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1. Los alimentos funcionales 

La nutrición y los hábitos alimenticios son herramientas a través de las 

cuales se puede controlar y mejorar la salud del individuo. Actualmente se sabe 

que muchas de las enfermedades más comunes del hombre, se deben o están 

relacionadas con la dieta (hipertensión arterial, osteoporosis, obesidad,…). Esto, 

ha conllevado a que se produzca un cambio en el significado de nutrición y 

alimentación, pasando de ser considerados como meros conceptos que se refieren 

al aporte de los nutrientes necesarios en la dieta, a la idea de que los alimentos, 

además de nutrir, han de promover específicamente la salud. La vieja frase de 

Hipócrates “haz que tus alimentos sean tu medicina” vuelve a estar en boga casi 

2500 años después, cuando la percepción de que es posible una mejora de la 

salud del individuo a través de la selección adecuada de los alimentos 

consumidos, ha conducido a una demanda cada vez mayor de alimentos que 

mejoren la salud de los consumidores.  

Aunque la interacción entre alimentación y medicina ya era reconocida 

por los chinos desde el año 1000 a. C., es en estos últimos años cuando se ha 

producido una renovada atención. De este modo, el campo de la nutrición, cuya 

investigación ha aumentado recientemente de forma considerable, tiene como 

prioridades la identificación y utilización de alimentos que mejoren la salud, el 

bienestar y reduzcan el riesgo de padecer enfermedades (Arai, 1996): son los 

denominados alimentos funcionales. 

El término de alimento funcional surge por primera vez en Japón en la 

década de los 80 del siglo pasado. Las autoridades sanitarias japonesas se 

percataron de que para controlar el gasto sanitario generado por la mayor 

esperanza de vida de la población, había que garantizar también una mejor 

calidad de vida. Se introduce, en este momento, un nuevo concepto de alimentos 

que, consumidos como parte de una dieta normal, contienen componentes 

biológicamente activos que ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo 

de padecer enfermedades (Arai, 1996). Los alimentos funcionales han sido 

enriquecidos artificialmente con otros ingredientes naturales como vitaminas, 
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minerales, fibras, etc. con el fin de implementar los beneficios que éstos aportan 

a nuestro organismo (Hasler, 2000).  

Dentro de los alimentos funcionales, destacan aquellos que contienen un 

determinado grupo de microorganismos denominados probióticos. En la 

actualidad, existe en el mercado una importante y variada oferta de productos 

suplementados con este tipo de microorganismos, principalmente bacterias, y 

cuyo principal vehículo de administración son los productos lácteos, 

especialmente las leches fermentadas, aunque también se pueden incluir en otros 

muchos productos.  

En estos últimos años ha aumentado de forma considerable el interés por 

modular o modificar la microbiota intestinal, conjunto de microorganismos 

asociados al intestino de un individuo, mediante la ingesta de microorganismos 

beneficiosos (probióticos) o de compuestos que los potencien de manera 

selectiva (prebióticos). Este interés se debe a la gran influencia que las 

poblaciones microbianas del individuo en el intestino tiene sobre muchas 

características bioquímicas, fisiológicas e inmunológicas del hospedador. Esta 

situación, ha provocado que, en general y principalmente desde la industria 

alimentaria, se hayan desarrollado y promocionado, en los últimos años, multitud 

de alimentos probióticos con efectos beneficiosos en la salud humana y animal.  

Aunque es cierto que diversas especies de bacterias ácido lácticas forman 

parte de la dieta del hombre desde tiempos inmemorables y tienen diversos 

efectos beneficiosos en la salud del individuo, es necesario una selección 

restrictiva de microorganismos, potencialmente probióticos, para que, 

posteriormente, se estudie en profundidad la eficacia de los mismos en la 

prevención y/o en el tratamiento de determinadas patologías. Además, la idea de 

que los microorganismos probióticos introducidos a través de la dieta, deben de 

alcanzar los niveles de las poblaciones residentes, y que éstos no desaparezcan 

pronto tras el cese de su consumo para que sean eficaces, ha generado la 

necesidad de realizar nuevos estudios que traten de estudiar y establecer las 

modificaciones que se producen en la composición de la microbiota intestinal 

tras la ingesta de los mismos. En este sentido, el conocimiento de la interacción 
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que se establece entre los agentes probióticos y el huésped ha dado un salto 

cuantitativo importante. Sin embargo, todavía quedan muchos aspectos por 

aclarar, por lo que la investigación en esta área, lejos de estar llegando a su fin, 

no ha hecho más que comenzar.  

2. La microbiota intestinal 

El tracto gastrointestinal (TGI) es el sistema con mayor actividad 

metabólica del cuerpo humano (Mattila-Sandholm et al., 2005). Varios autores 

consideran que la actividad de la microbiota intestinal es comparable en su 

magnitud a la del hígado, además de ser mucho más diversa en funciones 

(Roberfroid et al., 1995). 

El TGI acoge un complejo ecosistema integrado por más de 400 especies 

diferentes de microorganismos que se han adaptado a vivir en la superficie de la 

mucosa intestinal o dentro de la luz intestinal. Es por ello, por lo que el intestino 

humano y su microbiota no pueden ser considerados como entidades separadas 

sino que, por el contrario, ambos representan un sistema biológico diverso y 

dinámico que coevoluciona desde el nacimiento del individuo (O’ Grady y 

Gibson, 2005). 

Si descartamos la cavidad oral, expuesta al medio ambiente, la microbiota 

aumenta en cantidad y complejidad a medida que avanzamos por el TGI 

dependiendo principalmente de la presión de O2, del pH y del flujo del contenido 

digestivo (Figura 1). Así, en condiciones normales, y principalmente como 

consecuencia de la acidez del entorno, la microbiota del estómago es mínima o 

apenas existente; la concentración bacteriana no supera las 103 bacterias por 

mililitro de contenido gástrico. A medida que avanzamos y a lo largo del 

intestino delgado, el número de bacterias va incrementando, desde 104 bacterias 

por mililitro en el duodeno proximal, hasta 107 bacterias por mililitro en el íleon 

terminal. Por último, en el colon, debido a que el tránsito intestinal es más lento y 

el pH es más neutro y apropiado para el crecimiento bacteriano, la población de 

microorganismos alcanza concentraciones de hasta 1012 bacterias por mililitro, 
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siendo las bacterias anaerobias las predominantes en esta zona. (Lee et al., 1999) 

(Figura 1).  

 

Figura 1: Distribución de los principales géneros bacterianos en el TGI. Adaptado de 
Pérez-Conesa, 2003. 

El tipo de nacimiento, la alimentación del recién nacido y el genotipo del 

individuo son, entre otros, factores importantes y determinantes en la 

composición de la microbiota del individuo. El TGI es estéril hasta el 

nacimiento, cuando la colonización microbiana comienza como consecuencia del 

proceso del parto. En este sentido, el tipo de nacimiento determina el inóculo 

bacteriano inicial en el individuo, pudiendo proceder de la flora vaginal de la 

madre, en un parto convencional, o del entorno ambiental, en un parto por 

cesárea (Stark y Lee, 1982). En niños alimentados con leche materna, la 

microbiota intestinal está dominada por el género Bifidobacterium (hasta un 

91%). En estos casos, se ha observado que existe una menor incidencia de 

infecciones gastrointestinales así como de otras enfermedades y se ha 
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relacionado con la presencia intestinal de este género bacteriano (Sanz et al., 

2006). Por el contrario, el intestino de niños alimentados con fórmulas infantiles 

está colonizado por una microbiota más heterogénea y similar a la del individuo 

adulto (Enterobacteriaceae, Bacteroides, Clostridium, Streptococcus, etc.) (Sanz 

et al., 2006). 

Después del nacimiento y durante los primeros años de vida del niño, la 

flora bacteriana se normaliza y se mantiene en un equilibrio estable durante la 

vida adulta (eubiosis). Esta comunidad de microorganismos presentes en el TGI 

es única y específica de cada individuo, incluso los gemelos homocigóticos 

normalmente presentan distintos perfiles (Zoetendal et al., 2001). En esta 

situación de equilibrio o eubiosis, la microbiota intestinal juega un papel 

importante en la prevención de enfermedades a través del desplazamiento de las 

poblaciones de microorganismos patógenos; individuos libres de bacterias son 

más susceptibles a las infecciones (Baba et al., 1991).  

El proceso de exclusión de los microorganismos patógenos por la 

microbiota se ve favorecida por diversos factores (Alderbeth et al., 2000): 

• La microbiota está mejor adaptada para competir por los nutrientes y 

emplazarse en el intestino que los microorganismos exógenos. 

• La actividad metabólica de la microbiota previene el desarrollo o el 

crecimiento de otras bacterias. 

• La capacidad de producir sustancias con actividad antibacteriana juega 

un papel importante en la reducción y control de la presencia de 

microorganismos patógenos. 

Además, en este punto, es importante resaltar el papel que la microbiota 

intestinal desempeña sobre el sistema inmune. Como se ha indicado 

anteriormente, el TGI es estéril hasta el mismo momento del nacimiento, por lo 

que su exposición a agentes microbianos provoca una estimulación local y 

sistémica que actúa sobre el desarrollo y la maduración del sistema inmune. 

Posteriormente, y a lo largo de la vida del individuo la microbiota intestinal 
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estimula la producción de IgA, neutralizando bacterias exógenas y virus 

(Moreau, 2000). 

