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RESUMEN 

 
Se evaluó el efecto de Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis sobre 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y 

Escherichia coli. Para ello, se usaron cepas lácticas y patógenas de casa 

comercial y se aisló cepas patógenas en la Vereda La Victoria, Corregimiento de 

Catambuco al suroccidente del municipio de Pasto, Nariño, Colombia. Se 

determinó el efecto de los antibióticos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina, 

Ciprofloxacina, Gentamicina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y Ampicilina sobre 

todas las cepas (patógenas y lácticas). Se evaluó la inhibición producida por L. 

casei y L. lactis y sus sobrenadantes sobre las bacterias patógenas. Se 

determinaron condiciones gastrointestinales in vitro de crecimiento de las bacterias 

lácticas a tres niveles de pH (2.5, 4.5 y 7),  tres concentraciones de sales biliares 

(0.5, 1 y 2%), dos de bilis bovina (1 y 1.2%), y dos temperaturas (38 y 45°C). 

Igualmente se realizó la cinética de crecimiento, reducción del pH, consumo de 

azúcar total, consumo de  proteína y porcentaje de ácido láctico durante la cinética 

de fermentación.  Mediante HPLC se evaluaron los péptidos y los ácidos orgánicos 

presentes en el sobrenadante de las cepas lácticas.  

 

L. casei mostró susceptibilidad a la Ciprofloxacina y Ampicilina, L. lactis a 

Ciprofloxacina, Gentamicina, Penicilina, Trimetropim Sulfa y Ampicilina. Mientras 

que S. aureus mostró susceptibilidad y resistencia a todos los antibióticos para la 

cepa comercial y aislada respectivamente, el mismo comportamiento se presentó 

con S. epidermidis. Las cepas de S. agalactiae y E. coli aisladas y comerciales 

mostraron susceptibilidad a los antibióticos.  L. casei mostró un efecto de 

inhibición de S. aureus, S. epidermidis y  S. agalactiae, pero no fue efectiva con E. 

coli, igual comportamiento se observó con el uso del sobrenadante de la bacteria 

láctica. Por otro lado L. lactis y su sobrenadante inhibieron a todas las cepas 

patógenas. Aunque se debe tener en cuenta que en ambas cepas, las bacterias 

aisladas presentaron menores halos de inhibición. En L. casei se encontró 



	
  

crecimiento de 1 x 1010 y 5.1 x 107 UFC/ml para 1 y 1.2 % de bilis bovina; 2.3 x 

107, 1 x 109 y 3 x 108 UFC/ml para 0.5, 1 y 2 % de sales biliares, 1.1 x 1011, 2.0 x 

1010 y 1.0 x 1010 UFC/ml para  pH de 2.5, 4.5 y 7, mientras que para L. lactis, 0 y 5 

x 109 UFC/ml a 1 y 1.2% de bilis bovina; con sales biliares se encontró crecimiento 

únicamente a 0.5% (5 x 108 UFC/ml); 1.4 x 1012,  6.4 x 1011 y 7.5 x 1011 para pH 2, 

4.5 y 7 y 2.8 x 1012 y 3.1 x 1012 UFC/ml para 38 y 45°C. La fase exponencial se 

encontró a 16:48 horas con un crecimiento de 3 x 1010 UFC/ml para L. casei y 

14:48 h  y 2 x 1011 UFC/ml para L. lactis. Las variables pH, azúcar, acidez y 

proteína para L. casei durante la fase exponencial fueron de 4.94, 0.88 mg/l, 2.89 

mg/l y 1.9 mg/l, respectivamente, y para L. lactis 4.29, 2.18 mg/l, 0.62% y 0.279 

mg/l respectivamente. La prueba de HPLC para péptidos mostró la presencia de 

una cadena VAL-TIR-VAL en el sobrenadante de las cepas lácticas y para ácidos 

orgánicos se encontró una producción de 83.46 y 82.9% de ácido láctico para L. 

casei y L. lactis respectivamente. De esta manera las cepas lácticas evaluadas 

mostraron buenas características probióticas que permitirían su aplicación en 

ensayos in vivo para el control de microorganismos causantes de mastitis 

subclínica en vacas lecheras en sistemas de producción de la región. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



	
  

ABSTRACT 
 

Effect of Lactobacillus casei and Lactobacillus lactis on Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae and Escherichia coli was 

evaluated. To do this, lactic and pathogenic bacterias of commercial house strains 

were used and pathogenic strains was isolated in La Victoria, Catambuco 

Municipality of Pasto, Nariño, Colombia. The effect of Dicloxacillin, Cefepime, 

Cephalothin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Penicillin, Ampicillin and Trimethoprim 

sulfa antibiotics on all strains (pathogenic and lactic) was evaluated. Inhibition 

produced by L. casei and L. lactis and their supernatants on pathogenic bacteria 

was evaluated. Gastrointestinal in vitro growth conditions of lactic three pH levels 

(2.5, 4.5 and 7), three bile salt concentrations (0.5, 1 and 2%) was evaluated, two 

of bovine bile (1 and 1.2%), and two temperaturas (38 and 45°C). Similarly growth 

kinetics, reduced pH, total sugar intake, protein intake and percentage of lactic acid 

during fermentation kinetics was determined. HPLC peptides and organic acids 

present in the supernatant of the lactic strains were determined.  

 

L. casei showed susceptibility to Ciprofloxacin and Ampicillin, L. lactis to 

Ciprofloxacin, Gentamicin, Penicillin, Ampicillin and Trimethoprimsulfa. While S. 

aureus showed susceptibility and resistance to all antibiotics for comercial and 

isolate respectively, the same behavior was presented with S. epidermidis. The 

strains of S. agalactiae and E. Coli isolated and trade showed susceptibility to 

antibiotics. L. casei showed an inhibitory effect of S. aureus, S. epidermidis and S. 

agalactiae, but was not effective in E. coli, similar behavior was observe during the 

supernatant of lactic bacteria. Furthermore L. lactis supernatant inhibited and all 

pathogenic strains. While it should benoted that in both strains, isolated bacterias 

showed lower inhibition. In L. casei growth of 1 x 1010 and 5.1 x 107 CFU/ml to 1 

and 1.2% bovine bile it was found; 2.3 x 107, 1 x 109 and 3 x 108 CFU/ml for 0.5, 1 

and 2% bile salts, 1.1 x 1011, 2.0 x 1010 and 1.0 x 1010 CFU/ml for pH 2.5, 4.5 and 

7, while for L. lactis, 0 and 5 x 109 CFU/ml to 1 and 1.2% bovine bile; with bile salts 



	
  

growth was found only 0.5% (5 x 108 CFU/ml); 1.4 x 1012, 6.4 x 1011 and 7.5 x 1011 

to pH 2, 4.5, 7 and 2.8 x 1012 and 3.1 x 1012 CFU/ml for 38 and 45 °C. The 

exponential phase was found to 16:48 hours with a growth of 3 x1010 CFU/ml for L. 

casei and 14:48 h 2 x1011CFU/ml for L. lactis. Variables pH, sugar, acidity and 

protein to L. casei during the exponential phase were 4.94, 0.88 mg/l, 2.89mg/l and 

1.9mg/l, respectively. For L. lactis 4.29, 2.18 mg/l, 0.62% and 0.279mg/l 

respectively. HPLC to test peptides showed the presence of a TIR-VAL-TIR chain 

in the supernatant of lactic acid and organic acids production strains 83.46 and 

82.9% lactic acid to L. casei and L. lactis respectively. Thus, lactic probiotic strains 

tested showed good characteristics that allow its application in vivo tests for control 

of microorganisms that cause subclinical mastitis in dairy cows in region’s 

productive systems. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La mastitis es una infección intramamaria que afecta al ganado lechero, su 

impacto sobre la industria láctea es importante, ya que disminuye la producción en 

un 4 a 30%, afecta la calidad de la leche e incrementa los costos de producción 

por tratamiento de la enfermedad y desecho prematuro de animales (Bedolla y 

Ponce de León, 2008). Esta patología ha constituido uno de los retos sanitarios 

más difíciles de controlar en los sistemas ganaderos, su tratamiento se ha 

realizado generalmente con antibióticos, generando mayores implicaciones 

económicas por los sobrecostos de tratamiento y la pérdida de leche como 

consecuencia del tiempo de retiro (Calderón y Rodríguez, 2008). 

 

Para la mastitis subclínica se reportan más de 100 microorganismos causantes, la 

mayoría de las infecciones son ocasionadas por especies de estafilococos, 

estreptococos y bacterias Gram-negativas; aunque se puede presentar por heridas 

y con menor frecuencia por alergias y neoplasia (Bedolla y Ponce de León, 2008; 

Pastor-Guisar y Bedolla-Cedeño, 2008). Las principales bacterias implicadas en la 

enfermedad son Staphylococus aureus y Staphylococus epidermidis, también son 

importantes Streptococcus agalactiae y Escherichia coli (Osteras et al. 2006). 

 

S. aureus es un coco Gram-positivo y es el microorganismo causante de mastitis 

subclínica más frecuente en ganado lechero, genera una infección intra-mamaria, 

por lo cual puede contaminar el tanque de leche y constituirse en riesgo para el 

consumidor (Bergonieret al.2014).La cepa es problemática debido a su resistencia 

a los tratamientos antibióticos y su repetición crónica. 

 

S. epidermidis un coco Gram-positivo, se encuentra presente en el medio 

ambiente, es una agente causante de mastitis, aunque en menor medida que el 

anterior, sin embargo, es difícil de erradicar dato su permanencia en el ambiente. 
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E, coli es una bacteria Gram-negativa no esporulada presente en el tracto 

gastrointestinal, se encuentra en gran abundancia con el estiércol, siendo su 

principal fuente de contaminación (Roldán et al. 2011). 

 

Los microorganismos tienen la capacidad de adaptarse al medio, por lo cual en 

muchos casos generan resistencia a los agentes antimicrobianos, como 

desinfectantes, antibióticos, etc. Este proceso se agudiza por el uso indiscriminado 

de este tipo de productos; es así como en los últimos años, especies como S. 

aureus han presentado alta resistencia a este tipo de productos, que trae como 

consecuencia un difícil manejo de los microorganismos a nivel de campo (Rotem 

et al. 2012). 

 

Con el fin de evitar estos inconvenientes, se busca una alternativa para el control 

de la mastitis subclínica mediante pruebas in vitro que determinen características 

probióticas de las cepas lácticas. Los resultadas permitirán identificar los 

microorganismos que sean importantes en el control de bacterias patógenas 

causantes de mastitis subclínica y sugerir su evaluación en condiciones in vivo. 
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el efecto in vitro de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei sobre el 

control de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 

agalactiae y Escherichia coli, como principales agentes causantes de mastitis 

subclínica en vacas Holstein. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Evaluar las mejores condiciones de la cinética de fermentación de 

Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei en el medio comercial MRS para 

definir la fase máxima de crecimiento. 
 

• Determinar el efecto in vitro de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei y su 

sobrenadante, sobre las bacterias de referencia ATCC y las aisladas, 

principales agentes causantes de mastitis subclínica. 
 

• Comparar el efecto inhibitorio del sobrenadante de las bacterias acido lácticas 

(BAL), frente al efecto causado por los antibióticos normalmente utilizados en 

el tratamiento de mastitis subclínica. 
 

• Identificar molecularmente por Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia 

(HPLC), los principales péptidos delos sobrenadantes de Lactobacillus lactis y 

Lactobacillus casei. 
 
 



21	
  
	
  

 
 
 
 

2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. LECHE BOVINA 
 

La leche, producto de la secreción de la glándula mamaria de hembras bovinas, 

constituye uno de los alimentos más completos dentro de la dieta humana, debido 

a su alto contenido de vitaminas y minerales (Quintero, 2011).  A nivel mundial, 

entre 2000 y 2012 la producción de leche líquida presentó una tasa de crecimiento 

anual de 1.8%, llegando a 578 millones de toneladas. Los mayores productores 

están en la Unión Europea, Estados Unidos, Rusia, Brasil y Nueva Zelanda que 

concentran 75% de la producción mundial (Ministerio de agricultura y desarrollo 

rural, 2013). 

 

De acuerdo con la FAO durante el 2014 el consumo per cápita de leche a nivel 

mundial presentó los siguientes estratos: 

 

- Alto en los países de América del Norte, Argentina, Armenia, Australia, Costa 

Rica, Europa, Israel, Kirguistán y Pakistán, con valores superiores a 150 

kilogramos por año. 

 

- Medio en los países de la India, Japón, Kenia, México, Mongolia, Nueva 

Zelandia, República Islámica de Irán, África septentrional y meridional, la 

mayoría del Oriente Próximo y la mayor parte de América Latina y el Caribe, 

con valores entre 30 a 150 kg por año. 
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- Bajo en los países de China, Etiopía, la mayoría de África central y la mayor 

parte de Asia oriental y sudoriental, con valores menores a 30 kilogramos por 

año. 

