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Resumen

En esta investigacion se muestra el proceso detallado elegido para aislar y se-
leccionar bacterias acido-lacticas con potencial probiotico, a partir de un nicho
ecoldgico tipico como es la leche caprina. En la cual se aislaron 5 cepas, siendo
estas las que presentaron las caracteristicas mas cercanas a este grupo de
bacterias, posterior a esto se pasaron a realizar distintas pruebas de seguri-
dad, con el objetivo de evaluar su potencial probiotico, las cuales son: Actividad
acidificante, Produccion de CO,, Produccion de aromas en leche, Capacidad de
inhibicion de patdgenos, Resistencia a la acidez gastrica y actividad hemoliti-
ca. Obteniendo como resultado de estas 5 cepas solo 2 con potencial probio-
tico. Con nuestra investigaciéon observamos que la leche de cabra se puede
utilizar en la fabricacién de una amplia variedad de productos lacteos, también
se puede usar como vehiculo para componentes funcionales como sustancias
“prebidticas o bacterias probidticas”. Sin embargo, en esta los probidticos/pre-
bidticos, sigue siendo minimamente explorados, con respecto a los aspectos
funcionales de los productos lacteos derivados de la leche de cabra.

Palabras claves. Alimento funcional, Bacterias dcido-lacticas, Microflora, Prebiético.

Abstract

This research shows the detailed process chosen to isolate and select lactic
acid bacteria with probiotic potential, from a typical ecological niche such as
goat milk. In which 5 strains were isolated, these being the ones that appeared
the closest characteristics to this group of bacteria, after this, different safety
tests were carried out, with the aim of evaluating their probiotic potential, which
are: Acidifying activity, CO2 production, Milk aroma production, Pathogen inhi-
bition capacity, Resistance to gastric acidity and haemolytic activity. Obtaining
as a result of these 5 strains only 2 with probiotic potential. With our research
we observed that goat milk can be used in the manufacture of a wide variety of
dairy products, it can also be used as a vehicle for functional components such
as “prebiotic substances or probiotic bacteria”. However, in these probiotics/
prebiotics, it is still minimally explored, regarding the functional aspects of dairy
products derived from goat’'s milk.

Keywords: Functional food, Lactic acid bacteria, Microfilora, Prebiotic.
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Introduccion

Considerando las nuevas tendencias de alimentacién a nivel mundial, en los ul-
timos afnos se observa un interés acentuado en los consumidores hacia ciertos
productos que nutreny aportan a la salud y a las funciones fisiol6gicas del orga-
nismo humano. Estas variaciones son los patrones que generan una nueva area
en el desarrollo de la cienciay la nutricién que corresponde a la de los alimentos
funcionales en los cuales se encuentran los “probidticos”. La falta de interés en
la poblacion nacional por la leche caprina 'y sus productos lacteos, por descono-
cer los beneficios nutricionales que ofrecen estos productos. A pesar de la com-
posicion similar a la leche de vaca con respecto a la concentracién de proteinas,
grasas y lactosa, existen diferencias entre ellas que afectan su digestibilidad y
su valor nutricional. Las diferencias entre la composicion de aminodcidos, la
estructura secundaria de las proteinas y las propiedades quimicas de la leche
caprina ayudan a reducir su potencial alergénico en comparacién con la leche
de vaca (Clark & Garcia, 2017).

En los Estados Unidos y en otros paises desarrollados, la leche caprina
es consumida principalmente, por personas con intolerancia a la leche de vaca
0 que padecen trastornos digestivos (Pulina et al., 2018). Las demandas del
mercado de consumo han llevado a la industria lactea a desarrollar productos
destinados a proporcionar componentes funcionales, como la adicién de sus-
tancias prebidticas o bacterias probiéticas (Shori, 2015). La Asociacién Cienti-
fica Internacional de Probioticos y Prebidticos también ha revisado el concepto
de prebidtico, la definicion mas reciente lo considera como un sustrato utiliza-
do selectivamente por los microorganismos huésped que confieren beneficios
para la salud (Gibson et al., 2017). Los alimentos funcionales que contienen
prebidticos y probidticos han despertado el interés de la industria lactea por
razones econdmicas y por la evidencia cientifica relacionada con sus beneficios
positivos para la salud (Balthazar et al., 2017). Por lo tanto, la combinacién de
leche de caprinos e ingredientes funcionales es una de las areas de investiga-
cién mas prometedoras para la industria lactea moderna.