La población microbiana intestinal también actúa a través de los productos 

generados por la fermentación de nutrientes. En algunas ocasiones los productos 

finales de la fermentación de carbohidratos pueden favorecer incluso la salud 

humana (MacFarlane y McBain, 1999). La mayor parte de los sustratos 

disponibles en el tracto intestinal para la fermentación microbiana, consisten en 

almidón que ha resistido la acción de amilasas pancreáticas y que podrá ser 

degradado por enzimas bacterianas, fibras de la dieta tales como pectinas y 

xilanos, y otras fuentes de carbohidratos disponibles en baja concentración como 

azúcares, y polialcoholes no absorbibles comúnmente denominados prebióticos. 

La degradación de estos azúcares da lugar a la formación de ácido láctico y 

ácidos grasos de cadena corta (AGCC) tales como butirato, acetato y propionato 

que pueden ser metabolizados por determinados tejidos y órganos como el 

hígado, el músculo y el cerebro. La producción de AGCC da lugar a una bajada 

de pH que puede proteger contra microorganismos patógenos y además reducir la 

transformación de ácidos biliares primarios a ácidos biliares secundarios pre-

carcinogénicos (Cummings y MacFarlane, 1997). 

Otra acción importante de la microbiota es la producción de vitaminas, 

especialmente K y B. Existen estudios donde se demuestra que al comparar 

animales con microbiota estable con animales libres de bacterias intestinales, es 

necesario incrementar, en estos últimos, la ingesta en su dieta de alimentos hasta 

el 30% para mantener el peso y suplementos de vitaminas B y K (Hopper et al., 

2002). 

Sin embargo, los efectos beneficiosos consecuentes de una situación de 

equilibrio de la microbiota intestinal pueden dejar de tener lugar cuando aparece 

una situación en la que se perturba dicho equilibrio (disbiosis). Como 

consecuencia puede producirse un aumento en el número de microorganismos 

oportunistas que alteran el balance de la flora intestinal. Diversos factores pueden 

contribuir a esta situación, entre los que se incluyen, modificaciones en la 

alimentación, el uso de medicamentos (especialmente los antibióticos de amplio 
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espectro) o un alto nivel de estrés (Fooks et al., 1999). En estos casos de 

disbiosis, microorganismos como Candida spp. y Clostridium spp., que en 

situación de homeostasis son tolerados en bajas concentraciones, pueden 

incrementar notablemente su proporción y provocar efectos dañinos en la salud 

del individuo (O’Grady y Gibson, 2005). 

Actualmente, el uso de antibióticos de amplio espectro a los que son 

sensibles algunas cepas bacterianas de la microbiota especialmente beneficiosas 

para el organismo, la supresión inmune anímica o medicamentosa y algunas 

enfermedades crónicas pueden comprometer seriamente el balance entre 

microorganismos beneficiosos y perjudiciales del TGI. Esta situación puede 

provocar en el hospedador un mayor riesgo de contraer enfermedades y permitir 

la presencia o el aumento en el número de patógenos oportunistas resistentes a 

dichas terapias (Rai y Sundeepa, 2002).  

Este problema, desencadenado principalmente por el uso masivo de 

antibióticos y un estilo de vida estresante, en combinación con el interés y la 

demanda creciente de los consumidores por los suplementos alimenticios 

dirigidos a conseguir y mantener el equilibrio gastrointestinal, ha despertado en 

los científicos el interés por buscar nuevas alternativas terapéuticas. Se trata de 

conseguir sustituir el uso de antibióticos “contra la vida” por la utilización de 

probióticos “a favor de la vida”. Comienza, de esta manera, a tener una gran 

importancia en el mantenimiento de la salud humana y animal, la modificación y 

adecuación de la microbiota del TGI mediante la alimentación; a través de la 

utilización de productos enriquecidos con bacterias probióticas y con sustancias 

no digeribles para el individuo (prebióticos), que estimulan el crecimiento 

selectivo en el intestino de especies microbianas beneficiosas (Martí del Moral et 

al., 2003).  

 

 



 Introducción 
 

16 

 

3. Los probióticos 

3.1. Contexto histórico: 

La historia de los probióticos se remonta al año 1857 cuando las bacterias 

ácido-lácticas fueron descubiertas por Luis Pasteur. Hacia 1907, el inmunólogo 

ruso Elie Metchnikoff fijó su atención en que en Bulgaria existía un alto número 

de personas centenarias, a pesar de ser uno de los países europeos más pobres. 

Este científico observó que los búlgaros consumían una gran cantidad de 

productos lácteos fermentados, como parte de su dieta, que contenían bacterias 

ácido-lácticas. Así, Metchnikoff logró aislar la bacteria responsable de la 

producción del yogur a la que denominó bacilo búlgaro y la utilizó para 

desarrollar una dieta con leche fermentada. Defendía el concepto de que la dieta 

puede proteger al cuerpo de la invasión de patógenos y en consecuencia mejorar 

y prolongar la calidad de vida del individuo (Metchnikoff, 1907). 

Por entonces, el pediatra francés Henry Tissier, trabajando en el Instituto 

Pasteur aisló, por primera vez, una bifidobacteria de un lactante alimentado a 

pecho, a la que denominó Bacillus bifidus communis. Tissier postulaba que las 

bifidobacterias desplazarían a las bacterias proteolíticas que provocan la diarrea y 

recomendó la administración de esta bifidobacteria a lactantes que padecían de 

este síntoma (Tissier, 1906). 

En 1965 Lilly y Stillwell introdujeron, por primera vez, el término de 

probiótico, para designar a las sustancias secretadas por algunos 

microorganismos capaces de estimular el desarrollo de otros microorganismos. 

Esta palabra deriva de dos vocablos, del latín -pro-, y del griego –bios- que 

quieren decir por o a favor de la vida (Lilly y Shillwell, 1965). Esta definición 

fue modificada posteriormente y se redefinió el término de probióticos para 

referirse a microorganismos que participan en el balance y desarrollo microbiano 

intestinal.  
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En 1989, Roy Fuller enfatizó el requisito de viabilidad para los probióticos  

e introdujo la idea de que tienen un efecto beneficioso para el huésped, 

definiéndolos finalmente como: "Aquellos microorganismos vivos, 

principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la 

dieta y que afectan de forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el 

intestino" (Fuller, 1989).  

En la actualidad los probióticos se definen como “microorganismos vivos 

que, cuando se administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un 

beneficio para la salud” (FAO/WHO, 2002). 

3.2. Las bacterias probióticas empleadas en alimentación 

Para el desarrollo y elaboración de los alimentos probióticos, propuestos 

para el consumo humano, se emplean, en la gran mayoría de los casos, 

microorganismos pertenecientes al grupo de las Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) 

incluyendo, en un sentido amplio, a las bifidobacterias (Delgado, 2005). Sin 

embargo, la levadura Saccharomyces cerevisiae, algunas cepas de Escherichia 

coli y algunas especies de Bacillus, también son utilizadas como probióticos. En 

la Tabla 1 se muestran algunos de los microorganismos empleados de forma 

habitual como probióticos.  

La utilización de las BAL como probióticos se remonta a principios del 

siglo XX (Rettger et al., 1935). Desde entonces, ha despertado un interés 

creciente el uso de estos microorganismos en la industria alimentaria, y como 

consecuencia de las propiedades beneficiosas para la salud que han sido 

atribuidas a este grupo de bacterias a lo largo del tiempo, los alimentos que las 

contienen son muy solicitados y aceptados por el consumidor. 
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Tabla 1: Principales especies microbianas utilizadas como microorganismos 
probióticos. Adaptado de O’Grady y Gibson, 2005. 

3.2.1. Las Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) 

El término de Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) comprende un heterogéneo 

grupo de géneros bacterianos taxonómicamente diferentes, pero que comparten 

características morfológicas, metabólicas y fisiológicas similares. Al ser 

utilizadas tradicionalmente en la fermentación de una gran variedad de 

productos, este grupo de bacterias ha tenido una gran importancia en la industria 

alimentaria a lo largo de la historia (Klein et al., 1998; Giraffa y Neviani, 2000; 

Holzapfel et al., 2001). 

Las BAL son bacterias gram-positivas (Figura 2), normalmente no 

móviles, no formadoras de esporas, catalasa negativas (aunque algunas cepas 

presentan una actividad pseudo-catalásica), con un bajo contenido en guanina y 

citosina, y productoras de ácido láctico como principal o único producto final de 

la fermentación de los carbohidratos (Axelsson, 1998). Todas las bacterias 

pertenecientes a este grupo pueden crecer en condiciones de anaerobiosis; sin 
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embargo, la mayoría no son sensibles al oxígeno y pueden crecer tanto en

presencia como en ausencia del mismo; siendo por tanto anaerobios 

aerotolerantes. Algunas cepas, pueden incluso, utilizar el oxígeno produciendo 

peróxido de hidrógeno (H

Figura 2: Fotografía de la cepa 
visualizada mediante microscopia electrónica de barrido. 

La mayor parte de las BAL obtienen la energía a partir del metabolismo de 

azúcares por lo que sus hábitats están restringidos a lugares donde éstos están 

presentes (Kandler y Weiss, 1986). Dependiendo del tipo de catabolismo que 

lleven a cabo, podemos dividir este grupo de bacterias en dos subgrupos 

(Zamora, 2003): 

• Fermentadores 

láctico como producto final.

• Fermentadores heterolácticos: utilizan la vía de la 6

fosfocetolasa, generando

etanol, acetato y CO

Históricamente, las BAL se incorporaban a los alimentos para prolongar la 

viabilidad de éstos, como con

tanto de microorganismos patógenos como de

deterioro de alimentos. Este efecto conservador 

almacenaje de los productos alimenticios se debe, 

producción por parte de las BAL, 

sustancias inhibidoras de crecimiento como ácidos orgánicos, etanol, diacetilo, 

peróxido de hidrógeno y bacteriocinas (
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aerotolerantes. Algunas cepas, pueden incluso, utilizar el oxígeno produciendo 
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Fotografía de la cepa Lc. lactis ATCC 11454, estudiada en
microscopia electrónica de barrido.  