 

Colombia es el cuarto productor de leche en América Latina con un volumen 

aproximado de 6500 millones de litros anuales, superado por Brasil, México y 

Argentina y una tasa de crecimiento promedio anual de 3.5%  (Ministerio de 

agricultura y desarrollo rural MADR, 2010; Proexport, 2011). Igualmente se reporta 

un consumo per cápita medio de 141 litros año (FAO 2014). 

 

La producción total de leche en el departamento de Nariño es de 760000 litros por 

día y el promedio de producción de 6,9 litros/animal/día (ENA, 2012). Guachucal 

es el municipio con mayor producción de leche en el departamento con 101938 

litros/día, lo cual corresponde al 13.4% de leche producida en el departamento. La 

Ex provincia de Obando representada por los municipios de: Aldana, Contadero, 

Córdoba, Cuaspud, Cumbal, Funes, Guachucal, Gualmatan, Ipiales, Iles, Potosí, 

Puerres y Pupiales; y los 27 resguardos indígenas de los pastos, producen 438364 

litros/día, el cual representa el 57.69% de la producción (Alcaldía de Guachucal, 

2013). 

 

El consumo de leche en el departamento de Nariño según SAGAN en 2014 es de 

70 litros de leche al año, siendo la mitad del total nacional reportado por 

FEDEGAN en 2013.  

 
 
2.2 MASTITIS 
 
La mastitis es la inflamación de la glándula mamaria y de sus tejidos secretores, 

reduce la producción de leche, alterando su composición y sabor, además eleva la 

carga bacteriana normal (Gasque, 2008). Se produce por diferentes causas: 
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infección microbiana intramamaria (bacteria patógena), lesiones en la glándula 

(herida), y con menor frecuencia por alergia y neoplasias (Pastor-Guisar y Bedolla-

Cedeño, 2008). 

 

Es una enfermedad altamente prevalente en el ganado bovino productor de leche, 

que ocasiona pérdidas económicas importantes a todos los productores y la 

industria lechera mundial, porque disminuye el rendimiento de la leche, aumenta el 

número de tratamientos clínicos e incrementa el desecho temprano de vacas en 

etapa productiva (Persson et al. 2011; Olde Riekerink et al. 2008). Por lo que se 

ha reconocido como la enfermedad más costosa en los hatos lecheros (Ruíz et al. 

2011). El cuadro clínico que presenta la enfermedad varía desde casos 

imperceptibles, donde se necesita de pruebas diagnósticas para su detección 

(mastitis subclínica), hasta inflamaciones agudas con toxemia y muerte del animal 

(mastitis clínica) (Castillo et al. 2009). 

 

La forma de evitar el contagio y propagación de la enfermedad está relacionada 

con la calidad del ordeño y el control periódico, que pueden ser factores 

determinantes en la rentabilidad del sistema productivo. Sin embargo, la mastitis 

sigue siendo, económicamente, uno de los problemas más importantes hoy en día. 

Además la infección se puede diseminar en la leche y afectar el producto crudo 

obtenido (Halasa et al. 2007). Los microorganismos pueden contaminar la leche 

cruda a través de: 1) infecciones de la ubre o conducto del pezón, 2) exterior de la 

ubre y ambiente, 3) manejo de la leche y equipo de almacenamiento. Estos 

factores se potencializan dependiendo de otras características como la edad, la 

etapa de lactancia, la estación del año, variaciones en la temperatura ambiental y 

cambios en las condiciones climáticas diarias (Fernández et al. 2009). 

 

La mastitis subclínica es importante dado que su imperceptibilidad hace más difícil 

su identificación en los hatos lecheros, lo cual permite que la enfermedad 

permanezca durante tiempos prolongados en el hato, aumentando el riesgo de 
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diseminación en el medio, ya sea a través del personal encargado del ordeño o los 

utensilios e instrumentos que se encuentran en contacto con la ubre de animales 

infectados (Castillo et al. 2009). De esta manera los efectos en la producción no se 

evidencian de forma inmediata sino que se manifiestan cuando el nivel de 

infección en el hato ya se encuentra en un nivel crítico (Li et al. 2009). 

 

 

2.2.1 Etiología 
 

Se han reportado más de 100 microorganismos causantes de infección 

intramamaria. La mayoría de las infecciones, incluidas las de importancia 

económica, son ocasionadas por especies de estafilococos, estreptococos y 

bacterias Gram-negativas. Las últimas son esencialmente coliformes (Bedolla y 

Ponce de León, 2008).Estos microorganismos se han dividido en patógenos 

contagiosos y ambientales teniendo en cuenta su asociación epidemiológica y 

proclividad a causar infecciones oportunistas, persistentes o transeúntes (Pinzón-

Trujillo et al. 2009). Dependiendo asimismo, de su reservorio primario y el 

ambiente en el cuarto de la glándula mamaria infectada (Bradley y Green, 2001). 

 

Los patógenos contagiosos de primera importancia incluyen a Staphylococcus 

aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp. 

(Ruíz et al. 201; Trujillo et al. 2011). Estos organismos se transmiten de vaca a 

vaca, a través del contacto con animales o cuartos de ubre infectados (Anaya-

López et al. 2006; Relova-Vento et al. 2008), y la exposición de los cuartos 

mamarios no infectados se restringe al proceso del ordeño (Zecconi et al. 2006; 

Calvinho y Tirante, 2005; Tambecar y Buhutada, 2009). 

 

Los patógenos contagiosos de la mastitis como Staphylococcus aureus y 

Streptococcus agalactiae son infecciosos a nivel individual y a nivel de población, 

se han controlado en los hatos lecheros a través del uso de prácticas de manejo 
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que utilizan la desinfección de los pezones después del ordeño, terapia de la vaca 

seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordeño, y terapia antibiótica de las 

infecciones intramamarias (Contreras et al. 2007; Akabanda et al. 2013; Asaf et al. 

2014). 

 

Los patógenos ambientales a diferencia de los contagiosos, son transmitidos entre 

los ordeños por el ambiente que sirve como la fuente primaria de estos 

organismos. Los patógenos principales en este grupo son los bacilos entéricos 

Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp.), Gram-positivos (Streptococcus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis y Enterococcus spp.) (Denamiel et al. 2013; 

Sunagar et al. 2013). 

 

La mastitis ocasionada por patógenos ambientales es el principal problema que 

afecta a muchos hatos lecheros bien manejados, que aplican un programa de 

control de los patógenos contagiosos de la mastitis, ya que son más difíciles de 

controlar por su circulación ambiental (Charaya et al. 2014; Gómez-Quispe et al. 

2015). 

 

 

2.2.2 Principales microorganismos implicados en mastitis 
 

2.2.2.1 Staphylococcus aureus 
 

Son cocos Gram positivos que miden entre 0.5 y 1.5 micras de diámetro y que en 

ocasiones se pueden agrupar en racimos irregulares, en parejas, tetradas o 

cadenas cortas. El nombre actual se debe a Ogston, que deriva del griego 

staphylé que significa racimo de uvas. Son microorganismos no móviles, no 

formadores de esporas y generalmente sin cápsula con reacción catalasa 

negativa(Hal et al. 2012).Esta especie es el principal agente patógeno productor 

de mastitis en muchos países, representando el 80% de las infecciones 
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intramamarias (Morosini et al. 2011). Su tratamiento se realiza mediante 

antibióticos por lo cual ha llevado a la aparición de cepas resistentes a este tipo de 

productos (Quiroz-Enríquez et al. 2013).  

 

 

2.2.2.2 Streptococcus agalactiae 
 

También se lo denomina estreptococo ß-hemolítico del grupo B (EGB), es un coco 

Gram positivo, catalasa y oxidasa negativo, anaerobio facultativo, que se presenta 

formando cadenas de longitud variable. El EGB puede crecer en medios simples, 

aunque los medios suplementados con sangre o suero favorecen su crecimiento, 

las colonias son de unos 2 mm de diámetro, lisas y rodeadas por un halo de ß-

hemólisis, aunque existen algunas cepas no hemolíticas. El EGB presenta 

antígeno polisacárido común que le caracteriza como perteneciente al grupo B de 

Lancefield, antígenos polisacáridos específicos y antígenos proteicos, que 

permiten su clasificación en serotipos (Person et al. 2011; Pereira et al. 2010).  

 

2.1.2.4 Staphylococcus epidermidis 
 

Los estafilococos se caracterizan por ser cocos Gram positivos, catalasa positivos 

y el diamino ácido en el peptidoglicano es la L-lisina. En relación con la estructura, 

a nivel de la pared celular, a diferencia de S. aureus, los puentes de pentaglicina 

del peptidoglicano no están presentes y se sustituyen algunas moléculas de glicina 

por L-serina (Contreras et al. 2007). 

 

En cuanto a características microbiológicas se pueden destacar como cocos Gram 

(+), de aproximadamente 1 µm de diámetro, que se agrupan en racimos, sus 

colonias son circulares, prominentes, brillantes, 1-2 mm, pigmentos (blanco-

amarillo dorado), son inmóviles,  no son esporulados y no tienen cápsula, salvo 

excepciones. Sus características fisiológicas se destacan por anaerobiosis 
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facultativa, gran resistencia, soporta condiciones ambientales más adversas que 

los estreptococos y el neumococo y no son exigentes para su desarrollo (Lüthje y 

Schwarz, 2006)  

 

 

2.2.2.4 Escherichia coli 
 

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae y está integrada por bacilos Gram 

negativos no esporulados, móviles con flagelos perítricos o inmóviles, aerobios-

anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios 

simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con 

glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de 

nitratos a nitritos, y poseedores de una proporción G+C de 39 a 59% en su DNA. 

Se trata de bacterias de rápido crecimiento y amplia distribución en el suelo, el 

agua, vegetales y gran variedad de animales (Roesch et al. 2007; Gutiérrez-

Ramírez y Acosta-Otálvaro, 2008).  

 

 

2.3 BACTERIAS ÁCIDO LACTICAS (BAL) 
 
Las Bacterias Ácido Lácticas (BAL)  comprenden un número elevado de bacterias 

Gram-positivas cuya característica común es la producción de ácido láctico a partir 

de los carbohidratos (Cueto-Vigil et al. 2010; Adebayo-Tayo y Onilude 2008). El 

grupo de bacterias lácticas asociadas con los alimentos incluyen cocos de los 

géneros Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y bacilos de los 

géneros Lactobacillus y Carnobacterium. Este grupo de bacterias probablemente 

sea el más abundante y difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que 

poseen de crecer en una variedad de sustratos y en diversas condiciones 

biológicas (Ramírez-Ramírez et al. 2011; Victoria-León et al. 2006).  
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Las BAL se clasifican teniendo en cuenta diversos criterios entre los que se 

encuentran su morfología, modo de fermentación de la glucosa, crecimiento a 

diferentes temperaturas, la configuración del ácido láctico producido y su habilidad 

para crecer a elevadas concentraciones de sal (Vallejo et al. 2009). De acuerdo 

con el modo de fermentación se clasifican en homofermentativas y 

heterofermentativas; las primeras se caracterizan por tener la enzima aldolasa y 

producir ácido láctico como producto final de la fermentación, las segundas 

convierten hexosas o pentosas en diferentes productos como ácido láctico, 

acetato, etanol y CO2 (Manzanares et al. 2006).  

 

La importancia de las BAL radica en su capacidad de inhibir el crecimiento de 

otros microorganismos, permitiendo la conservación de los productos que contiene 

la bacteria (Reis et al. 2012). Las BAL disponen de varios mecanismos que 

controlan el crecimiento de otras bacterias entre los que se encuentran la 

reducción del pH a causa de la acumulación de ácidos orgánicos, la producción de 

bacteriocinas que evitan el crecimiento microbial, la producción de sustancias 

antagonistas como diacetilo, peróxido de hidrógeno, acetaldehído y compuestos 

no proteicos de bajo peso molecular, y buena adhesión a la mucosa intestinal que 

le permiten competir por espacio con otros microorganismos (Alfaro-Sanabria, 

2007; Vásquez et al., 2009). Las BAL se caracterizan por ser ácido tolerantes, con 

crecimientos por debajo de los 3.2 de pH, sin embargo la mayoría crece entre 

valores de 4 y 4.5, esto les ha permitido sobrevivir en medios donde otras 

bacterias no resistirían (Ramírez-Ramírez et al. 2011). 