Por todo lo anterior se buscd aislar y seleccionar bacterias acido lacticas
a partir de la leche caprina con el objetivo de evaluar su potencial probidtico, en
los laboratorios del Centro Acuicola y Agroindustrial de Gaira - CAAG — SENA
Magdalena y de esta forma contribuir en insumos para la fabricacién de una
amplia variedad de productos lacteos saludables.
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Metodologia

Esta fue de tipo experimental con un enfoque mixto, donde se buscé de forma
rigurosa obtener las cepas de bacterias acido-lacticas con mayor potencial pro-
bidtico. Para esta se tomaron muestras de leche de cabra criollas provenientes
de la unidad ovino caprino del CAAG. Primero se realizé la determinacion de los
parametros fisicoquimicos de esta; donde se le determiné pH con la ayuda de
un pHmetro, densidad por el método de gravimetria y lactodensimetro, acidez
por titulacién, cenizas mediante el método de calcinacion en mufla, grasas me-
diante el método de Soxhlet, proteinas mediante el método de Kjeldahl y grados
brix con la ayuda de un refractometro.

Segundo se realizé el aislamiento de las bacterias acido-lacticas; me-
diante la técnica de diluciones seriadas (10?2, 10, 104 109, 10°) sembradas
por duplicado, por la técnica de superficie en placa en medio agar Man Rogosa
y Sharpe (MRS), se incubaron de 24 a 48 horas a una temperatura de 35 °C en
condiciones de anaerobiosis, una vez se evidencio el crecimiento se selecciona-
ron diferentes colonias por cada dilucién con el fin de purificar las colonias mas
diferenciadas, posterior a esto fueron sembradas nuevamente en agar MRS por
la técnica de estria cruzada y por ultimo fueron incubadas en condiciones de
anaerobiosis a 35 °C por 24 horas; a cada una de las colonias aisladas y puri-
ficadas se le realiz6 la prueba de tincién Gram propuesta por (Cristian Gram)
para seleccionar las bacterias Gram positivas; asi como también la prueba de la
catalasa y oxidasa, con el fin de obtener bacterias catalasa y oxidasa negativa
caracteristica propia de las BAL, las cepas que cumplieron con estas caracte-
risticas fueron seleccionadas y conservadas en caldo MRS en congelacién a
-20 °C, para posteriormente ser sometidas a pruebas de seguridad que puedan
garantizar su potencial probidtico.

Se realizé la prueba de actividad acidificante para esta se empled como
medio de crecimiento leche ultra-pasteurizada (UHT) en frascos de 50 ml, des-
pués se le inoculd 1% v/v (0.50 ml) de las cepas reactivadas y se incubd bajo las
mismas condiciones descritas anteriormente. La acidez se determiné a las 0, 6,
12y 24 horas de incubacién, por triplicado para cada cepa.

El acido lactico se determiné por medio de titulacion con NaOH al TN y
fenolftaleina como indicador, ademas se evalud el aroma producido de mane-
ra organoléptica, seleccionando las que presentaron aromas tipicos a lacteos
fermentado, prueba de produccion de CO, para esta se utilizaron tubos Pyrex
con 5 ml de caldo MRS estéril y campanas Durham a los cuales se le inocula-
ron 1% v/v de las cepas previamente reactivadas y se incubaron en las mismas
condiciones anteriormente citadas, ademas este procedimiento se realiz6 por
triplicado para cada cepa, prueba para determinar la capacidad de inhibicion de
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patégenos en esta se utilizaron como microorganismos de prueba Escherichia
coliy Salmonella spp., para realizar esta prueba se cultivaron cada una de las ce-
pas ensayadas en caldo MRS estéril, sin agitacion por 24 horas en anaerobiosis.