La mayor parte de las BAL obtienen la energía a partir del metabolismo de 

azúcares por lo que sus hábitats están restringidos a lugares donde éstos están 

ler y Weiss, 1986). Dependiendo del tipo de catabolismo que 

lleven a cabo, podemos dividir este grupo de bacterias en dos subgrupos 

 homolácticos: realizan la glucólisis y originan ácido 
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es heterolácticos: utilizan la vía de la 6-fosfogluco

fosfocetolasa, generando como producto final además del ácido láctico, 

etanol, acetato y CO2. 

Históricamente, las BAL se incorporaban a los alimentos para prolongar la 

viabilidad de éstos, como consecuencia de su capacidad de inhibir el crecimiento 

microorganismos patógenos como de microorganismos causantes del 

deterioro de alimentos. Este efecto conservador ejercido durante la producción y 

almacenaje de los productos alimenticios se debe, principalmente, a la 

por parte de las BAL, de altos niveles de ácido láctico y otras 

sustancias inhibidoras de crecimiento como ácidos orgánicos, etanol, diacetilo, 

y bacteriocinas (Leroy y De Vuyst, 2004). Además de este 

embargo, la mayoría no son sensibles al oxígeno y pueden crecer tanto en 

presencia como en ausencia del mismo; siendo por tanto anaerobios 
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en este trabajo y 
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efecto conservador, la producción y liberación de ácido láctico y de otros 

compuestos como el ácido acético hacia el exterior, contribuyen al desarrollo del 

sabor, aroma y textura de los alimentos (Leroy y De Vuyst, 2004). 

Principalmente, por estos motivos, muchas especies bacterianas pertenecientes a 

este grupo, han tenido y tienen un gran interés comercial utilizándose como 

starter en las fermentaciones industriales para la producción de yogur, kéfir, 

queso, embutidos, vino, etc. (McCartney, 2005). 

Muchas de estas BAL forman parte de la microbiota gastrointestinal y 

genitourinaria común de humanos y animales donde desempeñan un papel 

beneficioso tanto en el mantenimiento de la integridad intestinal como en los 

procesos que participan en la inmunomodulación y resistencia a 

microorganismos patógenos (Klaenhammer et al., 2005). 

Como consecuencia de ello y debido a que este grupo de bacterias se 

encuentran en multitud de alimentos, se agrupan dentro del status de 

microorganismos saludables (GRAS, “Generally Regarded As Safe”) y sus 

efectos positivos sobre la salud se admiten de un modo generalizado 

(Klaenhammer et al., 2005). Todo ello ha provocado que, en el último siglo, se 

haya producido un gran interés comercial tanto en la industria alimentaria como 

farmacéutica por el desarrollo de productos que contienen estos 

microorganismos. 

Dentro de las BAL, las especies de los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium son las más utilizadas en la elaboración de productos probióticos 

en la industria alimentaria, puesto que son bacterias deseables de la microbiota 

intestinal (Berg, 1998) y se las considera responsables de los múltiples efectos 

beneficiosos que tienen las bacterias probióticas en la salud humana (Perdigon et 

al., 1990; Benno et al., 1996). Como consecuencia, algunas cepas bacterianas 

pertenecientes a estos géneros han sido estudiadas en mayor profundidad, 

produciéndose la explotación comercial mayoritaria de las mismas. Tal es el caso 

de Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus johnsonii NCC533 y Lactobacillus 

rhamnosus GG. Esta última cepa es una de las especies probióticas que mayor 
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atención ha recibido hasta la fecha: descubierta en 1985, además de tener una 

excelente capacidad de adhesión que no muestran otras cepas de lactobacilos 

usadas tradicionalmente en la fermentación de productos lácteos, se han 

observado en ella una serie de cualidades que la califican de óptima para su uso 

como cepa probiótica (Gupta y Garg, 2009). 

3.3. Características deseables de las bacterias probióticas. 

Las bacterias que se pueden utilizar en alimentación como probióticas se 

seleccionan en base a una serie de requisitos que deben cumplir y que han de 

evaluarse de forma individual para cada cepa. Los efectos beneficiosos de un 

microorganismo probiótico concreto, así como otras características deseables 

para la salud del consumidor, sólo pueden ser atribuidos a cada cepa analizada en 

cada estudio y no se puede generalizar a toda la especie, ni mucho menos a todo 

el grupo de las BAL (WGO, 1998).  

Por ello, los microorganismos potencialmente probióticos deben de ser 

correctamente identificados a nivel de género y de especie mediante métodos 

genotípicos, aunque se recomienda también una caracterización fenotípica previa. 

Además, una vez que se ha seleccionado e identificado una cepa como 

probiótica, debería ser depositada en una colección de cultivos reconocida 

internacionalmente como sugiere la FAO/WHO, (2002).  

Para seleccionar una cepa como probiótica se deberían realizar, en primer 

lugar, estudios in vitro apropiados para establecer los posibles beneficios de los 

probióticos para la salud antes de emprender ensayos in vivo. Es conveniente 

que, según el beneficio previsto para la salud, se lleven a cabo pruebas que 

revelen la capacidad para tolerar el medio ácido y la presencia de sales biliares, la 

potencialidad para producir sustancias antimicrobianas y capacidad para 

adherirse a las células del intestino humano, entre otras (Havenaar y Huis in’t 

Veld, 1992; Collins et al., 1998).  
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En la tabla 2 se señalan las características fundamentales, clasificadas en 

tres grupos, que se deben de tener en cuenta a la hora de seleccionar una cepa 

como probiótica (Delgado, 2005; Lee et al., 1999). 

 

Tabla 2: Criterios utilizados en la selección de cepas probióticas.  

 

3.3.1. Características de la cepa  

3.3.1.1. Origen:  

Muchos autores consideran que la cepa bacteriana seleccionada para su 

uso probiótico en alimentación humana, debe ser de procedencia humana. Este 

criterio de selección, se basa en la idea de que las bacterias que estén presentes 

habitualmente en la microbiota intestinal del hombre, podrían implantarse y 

competir mejor frente a las bacterias autóctonas del intestino. De este modo, 

estos microorganismos podrían llegar a establecerse en un nivel numérico 

significativamente mayor en el hospedador, que las bacterias procedentes de 

otras fuentes (Morelli, 2000). Sin embargo, aunque esta premisa podría ser 

inicialmente válida, algunos probióticos, cuya procedencia no es humana, han 

mostrado una buena capacidad de viabilidad y de adhesión en simulaciones y en 

estudios in vitro (Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010) pudiendo ser 

Características de la cepa Origen  
Bioseguridad 

 
 
Aspectos funcionales de la cepa 
 

Actividad en condiciones intestinales 
Resistencia al jugo gástrico y pancreático, bajo pH y sales 
biliares 
Adherencia al epitelio intestinal y mucus 
Actividad antimicrobiana 
Modulación del sistema inmune 
Efectos beneficiosos para la salud del consumidor 

 
Aspectos tecnológicos de la cepa 
 

 
No deben producir aromas ni sabores no deseables 
Viabilidad en los alimentos 
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utilizados de manera efectiva como probióticos. Es el caso de cepas bacterianas 

de la especie Bifidobacterium animalis, que son comercializadas actualmente en 

algunos productos lácteos (Sanders, 2008). Esto confirmaría la idea, cada vez 

más generalizada, de que lo importante en un probiótico es la especificidad de la 

acción, y no la fuente del microorganismo. De hecho, es muy difícil confirmar y 

establecer la fuente y procedencia de un microorganismo, ya que los individuos 

al nacer no tienen bacteria alguna en el intestino, y además, no se ha aclarado 

totalmente el origen de la microbiota intestinal del individuo que, como ya se ha 

mencionado, es específica de cada uno. Por lo tanto, es la capacidad de seguir 

siendo eficaz y viable en el lugar de destino y no la procedencia, lo que debería 

verificarse para cada cepa potencialmente probiótica (FAO/WHO, 2002). 

3.3.1.2. Bioseguridad:  

Una de las características imprescindibles que debe poseer una cepa 

bacteriana para poder ser empleada como probiótica, es que no sea patógena y 

que sea reconocida como GRAS. En general es aceptado que, con la excepción 

de algunos Streptococcus y Enterococcus, las BAL son raramente patogénicas en 

la especie humana y otros animales. No obstante, algunas BAL endógenas han 

sido implicadas aunque excepcionalmente, en casos de infecciones sistémicas 

incluyendo septicemia y endocarditis (Chomarat y Espinouse, 1991; Oakey et al., 

1995). Puede ocurrir que una cepa descrita como probiótica y segura para su 

consumo, en algunas circunstancias concretas, pueda causar problemas en grupos 

determinados de individuos, como por ejemplo en personas inmunodeprimidas 

(O’May y MacFarlane, 2005). Por esta razón, la seguridad debe ser verificada de 

forma individual, asegurándose de que cada cepa probiótica esté libre de factores 

de virulencia y de patogenicidad como características previas determinantes. 

También es importante evaluar la presencia de actividades enzimáticas 

perjudiciales para el hospedador, así como verificar la ausencia de resistencias a 

antibióticos transferibles (Salminen et al., 1998; Ishibashi y Yamazaki, 2001).  
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3.3.2. Características funcionales de la cepa bacteriana 

Para que los microorganismos probióticos tengan efecto sobre la salud del 

hospedador, han de ser capaces de sobrevivir durante el tránsito gastrointestinal 

para luego poder implantarse o, al menos, mantenerse viables durante un tiempo 

en el intestino. En general, los aspectos funcionales hacen referencia a las 

propiedades biológicas y beneficiosas de las cepas bacteriana, incluyendo 

aspectos de resistencia al tránsito gastrointestinal y supervivencia en el lugar de 

acción. 