 

Dentro de las bacterias lácticas, el grupo Lactobacillus es el más importante y 

heterogéneo, incluyendo especies con propiedades bioquímicas y fisiológicas muy 

diferentes (Nath-Mohanty et al. 2015). 
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2.1.2 Los probióticos como alternativa al uso de antibióticos 
 
Durante el siglo XX la guerra en contra de las enfermedades producidas por 

agentes bacterianos encontró un aliado fuerte en los productos antibióticos. Según 

Cancho et al.(2000)son sustancias químicas producidas por diferentes especies 

de microorganismos que reducen el crecimiento de otros microorganismos y 

pueden, eventualmente, destruirlos; este tipo de sustancias actualmente son 

usadas como terapéuticos y/o profilácticos o como promotores de crecimiento, 

aunque este último ya se encuentra prohibido por la mayoría de naciones. Sin 

embargo, Ortiz (2010) señala que: “En los últimos tiempos se ha planteado un 

duro debate, para que se disminuya el uso de antibióticos y promotores del 

crecimiento en la producción animal, debido a que el uso continuo de dosis sub-

terapéuticas de antibióticos promotores del crecimiento, puede estar asociado al 

desarrollo de microorganismos resistentes a estas drogas”. 

 

Las bacterias, por su capacidad de adaptación, pueden desarrollar mecanismos 

de resistencia frente a los antibióticos (Ahmad y Ahmad et al. 2015). Existe una 

resistencia natural o intrínseca en las bacterias, que realiza modificación en el 

punto donde actúa el antibiótico (Rafik et al. 2015). A parte de la anterior, la 

resistencia adquirida es la realmente importante desde un punto de vista clínico ya 

que se debe a la modificación de la carga genética de la bacteria y puede 

aparecer por mutación cromosómica o por mecanismos de transferencia genética 

(Rotem et al. 2012). Esta resistencia puede ser transmisible de una  bacteria a 

otra. Las bacterias se hacen resistentes a los antibióticos desarrollando 

mecanismos de resistencia que impiden al antibiótico ejercer su mecanismo de 

acción (Buodobichet al. 2008). 
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2.1.3 Lactobacillus lactis 
 

Lactobacillus lactis es una bacteria ácido láctica que posee el estatus de (GRAS) 

generalmente reconocida como segura. Es usualmente utilizada en lechería y en 

la industria de alimentos fermentados desde hace muchas décadas (Norren et 

al.,2011; Dal Bello et al. 2012).Generalmente se encuentra en la leche y productos 

lácteos (Rajaram et al., 2010; Campos et al. 2006). Se caracteriza por producir 

nisina, la cual tiene efecto antimicrobiano. Su aislamiento permitirá utilizarlo en la 

conservación de alimentos que tienen compromiso con bacterias patógenas 

responsables de las ETA (Zarate, 2011; Ramírez-Peinado, 2013). 

 

2.3.3 Lactobacillus casei 
 

Es una bacteria acido láctica que se encuentran de forma natural en vegetales 

fermentados, leche, carne, así como en el intestino, la boca del ser humano y el 

ambiente (Punochei et al., 2014). El nombre de L. casei se usó por primera vez en 

1919 y se relaciona con queso: casei y caseína (proteína de la leche), proviene de 

la palabra caseus que significa queso (Roldán et al. 2011). El mismo autor 

menciona que son bacterias Gram positivas con forma de bastón que pueden 

fermentar una mayor variedad de carbohidratos en comparación con la mayoría de 

Lactobacillus encontrados en las leches fermentadas. 

 

El grupo Lactobacillus casei consta de diversas especies de bacterias mesofílicas 

ácido lácticas, anaerobias facultativas y homo o heterofermentativas. Su 

metabolismo proporciona cualidades organolépticas a diversas leches 

fermentadas, quesos y más recientemente a las nuevas leches fermentadas 

(Cabello-Aceves 2007). Su habilidad para sobrevivir en cantidades adecuadas al 

tránsito a lo largo del tracto intestinal, además de tener un efecto fisiológico 

asociado con sus beneficios potenciales sobre la salud, hacen del Lactobacillus 
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casei un buen probiótico (Gaones al., citado por Rúales y Vallejo, 2007; Suet al., 

2010). 

 
 
2.4 BACTERIOCINAS O BIOCINAS 
 
Durante su evolución, las bacterias han adquirido diversos mecanismos de 

adaptación que les permiten tener éxito en la competencia por nutrientes y espacio 

en su hábitat. Estos mecanismos incluyen desde el mejoramiento de los sistemas 

de quimio taxis hasta la adquisición de sistemas de defensa como la producción 

de péptidos antimicrobianos o bacteriocinas (De Busto y Leroy, 2007; Batdorj et al. 

2006). Las bacteriocinas son péptidos biológicamente activos que tienen la 

capacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma especie 

productora o miembros de distintos géneros bacterianos y se ha observado que 

algunas de estas moléculas poseen mayor actividad que los péptidos 

antimicrobianos producidos por los eucariotas (López et al., 2008; Beristain-Bauza 

et al. 2012). 

 

Las bacteriocinas son proteínas o péptidos bactericidas sintetizados en el 

ribosoma de las BAL, la célula productora sintetiza una molécula que la inmuniza 

contra la propia bacteriocina (Sankar et al. 2012). La producción ocurre de forma 

natural durante la fase logarítmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, 

guardando relación directa con la biomasa producida (Vásquez et al., 2009). Son 

sintetizadas por la gran mayoría de los grupos bacterianos, de hecho, se ha 

propuesto que el 99% de las bacterias producen al menos una bacteriocina, ya 

que éstas se han encontrado en la mayoría de las especies examinadas que 

abarcan los grupos de bacterias Gram positivas, Gram negativas y también en las 

Arqueas (Parada et al. 2007). Estas moléculas han sido utilizadas como una 

importante herramienta en estudios evolutivos y ecológicos (Sousa et al. 2007). 
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2.4.1 Espectro antimicrobiano de las biocinas 
 
Estos péptidos antimicrobianos tienen la propiedad de inhibir el crecimiento de 

bacterias patógenas y bacterias causantes del deterioro de los alimentos 

(Amórtegui-Díaz, 2012). El espectro de actividad de las bacteriocinas de bacterias 

ácido lácticas se limita a bacterias Gram positivas y no se conoce la inhibición de 

microorganismos Gram negativos (Castro et al. 2009). Sin embargo, el uso de 

agentes químicos como ácidos orgánicos, EDTA y otros agentes quelantes o 

condiciones ambientales adversas como nivel de pH, congelamiento o presión 

hidrostática que ocasionen daños a la estructura celular, pueden sensibilizar a 

microorganismos Gram negativos tales como Pseudomonas, Escherichia, 

Salmonella, Yersinia y Aeromonas (Moyes et al. 2014). La susceptibilidad de las 

bacterias gran negativas a las bacteriocinas es entonces mucho más limitada. 

Para obtener actividad frente a bacterias Gram negativas se requiere una mayor 

purificación de la bacteriocina (Petzl et al. 2008). Dentro del grupo de bacterias 

Gram positivas sensibles a las bacteriocinas se incluye varios patógenos de origen 

alimentario como Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Listeria 

monocytogenes (Guzmán et al. 2009). 

 

Las bacteriocinas producidas por diferentes bacterias probióticas pueden servir 

como barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos 

patógenos (Neha et al. 2012). Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene 

espectros de inhibición particulares, esta característica es aprovechada para la 

manipulación de poblaciones bacterianas a nivel de tracto digestivo con el fin de 

excluir patógenos, mejorar la digestibilidad e incrementar la actividad inmunológica 

de muchas especies animales (Cáceres y Gotteland, 2010). y son ampliamente 

utilizadas en la cría de cerdos, aves y recientemente ha surgido un interés sobre 

su aprovechamiento en la producción de organismos acuáticos (Cajarville et al. 

2011). 
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La acción de las bacteriocinas está determinada por la composición de la 

membrana citoplasmática, la estructura y la expresión de una proteína en función 

de la inmunidad, además de la composición química del medio ambiente. 

Recientemente, se considera también la existencia de las moléculas superficiales 

en la membrana de la célula blanco que permiten el acoplamiento con la 

bacteriocina producida por otra bacteria (Menad et al. 2014). 

 

Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por poseer un alto contenido en 

lípidos aniónicos en su membrana, en este caso el modo de acción de las 

bacteriocinas es la unión inicial a la membrana bacteriana, por atracción 

electrostática entre los lípidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su 

carga neta positiva, localizada en uno de sus extremos; después se produce la 

inserción delas bacteriocinas en la bicapa lipídica (Parcenar et al. 2011). De este 

modo, se forman poros en la membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada, 

la célula empieza a perder iones y metabolitos fundamentales para su 

supervivencia y eventualmente se produce la muerte bacteriana (Muy 

probablemente debido a vesiculación del protoplasma, la formación de poros y la 

desintegración completa de la célula) (Contreras et al. 2007). 

 

El campo de acción de las bacteriocinas se relaciona con el contenido de cistina y 

de acuerdo con ello, se establecen tres grupos: a) bacteriocinas con un estrecho 

rango de acción, restringido a microorganismos de la misma especie; b) 

bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lácticas y algunas 

bacterias Gram-Positivas; y c) bacteriocinas con amplio rango de acción, las 

cuales inhiben una amplia variedad de Gram-Positivas (Sanabria et al. 2008). 
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3. DISEÑO METODOLÓGICO 
 
3.1 LOCALIZACIÓN ZONA DE ESTUDIO 

 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de microbiología del Grupo 

de Investigación FISE-PROBIOTEC, adscrito al departamento de Producción y 

Procesamiento Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Universidad de 

Nariño, el cual se encuentra ubicado en el municipio de Pasto, departamento de 

Nariño, con una temperatura promedio de 14°C, a una altura de 2540 msnm, 

precipitación anual promedio de 1084 mm y humedad relativa del 76% (IDEAM 

2014). 

 

 

3.2 CEPAS 
 
Se usaron cepas lácticas Lactobacillus lactis ATCC 11454 y Lactobacillus casei 

ATTC 11456 para la evaluación probiótica; se obtuvieron cepas patógenas 

comerciales de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228, Streptococcus agalactiae ATCC 13813 y Escherichia coli ATCC 

25922y se aisló las mismas cepas patógenas en la región de Pasto (Nariño). 

 

3.2.1 Reconstitución, siembra y cultivos de bacterias lácticas y patógenas 
comerciales. 

 

La reconstitución se realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Microbiologics® 2008) y medio específico para cada bacteria (anexo A). 

 

Las bacterias lácticas fueron conservadas mediante repique cada 5 días en cajas 

de petri con agar MRS (medio sólido) y cada 8 días en tubos con caldo MRS 

(medio líquido). Para todas las cepas patógenas se usó como medio líquido caldo 
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BHI, sin embargo, para su conservación en medio sólido se necesitó agar manitol 

para ambos Staphylococcus, agar base sangre para Streptococcus y agar 

McConkey para Escherichia coli. Todos los preservados fueron incubados a 37°C 

y 24 horas, y llevados a refrigeración (4°C) hasta su utilización. 

 

Los inóculos de las bacterias lácticas se obtuvieron en un Erlenmeyer con 40 ml 

de caldo MRS estéril y se depositaron en una alícuota de la bacteria conservada; 

enseguida se incubaron por un periodo de 24 horas a 35°C, al terminar el periodo 

de incubación, se tomaron 4 ml del incubado y se depositaron en otros 40 ml de 

caldo MRS comercial y se colocaron a incubación en las condiciones mencionadas 

anteriormente. Para ajustar el inóculo se tuvo en cuenta la metodología propuesta 

por Crueger y Crueger (1993).El porcentaje de inóculo debe ser ajustado a 10% 

V/V para iniciar la fermentación. Para ello, se prepararon 90 ml de caldo MRS 

estéril, se añadió 10 ml de inóculo probiótico con la aplicación de la regla. 

Después de este tiempo, se estimó el número de bacterias por ml de caldo MRS, 

se tomó 1 ml y se realizó lectura directa en el espectrofotómetro a 625 nm, cuando 

se encontró una población superior a la establecida se adicionó caldo estéril 

teniendo en cuenta la propuesta de Guerrero (1999) mostrada en Jurado-Gámez 

2014. 

 

Es el valor de X1 

 

M1------M2  

M2------X1 

 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

1

12
1

*
M

VMX  

 

Es entoncesV2; 
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V2=V1-X1 

 

Finalmente se obtiene el valor de X2 

 

V1------V2 

V3------X2 

V
V*V

=X
1

23
2  

 

El valor de X2 es la cantidad que debe ser añadida a 100 ml para ajustar la 

población de 1.50 x 108 UFC/ml. 

 

M1 = Población o densidad de las células que se deben ajustar. 

M2 = 0.125 densidad óptica equivalente al estándar de Mac Farland 1.50·108 

UFC/ml. Densidad utilizada para la primera fermentación. 

V1 = 1 ml del volumen total de inóculo (10/90). 

X1 = la cantidad que contiene M2. 

V2 = lo que se añadió a 1 ml para ajustar a 1.50x108 UFC/ml. 