Las bacterias patdgenas se sembraron en Agar Nutritivo. La actividad an-
timicrobiana se determiné con la técnica de difusion en agar, utilizando discos
impregnados con las cepas aisladas en las cajas inoculadas con los microorga-
nismos patodgenos y se incubaron en anaerobiosis de 24 a 48 horas a 35°C, por
ultimo se midio el diametro de los halos de inhibicion en centimetros, prueba
para determinar la resistencia a la acidez gastrica; para evaluar la capacidad de
las cepas aisladas a sobrevivir en este medio, se ajusté una solucién de caldo
MRS a un pH de 2.5 utilizando HCL al 2N, sometiéndolas a esta acidez duran-
te 24 horas. El resultado de esta prueba se determind por el incremento de la
turbidez del medio, prueba para la evaluacion de la actividad hemolitica en esta
se tomoé la suspensién celular preparada de cada cepa, después fue inoculada
por estria sobre agar sangre con un asa de argolla y se incubaron en dos con-
diciones, unas en anaerobiosis y otra en condiciones aerobias, todas las cepas
fueron sembradas por triplicado y después del tiempo de incubacion, se realiz6
la interpretacion del tipo de hemdlisis observado, basandonos en cada uno de
los tipos de hemolisis como betahemoliticas, alfahemoliticas, o gammahemoli-
ticas (Galarza & Johanna, 2012).

Por ultimo se determind la resistencia a antibidticos en esta se utilizo la
técnica de difusion en placa sobre agar MRS. Luego se inocul6 en profundidad
cada cepa de forma rigurosa a una concentracion de 108 UFC, esta cantidad se
ajustd con la ayuda de la camara de neubauer y una vez el medio se solidificé
se colocaron los discos que contenian los antibioticos a evaluar, estos fueron
Penicilina, Ampicilina y Tetraciclina (Jiménez, 2012).

Resultados

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacién fisico-quimica
de la leche de cabra, con el objetivo de determinar la calidad de esta, lo cual
demuestra que en comparacion con la leche de vaca no es tanta la diferencia,
pero en cuanto a la fraccidon de los componentes grasos esta se diferencia de
la de vaca, ya que es uno de los factores mas claves que le aporta el gran valor
nutritivo y esto es debido a que la hace mas digestible para nosotros los hu-
manos (Verruck et al., 2019). Por lo tanto, estos resultados son de vital impor-
tancia, ya que nos pueden contribuir al desarrollo de productos lacteos funcio-
nales, por lo que esta leche es una mejor matriz para las bacterias probidticas.
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Tabla 1. Resultados fisico-quimicos

Analisis Unidades Método Referencia (Ntc 399 Leche Cruda) Resultado
Humedad, % fraccion m/m % Gravimétrico 86,24
Ceniza, % fraccién m/m % Incineracién 550°C 1,32%
Acidez Titulable expresada como % Volumétrico 013-017 0,14%
acido lactico % m/m
GRASA, % fraccion m/v % Soxhlet Min. 3,0 3,45%
pH Potenciométrico 6,7
indice crioscépico °C Célculo matematico Min (- 0,530 °C) Max (0,510°C) -0,518°C
DENSIDAD g/ml g/ml Gravimétrico 1,030- 1,033 1,038
SOLIDOS TOTALES, % Fraccién m/m % Célculo matematico Min. 11,3 1594
SOLIDOS NO GRA§OS (ext_rgcto seco % Calculo matematico Min. 8,3 8,98
desengrasado), % fraccion m/m
PROTEINA % fraccién m/m % Kjeldahl Min. 2,9 3,6
Lactosa % fraccién m/m % Célculo matematico 4,01

Para la identificacion de las cepas que presentan de bacterias acido-lac-
ticas por morfologia celulary actividad catalasa oxidasa, también se representa
la produccion tanto de aromas como de CO, en leche estéril, todas estas prue-
bas se hicieron la finalidad de ir seleccionando aquellas cepas que presentan
caracteristicas propias de las BAL, que posterior a esto van a pasar por pruebas
de seguridad aun mas especificas que nos garanticen el potencial probiético de