3.3.2.1. Resistencia al tránsito gastrointestinal 

Las bacterias probióticas, una vez ingeridas, tienen en primer lugar que 

sobrevivir durante el tránsito gástrico. El bajo pH del estómago, los movimientos 

peristálticos y la acción antimicrobiana de la pepsina, proporcionan una efectiva 

barrera contra la entrada de bacterias en el tracto intestinal donde los 

microorganismos probióticos deben ejercer los efectos beneficiosos (Holzapfel et 

al., 1998). La viabilidad de las bacterias en estas condiciones hostiles depende de 

varios factores, como el tiempo de exposición al entorno ácido y la variación del 

pH en función del alimento ingerido (Lankaputhra y Shah, 1995). Varios estudios 

han demostrado que la matriz de alimentos consumidos conjuntamente con los 

probióticos puede tener un efecto significativo sobre la acción protectora frente a 

los ácidos del estómago (Conway et al., 1987; Charteris et al., 1998b, Wang et 

al., 1999; Zarate et al., 2000).  

Una vez superada esta primera barrera, las bacterias probióticas deberán 

resistir también la presencia del jugo pancreático y del efecto de las sales biliares 

en el intestino, ambos con capacidad antimicrobiana. 

Actualmente, la capacidad de resistencia al tránsito gastrointestinal puede 

evaluarse tanto mediante sencillos ensayos in vitro como utilizando modelos más 

complejos en los que se simule el proceso dinámico de la digestión (Marteau et 

al., 1997). 
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3.3.2.2. Adherencia al epitelio intestinal 

Uno de los requisitos de un buen probiótico es la capacidad de adhesión al 

mucus y a las células epiteliales, factor imprescindible para que la colonización 

intestinal y la prolongación de los efectos beneficiosos en el hospedador pueda 

producirse (Savage, 1992). Los mecanismos que median en los procesos de 

adherencia no están del todo clarificados y parecen ser diversos. En general, se 

considera un fenómeno complejo en el que pueden estar implicados 

exopolisacáridos de superficie, fuerzas electrostáticas e hidrofóbicas, proteínas 

como las lectinas presentes en las fimbrias y los ácidos lipoteicoicos de la 

superficie celular (Granato et al., 1999; Roos y Jonsson, 2002; Pridmore et al., 

2004).  

Debido a la dificultad que implica investigar la capacidad de adhesión 

bacteriana in vivo, la adhesión a la superficie intestinal, frecuentemente se ha 

estudiado in vitro, usando superficies y líneas celulares intestinales de origen 

humano. Así, el mucus intestinal y las líneas celulares HT-29 y Caco-2 son los 

soportes actuales más empleados para evaluar in vitro la capacidad de adhesión 

de cepas potencialmente probióticas (Greene y Klaenhammer, 1994; Tuomola y 

Salminen, 1998; Ouwehand et al., 1999a).  

Además de la adhesión, un factor importante asociado a la persistencia de 

las bacterias en el tracto intestinal es la formación de biofilms (Fakhry et al., 

2009). Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que 

crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie 

abiótica o un tejido biótico. En cualquier caso, el primer paso para la formación 

de esta estructura en el intestino es la adhesión de las bacterias a las células 

epiteliales intestinales (Lasa et al., 2005). Posteriormente, la formación de 

biofilms en el intestino por las bacterias probióticas les confiere una serie de 

ventajas en el lugar de acción. Esto es debido a que la matriz extracelular donde 

están embebidas les protege frente a condiciones hostiles del entorno lo que 

aumenta su capacidad de supervivencia (Lebeer et al., 2007). Como 

consecuencia, el tiempo de permanencia en el intestino es mayor, afectando 
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positivamente al hospedador al prolongar los efectos beneficiosos que confieren 

las bacterias probióticas. 

En este punto es importante señalar, que aunque la capacidad de adhesión 

es un factor importante que se tiene en cuenta en la selección de cepas 

probióticas, no tiene porque ser imprescindible o esencial para que el probiótico 

ejerza sus efectos beneficiosos en el hospedador. En este sentido, los 

microorganismos alóctonos, aquellos que se encuentran en tránsito, en el lumen 

intestinal, pueden ejercer también sus efectos positivos sobre la salud del 

consumidor desde la luz intestinal. En este caso, tiene una importancia 

fundamental unos tiempos largos de tránsito intestinal sin que la adhesión y la 

colonización sean un requisito imprescindible para promover efectos 

beneficiosos (Tannock, 2002). 

3.3.2.3. Actividad antimicrobiana  

Los probióticos pueden ejercer una actividad antimicrobiana específica 

sobre un microorganismo o un grupo de microorganismos. Las BAL producen, 

en general, una amplia variedad de sustancias antimicrobianas entre las que se 

incluyen los ácidos orgánicos, el ácido láctico, y los productos de reacción 

secundarios tales como el hipotiocianito, el peróxido de hidrógeno y las 

bacteriocinas (péptidos sintetizados ribosómicamente con capacidad bactericida), 

siendo estas últimas los compuestos más estudiados (Yildirim et al., 1999). No 

sólo la producción de este tipo de sustancias es la responsable de la actividad 

antimicrobiana de los microorganismos probióticos, sino que ésta, también puede 

deberse a otros factores diferentes. En este sentido, los microorganismos 

probióticos pueden bloquear los nichos de adhesión a patógenos en la superficie 

de las células epiteliales mediante un mecanismo de inhibición competitiva de los 

mismos (Goldin et al., 1992; Fujiwara et al., 1997). De la misma forma, las 

bacterias probióticas pueden consumir más eficientemente los nutrientes 

limitantes presentes en el intestino, evitando que sean utilizados por 

microorganismos potencialmente patógenos (Pérez-Conesa, 2003). 
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3.3.2.4. Modulación del sistema inmune 

Varios autores han señalado la influencia de los probióticos sobre la 

respuesta inmune. Para ello, es esencial que estos microorganismos sobrevivan 

después de atravesar el TGI, y poder así expresar sus propiedades 

inmunomoduladoras (Marteau et al., 1997). En este sentido, se ha observado que 

ciertas cepas probióticas, además de provocar un incremento en la producción de 

citoquinas tanto in vivo como in vitro, inducen un aumento en la capacidad 

fagocítica de las células inmunitarias, (Arunachalam et al., 2000). Asimismo, en 

el ámbito de la inmunidad humoral, se ha descrito que algunas bacterias 

probióticas provocan un incremento en su actividad; parece que la presencia de 

microorganismos probióticos favorece la producción de anticuerpos, 

especialmente las IgA secretoras en el lumen intestinal que pueden inhibir la 

adherencia de las bacterias patógenas a la superficie de la mucosa (Cagigas-Reid, 

2002). 

Sin embargo, respecto a la inmunidad celular las consideraciones finales 

difieren enormemente, y están aún lejos de ser concluyentes: mientras que 

algunos autores aseguran que su capacidad disminuye en presencia de agentes 

probióticos, otros afirman que aumenta, y algunos incluso aseveran que no existe 

ninguna variación significativa en este área (Gill et al 2000). 

3.3.2.5. Efectos beneficiosos para la salud del consumidor 

Los microorganismos probióticos, para que sean considerados como tales, 

deben conferir algún efecto beneficioso en la salud del consumidor (Reid et al., 

2003). Aunque muchos de los mecanismos, por los cuales el uso de este tipo de 

agentes biológicos resulta positivo para la salud del consumidor, son 

desconocidos, estos efectos se han asociado con la producción de diferentes 

sustancias tales como vitaminas, ácidos grasos de cadena corta, péptidos 

bioactivos, sustancias antimicrobianas etc. (O’Connor et al., 2005). 
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Por ello, en los últimos años, se han estudiado los efectos de los 

microorganismos probióticos sobre numerosas enfermedades humanas, 

observando, en determinados casos, que la presencia de los mismos provoca una 

disminución de los síntomas del proceso patológico en el hospedador. Sin 

embargo, en muchos casos, estos efectos hasta ahora solamente han sido 

reflejados de manera divulgativa por lo que deben de ser corroborados por 

estudios clínicos independientes y publicados en revistas de carácter científico 

contrastado para su aceptación real (Ouwehand et al., 2002).  

En este sentido, la mayor evidencia de los efectos beneficiosos de los 

probióticos contrastado hasta la fecha, sea probablemente, el tratamiento y 

prevención con Lactobacillus rhamnosus GG de la diarrea infantil, causada en la 

mayor parte de los casos por rotavirus, (Isolauri et al., 1991; Majamaa et al., 

1995; Guarino et al., 1997; Guandalini et al., 2000; Szajewska et al., 2001). Otro 

de los efectos beneficiosos más estudiados hasta la fecha, es la relación del uso 

de microorganismos probióticos con una mayor tolerancia a la lactosa en 

personas intolerantes o con mala absorción de la misma. En este caso, se ha 

demostrado que el efecto es consecuencia de la digestión de la lactosa por la 

actividad lactásica presente en estos microorganismos (Marteau et al., 1990; de 

Vrese et al., 2001). También existen fuertes evidencias en la mejora de 

individuos con diarrea asociada a antibióticos cuando ingieren probióticos tales 

como Lactobacillus rhamnosus GG, Sacharomices boulardi, Enterococcus 

faecium SF68 y Lactobacillus casei DN- 114 001 (O’Grady y Gibson, 2005; 

WGO, 1998). El tratamiento con bacterias probióticas también parece ser 

efectivo en pacientes con pouchitis, una enfermedad caracterizada por la 

inflamación no específica del reservorio íleo anal, después de la anastomosis que 

se practica en situaciones de colitis ulcerosa. En este caso, la administración de 

una mezcla de probióticos multicepa (VSL#3) es significativamente eficaz en el 

tratamiento o prevención de esta enfermedad (O’May y MacFarlane, 2005; 

Gionchetti et al., 2000; Puertollano et al., 2008). 