V3 = 100 cantidad total ml de inóculo. 

X2 = cantidad de caldo MRS estéril comercial que se añade a V3 para la población 

con el fin de ajustar el valor de M2. 

 

 

3.2.2 Aislamiento y caracterización de bacterias patógenas provenientes de 
vacas con mastitis subclínica 
 

La toma de muestras se realizó de la siguiente manera:  

 

• En el momento del ordeño se realizó la prueba de CMT (California Mastitis 

Test). Los animales que presentaron un grado de mastitis subclínica 1o 
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2fueron seleccionados y se tomó una muestra del cuarto más afectado, la 

muestra fue llevada al laboratorio de la universidad de Nariño para el 

correspondiente aislamiento y verificación. 

 

• Se tomó las muestras necesarias, que permitieron encontrar y aislar todas las 

bacterias patógenas para el estudio (Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli) (Bouman, 2012). 

 

 

3.3 EFECTO DE LOS ANTIBIÓTICOS SOBRE LAS BACTERIAS 
EVALUADAS. 
 
Se efectuó prueba de sensibilidad a los antibióticos sobre las bacterias (patógenas 

y láctica) con la técnica de Kirby Bauer (1966). Los antibióticos evaluados fueron: 

Gentamicina CN 10 µg, Penicilina P 10 IU, Ciprofloxacina CIP 5 µg, Dicloxacilina 

DCX 1 µg, Cefepime FEP 30 µg, Cefalotina KF 30 µg, Trimetropin Sulfa 25 µg y 

Ampicilina AM 10 µg. Se tomó una muestra de las cepas y se transfirieron a un 

tubo con 1 ml de agua destilada (1 tubo por cepa), se incubó a 35°C hasta obtener 

la turbidez ópticamente comparable del estándar de 0.5 MacFarland, una densidad 

óptica de 0.125 equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml, luego de ajustado los inóculos, los 

microorganismo fueron transferidos en cajas de Petri con agar Müeller Hilton, 

sobre el medio se colocó los discos de antibiótico con el uso de una pinza estéril, 

usando una caja por antibiótico evaluado; las cajas fueron incubadas por 18 horas 

a 35°C para posteriormente medir el diámetro de halo producido alrededor de los 

discos. 
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3.4 EFECTO DE INHIBICIÓN DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS Y SUS 
SOBRENADANTES SOBRE LAS BACTERIAS PATÓGENAS. 

 

La prueba de inhibición in vitro se llevó a cabo mediante una adaptación del 

método de Tagg y McGiven (1971), agar de discos con L. casei y L. lactis. Los 

discos se impregnaron en cantidades de 25, 50 y 100 µl de la bacteria láctica y se 

colocaron en cajas de Petri con agar Mueller Hinton previamente cultivadas con 

las bacterias patógenas; las cajas de petri se incubaron a 32°C durante 18 h, 

después de este tiempo, se realizó la lectura de los halos formados, teniendo en 

cuenta la distancia desde el borde del disco de agar con la bacteria láctica hasta el 

final del halo de inhibición de las bacterias patógenas. El tamaño crítico de halo 

para determinar si hay inhibición se consideró igual o superior a 2 mm (Estrada et 

al. 2005). 

 

Para el ensayo de inhibición en sobrenadante, se sembró cada una de las 

bacterias lácticas de acuerdo con Crueger y Crueger (1993) y se ajustaron a 

patrón 1 en la escala de Mac Farland (concentración 3.0 x 108), enseguida se 

tomó 1.5 ml de muestra de cada bacteria láctica a 4°C y se centrifugó a 1000 rpm 

por 15 min y el sobrenadante obtenido se filtró en membrana de 0.20 micras. La 

evaluación se realizó mediante dos métodos de difusión: discos y cilindros de 

plástico. Para el primero se tomaron discos de papel de filtro pre-esterilizado (15 

min a 121°C y 15 PSI), de 6 mm de diámetro, los cuales se impregnaron con 50, 

75 y 100 µl del sobrenadante con la ayuda de una micro pipeta en cámara de flujo 

laminar tipo II, enseguida se colocaron en la superficie de agar Müeller Hilton 

previamente inoculado con las bacterias patógenas (en forma separada) y se 

incubaron a 35°C por 18 h. En el método con cilindros se utilizó puntas de pipetas 

estériles cortadas a partir de 8 mm de diámetro, estas fueron colocados en cajas 

de Petri con agar Müeller Hilton, que previamente fue inoculado con las bacterias 

patógenas, dentro se deposito las mismas cantidades usadas en el método del 

disco y se incubaron en las mismas condiciones. La inhibición se determinó por el 
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halo producido alrededor del disco y el cilindro; se midió la distancia de los discos 

finales y el borde de halo, se tuvo en cuenta un halo de 2mm como indicio de 

susceptibilidad (Estrada et al., 2005). 

 

3.5 PRUEBAS DE SIMULACIÓN GASTROINTESTINAL 
 

3.5.1 Bilis bovina y Sales biliares. Se evaluó el crecimiento de L. casei y L. 
lactis a concentraciones de 0.5, 1 y 2% de sales biliares bovinas y 
concentraciones de 1 y 1.2% de bilis bovina. Primero se cultivaron las bacterias 
en caldo MRS por 24 horas; de este cultivo se tomaron muestras y se 
depositaron en tubos con MRS y las diferentes concentraciones a evaluar, 
enseguida se tomó muestras para cultivar en agar MRS con azul de anilina y 
se cultivaron a 32°C por 48 horas, al final se realizó recuento de bacterias de 
cada muestra, se tuvo en cuenta valores iguales o superiores a 109 UFC/ml 
como conteos viables de la bacteria (Cai et al., 1999; Cai et al., 1998). 

 

3.5.2 Prueba de catalasa y gas. Se determinó actividad de catalasa y 

producción de gas utilizando las metodologías de Dahlet al., (1989) y Cai et al., 

(1999), respectivamente. 

 

3.5.1 Prueba de pH. Se determinó si la cepa láctica es viable a diferentes niveles 

de pH, para ello se midió el crecimiento a pH 2.5, 4.5 y 7; se evaluó por un 

periodo de 3 horas, con toma de información cada hora. Para ello, se usó 

medio MRS comercial y el pH fue ajustado con ácido tartárico, las condiciones 

de incubación fueron de 32°C y 48 horas. 
 

3.5.4 Prueba de temperatura. Se determinó la viabilidad de L. casei y L. lactis a 

dos temperaturas (38 y 45°C), el tiempo de evaluación se llevó hasta la fase 

exponencial encontrada en la cinética de fermentación en el medio MRS (16 h 

48 min). Se usó el procedimiento descrito por Crueger y Crueger (1993), 

ajustando el inóculo a 0.125 en escala de McFarland y se incubó hasta las 16 h 
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48 min, luego se hicieron diluciones de 10-1 hasta 10-12 con agua peptonada y 

se sembró en cajas de petri con azul de anilina y se inició en la dilución 10-8 

hasta 10-12 a 37°C y 48 horas, determinando el recuento de UFC/ml. 

 

3.5 .5Cinética de crecimiento de las cepas lácticas. Se usó dos medios de 

cultivo para evaluar los parámetros cinéticos de L. casei y L. lactis: el primer 

medio fue MRS comercial y el segundo Pro; este último fue propuesto por 

Brizuela (2005) y está compuesto por 10 g/l de azúcar blanco, 8 g/l de extracto 

de carne y 4 g/l de extracto de levadura (Jurado-Gámez 2010). 
 

Para la cinética de crecimiento se tomó un Erlenmeyer por cada medio, se 

adicionó 60 ml de inóculo de la bacteria láctica y 540 ml de medio, se llevaron a 

incubación en incubadora shaker con agitación constante a 32°C y 100 rpm, no se 

controló el pH debido a las características de la cepa, que resiste niveles bajos. Se 

evaluó la cepa durante 24 horas, realizando mediciones cada 2 h 24 min. En cada 

medición se determinó conteo de microorganismos viables en placa (UFC/ml), pH, 

azúcar total, acidez y proteína. 

 

El conteo de microorganismos viables en placa se determinó mediante la 

disolución de 1 ml de muestra en 9 ml de agua peptonada al 0.1%, se realizó 

diluciones decimales que fueron transferidas a cajas de Petri, que contenían 

medio MRS con azul de anilina (0.1 ml) para siembra en superficie. Las cajas 

fueron incubadas a 32°C y se observaron entre 24 y 48 horas. Se tuvo en cuenta 

únicamente las cajas de Petri con conteos entre 30 y 300 colonias. El número de 

colonias fue multiplicado por el inverso de la dilución y por 10 para obtener UFC/ml 

(Lanara, 1981).  

 

Para determinar el pH se tomó una muestra del medio y se midió con pHmetro 

digital (JENCO® VisionPlus). 
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El método de Dubois (1956) fue usado para determinar el azúcar total, se 

prepararon diferentes concentraciones de glucosa para crear una curva patrón 

mediante los valores obtenidos de las muestras observadas a una densidad óptica 

de 625 nm. Los valores se graficaron contra la concentración en mg/l, finalmente 

se obtuvo los valores de la línea recta (Anexo B).  

 

La acidez fue determinado mediante titulación con hidróxido de sodio (1N) (Negri, 

2005). La biomasa se determinó por los métodos de Crueger y Crueger (1993) y 

Rodríguez et al., 2003, para ello se estableció la velocidad máxima de crecimiento 

mediante la siguiente ecuación:  

 
y el tiempo de duplicación celular (td), se estableció teniendo en cuenta la 

siguiente ecuación: 

 

 

La proteína se determinó con el método de Lowry y Col (1951), con modificación 

de Malara y Charra (1972), se obtuvo una curva patrón a partir de seroalbúmina 

bovina, luego se midió la absorbancia en espectrofotómetro a 625 nm. La 

concentración fue graficada contra los valores para obtener la ecuación de la línea 

recta. 

 

 

 

 

 

 

 

dt
dLnXv =max

max
2

v
Lntd =
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3.6 DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS EN EL SOBRENADANTE. 
 

3.6.1 Péptidos por HPLC. Se tomó una muestra de sobrenadante de L. casei y 

otra de L. lactis y se determinó el contenido de péptidos de cada uno, mediante 

espectrofotometría de alta densidad (HPLC), se usó una alícuota de 25 ml de 

sobrenadante, la cual fue centrifugada a 18000 rpm, por 30 minutos y 4 °C; 

luego se filtro 2 ml en jeringa de filtrar (0.25 micras) y finalmente fue llevado a 

lectura en el espectrofotómetro a 650 nm y se obtuvo los resultados. 

 
3.6.2 Ácidos orgánicos por HPLC. Para determinar la producción de ácidos 

orgánicos se tomó caldo de crecimiento y se centrifugó a 8500 rpm, enseguida 

se filtró en membrana de 0.25 µm y se determinó la producción mediante 

HPLC de la siguiente manera, solvente de fase móvil, ácido sulfúrico a pH 1.5; 

presión 800-900 PSI; volumen inyectado: 20 L; temperatura del horno: 65ºC; 

columna BIORAD aminex HPX87 H con soporte de resina trasplantada H+ 

(copolímero de estireno y bisulfato dedivinilbenzeno), (Brizuela, 2003). 

 

3.7 HIPÓTESIS 

 

3.7.1 Hipótesis Nula 
 

Las BAL (Lactobacillus lactis  y Lactobacillus casei)no ejercerán efecto inhibitorio 

sobre las bacterias patógenas Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, como principales 

microorganismos causantes de mastitis subclínica en vacas Holstein. 
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3.7.2 Hipótesis Alterna 
 

Las BAL (Lactobacillus lactis  y Lactobacillus casei) ejercerán efecto inhibitorio 

sobre al menos una de las bacterias patógenas Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, como 

principales microorganismos causantes de mastitis subclínica en vacas Holstein. 

 

 

3.8. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Para realizar la evaluación estadística se usó el paquete SAS 9.1 (2004). El 

análisis de la cinética de fermentación de los medios MRS y PRO se realizó a 

través de un diseño de medidas repetidas en el tiempo, con el uso del 

procedimiento PROC MIXED, con el siguiente modelo matemático. 

 

yijk = µ + Ai + Bk + (A*B)ik + εij + εijk 

donde: 

yijk   : observación ijk 

µ     : media general 

Ai : efecto de tratamiento 

Bk : efecto del tiempo 

(A*B)ik: efecto de interacción entre los tratamientos i y el tiempo k 

εij : error aleatorio y covarianza entre medidas repetidas 

εijk : error aleatorio 

 

Se determinó la correlación entre los métodos del sobrenadante con el 

procedimiento PROC CORR y se estableció ecuaciones de regresión lineal simple 

de las variables pH, ácido láctico, consumo de proteína y consumo de azúcar 

como variables independientes y el crecimiento (LN UFC/ml) como variable 

independiente en el medio MRS, teniendo en cuenta únicamente los datos de 
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crecimiento desde el inicio hasta la fase exponencial con el procedimiento PROC 

REG. El modelo matemático de la regresión fue el siguiente: 

 

 

Y = β0 + βx1+ e 

donde: 

y: variable a evaluar 

β0: Intercepto. 