Fuente. Elaboracién propia, 2019

cada una de las cepas seleccionadas (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Morfologia celular, actividad Catalasa y Oxidasa y produccién de aromas y CO,

# Cepa Cadigo
1 LCO1A
2 LCO1B
3 LCo1C
4 LCO2A
5 LC02B

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la actividad acidificante de
las cepas, esta se determind en un rango de horas que iban de 0, 6, 12, 24 horas,
con el objetivo de determinar el porcentaje de acido lactico producido por cada

cepa.
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| Tincién Gram | Catalasa Oxidasa
Bacilos (+) N N
Cocos (+) N N
Bacilos (+) N N
Bacilos (+) N N
Bacilos (+) N N

Produccion de CO,
Presente
Ausente
Ausente
Presente

Presente

Fuente. Elaboracion propia, 2019.

| Produccién | aromas en leche

Presente
Ausente
Presente
Presente

Presente




Tabla 3. Actividad acidificante. Acidez expresada como 4acido lactico % m/m

# Cepa Cadigo Oh 6h 12h 24h
1 LCO1A 0.15 0.34 0.57 0.73
2 LCO1B 0.14 0.24 0.33 0.39
3 Lco1C 0.17 0.31 0.48 0.67
4 LCO2A 0.19 0.41 0.53 0.78
5 LC02B 0.16 0.35 0.46 0.69

Fuente. Elaboracién propia, 2019

Los resultados de la evaluacion y seleccion del potencial probidtico de
las cepas aisladas a partir de las pruebas de seguridad a las cuales se sometie-
ron con el objetivo de escoger a las cepas mas resistente a estas se evidencian
en la Tabla 4; en esta tabla se busco6 determinar el mayor porcentaje de poten-
cial probidtico por cada cepa a través de una tabla descrita por (Tambekar &
Bhutada, 2010). Con la finalidad de obtener los resultados de esta operacién,
por lo que a cada una de las pruebas realizadas se les asigné un puntaje maxi-
mo por condiciéon de (0 a 1) y dependiendo de la actividad de cada cepa, se hallé
el puntaje maximo posible, el cual fue de 8, a partir de este valor se paso6 a una
ecuacion matematica que nos ayudo a determinar el porcentaje por cada cepa.

Tabla 4. Seleccién del potencial probiético segun la asignacion del puntaje correspondiente a la condicién

Resistencia a PEES Resistencia a
Condicién Codigo de | Resistencia a . L. antimicrobi- . Puntaje Potencial
# sales biliaresa | Hemolisis . antibiéticos (P), (AM) I
para evaluar cepas pH 2.5 o ana. E. coli y total probidtico %
0.3% y (TE)
Salmonella
1 LCO1A 0 0 0 0-1 0-0-1 2 25
2 LCO1B 0 0 0 0-0 0-1-0 0 12,5
Indicacién 3 LCo1C 1 1 1 1-1 1-1-0 7 87.5
4 LCO2A 1 1 1 1-1 0-1-1 7 87.5
5 LC02B 0 1 0 1-0 0-1-0 3 37.5

Fuente. Elaboracién propia, 2019 a partir (Tambekar & Bhutada, 2010).

Conclusiones

A través de este trabajo, se pudo comprobar que si es posible aislar bacterias
acido lacticas con potencial probiético, a partir de la leche cruda de caprinos,
en donde se logré aislar 5 cepas, siendo solo 2 las que se pudieron comprobar
hasta el momento su actividad probidtica. Todo este nuevo conocimiento apun-
ta a nuevas posibilidades para mejorar la calidad de los productos alimenticios
elaborados en la Unidad Productiva Agroindustrial del CAAG, mediante la in-
corporacion de nuevos ingredientes alternativos como lo son los microorgan-
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ismos probidticos. Sin embargo, cualquier aporte tecnolégico debe someterse
primero a estudio preliminar tanto técnico como econdémico para garantizar su
viabilidad.
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