Aunque la mayor parte de los estudios sobre el efecto de probióticos en 

enfermedades estén focalizados en desórdenes gastrointestinales, la 
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administración de estos microorganismos, también es importante en el 

tratamiento de otras alteraciones en diferentes partes del cuerpo. Son los casos de 

dermatitis atópica e infecciones urogenitales tratados con Lactobacillus 

rhamnosus GG, donde se ha observado un alivio de los síntomas en pacientes 

con estas enfermedades (Isolauri et al., 2000; Reid et al., 2001). 

Pero aunque estos son ejemplos claros y demostrados de causa-efecto en 

el tratamiento de enfermedades con probióticos, se dispone aún de poca 

información científica. Los futuros estudios deberían estar centrados en examinar 

también efectos microbiológicos e inmunológicos con más detalle, e investigar la 

actividad de los microorganismos probióticos en el sitio de interés. El estudio de 

los probióticos en el tratamiento de enfermedades es todavía un campo 

emergente que aun no ha alcanzado su máximo potencial (O’Grady y Gibson, 

2005). 

3.3.3. Aspectos tecnológicos de la cepa  

Dependiendo del producto que se quiera comercializar, los criterios 

tecnológicos a tener en cuenta en microorganismos probióticos pueden ser muy 

diferentes. En la industria alimentaria, es importante que el empleo de este tipo 

de bacterias mantenga buenas características organolépticas del producto final, 

tanto en la textura y sabor, como en el olor y aroma tras la fermentación o 

cualquier otro paso dentro del proceso de elaboración del mismo. Asimismo, el 

probiótico debe poseer una alta viabilidad y estabilidad en el producto durante su 

almacenamiento antes de su consumo. Aunque algunos estudios han mostrado 

que los probióticos no viables pueden tener efectos beneficiosos en el 

consumidor (Ouwehand y Salminen, 1998), una buena viabilidad se considera un 

prerrequisito esencial para una óptima funcionalidad de los mismos. Varios 

factores como las características de la cepa, el tipo de alimento, la temperatura y 

el pH pueden afectar a la viabilidad del probiótico (Ouwehand y Salminen, 

1998). La resistencia de las cepas a la congelación y a la liofilización son 
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también características importantes que han de ser consideradas para el 

desarrollo de los cultivos industriales (Delgado, 2005). 

En el caso de los productos lácteos, también es importante tener en cuenta 

la interacción entre las cepas probióticas y otros microorganismos como los 

cultivos iniciadores empleados tradicionalmente para la fermentación de la leche, 

ya que puede tener influencia en el número de viables de los microorganismos 

probióticos al final de la vida media del producto. Un ejemplo claro sobre este 

hecho es la producción de yogur utilizando Streptococcus thermofilus y 

Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus como especies starter para que lleven 

a cabo el proceso de fermentación. Se ha observado que algunas cepas de estos 

cultivos iniciadores pueden afectar a determinadas cepas probióticas durante la 

fermentación y almacenaje del producto (Minelli et al., 2004; Saito, 2004; Leroy 

y de Vuyst, 2004). 

Por otro lado, el material de envasado y las condiciones de 

almacenamiento de los productos finales, son factores a tener en cuenta para 

mantener la viabilidad de los microorganismos probióticos. La mayoría de las 

cepas bacterianas empleadas como probióticos son anaerobias o microaerófilas, 

por lo que la toxicidad del oxígeno sobre ellas es una consideración fundamental. 

En este sentido, el almacenamiento en envases de cristal o el incremento del 

grosor en los materiales de almacenamiento, es importante porque reduce la 

permeabilidad del oxígeno (Dave y Shah, 1997).  

No obstante, la viabilidad de las cepas probióticas puede ser potenciada 

mediante técnicas de encapsulación, usando almidón o aceites vegetales como 

material protector. En este proceso, las células son conservadas dentro de una 

membrana con el fin de reducir el daño y la pérdida de viabilidad celular (Shah, 

2000; Sultana et al., 2000; Mattila-Sandholm et al., 2002). 
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3.4. Los alimentos probióticos 

Los alimentos probióticos se definen como aquellos que contienen 

bacterias probióticas vivas, en una matriz adecuada y en una concentración 

suficiente, de modo que, después de su ingesta tengan efectos beneficiosos en el 

consumidor más allá de su efecto nutricional (de Vrese y Schrezenmeir, 2001). 

En la actualidad, aunque existe una gran diversidad de productos 

probióticos en el mercado, los de mayor aceptación son los que proceden de la 

leche y sus derivados. 

Las últimas estadísticas revelan que éstos abarcan aproximadamente el 

56% del mercado de los alimentos funcionales (Ruiz-Moyano et al., 2008a). Los 

productos lácteos son vehículos óptimos para aportar un elevado número de 

bacterias viables, además de tener un alto contenido en nutrientes. Además, y 

como consecuencia de la presencia y de la actividad de las bacterias probióticas 

en la leche, se puede producir la liberación de una gran variedad de péptidos 

bioactivos beneficiosos para la salud del consumidor, resultantes de la hidrólisis 

de las proteínas lácteas (Leclerc et al., 2002).  

Actualmente, se comercializa un amplio rango de productos lácteos 

probióticos, siendo las leches fermentadas, especialmente el yogurt, el principal 

vehículo de bacterias probióticas (García- Garibay, 2003). El éxito obtenido con 

la comercialización de productos lácteos fermentados, suplementados con 

microorganismos probióticos, ha provocado el desarrollo de nuevos productos 

probióticos que utilizan la leche o sus derivados como alimento base. De este 

modo, podemos encontrar en el mercado leche pasteurizada, helados, 

mantequillas e incluso fórmulas lácteas infantiles con diferentes especies de 

microorganismos probióticos (Tabla 3) (Tamime et al., 1995). El queso es otro 

derivado lácteo que puede contener microorganismos probióticos e incluso 

ofrecer una serie de ventajas con respecto a las leches fermentadas como 

vehículo de los mismos. Un pH más elevado, una mayor consistencia, un mayor 

contenido en grasa y una mayor capacidad tamponante son factores que 

contribuyen a la protección de los microorganismos probióticos durante el 
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tránsito gastrointestinal, y facilitan, por lo tanto, la llegada al intestino de un 

mayor número de células viables cuando se encuentran formando parte de este 

alimento (Stanton et al., 1998; Donelly, 2003).  

Hoy día, el éxito en el consumo de alimentos funcionales derivados de la 

leche es un hecho asumido que no necesita demostración alguna, puesto que, es 

palpable y observable en la vida cotidiana. Sin embargo, una parte importante de 

la población no puede o debe consumirlos por ser intolerantes a la lactosa, por su 

contenido en colesterol u otros motivos. Como consecuencia, en estos últimos 

años, ha crecido la necesidad de buscar nuevos alimentos o alternativas 

diferentes a la amplia gama de productos lácteos que ya se encuentran en el 

mercado, que sirvan de vehículo para los microorganismos probióticos. Así, ha 

incrementado la oferta y variedad de productos probióticos en el mercado, donde 

ahora también podemos encontrar desde cereales, productos derivados de la soja 

o zumos que contienen microorganismos probióticos, hasta suplementos donde 

los microorganismos se presentan en forma de comprimidos, cápsulas y 

preparaciones liofilizadas (Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010). 

 

 

Tabla 3: Especies de microorganismos probióticos más utilizados en los diferentes 
tipos de productos lácteos en el mercado Europeo. Adaptada de Tamime et al., 2005. 
 

Tipo de producto Microorganismos probióticos 

Productos lácteos fermentados no líquidos (ej. 
yogurt) 

Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. casei, Lb. 
johnsonii, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lc. 
lactis , B. bifidum, B. animalis 

 
Productos lácteos fermentados líquidos (ej. 
batidos) 

Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. rhamnosus, Lb. 
johnsonii, Lb. reuteri, Lb. plantarum, Lb. 
fortis, Lc. lactis, B. animalis, B. bifidum, B. 
longum 

 
Productos lácteos no fermentados (ej. leche, 
helados) 

 
Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, Lb. reuteri 
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3.4.1. Aspectos legales en la comercialización de alimentos probióticos 

De acuerdo con la nueva regulación sobre alimentos funcionales (CE, nº. 

1924/2006)), así como con las recomendaciones de la FAO/WHO sobre el caso 

específico de los probióticos, en la etiqueta de estos productos debe constar la 

cantidad aproximada y la pauta de consumo para conseguir el efecto beneficioso 

declarado. Sin embargo, los estudios relativos a las dosis efectivas de los 

probióticos son todavía muy limitados. Aunque la dosis necesaria puede variar 

enormemente según la cepa y el producto que sirve como vehículo, según 

algunos autores (Lee y Salminen, 1995; Saarela et al., 2000), se considera 

necesario que entre 107 y 1010 organismos viables alcancen el intestino 

diariamente para que ejerzan su efecto. Por ejemplo, la eficacia de 

Bifidobacterium infantis 35264 ha sido documentada en 108 organismos 

viables/día, mientras que la dosis recomendada para VSL#3, producto 

farmacéutico que contiene una mezcla de ocho especies de bacterias probióticas 

diferentes, es de 1.8 1012. Asimismo, la comisión de expertos de la FAO/WHO 

ha recomendado incorporar en el etiquetado de los alimentos que contienen 

probióticos los siguientes aspectos (FAO/WHO, 2002):  

• Número mínimo de viables de cada cepa probiótica al final de la vida 

útil del producto. 