β1x: Pendiente. 

e: error. 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 AISLAMIENTO DE CEPAS 
 

Se logró identificar las bacterias patógenas Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli en las 

muestras de leche de vacas con mastitis subclínica y aislarlas para su posterior 

uso (Figura 1). 

 

Figura 1. Fotografía  microscópica de las bacterias lácticas y las bacterias 
patógenas. 

	
  

Lactobacillus lactis 

	
  

Lactobacillus casei 
	
  

	
  

Staphylococcus aureus  

	
  

	
  

Streptococcus agalactiae 
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Figura. 1. Continuación 
 

	
  

Escherichia coli. Staphylococcus epidermidis 

 

4.2 ANTIBIOGRAMA 

Los resultados de la prueba de susceptibilidad a los antibióticos se puede observar 

en la tabla 1 y figura 2.  

Tabla 1. Prueba de susceptibilidad a los antibióticos. 

 
DCX FEP KF CIP CN P Trim-Sulf AM 

Cepas de referencia 
L. casei R R R S S R R S 
L. lactis R R R S S S S S 
S. aureus  S S S - - S S S 
S. epidermidis S S S - - R S S 
S. agalactiae S S S - - S S S 
E. coli - S S S S - S - 

Cepas Aisladas 
Staph. aureus R R R - - R - - 
Staph. epidermidis R R S - - R S S 
S. agalactiae S S S - - S S S 
E. coli - S S S R - S - 

R: resistente; S: sensible; DCX: Dicloxacilina; FEP: Cefepima;  KF:Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina; 
CN: Gentamicina; P: Penicilina; Trim-Sulf: Trimetropim Sulfa; AM: Ampicilina.CLSI, Clinical and 
Laboratory Standards Institute 2011; EUCAST, European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing 2012. 
 



47	
  
	
  

Figura 2. Antibiograma de las cepas. 

	
  

	
  

	
  

4.2.1 Cepas patógenas. 
 

Se encontró diferencias entre las cepas patógenas aisladas y referencia (tabla 1). 

La cepa que mayor discrepancia tuvo fue S. aureus aislada, ya que presentó 

resistencia a todos los antibióticos a los que fue evaluada, mientras que la cepa de 
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referencia mostró sensibilidad; le sigue S. epidermidis que difirió en resistencia a 

Dicloxacilina y Cefepima en comparación a la cepa de referencia; luego E. Coli 

con diferencia únicamente en resistencia a la Gentamicina; sin embargo, S. 

agalactiae no presentó diferencia entre cepas (aislada y referencia) y fueron 

sensibles a los antibióticos evaluados.  

 

Los resultados obtenidos demuestran que las cepas aisladas presentan mayor 

resistencia a los antibióticos evaluados, este efecto puede deberse a un mal 

manejo de las enfermedades producidas por estos microorganismos a nivel de 

campo. El departamento de Nariño se caracteriza por tener un bajo grado de 

adopción de buenas prácticas de ordeño, que minimicen los riesgos de tener 

mastitis subclínica en los hatos lecheros (Benavidez et al. 2010; Solarte-Portilla et 

al. 2006). Junto a lo anterior, el mal manejo de este tipo de infecciones por parte 

del productor, como la administración de antibióticos de forma indiscriminada, sin 

tener una evaluación adecuada del agente etiológico, agrava los problemas de 

resistencia de estas cepas (Tafur et al. 2008).  

 

Es interesante observar la información obtenida en la cepa de S. aureus aislada, la 

cual presenta resistencia a los antibióticos Dicloxacilina, Cefepima, Cefalotina y 

Penicilina, estos resultados están en congruencia con los reportes de otros 

autores, quienes afirman que S. aureus es el microorganismo que presenta el 

mayor problema a la industria lechera mundial, mostrando pérdidas económicas 

importantes para el sector (López-Meza et al. 2006; Pereyra et al. 2014). 

 

La presencia de S. aureus está altamente correlacionada con un elevado recuento 

de células totales, factor que determina la calidad microbiológica de la leche y 

afecta el pago por calidad (Gianneechini et al. 2014; Resolución 000017 2012), 

además el problema se observa con mayor complejidad si se tiene en cuenta que 

S. aureus es el principal agente etiológico de mastitis en humanos (65-90%) y por 

consiguiente un problema de salud pública que puede afectar a un producto 
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alimenticio como la leche (Sanabria, Araya y Arbo 2008; Beltrán-Vaquero et al. 

2015; Moon et al. 2007). 

 

El mismo proceso se puede inferir de las cepas de S. epidermidis, este 

microorganismo tiene una capacidad de infección diferente al anterior, ya que es 

medioambiental y por ello permanece en el medio, los reportes sobre el 

microorganismo son escasos, sin embargo, se puede observar que es el segundo 

agente infeccioso después de S. aureus, lo cual se confirma en la presente 

investigación. 

 

La sensibilidad en S. agalactiae y E. coli demuestra que estos microorganismos 

tienen baja incidencia en la infección de mastitis subclínica en la zona. Además 

pueden ser tratados mediante los antibióticos usuales, teniendo en cuenta un 

correcto uso de los mismos.  En investigaciones realizadas por Rodríguez-

Martínez (2006) encontró que S. agalactiae fue el agente más importante en la 

producción de mastitis en hatos de la Sabana de Bogotá, resultados diferentes a 

los encontrados en la presente investigación, sin embargo, los resultados para E. 

coli fueron similares dado que se descartó la posibilidad de encontrar el 

microorganismo en el análisis. 

 

A pesar que la resistencia es un fenómeno natural de los microorganismos, el 

proceso puede ser acelerado por diversos factores, entre los que se encuentran 

un inadecuado uso de los antibióticos en el control de enfermedades como la 

mastitis y residuos antibióticos en los alimentos (Martínez-Pacheco et al., 2013). 

Las bacterias evitan el ataque de los antibióticos mediante complejos mecanismos 

de adaptación, entre los que se encuentran modificación enzimática del antibiótico, 

bombas de expulsión, cambios en la permeabilidad de la membrana externa y 

alteraciones del sitio de acción, que dificultan el manejo terapéutico de las 

enfermedades producidas por estos microorganismos (Tafuret al., 2008). La 

resistencia se ha convertido en un problema para el productor, dado que las cepas 
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al ser más resistentes a los antibióticos, dificultan el control de enfermedades 

importantes para el adecuado desarrollo de la industria lechera (Bedolla y Ponce 

de León, 2008). 

 

4.2.2 Cepas lácticas. 
 

La cepa de Lactobacillus case presentó resistencia a seis de los ochos antibióticos 

evaluados y Lactobacillus lactis únicamente a tres, este factor es importante en la 

evaluación de cepas con características probióticas, debido a que la resistencia 

puede estar relacionada con genes localizados en el cromosoma, los plásmidos o 

los transposones (López-Brea y Domingo, 2007). Las recomendaciones del grupo 

de trabajo de especialistas convocada por la FAO-OMS en 2002 indican que no se 

debe administrar este tipo de bacterias por vía oral, debido a la transmisión de 

genes de resistencia a otros microorganismos; sin embargo, se deber realizar otro 

tipos de pruebas para determinar que existen realmente estos genes en la cepas 

probióticas; pruebas que no se efectuaron en la presente investigación. 

 

4.3 PRUEBAS DE INHIBICIÓN DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS Y SU 
SOBRENADANTES EN CEPAS PATÓGENAS. 
 
4.3.1 Efecto de inhibición de las bacterias lácticas sobre los 
microorganismos patógenos. 
 
 
4.3.1.1 Inhibición de Lactobacillus casei sobre las bacterias patógenas. En la 

figura 3 y 4 se puede observar los resultados de la prueba de inhibición de la 

bacteria láctica sobre S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae y E. coli. 
 
Figura 3. Halos de inhibición de L. casei sobre las bacterias patógenas 
expresados en mm. 
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a: bacterias aisladas; b: bacterias de referencia. S. aur: S. aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider. 

La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm) Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005). 

 

Figura 4. Halos de inhibición de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei 
sobre Escherichia coli. 
	
  

	
  
	
  
Los resultados mostraron que Lactobacillus casei inhibió a todas las cepas 

patógenas de referencia; pero de las cepas aisladas inhibió solo a S. aureus y S. 

agalactiae en todas las concentraciones (25, 50 y 100 µl).Además la cepa de S. 
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epidermidis aislada fue susceptible únicamente a una concentración de 50 µl, 

mientras que E. Coli aislada no fue inhibida.  

 

Lo anterior evidencia la resistencia de las bacterias aisladas a la bacteria láctica, 

de esta manera el control de S. epidermidis y E. coli, encontradas en la región, no 

fue efectivo por parte de L. casei. Sin embargo, Roldán et al. (2011) encontró 

efecto de inhibición de L. casei sobre E. coli, resultados diferentes a los hallados 

en esta investigación. En estudios realizados por Mohankumar y Murugalatha 

(2011) y Soleimani et al. (2010) se encontró que las cepas de lactobacillus fueron 

efectivas en el control de S. aureus y S. agalactiae, resultados similares a la 

presente investigación. La acción inhibitoria de las BAL se debe a diversos 

factores como la  producción de biocina, ácidos orgánicos y peróxido de 

hidrogeno, reducción del pH y competición de espacio en el tracto gastrointestinal 

(Beshkova y Frengova, 2012; Mousavi et al. 2010; Wakil et al. 2014). Estos 

factores trabajan de varias maneras sobre los microorganismos, generando 

efectos como la alteración de la permeabilidad celular y el descenso del pH interno 

con alteración de funciones celulares fundamentales (Ghareeb et al. 2012; 

Madureira et al. 2013). 

 

De esta manera se puede observar que L. casei puede ser tenida en cuenta en el 

control de microorganismos causantes de mastitis subclínica, que permita mejorar 

las condiciones sanitarias de los productores de leche y evite pérdidas 

económicas importantes para el sistema productivo. 

 
 
 

4.3.1.2 Inhibición de Lactobacillus lactis sobre las bacterias patógenas. 
Los datos encontrados se pueden observar en la figura 5 y 6. 
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Figura 5. Halos de inhibición en mm de L. lactis sobre las bacterias 
patógenas. 

 

a: bacterias aisladas; b: bacterias de referencia. S. aur: S. aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider: 

S. epidermidis. La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm)Estrada, Gutiérrez y 

Montoya (2005). 

 

Figura 6. Halos de inhibición de Lactobacillus lactis sobre Staphylococcus 
aureus. 
	
  

 
 

Se observó efecto de inhibición de Lactobacillus lactis sobre las bacterias aisladas 

de E. coli, S. epidermidis, S. aureus y S. agalactiae en todas o algunas de las 

concentraciones. Sin embargo, la cepa de referencia de S. aureus fue resistente a 
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la bacteria láctica. De igual manera, se observa que la susceptibilidad aumenta a 

medida que la concentración de la bacteria ácido láctica se incrementa. Estudios 

realizados por Batdort et al. (2007) mostraron que L. lactis inhibe una gran 

cantidad de microorganismos patógenos, incluyendo los evaluados en la presente 

investigación.  

 

La acción de L. lactis sobre las bacterias patógenas se debe entre otras cosas a la 

producción de la biocina denominada nisina, esta biocina ha sido encontrada en 

los productos que contienen la cepa láctica y ha sido identificada de forma 

bioquímica y molecular (Khemariya et al. 2013). La biocina destruye la integridad 

de la membrana citoplamática a través de la formación de poros, de manera que 

se ocasiona lisis de la bacteria y le ocasiona la muerte (García-Peña, 2012; 

Agudelo-Londoño, 2013). Al respecto Fernández (2005), menciona que las 

bacteriocinas producidas por bacterias probióticas pueden servir como barreras 

antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos patógenos, 

efecto observado en la presente investigación. Sin embargo, se debe notar que los 

mayores halos de inhibición se producen sobre las cepas de referencia, por lo cual 

se infiere que las cepas aisladas presentan un cierto grado de resistencia a la 

bacteria láctica que pueden afectar los resultados cuando se evalúe en 

condiciones in vivo (Neha et al. 2012). Un caso particular se da en la cepa de 

referencia de E. coli, ya que presenta resistencia, a diferencia de la cepa aislada. 

 

4.3.1.3 Efecto de inhibición del sobrenadante de Lactobacillus casei sobre 
las bacterias patógenas. Las figuras7,8 y 9 muestran los resultados encontrados 

en la presente investigación sobre el sobrenadante de L. casei. 
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• Bacterias patógenas aisladas.  
 
