlar el proceso de conservacion de los silajes; en
este trabajo, el 50% de los aislados mostraron poseer la capacidad de degradar la

celulosa, y por ende transformarla en un producto con mayor biodisponibilidad para

78



el metabolismo de los rumiantes (Contreras, Marsalis y Leonard, 2009; Quifiones,
Cardona y Castro, 2020).

En otro orden de ideas, cuando se busca un microorganismo con potencial uso
biotecnoldgico, se plantea la determinacion de parametros que satisfagan ciertas
necesidades, que garanticen producciones apropiadas en los menores tiempos, y
permitan evaluar las variaciones cinéticas al cambiar las condiciones de cultivo
(Neubeck et al., 2015; Arana, Orrufio y Barcina, 2012). Sin embargo, desde el punto
de vista probidtico, para que un microorganismo ejerza su funcién probidtica es
necesario que sea capaz de colonizar el intestino delgado, pero antes de llegar a
ese destino, el microorganismo debe superar el estrés generado por el bajo pH del
estdbmago y luego por el contacto con las sales biliares. Existen numerosas
metodologias para demostrar in vitro la resistencia de los microorganismos a la
acidez gastrica y a las sales biliares; sin embargo, es ampliamente reconocido que
sus resultados solo son un acercamiento a la realidad gastrointestinal, ya que los
microorganismos probidticos por lo general ingresan al tracto intestinal inmersos en
una matriz alimentaria o un producto farmacéutico que les protege de la adversidad
gastrointestinal (Salas, 2013). A partir de las curvas de crecimiento obtenidas tanto
en condiciones normales como bajo condiciones selectivas de pH y presencia de
sales biliares evaluados en este trabajo, es posible observar que cada aislado posee
comportamientos propios y Unicos, lo que permite inferir que pudieran pertenecer a
diferentes especies. Una investigacion realizada por Ramirez y Vélez, 2016 destaco
gue la selecciéon de microorganismos, es muy importante obtener las curvas de
crecimiento, ya que estas nos permiten evaluar el comportamiento del aislado en el
tiempo y determinar variaciones importantes como por ejemplo, la extension de la
fase de adaptacion y los contajes microbianos; parametros Gtiles a la hora del disefio
de un cultivo iniciador o un alimento funcional; asi como su seleccion mediante las
propiedades biotecnoldgicas que garanticen su implantacion y colonizacion del sitio
de accién y lograr el restablecimiento de la eubiosis a través de la excrecidon

metabolitos utiles (Contreras, Marsalis y Leonard, 2009).
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Entre las funciones que se le atribuyen a las BAL destacan la produccion de
sustancias inhibidoras contra posibles competidores o patdégenos; tales sustancias
no deben ser toxicas, ni producir metabolitos secundarios en células eucariotas
(Parra Huertas, 2010; Saxena, 2015; Heredia-Castro, 2017). Numerosos estudios
evaltan la actividad antagonica de las BAL aisladas de diversas fuentes, en esta
investigacion la mayor capacidad antagonica se evidencio en los aislados 5, 6 y 8;
Un estudio realizado por Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005), en Colombia,
determind que los extractos crudos y centrifugados de y L. plantarum poseen
actividad antibacteriana sobre cepas de Salmonella sp. y E. coli; presentando L.
plantarum una mayor inhibicién del crecimiento bacteriano respecto a L. brevis,
dicho comportamiento se corresponde con lo observado en los aislados 9, 10, 11,
12, 13, 14 y 16, que presentaron menor actividad antagoénica y los aislados 1, 2, 3,
4y 15 los cuales presentaron mediana actividad contra las bacterias de referencia
evaluadas; lo que ratifica la coexistencia de BAL con alta y baja actividad antagénica
gue potencia la accion bactericida frente a patdgenos bacterianos (Serna y Cock,
2017).

Se obtuvieron tres especies diferentes de Lactobacillus. L plantarum actualmente
Lactiplantibacillus plantarum comunmente encontrado en productos fermentados
(Marakova et al., 2006; Zheng et al., 2020), y reconocido como un excelente
antagonista de numerosas bacterias (Lim et al. 2020) formando parte los
lactobacilos mas utilizadas en el area de la salud por sus reconocidas propiedades
probidticas (Bosch 2011). Por su parte, L. acidophilus forma parte de la microbiota
humana natural, ha sido aislado de cavidad bucal, aparato digestivo y vagina; es
una de las principales especies comerciales de BAL disponible en productos que
incluyen leche, yogur, formulas infantiles y suplementos dietéticos con efectos
probidticos. (Bull, Plummer, Marchesi y Mahenthiralingam 2013). Y por ultimo,
Lactobacillus casei, es una bacteria que posee el estatus GRAS, ademas de
catalogarse como probiotico, actian directa o indirectamente sobre bacterias

patdgenas Gram-negativas en el tubo digestivo, actuando por competicion fisica o
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de nutrientes, por secrecion de bacteriocinas, produccion de acidos o por inmunidad

cruzada (Jurado-Gamez et al., 2014)
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 89 aislados de las cinco muestras de leche de cabra no
pasteurizada, donde morfolégicamente 23 (25%) fueron cocos Gram

positivos y 66 (75%) fueron bacilos y cocobacilos Gram positivos.

De los 16 aislados seleccionados al azar, el 75% fue homofermentativo y el
25% heterofermentativas, algunas presentaron actividad celulolitica o
proteolitica.

Al evaluar la tolerancia a la acidez, los 8 aislados seleccionados lograron
desarrollar una curva de crecimiento similar a la obtenida en condiciones
normales, pero con medidas de absorbancia mas bajas, lo que indica que su
crecimiento es afectado por las variaciones de pH, pero logran conservar la

viabilidad en el tiempo evaluado.

Con respecto a las sales biliares, se observaron medidas de D.O. mas
cercanas a la curva patron, mostrando una relacion inversamente
proporcional ya que a medida que aumento la concentracién de sales biliares
disminuyeron las medidas de absorbancia, lo que indica que los aislados

seleccionados son levemente afectados por la presencia de las sales biliares.

Los aislados 5, 6 y 8 expresaron la mayor actividad antagdnica, tanto contra
bacterias Gram positivas como S. aureus (ATCC 25923), S. mutans (ATCC
656), L. acidophilus (ATCC 610) como Gram negativas como E.coli (ATCC
35218), P. aeruginosa (ATCC 27853) y el aislado clinico Salmonella sp.
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e Selogrod laidentificacion bioquimica de tres cepas de Lactobacillus sp. siendo
el aislado 5 Lactobacillus plantarum, el aislado 6 Lactobacillus paracasei sp.

y el aislado 8 Lactobacillus acidophilus.

e La leche de cabra posee bacterias del género Lactobacillus con un gran

potencial tecnoldgico y probidtico.

RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios
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