• Forma y pautas de consumo recomendadas para que la dosis del 

probiótico sea efectiva en relación con la mejora de salud declarada. 

• Efectos beneficiosos que puede proporcionar a la salud. 

• Condiciones adecuadas de almacenamiento. 

Además, la nueva regulación sobre alimentos funcionales (CE, nº. 

1924/2006) incluye mencionar la importancia de mantener una dieta equilibrada 

y un estilo de vida saludable, así como los posibles riesgos derivados de su 

consumo en exceso o de su consumo por grupos de población específicos. 

Asimismo, sólo se permite hacer alegaciones sobre las propiedades saludables 

demostradas científicamente. Éstas deben estar incluidas en la lista comunitaria 
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de alegaciones generalmente admitidas en función de las evidencias científicas 

sobre dicha función biológica, o evaluarse y aprobarse por la Autoridad Europea 

de Seguridad Alimentaria (EFSA) y la Comisión Europea. 

4. Los prebióticos 

El intestino humano contiene una gran variedad de especies bacterianas, 

de las cuales algunas son beneficiosas para la salud (Bifidobacterium, 

Eubacterium y Lactobacillus) y otras perjudiciales (Clostridium, Shigella, 

Veillonella). En este contexto, se ha trabajado para modular la composición de la 

microbiota intestinal mediante el desarrollo de alimentos funcionales que 

contengan compuestos prebióticos que favorezcan principalmente el crecimiento 

de las especies beneficiosas. 

Un prebiótico se define como un ingrediente alimenticio que afecta 

beneficiosamente al consumidor mediante la estimulación selectiva del 

crecimiento y/o actividad de uno o un número limitado de bacterias en el colon, 

mejorando así la salud del hospedador (Gibson y Roberfroid, 1995).  

Para que un ingrediente alimenticio sea clasificado como prebiótico debe 

cumplir, según Gibson, (1999) los siguientes requisitos: 

• No ser hidrolizado ni absorbido en la parte anterior del TGI. 

• Ser un substrato selectivo para una o un número limitado de bacterias 

comensales beneficiosas del colon, estimulando su crecimiento y/o 

metabolismo. 

• Ser capaz de modificar la composición de la microbiota del colon, 

favoreciendo el desarrollo de especies bacterianas beneficiosas. 

• Inducir efectos en el lumen que sean beneficiosos para la salud del 

hospedador. 
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4.1. Tipos de prebióticos  

Aunque algunos péptidos y proteínas y ciertos lípidos pueden ser 

utilizados como prebióticos, son principalmente los oligosacáridos no digeribles 

(OND), los compuestos empleados para tal uso. El concepto de no digerible, se 

debe a la presencia de enlaces osídicos tipo β que le confieren la propiedad a 

estos compuestos de ser resistentes a las enzimas del tracto digestivo que son 

específicas exclusivamente para los enlaces α. Como consecuencia los OND a 

nivel nutritivo se comportan como fibras alimentarias solubles, que llegan 

íntegros al intestino grueso, donde son hidrolizados a pequeños oligómeros o 

monómeros que son metabolizados por la microbiota del colon, especialmente, 

por bifidobacterias y/o lactobacilos (Tsuji et al., 1986; Tokunaga et al., 1989; 

Molis et al., 1996). Como resultado de esta fermentación, las bacterias producen 

gases (dióxido de carbono, metano, hidrógeno) y ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) (butirato, acetato, propionato, lactato, etc.). 

Los OND pueden ser obtenidos de diversas fuentes o procesos industriales 

(Swennen et al., 2006): 

• Fuentes naturales (ej. fructanos (inulina), oligosacáridos de soja…). 

• Hidrólisis química o enzimática de polisacáridos (ej. xilooligosacáridos e 

isomalto-oligosacáridos. 

• Síntesis química o enzimática, ésta última por transglicosilación y/o 

hidrólisis inversa usando hidrolasas y/o glicosiltransferasas a partir de 

sustratos como disacáridos (ej. la lactulosa y el lactinol que son derivados 

sintéticos de la lactosa). 

En la Tabla 4, se presentan posibles agentes prebióticos OND, que 

cumplen dos criterios: 1) escapan de la digestión por las hidrolasas provenientes 

de las secreciones pancreáticas e intestinales, y 2) son fermentados 

(selectivamente o no) por las bacterias sacarolíticas de la microbiota colónica.  

Aunque existen diversos compuestos con potencial prebiótico (Tabla 4), 

los más estudiados hasta el momento y que por lo tanto pueden proporcionar las 

mejores evidencias de sus efectos en humanos, son los galacto-oligosacáridos 

(GOS) y los fructo-oligosacáridos (FOS). 
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Tabla 4: Compuestos con potencial prebiótico que son añadidos o están presentes en la dieta. Adaptada de Marti del Moral et al., 2003. 

. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
aCriterio para clasificar los nutrientes como prebióticos: (1) escapan a la digestión de hidrolasas, (2) son fermentados por bacterias colónicas, (2a) estimulan 
selectivamente la proliferación bacteriana, (2b) producen ácidos grasos de cadena corta y disminuyen el pH del ciego del colon. + Cumple criterio 1 y 2a o 2b, 
demostrado in vitro, ++ cumple 1,2a y 2b en estudios in vivo, +++ cumple todos los criterios ampliamente demostrado in vitro e in vivo. 
b (+) La presencia del prebiótico en el colon promueve el crecimiento del microorganismo. (-) El prebiótico previene el crecimiento del microorganismo en el 
colon. 
cN.E: No especificado.

Clase de 
Compuesto 

 

Ejemplos Efectoa Efecto sobre 
la microbiota colónicab 

Efecto 
sobre 

AGCC/pH 

Fructo-oligosacáridos (FOS) 
 

Inulina, oligofructosa, fructano sintéticos +++ + bifidobacterias, lactobacilos 
  - bacteroides, clostridios 

 
Sí 

Galacto- oligosacáridos (GOS)  
 

Trans GOS, natural GOS de leche humana ++ (+) + bifidobacterias, lactobacilos Sí 

Oligosacáridos de glucosa 
 

Dextranos y oligodextranos ++  + bifidobacterias,lactobacilos 
 

Sí 

Polidextrosa ++ (+)  + bifidobacterias, lactobacilos 
  - bacteroides 

 

Sí 

Isomalto-oligosacáridos 
 

++ (+)  + bifidobacterias Sí 

Xilo- oligosacáridos 
 

 ++   + bifidobacterias Sí 

Oligosacáridos de soja 
 

Rafinosa, estaquiosa ++ (+)   

Otros oligosacáridos 
 

Arabinoxilanos 
 

+ ? Sí 

 
 
Otros 

Almidón resistente (Tipo 2 y 3: de judías, 
patata, plátanos y otros) 

+  + bifidobacterias (cerdos) Sí 

Β-glucanos (de grano de avena) + ? Sí 
Polímeros de galactomanosa (de gomade guar) + (+)  + bifidobacterias, lactobacilos Sí 
Lactulosa (derivado de la lactosa)   N.E.c N.E. N.E. 
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4.1.1. Los galacto-oligosacáridos (GOS) 

Los galacto-oligosacáridos (GOS) son OND derivados de la lactosa que se 

encuentran de forma natural en la leche materna humana, a una concentración de 

1 g/L, y en la leche de vaca, en cantidades traza (Yamashita y Kobata, 1974; 

Reddy y Bush, 1991; Thurl et al., 1991; Miller et al., 1994). El papel protector 

que se les ha atribuido a estos compuestos contra infecciones en el TGI, 

principalmente durante el primer año de vida del individuo, ha despertado un 

enorme interés industrial y comercial por lo que varias empresas y laboratorios 

están actualmente implicados en su producción. 

Para la producción a escala industrial de los GOS, se lleva a cabo una 

reacción enzimática empleando una solución de lactosa altamente concentrada 

como sustrato. Estos compuestos, son producidos por β-galactosidasas, 

glicosidasas que en condiciones apropiadas de reacción (pH, temperatura y altas 

concentraciones de sustrato) tienen actividades de transgalactosilación. Como 

resultado de dichas actividades, se origina la formación de trisacáridos 4´ o 6’-

galactosil-lactosa, además de oligosacáridos más largos (4 o más unidades) y 

algunos disacáridos transgalactosilados (Albayrak y Yang, 2002). 

Diferentes estudios han demostrado que los GOS no poseen toxicidad o 

capacidad mutagénica por lo que han sido reconocidos e incluidos dentro de los 

ingredientes alimentarios GRAS (Generally Recognized as Safe). Así, este tipo 

de prebióticos son empleados en una gran variedad de alimentos tales como, 

fórmulas infantiles y bebidas para deportistas. Además y como consecuencia de 

su estabilidad a pH ácidos y a las temperaturas de procesamiento de 

pasteurización y de horneado (Crittenden y Playne, 1996), son utilizados también 

en productos lácteos, bebidas fermentadas, panadería y repostería. 