Figura 7. Halos de inhibición medidos en mm del sobrenadante de L. casei 
sobre las bacterias patógenas aisladas. 

 
a: disco con filtro, b: disco sin filtro, c: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro; S. aur: S. aureus; S. 

agal: S. agalactiae; S. epider. La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm) Estrada, 

Gutiérrez y Montoya (2005). 

 

Figura 8. Halos de inhibición de sobrenadante de Lactobacillus casei. 

 
a: discos con sobrenadante; b: cilindros con sobrenadante. 
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La figura 7ª y 7bmuestran susceptibilidad de S. aureus,  S. agalactiae y E. coli con 

el método de disco. Sin embargo, se observa que el sobrenadante sin filtrar fue 

más efectivo en inhibir el crecimiento de las bacterias patógenas. Estos resultados 

posiblemente se deban a la presencia de bacterias de L. casei en el sobrenadante, 

ya que no se filtró. La presencia de la bacteria láctica puede generar un aumento 

de la producción de biocinas, peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicas que 

incrementan la susceptibilidad de las bacterias patógenas (Goraya et al.2013). 

 

Por otra parte, el sobrenadante filtrado permite identificar el efecto de los 

compuestos suspendidos en el cultivo de la bacteria láctica, al momento de la 

obtención del sobrenadante, ya que sin bacterias en este, no habrá un incremento 

de estas sustancias por la producción de la bacteria. De esta manera, se puede 

determinar que los compuestos presentes en el sobrenadante no fueron efectivos 

en el control de S. aureus y E. coli. En pruebas realizadas por Tatsadjieu et al. 

(2009) se encontró que el sobrenadante posee diferentes compuestos 

antimicrobianos, estos pueden aumentar o disminuir su actividad dependiendo de 

factores externos como el pH, la temperatura y la presencia de sales biliares. De la 

misma manera Sourav y Arijit (2010) encontraron que las biocinas producidas por 

el género Lactobacillus tiene una acción bactericida más alta a un pH de 6, sin 

embargo, su efecto permanece en un rango de 2 a 10, aunque no en condiciones 

optimas. Posiblemente alguno de los factores mencionados anteriormente hizo 

que el sobrenadante filtrado no presentara un medio adecuado para el efectivo 

funcionamiento de los compuestos antimicrobianos, ya que la prueba con la cepa 

láctica demostró inhibición de las bacterias. 

 

Los resultados para la metodología del cilindro se pueden observar en la figura 7c 

y 7d, esta metodología es nueva y fue propuesta por Brizuela (2005), sin embargo, 

los resultados presentados en esta investigación indican que la metodología 

necesita mayor investigación para su estandarización debido a que el análisis de 

correlación con la metodología del disco muestra que no existe correlación entre 
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ambas metodologías (Corr: 0.1; p=0.45). Sin embargo se observó susceptibilidad 

de S. agalactiae filtrado y sin filtrar, los cuales mostraron un comportamiento 

parecido al disco. 

 

• Bacterias patógenas de referencia. 
	
  

Figura 9. Inhibición del sobrenadante de L. casei sobre las bacterias 
patógenas de referencia. 
	
  

 

a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, c: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro; S. aur: S. 

aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider. La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm) 

Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005). 

 
El método de disco (figuras 9ª y 9b) muestra que todas las bacterias de referencia 

son susceptibles al sobrenadante de L. casei. La comparación entre bacterias 
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patógenas de referencia y bacterias aisladas muestra que el comportamiento es 

similar, a pesar de observarse algunas diferencias. 

 

4.3.1.4 Efecto de inhibición del sobrenadante de Lactobacillus lactis sobre 
las bacterias patógenas. Los halos de inhibición producidos por el 

sobrenadante de la bacteria láctica sobre las bacterias patógenas se pueden 

observar en la figura 10, 11 y 12. 
 

• Bacterias patógenas aisladas. 
 
Figura 10. Halos de inhibición del sobrenadante de L. lactis sobre las 
bacterias patógenas aisladas. 

 

a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, c: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro; S. aur: S. 

aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider. La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm) 

Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005). 
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Figura 11. Halos de inhibición del sobrenadante de Lactobacillus lactis. 

 
a: disco con sobrenadante; b: cilindro con sobrenadante. 

El sobrenadante de Lactobacillus lactis filtrado no mostró antagonismo para las 

bacterias patógenas evaluadas, sin embargo cuando se usó sin filtrar se consiguió 

inhibir el crecimiento de S. agalactiae y S. epidermidis, las razones de este 

comportamiento fueron explicadas cuando se realizó el análisis del sobrenadante 

de L. casei. Sin embargo estudios realizados por Tatsadjieu et al. (2009) indicaron 

que el sobrenadante de las cepas de L. lactis muestran antagonismo microbiano 

sobre S. entérica y E. coli, resultado diferente a la presente investigación. Estos 

resultados pueden ser consecuencia de diferencias en los microorganismos 

evaluados, ya que para esta investigación las bacterias fueron aisladas en la 

región (Caballero-Cervantes, 2014).Las bacterias se adaptan a las condiciones de 

su medio, lo cual genera cambios en su forma de resistencia a los huéspedes con 

los que tienen que convivir, generando alteraciones favorables para su 

supervivencia (Morosini et al. 2011). 
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• Bacterias patógenas de referencia. 
 

Figura 12. Halos de inhibición del sobrenadante de L. lactis sobre las 
bacterias patógenas de referencia. 

 

 

a: sensidisco con filtro, b: sensidisco sin filtro, c: cilindro con filtro, d: cilindro sin filtro; S. aur: S. 

aureus; S. agal: S. agalactiae; S. epider. La línea punteada muestra el límite de sensibilidad (2 mm) 

Estrada, Gutiérrez y Montoya (2005). 
 

Al realizar la comparación del efecto antagónico del sobrenadante de L. lactis 

entre las cepas patógenas aisladas y de referencia se puede observar 

discrepancia entre los resultados obtenidos,  ya que las segundas presentan una 

mayor susceptibilidad a la cepa láctica, de esta manera S. aureus aislada es 

totalmente resistente al sobrenadante mientras que su homóloga de referencia no 

lo es; esta diferencia también se observa en las cepas de E. coli, reforzando la 
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idea de que las cepas de la región poseen resistencia a la bacteria láctica, sin 

embargo, no se puede argumentar de forma concluyente que estas diferencia se 

deba a procesos adaptativos de modificación de la estructura genética de las 

bacterias, debido a que, para ello, se debe realizar su identificación molecular, la 

cual no se realizó en el presente estudio. 

 

4.4 PRUEBAS GASTROINTESTINALES. 
 
4.4.1 Prueba de Sales biliares y Bilis bovina. Los resultados obtenidos para 

estas variables se pueden observar en la tabla 2. 
 
Tabla 2. Crecimiento de las cepas lácticas a diferentes  niveles de bilis 
bovina y sales biliares. 
	
  

  Concentración 
No. de colonias por dilución (UFC/mL) 

10-jun 10-jul 10-ago 10-sep 10-oct 

Lactobacillus casei 

Bilis bovina 
1% 1.7 x107 1.4 x108 0 0 1 x1010 

1.20% 5.1 x107 0 0 0 0 

Sales 

biliares 

0.50% 2.3 x107 2 x107 0 0 0 

1% 3.0 x108 3.0 x109 7 x108 1 x109 0 

2% 3.0 x108 0 0 0 0 

Lactobacillus lactis 

Bilis bovina 
1% 0 0 0 0 0 

1.20% 0 5 x107 7 x108 5 x109 0 

Sales 

biliares 

0.50% 0 0 5 x108 0 2 x 1010 

1% 0 0 0 0 0 

2% 0 0 0 0 0 

 
La tabla 2 muestra crecimientos de L. casei a las concentraciones de 1 y 1.2% de 

bilis bovina, mientras que L. lactis no crece a una concentración de 1%, sin 

embargo esta última crece bien a concentraciones de 1.2 % de bilis bovina.  Por lo 
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anterior, se observa que las cepas lácticas presentan crecimientos adecuados, 

con valores iguales o superiores a 108 UFC/ml (Jurado-Gámez et al. 2013). El 

caso de L. lactis es especial debido a que creció a una mayor concentración, lo 

cual demuestra que puede crecer en concentraciones más elevadas que las 

encontradas en el tracto digestivo de los animales y humanos (Harpert 2008); a 

pesar de que no tuvo crecimiento a una concentración menor, el hecho de crecer 

en mayores concentraciones la habilita para recomendarla como agente 

probiótico. La falta de crecimiento a una concentración de 1% debe ser atribuida a 

factores que no fueron tenidos en cuenta en la presente investigación. 

 

El crecimiento bajo diferentes niveles de sales biliares mostró que L. casei crece 

de forma adecuada, pero L. lactis no crece a concentraciones de 1 y 2 %, lo cual 

indica dificultad de la cepa para colonizar el tracto digestivo del organismo 

huésped. La evaluación de las cepas probióticas a condiciones gastrointestinales 

in vitro se debe a la determinación de su capacidad de atravesar el tracto digestivo 

y colonizar su zona posterior (FAO/OMS 2002). Si una cepa no puede crecer en 

medios alcalinos como los producidos por las sales biliares y la bilis, no sirve como 

probiótico, ya que no podrá actuar como barrera antagónica para otros 

microorganismos patógenos.  

 
4.4.2 Pruebas de catalasa y gas. 
 
Las pruebas de catalasa y gas fueron negativas para ambas bacterias lácticas, la 

primera prueba muestra una característica normal del género Lactobacillus, 

quienes no tiene la enzima catalasa que posee la capacidad de descomponer el 

peróxido de hidrógeno, lo cual concuerda con lo reportado por Jurado-Gámez et 

al. (2014).La segunda muestra una característica importante para evaluar la 

capacidad de producir timpanismo de las cepas, cuando estas se administran vía 

oral (Calpa-Yama y Chaspuengal-Tulcan 2013). Los rumiantes son susceptibles al 

timpanismo y es producido por diferentes agentes, principalmente las leguminosas 
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presentes en la ración, que pueden presentar casos más severos produciendo la 

muerte del animal (Santana et al. 2014); de esta manera, la ingestión de la cepa 

no alterará las funciones intestinales de los animales. 

 
4.4.3 Pruebas de pH. Los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas 

3 y 4 para L. casei y L. lactis respectivamente. 

 

Tabla 3. Prueba de pH para L. casei. 

Tiempo 
pH 

2 4,5 7 

T0  

1. 1.6 x 108 1. 2.2 x 108 1. 2.0 x 108 

2. 3.0 x 109 2. 3.0 x 109 2. 2.0 x 109 

3. 3.0 x 1010 3. 3.0 x 1010 3. 2.0 x 1010 

4. 2.7 x 1011 4. 3.0 x 1011 4. 2.8 x 1011 

5. 3.0 x 1012 5. 3.0 x 1012 5. 1.5 x 1012 

T1  

1. 2.0 x 108 1. 1.4 x 108 1. 7.0 x 107 

2. 1.8 x 109 2. 2.0 x 109 2. 1.8 x 109 

3. 2.0 x 1010 3. 3.0 x 1010 3. 3.0 x 1010 

4. 3.0 x 1011 4. 1.8 x 1011 4. 1.3 x 1011 

5. 2.0 x 1012 5. 2.0 x 1012 5. 6.0 x 1011 

T2  

1. 2.1 x 108 1. 1.8 x 108 1. 1.6 x 108 

2. 1.9 x 109 2. 1.4 x 109 2. 1.6 x 109 

3. 1.8 x 1010 3. 1.3 x 1010 3. 1.2 x 1010 

4. 1.3 x 1011 4. 7.5 x 1010 4. 9.0 x 1010 

5. 1.4 x 1012 5. 6.4 x 1011 5. 7.5 x 1011 
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Tabla 4. Valores de crecimiento de Lactobacillus lactis evaluado a diferentes 
niveles de pH. 

Tiempo 
pH 

2 4,5 7 

T0  

1. 9.0 x 107 1. 1.5 x 107 1. 7.0 x 107 

2. 1.3 x 108 2. 5.0 x 108 2. 6.0 x 108 

3. 7.0 x 108 3. 1.0 x 108 3. 3.0 x 109 

4. 6.0 x 109 4. 0 4. 3.0 x 1011 

5. 9.0 x 1011 5. 6.0 x 1010 5. 5.0 x 1010 

T1  

1. 1.0 x 107 1. 4.5 x 107 1. 3.2 x 107 

2. 6.0 x 107 2. 9,0 x 107 2. 4.0 x 107 

3. 4.0 x 108 3. 0 3. 4.0 x 109 

4. 1.1 x 1010 4. 3.0 x 1010 4. 3.0 x 1011 

5. 1.8 x 1011 5. 0 5. 3.5 x 1011 

T2  

1. 7.0 x 107 1. 3.0 x 108 1. 5.0 x 106 

2. 2.2 x 108 2. 3.3 x 108 2. 3.0 x 109 

3. 1.6 x 109 3. 3.5 x 109 3. 3.4 x 109 

4. 3.0 x 1011 4. 3.0 x 1011 4. 5.0 x 109 

5. 1.1 x 1011 5. 2.0 x 1010 5. 1.0 x 1010 

 
Los resultados obtenidos para Lactobacillus casei indican que la cepa láctica 

presenta adecuados crecimiento a las condiciones de pH evaluadas, este mismo 

comportamiento se observó en la cepa de Lactobacillus lactis. El tracto 

gastrointestinal de los seres vivos se caracteriza por variar sus condiciones 

ambientales; entre las que se encuentran el pH, es así como el paso por el 

estómago es un reto para las cepas probióticas, dado que este puede llegar a 

reducirse hasta un valor de 2, siendo una barrera efectiva contra el ingreso de 

agentes patógenos (Aschenbach et al. 2011; Terre et al. 2013). Sin embargo, en 

situaciones particulares algunos microorganismos patógenos atraviesan esta 

barrera y pueden colonizar el tracto posterior, produciendo complicaciones en el 

huésped, que deben reducirse mediante diversos tratamientos (Gutiérrez et al. 

2013).  
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Por otra parte, el género Lactobacillus presenta una característica importante en la 

colonización del tracto digestivo, debido a su capacidad de resistir pH bajos (Aiba 

et al. 2015).Esta característica se debe a mecanismos de adaptación como la 

bomba de protones, que les permite realizar un recambio de iones hidrógeno con 

el medio, manteniendo estable el pH interno de la célula (Melgar-Lalanne et al. 

2014; Vásquez et al. 2007; Lara-Mantilla y Burgos-Partacio, 2012).Además como 

productos de la fermentación de los carbohidratos obtienen ácidos orgánicos entre 

los que se encuentran ácido láctico y ácido propiónico (Madhukumar y 

Muralikrisshna, 2012; Abdel-Rahm et al. 2013;), estos productos son vertidos al 

medio, como subproductos, lo que provocan un descenso del pH, aumentando su 

capacidad de inhibir a otros microorganismos (Saito et al. 2014). 

 
4.4.4 Prueba de temperatura sobre las bacterias lácticas. En la tabla 5 se 

observa los valores de crecimiento de las bacterias lácticas evaluadas a dos 

niveles de temperatura. 
 
Tabla 5.  Crecimiento de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei evaluados 
a dos temperaturas. 
	
  

Temperatura 
No. de colonias por dilución (UFC/mL) 

10-ago 10-sep 10-oct 10-nov 10-dic 

Lactobacillus lactis 

38°C 2.2 x 1010 3 x 1011 4.0 x 1011 8.0 x1012 1.2 x 1013 

45°C 2.2 x109 1.8 x 1010 5 x 1010 6 x1011 2.0 x 1013 

Lactobacillus casei 

38°C 4.6 x 109 2.6 x 1010 1.0 x 1011 1.4 x1012 7 x 1012 

45°C 4.8 x109 6.5 x 1010 1.2 x 1011 5.0 x1012 2.8 x 1013 
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Se encontró crecimientos superiores a 108 UFC/ml (Jurado-Gámez 2013), por lo 

cual se puede argumentar que en condiciones in vitro las cepas de Lactobacillus 

casei y Lactobacillus lactis crecen de manera adecuada. La evaluación a estas 

temperaturas simula la temperatura interna de la mayoría de los animales 

homeotermos, la cual se encuentra en un rango de 36 a 41 °C (Cunningham 2003; 

Hill 2012; Withers 1992). De esta manera se confirma el crecimiento de las cepas 

lácticas en las condiciones gastrointestinales de los animales domésticos incluido 

el bovino. Factor que puede altera el crecimiento de la bacteria y evitar que esta lo 

colonice. 

 

También se encontró condiciones adecuadas de las cepas lácticas a los procesos 

de fabricación del alimento, donde las temperaturas pueden llegar a 45°C, que 

tiene como fin mejorar la palatabilidad y compactación del alimento peletizado. Sin 

embargo, los microorganismos tienen que soportar otro proceso en la fabricación, 

como es el estrés mecánico el cual no fue evaluado en la presente investigación 

(Sullivan et al. 2013). 

 

4.5 CINÉTICA DE FERMENTACIÓN. 
 

4.5.1 Evaluación del crecimiento de las bacterias lácticas en el medio MRS. 
 
Figura 13. Cinética de crecimiento de L. lactis y L. casei en medio MRS. 
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La fase exponencial de la cinética de fermentación se observó a las 16 h 48 min 

con un valor de 3.0 x 1010 UFC/ml (24.12 LN UFC/ml) para L. casei y a las 14h 24 

min con un valor de 2.6 x 1011 UFC/ml (26.28 LN UFC/ml) para L. lactis(figura 13).  

 

Los valores obtenidos, muestran que las cepas lácticas presentan características 

adecuadas de crecimiento en el medio MRS, con el cual se puede obtener 

inóculos que permitan la obtención de la bacteria a nivel comercial (Pérez y Luyo 

2008),de igual manera los niveles de crecimiento son adecuados para realizar una 

colonización de la mucosa intestinal del huésped. Al poder colonizar el tracto 

gastrointestinal la cepa láctica tiene capacidad de competencia con otras bacterias 

y  evita su proliferación, factor importante de una cepa probiótica (Rudcard et al. 

2012). 

 
 

4.5.2 Evolución del pH durante la cinética de fermentación en medio MRS. 
 
Figura 14. Reducción del pH durante la cinética de fermentación y 
crecimiento microbiano de L. lactis y L. casei en medio MRS. 

 
 

Se encontró un pH de 3.91 y 4.32 a las 24 h de evaluación para L. lactis y L. casei 

respectivamente (figura 14), estos valores demuestran la capacidad de las 
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bacterias lácticas de reducir el pH del medio en que se encuentran. Es bien sabido 

que uno de los factores que afecta el crecimiento de microorganismo es el pH. La 

mayoría de las bacterias patógenas se caracterizan por presentar un crecimiento a 

un valor cercano a 7 y no crecer en valores inferiores a 5 (Gruenheid y Moual, 

2012; Poole, 2012; Tango et al. 2015).Teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos, podemos considerar que ambas cepas lácticas pueden inhibir el 

crecimiento de bacterias patógenas ya que permiten la disminución del pH del 

medio. Se encontró que la fase exponencial de crecimiento se dio a un pH de 

4.284 para L. lactis y 4.94 para L. casei, estos resultados son congruentes con lo 

reportado por Ramírez-Ramírez et al. (2011), quienes manifiestan que las 

bacterias ácido lácticas crecen en valores cercanos a 4, pero se pueden observar 

crecimientos con valores de 3.2. Sin embargo se observó que L. lactis tuvo mayor 

capacidad para reducir el pH y la diferencia se observa de forma más evidente 

durante la fase exponencial. 

 

El análisis de regresión mostró que Lactobacillus lactis tuvo un descenso del pH 

de 0.182 por cada periodo de evaluación (2 h 24 min), el cual equivale a un 

descenso de 0.0758 por hora, mientras que Lactobacillus casei un valor de 0.117 

por periodo y 0.049 por hora. Este descenso en el medio se debe a la producción 

de ácidos láctico y ácidos orgánicos (acético, propiónico y butírico), el primero 

como producto de la fermentación de hexosas (carbohidrato) y los segundos a 

partir de los polisacáridos no digeribles (Prückler et al. 2015; Castillo-Martínez et 

al. 2013; Patel et al. 2012).  
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4.5.3 Incremento de la acidez durante la cinética de fermentación en medio 
MRS. 
 
Figura 15. Aumento de la acidez durante la cinética de fermentación de L. 
lactis y L. casei en el medio MRS. 
 

	
  

 
Los resultados mostraron que Lactobacillus casei tuvo un descenso de 0.037% por 

periodo (2h 24 min), lo que equivale a un descenso de 0.015% por hora, 

igualmente Lactobacillus lactis mostró un descenso de 0.028 lo que equivale a un 

descenso de 0.012% por hora (figura 15). La acidez determina en forma indirecta 

la capacidad de la cepa láctica en crear antagonismo con otras cepas evaluadas, 

como se mencionó para el pH, las bacterias patógenas no tienen una elevada 

capacidad de tolerancia a la acidez del medio. Uno de los factores que permite el 

aumento de acidez es ácido láctico, el cual se produce a través de la enzima 

lactato deshidrogenasa que se da en procesos de fermentación (Waldir et al. 

2007; Pellicer et al. 2009). Sin embargo, la prueba no determina la cantidad de 

ácido láctico producido por lo cual el incremento no puede ser atribuido en su 

totalidad a este ácido, ya que durante los procesos de fermentación se crean otros 

compuestos que aumenta la acidez del medio. 
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4.5.4 Consumo de azúcar durante la cinética de fermentación en medio MRS. 
 
Figura 16. Consumo de azúcar de L. lactis y L. casei en medio MRS durante 
la cinética de fermentación. 

 
 

Lactobacillus casei mostró un consumo de 0.289 mg/l (r2 0.763 p< 0,05) por cada 

periodo evaluado (2 h 24 min) y Lactobacillus lactis indicó un consumo de 0.29 

mg/l (r2 0.872 p< 0.05) (figura 16). El consumo de azúcar muestra una adecuada 

utilización de los carbohidratos presentes en el medio, esto permite inferir que el 

crecimiento de la bacteria no fue supeditado al suministro de este nutriente y que 

esta pudo transformar el azúcar en productos como el ácido láctico, que permite la 

disminución del pH. 
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4.5.5 Consumo de proteína durante la cinética de fermentación en medio 
MRS. 
 
Figura 17. Consumo de proteína durante la cinética de fermentación de las 
bacterias lácticas. 

	
  

 

En la figura 17 se observa un consumo estable hasta las 12 h en Lactobacillus 

lactis mientras que en Lactobacillus casei se observa hasta las 7 h 12 min, durante 

este periodo se obtuvo un consumo de 0.102 mg/l para el primero y 0.036 mg/l 

para el segundo. Sin embargo, para ambas cepas se observa un consumo final de 

proteína de 0.111 y 0.040 mg/l. El consumo de proteína por parte de los 

microorganismos hace parte de sus necesidades nutricionales, responde a un 

recambio de nutrientes y la construcción de estructuras internas para el buen 

funcionamiento. 

 

4.6 IDENTIFICACIÓN DE COMPUESTOS EN EL SOBRENADANTE DE LAS 
BACTERIAS LÁCTICAS. 

 
4.6.1 Análisis de péptidos en el sobrenadante de Lactobacillus casei. Los 

péptidos encontrados en el sobrenadante de L. casei se pueden observar en la 
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tabla 6 y el análisis de la muestra en la figura 18 y 19, mientras que los 

patrones en la tabla 7 y figura 20. 
 
Tabla 6.Resultados análisis de péptidos para las bacterias lácticas a 214 nm. 

Lactobacillus casei 

 

Lactobacillus lactis 

Pico n°  
Tiempo de 

retención  

Cantidad 
relativa en % 

promedio  

  
Tiempo de 

retención  

Cantidad relativa 

en % promedio  

1	
   2.472 1.09   2.526 6.74 

2	
   2.597 6.97   2.695 5.69 

3	
   2.688 2.78   3.039 3.43 

4	
   2.971 18.08   3.567 2.99 

5	
   7,342 8.62   5.514 2.31 

6	
   7.707 3.01   6.585 12.38 

7	
   9.716 21.86   9.021 22.48 

8	
   12.145 33.85   11.842 30.92 

9	
   12.541 0.52   12.343 0.99 

10	
   14.836 1.51   14.026 2.52 

11	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  	
   14.737 1.46 

12	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  	
   15.398 0.33 
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Figura 18. Cromatograma de L. casei a 214 nm y estándar de calibración. 
	
  

 
Color azul mescla estándar; color negro sobrenádate de L. casei 

 
Figura 19.Cromatograma de L. lactis a 214 nm y estándar de calibración. 
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Tabla 7. Péptidos patrón. 
	
  

No. Pico  Nombre 
Tiempo de 
retención 

Área 
Cantidad 
relativa % 

1 GLY-TYR 8.16 13536607 17.32 

2 VAL-TYR-VAL 11.954 15409159 19.71 

3 
Metionine 

Enkefalin Acetate 
14.933 16289583 20.84 

4 
Leucine 

Enkefalin 
16.328 15163721 19.4 

5 
Angiotensin II 

Acetate 
16.525 17776696 22.74 

 

 
Figura 20.  Cromatograma de péptidos patrón. 