4.1.2. Los fructo-oligosacáridos (FOS) 

El término genérico de FOS hace referencia a todos los oligosacáridos de 

difícil absorción compuestos principalmente por fructosa. La inulina (Figura 3) y 

la oligofructosa son las formas más comunes de FOS, aunque la inulina puede 



 

 

tener un grado de polimerización mayor

estar comprendido entre 3 y 60 

Este tipo de prebióticos se encuentran en una 

que pueden formar parte de nuestra dieta 

plátanos, el ajo, la cebolla, la avena y la achicoria (

que los GOS, los FOS también 

la producción de inulina 

natural de este compuesto a partir de las raíces de achicoria, teniendo lugar 

posteriormente un proceso de refinamiento y secado; mientras que para la 

elaboración de otros tipos de FOS se pueden seguir dos métodos diferentes 

(Angus et al., 2005): 

• Producción de FOS a partir de la hidrólisis de la inulina

extraída por acción de enzimas fúngicas.

• Síntesis a partir de sacarosa usando

transfructosilasa. 
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n grado de polimerización mayor que el de un oligosacárido

entre 3 y 60 residuos (Gibson et al., 1994).  

Este tipo de prebióticos se encuentran en una gran variedad de alimentos 

parte de nuestra dieta habitual tales como, los espárragos, los 

plátanos, el ajo, la cebolla, la avena y la achicoria (van Loo et al., 1995

también son producidos a escala industrial. 

la producción de inulina (Figura 3) se procede simplemente a la extracción 

natural de este compuesto a partir de las raíces de achicoria, teniendo lugar 

posteriormente un proceso de refinamiento y secado; mientras que para la 

elaboración de otros tipos de FOS se pueden seguir dos métodos diferentes 

Producción de FOS a partir de la hidrólisis de la inulina

por acción de enzimas fúngicas. 

tesis a partir de sacarosa usando, en este caso, la enzima 

 

 

Figura 3: Estructura química de la inulina. n= aprox.35

que el de un oligosacárido, ya que puede 

gran variedad de alimentos 

tales como, los espárragos, los 

., 1995). Al igual 

son producidos a escala industrial. En el caso de 

ente a la extracción 

natural de este compuesto a partir de las raíces de achicoria, teniendo lugar 

posteriormente un proceso de refinamiento y secado; mientras que para la 

elaboración de otros tipos de FOS se pueden seguir dos métodos diferentes 

Producción de FOS a partir de la hidrólisis de la inulina, previamente 

, en este caso, la enzima 

prox.35 
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Actualmente los FOS son considerados ingredientes con un importante 

valor comercial y que añadidos a algunos preparados lácteos, bebidas, alimentos 

infantiles, productos de repostería y complementos dietéticos, aumentan el valor 

añadido de los mismos.  

Además de su papel como prebiótico, los FOS también pueden ser 

utilizados en alimentación para mejorar el sabor y la textura de los productos 

finales (Franck y Coussement, 1997). 

4.2. Efectos beneficiosos de los prebióticos 

La fermentación bacteriana de los compuestos prebióticos en el colon 

tiene múltiples efectos positivos para la salud del consumidor. Favorecen el 

crecimiento selectivo de un número limitado de bacterias beneficiosas en 

detrimento del crecimiento de patógenos, y juegan un papel importante en las 

funciones inmunes gastrointestinales, en la disponibilidad de minerales, en el 

metabolismo de lípidos y en la carcinogénesis colónica (Sarmiento-Rubiano, 

2008). 

4.2.1. Estimulación del sistema inmune y efecto bifidogénico  

Se ha demostrado experimentalmente que los compuestos prebióticos son 

capaces de generar un efecto positivo en el sistema inmune gastrointestinal. Este 

efecto se ha atribuido a su capacidad para modificar la microbiota intestinal, con 

la consecuente interacción de antígenos bacterianos con el abundante tejido 

linfoide presente en el intestino. De este modo, se produce un aumento en la 

producción de inmunoglobulina A secretora, la cual interviene en la primera 

línea de defensa del sistema inmune. Asimismo, la ingesta de determinados 

prebióticos tiene un efecto estimulante, dosis dependiente, en el crecimiento de 

bifidobaterias y lactobacilos en el intestino, provocando una mejora en la salud 

intestinal (Kolida y Gibson, 2007; Guarner, 2007; Arslanoglu et al., 2007).  
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4.2.2. Aumento en la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) y 

prevención del cáncer de colon 

Los AGCC, como el ácido acético, propiónico y butírico, son generados como 

resultado de la fermentación de los prebióticos por las bacterias del colon. Se 

piensa que los AGCC, especialmente el butirato, son una importante fuente 

energética para las células del epitelio intestinal estimulando su crecimiento y 

diferenciación, la absorción de sales y agua y la motilidad intestinal (Cummings, 

1981). A su vez, la proliferación y diferenciación de los colonocitos se ha 

asociado con una disminución significativa del riesgo de cáncer de colon (Brady 

et al., 2000; Hughes y Rowland, 2001; Le Leu et al., 2002). 

Por otra parte, se ha sugerido que varias enzimas bacterianas, tales como 

la β-glucuronidasa, β-glucosidasa y nitroreductasa, pueden jugar un papel 

importante en la carcinogénesis de colon, ya que favorecen la conversión de pre-

carcinogénicos en carcinogénicos (Rowland, 1988). En este sentido, los GOS 

parecen estar relacionados con una disminución en el potencial carcinogénico ya 

que, ratas alimentadas con estos prebióticos muestran un descenso de la actividad 

glucuronidásica y nitroreductásica, así como una disminución significativa en el 

número de enterobacterias presentes en el intestino (Rowland y Tanaka, 1993). 

4.2.3. Disminución del colesterol sérico y aumento en la absorción de calcio  

La administración de prebióticos, sobre todo los de tipo fructanos, 

favorece la desconjugación de sales biliares, reduciendo la absorción de 

colesterol y la lipogénesis hepática. Como consecuencia, descienden los niveles 

de colesterol total, lipoproteínas LDL y VLDL; triglicéridos y ApoB (Sarmiento-

Rubiano, 2008). En cuanto a la absorción de minerales, se ha observado en 

diversos experimentos que en ratas alimentadas con determinados prebióticos 

muestran un incremento en la absorción de calcio, así como en su posterior 

fijación en los huesos (Ohta et al., 1995; Delzenne et al., 1995).  
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5. Los simbióticos 

Los simbióticos se definen como la mezcla en un único producto de 

probióticos y prebióticos que afectan beneficiosamente al hospedador, mediante 

la implantación de microorganismos vivos en el TGI añadidos en la dieta y la 

mejora de su supervivencia. Tal y como mencionan Gibson y Roberfroid (1995), 

dicha implantación promueve la estimulación selectiva del crecimiento y/o 

activación del metabolismo de uno o un número limitado de bacterias promotoras 

de la salud mejorando así el bienestar del hospedador.  

Se ha podido comprobar que esta combinación puede ofrecer ventajas al 

mejorar la supervivencia de las bacterias probióticas durante el tránsito por el 

tracto digestivo superior. Además, como consecuencia de que el sustrato 

específico está disponible desde el mismo momento de la ingestión, la 

implantación en el colon es más eficiente y el efecto estimulante ejercido sobre el 

crecimiento de los probióticos y la microbiota bacteriana intestinal, en general, 

pueden contribuir a mantener más eficazmente la homeostasis intestinal y la 

salud del organismo (Peña, 2007; Tojo-Sierra y Leis-Trabazo, 2003).  

Sin embargo, esta sinergia entre probiótico y prebiótico está poco 

estudiada y es necesario un mejor conocimiento de la misma para ayudar a 

esclarecer los mecanismos moleculares que tienen lugar en este proceso. De este 

modo, se podrá establecer la combinación y dosis adecuada de probiótico y 

prebiótico en cada caso; incrementando enormemente la eficacia del producto 

(Saarela et al., 2002). En este sentido, algunos posibles simbióticos estudiados 

hasta el momento son la combinación de bifidobacterias con FOS y GOS y 

lactobacilos con lactitol (polialcohol sintético) (Collins y Gibson, 1999). 

 

A pesar de que los productos probióticos han tenido una gran aceptación 

en el mercado por sus efectos saludables, continúa el desarrollo de numerosos 

trabajos experimentales que pretenden identificar y seleccionar nuevas cepas 

bacterianas más eficaces. Pero para ello, es necesario en primer lugar, 

incrementar el conocimiento y comprender en profundidad la ecología 
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microbiana del tracto gastrointestinal. Asimismo, el estudio del genoma de las 

bacterias probióticas abrirá nuevas expectativas en el conocimiento de su perfil 

biológico, en los mecanismos de acción, en las dianas terapéuticas y en la 

simbiosis que se establece entre la bacteria y el humano. También es necesario 

continuar trabajando para resolver los problemas relacionados con la seguridad 

de algunos microorganismos probióticos, así como con la viabilidad de las cepas 

probióticas en el producto final donde se incluyan. 

Como consecuencia de estas investigaciones, el estudio y el uso de 

probióticos, está abriendo nuevos campos para su aplicación. Como ejemplos, 

resaltar su utilización como coadyuvantes en vacunas con escasa respuesta 

celular y en el tratamiento o prevención de enfermedades que tienen relación con 

la inmunidad como la artritis reumatoide. El conjunto de todos estos estudios nos 

permitirá acercarnos un poco más a la utopía con la que comenzaba su Historia: 

“Haz que tus alimentos sean tus medicinas”. 
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En estos últimos años, se ha despertado el interés del consumidor por 

utilizar los alimentos como herramientas de salud  (alimentación saludable). De 

este modo, se ha producido un incremento en la demanda de alimentos 

funcionales, siendo los productos probióticos los que tienen mayor peso dentro 

del mercado europeo. Este tipo de alimentos nutricionales son, actualmente, 

producidos en su mayoría por las industrias lácteas a partir, principalmente, de la 

leche de vaca. A pesar del valor nutricional inherente de la leche de oveja, no se 

ha generado aún un gran interés para la elaboración de productos probióticos a 

partir de la leche de esta fuente o de la mezcla de leche de vaca y oveja.  