 
 

El análisis reportó que en el pico número 8 de la muestra de Lactobacillus casei, 

con un tiempo de retención de 12.15 min se observó un tiempo de retención 

similar al péptido estándar VAL-TIR-VAL, con una concentración de 0.55 mg/ml de 

muestra. Mientras que Lactobacillus lactis mostró la presencia del misma cadena 

peptídica  VAL-TIR-VAL en el sobrenadante, con una concentración de 0.66 mg/ml 

de muestra. El patrón indica que esta cadena pertenece a péptidos con anillos 

aromáticos presentes en  sustancias opioides y antihipertensivos. Se esperaba 
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encontrar cadenas que demuestren la presencia de bacteriocinas en el 

sobrenadante, sin embargo, esto no sucedió, pero no significa que estas 

sustancias no se hayan producido, ya que los resultados obtenidos en la 

investigación muestran que las bacterias lácticas redujeron el crecimiento 

microbiano. 

 
4.6.2 Análisis de ácidos orgánicos presentes en el sobrenadante de 

Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis. 
 

Tabla 8. HPLC para ácidos orgánicos usando el sobrenadante de 
Lactobacillus casei. 
	
  

Bacteria 
Ácido 
cítrico 

Glucosa 
Ácido 

Succínico 
Ácido 
láctico 

Ácido 
acético 

Etanol 

L. casei 
2.62 (g/L) 

3.95(g/L) 
0.71 (g/L) 26.5 (g/L) 1.38(g/L) 0.88 (g/L) 

8.30% 2.29% 83.46% 3.51% 2.44% 

 
Tabla 9. Resultados de HPLC para ácidos orgánicos en sobrenadante de 
Lactobacillus lactis. 
	
  

Bacteria 
Ácido 
cítrico 

Glucosa 
Ácido 

succínico 
Ácido 
láctico 

Ácido 
acético 

Etanol 

L. lactis 
2.72 (g/L) 

3.95(g/L) 
0.70 (g/L) 26.20 (g/L) 1.42(g/L) 0.90 (g/L) 

8.53% 2.27% 82.90% 3.62% 2.68% 

	
  

Los resultados encontrados demuestran que las cepas lácticas son homo-

fermentadoras, debido a que el porcentaje de ácido láctico en las muestras es 

superior al 80%. Sin embargo, se observa la producción de otros compuestos 

como ácido cítrico, ácido succínico y ácido acético. Estos resultados son un 

indicativo de que las bacterias lácticas pueden alterar el medio donde se 
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encuentran, reduciendo el pH e inhibiendo la colonización del ambiente por parte 

de otros microorganismos(Helander 2009). Estos metabolitos son producto de la 

fermentación de hexosas usando la vía de Embden-Meyerhoff en las bacterias 

lácticas (Zhan, Bon y Joan 2006). 

 

Finalmente en la tabla 11 se observa el resumen de la cinética de fermentación 

para Lactobacillus casei y Lactobacillus lactis en medio MRS. 

 
Tabla 10. Resumen de la cinética de fermentación en medio MRS. 

Variable L. casei L. lactis 
Fase latencia 0 0 
Velocidad específica de crecimiento (µ h-1 ) 1.233 1.48 
Fin fase log (h) 16:48 14:24 
Tiempo de duplicación (min) 33 45 
Incremento cel. Total 2.60E+08 2,90E+09 
Incremento cel. Fin fase log 3.30E+10 1.20E+13 
% azúcares consumidos totales (%) 70.07 62.18 
% azúcares consumidos fin fase log (%) 54.35 41.12 
% proteína consumida total (%) 51.5 31.48 
% proteína consumida fin fase log (%) 43.5 11.14 
Coeficiente de determinación R2 0.85 0.772 
 

Los resultados demuestran que Lactobacillus lactis  presenta mejores 

características de fermentación en comparación con Lactobacillus casei. Sin 

embargo, los parámetros de crecimiento para ambas cepas son adecuados para 

su evaluación como probiótico en condiciones in vivo. 
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CONCLUSIONES 
 

Se encontró un adecuado crecimiento de Lactobacillus lactis y Lactobacillus casei 

en el medio MRS, sin embargo, el primero presentó un menor tiempo para llegar a 

la fase exponencial en comparación con el segundo. 

 

Lactobacillus lactis y su sobrenadante inhibieron a las cepas patógenas 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae y 

Escherichia coli aisladas y de referencia. 

 

Lactobacillus casei inhibió a todas las cepas patógenas de referencia y a 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae 

de las bacterias patógenas aisladas, pero no inhibió a Escherichia coli. 

 

La cepa de Lactobacillus lactis mostró características adecuadas de inhibición en 

condiciones in vitro, para microorganismos causantes de mastitis subclínica 

tomadas de un sector de la región nariñense. Sin embargo, presentó dificultades 

en el crecimiento a sales biliares, por lo cual se necesita continuar investigando 

con la cepa. 

 

Lactobacillus casei inhibió a la mayoría de cepas patógenas aisladas, 

demostrando su capacidad de control de estos microorganismos, además el 

crecimiento bajo las condiciones gastrointestinales in vitro indicó una adecuada 

colonización del trato digestivo. 
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RECOMENDACIONES 
 
 

Se debe evaluar las cepas lácticas en condiciones in vivo con el fin de determinar 

el efecto en campo, y observar si existen diferencias con los resultados 

encontrados en condiciones in vitro. 

 

Se deber realizar un análisis molecular de las biocinas presentes en el 

sobrenadante, que permita caracterizarla y determinar su modo de acción. 

 

Sería interesante evaluar las cepas con otros patógenos causantes de mastitis 

subclínica en el departamento de Nariño. 

 

Se sugiere evaluar las cepas con bacterias patógenas de otras especies de interés 

zootécnico, con el fin de determinar su efecto in vitro, y luego su efecto in vivo. 
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Anexo A. Instrucciones de uso para microorganismos KWIK-STIK™ 

	
  

• En cámara de flujo laminar tipo II, junto al mechero, y después de dejar que 
la bolsa KWIK-STIK™ sin abrir se equilibre temperatura ambiente, abrir la bolsa 
por la muesca y retirar la unidad KWIK-STIK™. 
 
• Tirar de la lengüeta para retirar la etiqueta y colocar en la placa del cultivo 
principal el registro de control de calidad.  

 
• Apretar (una sola vez) la ampolla en la parte superior de KWIK-STIK™ 
(justo por debajo del menisco de líquido de la ampolla) situado en la tapa para 
liberar el líquido hidratante. 
 
• Sujetar en posición vertical y golpear sobre una superficie dura para facilitar 
el flujo de líquido a través del eje hacia la parte inferior de la unidad que contiene 
el sedimento. Dejar que el líquido hidratante fluya a través del eje del hisopo y 
hacia la parte inferior de la unidad que contiene el sedimento. 
 
•  Apretar en la parte inferior de la unidad, triturando el sedimento en el 
líquido hasta que la suspensión del sedimento sea homogénea. 

 
• De Inmediato, saturar bien el hisopo en el material hidratado y transferir a 
las cajas petri con el agar nutritivo. 

 
• Inocular la placa del cultivo principal haciendo rodar el hisopo con suavidad 
sobre un tercio de la placa. 

 
• Utilizando un asa estéril, crear vetas para facilitar el aislamiento de colonias. 

 

De Inmediato, llevar a incubar las cajas petri con el cultivo principal inoculado a 
37°C por 24 horas. 
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Anexo B.  Método de Dubois 

 
Mediante la utilización de el reactivo antrona, permite la determinación de 
componentes importantes como hexosas, aldopentosas y ácidos hexouronicos, 
bien sea que estén libres o formando parte de los polisacáridos. La lectura de las 
muestras se hace a una absorbancia máxima a 625 nm. 
Reactivos: antrona, ácido sulfúrico 10% y 96%, glucosa anhidro 

 
Lavado de vidriería con H2SO4 al 10%. Se dejan en remojo los tubos de ensayo 
con el mismo acido por 24 horas, luego se desocupan y se dejan invertidos para 
su secado por lo menos 3 horas.  
Curva Estándar 
Preparación del reactivo de antrona: disolver 200mg (0,2 g) de antrona en 100 
ml de H2SO4 al 96% en un balón aforado y conservarlo cubierto con papel 
aluminio.  
Solución Madre: Disolver 1,25 g de glucosa anhidra en un balón aforado de 250 
ml, hasta completar su volumen con agua destilada y esterilizada.  
Solución estándar: De la solución madre trasferir 1 ml en un balón aforado de 
100ml, hasta completar su volumen con agua destilada y esterilizada.  
Dilución patrón: se establece una curva estándar de 0 a 50 mg/L. después de 
efectuar una dilución de 1/10 de la solución madre (500 mg/L), depositar en una 
serie de tubos 0-0,25-0,50-0,75-1.0-1,25-1,50-1,75-2,0-2,5 ml de la solución madre 
y completar a 2,5 ml con agua destilada. 
Adición de la antrona 
• Se depositan 5 ml de la solución preparada en cada dilución (3 tubos) de 
los diferentes tubos. Estos tubos se colocan perpendiculares en un recipiente con 
abundante hielo y agua, el tiempo máximo de permanencia en este son 2 minutos. 
 
• Agitar en un vortex continuamente hasta homogenizar la solución. 

 
• Llevar a ebullición por 10 minutos todos los tubos al mismo tiempo. 

 
• Enfrían posteriormente en un recipiente con abundante hielo y agua, el tiempo 

máximo de permanencia en este son 2 minutos. 
 

• Agitar en un vortex y esperar 15 minutos para eliminar las burbujas de aire y el 
empañamiento de los tubos. 
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• Llevar a lectura al espectrofotómetro a 625 nm en un periodo máximo de 30 
minutos. 

 
• El blanco se lee por duplicado. El blanco es 2,5 ml de agua destilada. 

 
Procedimiento para azucares totales para la muestra a evaluar 
• Tanto la curva estándar como las muestras a dosificar sufren el mismo 
tratamiento, más la dosificación de azucares totales es realizada sobre 2,5 ml de 
muestra convenientemente diluida conservados en congelación.  
 
• Para las muestras de azucares se hacen diluciones 10-1, 10-2,10-3,10-4 de 
cualquiera de las muestras obtenidas en los diferentes tiempos de la cinética en 
agua destilada, filtrada y estéril para correr densidad óptica.  

 
• Se escoge la dilución a trabajar que La densidad óptica se encuentre entre 
0 y 1, si se pasa se debe diluir. 
 
• Entonces ya escogida la dilución a trabajar se lleva cada dilución de cada 
tiempo de la cinética a esta dilución. 
 
• Una vez hechas las diluciones se procede a tomar de cada una de ellas 2,5 
ml de la muestra y se los deposita en un tubo de ensayo (que también debe haber 
sido lavado previamente con H2SO4 al 10% durante toda la noche). 
 
• Posteriormente a esta muestra de 2,5 ml se le deposita 5 ml de la solución 
de antrona ya preparada anteriormente y se sigue el mismo procedimiento que en 
la curva estándar.  

 
• El blanco se prepara con 2,5 ml de agua destilada más 5 ml del reactivo de 
antrona. 
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Anexo C. Curva patrón para determinación de azucares totales (método de 
antrona) 
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Ecuación curva estándar 
 
La condición general para aplicar la ecuación de la recta debe considerar que el 
coeficiente de determinación sea (R2) > 0,99. 

bmXy +=  
Y = absorbancia 
m= pendiente 
X = concentración (mg de azúcar/L) 
b = ordenada al origen 
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Lectura de absorbancia para diferentes concentraciones de azúcar mg/L  
 

Tiempo Concentración Absorbancia 
0 0 0,106 
1 5 0,201 
2 10 0,223 
3 15 0,342 
4 20 0,381 
5 25 0,414 
6 30 0,555 
7 35 0,686 
8 40 0,717 
9 45 0,762 

10 50 0,767 
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Anexo D. Lecturas de absorbancia para el consumo de azúcar total de las 
dos cepas 

Tiempo 
(horas) 

Medios de cultivo 
L. casei L. lactis 

X Y X Y 
0 5,98 0,989 5,95 0,981 

2:24 5,186 0,856 4,86 0,813 
4:48 4,948 0,823 4,84 0,807 
7:12 4,718 0,792 4,77 0,801 
9:36 4,274 0,723 4,03 0,693 

12:00 3,488 0,613 3,49 0,615 
14:24 3,138 0,567 2,18 0,423 
16:48 2,872 0,523 2,39 0,453 
19:12 2,734 0,501 1,75 0,362 
21:36 2,592 0,483 0,77 0,221 

24 1,79 0,382 0,13 0,128 
 
X: Concentración de azúcar (mg/L)  
Y: absorbancia en el medio MRS  
 

Ecuación: mgDilución
m

byX 1000/*−
=  

m=0,0144 y b=0,1098 
Dilución: Medio MRS 1/1000 
 