En la Comunidad de Castilla y León la producción ganadera ovina, posee 

una dilatada tradición histórica. Esta Comunidad aporta el 63% de la producción 

nacional de leche de oveja, la cual se dedica mayoritariamente a la fabricación de 

queso (≈ 95%). En este sentido, los quesos de oveja y cabra se encuentran en una 

permanente expansión derivada, en gran parte, al auge que las denominaciones 

de origen han provocado sobre los hábitos de consumo.  

Ante esta situación, nos hemos propuesto abarcar el estudio de la 

capacidad probiótica de 8 cepas bacterianas, seleccionadas por su actividad 

antimicrobiana a partir de productos lácteos elaborados con leche de oveja o de 

vaca o de una mezcla de las mismas con el objeto de conseguir un mejor 

crecimiento de la cepa probiótica en la matriz alimentaria y potenciar el valor 

añadido de los productos elaborados con estos tipos de leche. 

Al utilizar especies bacterianas que también pueden formar parte de la 

microbiota intestinal habitual del individuo, se espera conseguir una mejor 

capacidad de colonización del tracto gastrointestinal. Este estudio se ha 

completado con otras cepas bacterianas obtenidas de la Colección de Cultivos 

Tipo Americana (ATCC) seleccionadas por su procedencia (heces humanas o 

productos lácteos), por su potencial probiótico y/o por su actividad 

antimicrobiana. 
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Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, nos hemos propuesto los 

siguientes objetivos: 

 

1. Identificar genéticamente, a nivel de especie, las cepas bacterianas ácido-

lácticas previamente seleccionadas a partir de productos lácteos. 

2. Evaluar la capacidad antimicrobiana de las cepas bacterianas ácido-lácticas 

seleccionadas frente a diversos microorganismos patógenos oportunistas y 

estudiar la viabilidad de las doce cepas bacterianas ácido-lácticas bajo 

condiciones enzimáticas y de pH que simulen el entorno gastrointestinal. 

3. Estudiar y establecer las características metabólicas de las cepas seleccionadas 

para seleccionar especificamente aquellas que aseguren su inocuidad en la salud 

del consumidor. 

4. Evaluar la capacidad de adhesión de las cepas seleccionadas a células 

epiteliales intestinales de origen humano y a mucus, así como la capacidad de 

formar biofilms que favorezca la permanencia de las cepas ácido-lácticas 

estudiadas en el intestino del individuo.  

5. Establecer la capacidad de las cepas ácido-lácticas seleccionadas para 

estimular la secreción de determinadas citoquinas en células intestinales.  

6. Establecer la cinética de crecimiento de cada una de las cepas ácido-lácticas 

investigadas y estudiar el efecto que sobre la misma ejerce la presencia de 

diferentes oligosacáridos no digeribles con potencial prebiótico. con el fin de 

seleccionar los más adecuados para cada cepa. Asimismo, se pretende determinar 

la producción de ácidos grasos de cadena corta en presencia de dichos 

compuestos. 

7. Estudiar las diferentes propiedades tecnológicas de cada una de las bacterias 

seleccionadas con el fin de evaluar la posibilidad de su utilización como cepas de 

interés probiótico en productos lácteos. 
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1. Materiales 

1.1.  Material Biológico 

 

Para la realización de este trabajo se han estudiado doce cepas de bacterias 

ácido-lácticas cuyo origen y características se recogen en la Tabla 5. Ocho fueron 

obtenidas de la colección de cultivos bacterianos del Departamento de Higiene y 

Tecnología de los Alimentos de la Universidad de León y fueron seleccionadas 

en base a su actividad antimicrobiana. Las cuatro cepas bacterianas restantes 

fueron obtenidas de la Colección de Cultivos Tipo Americana (ATTC) y fueron 

seleccionadas en base a su origen (aisladas de heces humanas o productos 

lácteos), a su potencial como probiótico y/o a sus propiedades antimicrobianas. 

A lo largo del trabajo también se emplearon en diferentes experimentos 

otros microorganismos como controles bacterianos o microorganismos 

indicadores en la determinación de la actividad antimicrobiana, que se recogen 

en la Tabla 6.  

Además de las cepas bacterianas, en este trabajo se ha empleado en 

determinados experimentos células eucariotas Caco-2 (línea celular procedente 

de carcinoma de colon humano). Estas células fueron suministradas por la ATCC 

(Referencia HTB-37) y se seleccionaron por su capacidad de expresar elementos 

de diferenciación característicos de las células intestinales maduras. 
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Tabla 5: Origen y características de las cepas bacterianas estudiadas en este trabajo. 

Cepas Código Origen Otras 
características 

 
Gram-positivas, 
catalasa-negativas, 
Oxidasa-negativas, 
aisladas de MRSA1 en 
el Departamento de 
Higiene y Tecnología de 
los Alimentos de la 
Universidad de León. 

 
342 

 
Queso de leche cruda de vaca 

 
 
 
Actividad 
antibacteriana 
contra determinados 
agentes patógenos 5 

189 Mezcla de queso de leche 
cruda 

297 Mezcla de queso de leche 
pasteurizada 

660 Queso de leche cruda de oveja 
875 Queso de leche cruda de oveja 
888 Leche de oveja 

1076 Leche de oveja 
1354 Leche de oveja 

 
 

Lactobacillus casei 
 

 
ATCC3 

393 

 
Productos lácteos (queso) 

 
Biosíntesis de  
α-acetolactato 
 

Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

ATCC 
11454 

N.E.4 Empleada en la 
fabricación de 
queso suizo para 
prevenir la 
formación de gas 
por Clostridia 
Produce nisina 
 

Lactobacillus paracasei 
subsp. paracasei 
 

ATCC 
27092 

Heces humanas - 

Lactobacillus 
rhamnosus 
(Lactobacillus GG) 
 

ATCC 
53103 

Heces humanas Inhibe desórdenes 
en el colon y 
produce agentes 
antibacterianos 

1 MRSA: Medio de Man, Rogosa and Sharpe agar. 
2  Códigos asignados en la colección del Departamento de Higiene y Tecnología de los 
Alimentos de la Universidad de León. 
3 ATCC. American Type Culture Collection. 
4 N.E. No especificado.  
5 Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria spp. y/o Pseudomonas fluorescens. 

 

 

 

 

 



Materiales y Métodos 

 

51 

 

Tabla 6: Cepas bacterianas comerciales y aisladas de alimentos por distintos grupos 
investigadores, empleadas a lo largo de este trabajo como microorganismos indicadores 
o control. 

 Colección Cepas Código Origen Características 

 

 

 

 

 

Aislamientos 
(“de campo”) 

 

 

Departamento 
de Higiene y 

Tecnología de 
los Alimentos 

de la 
Universidad 

de León 

Staphylococcus 
aureus 

181 Leche de 
oveja 

Productora de 
enterotoxina A 

Staphylococcus 
aureus 

361 Leche de 
oveja 

Productora de 
enterotoxina C 

Pseudomonas 
fluorescens 

83 Leche de 
oveja 

- 

Staphylococcus 
aureus 

13 - - 

Listeria innocua - - - 

Listeria 
monocitogenes 

- - - 

Aeromonas spp. - - - 

 
Hannah 

Research 
Institute 
cultura 

Collection 

 
B. cereus 

 
PI-1 

 
Leche 

 
- 

 

 

 

 

Comerciales 

 
CCM1 

 
Pseudomonas 

fluorescens 

 
2826 

 
Leche cruda 

Producción de 
proteasas 

resistentes al 
calor 

CECT2 Staphylococcus 
aureus 

59 N.E.4 

 

Comprobación 
de la eficacia de 

antibióticos y 
desinfectantes 

CECT Staphylococcus 
aureus 

5192 Brote de 
intoxicación 
alimentaria: 

pollo 

Productora de 
enterotoxina E 

Sensible a la 
meticilina 

(MSSA) α y β 
hemolítica 

ATCC3 

 

Escherichia coli 
K92 

35860 N.E. 

 

Serotipo: 
O16:k92:H- 

ATCC Enterococcus 
faecalis 

29212 N.E. - 

 1 CCM: Czech Collection of Microorganisms; 
 2CECT: Colección Española de Cultivos Tipo; 
 3ATCC: American Type Culture Collection 
 4N.E.: No especifica
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1.2. Reactivos 

•  Pepsina, pancreatina, mucina, rafinosa, lactulosa, inulina, 

arabinogalactanos, tween 20, EDTA (ácido etilendiamino tetraacético), 

peróxido de hidrógeno, o-dianisidina, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB), 

ácido hialurónico, albúmina sérica bovina (BSA), cristal de violeta, agarosa, 

azul tripano, azul de bromofenol, bromuro de etidio, catalasa, peroxidasa de 

rábano y medio EMEM (“Eagle’s Minimum Essential Medium”) fueron 

suministrados por Sigma Chemical (Missouri, USA).  

•  Medio de cultivo M.R.S. (Man Rogosa Sharpe), skim milk, sangre de 

caballo desfibrinada, sobres generadores de condiciones anaeróbicas, tiras 

de antibióticos M.I.C.E. y las sales biliares nº3 se adquirieron en Oxoid Ltd. 

(Londres, UK). 

•  Medio de cultivo TSB (“Triptone Soja Broth”), agar bacteriológico, agar 

nutritivo, extracto de levadura, extracto de carne, casitona, triptona, medio 

de cultivo BHI (“Brain Heart Infusion”) se obtuvieron de Pronadisa SA 

(Madrid, España). 

•  El colorante negro amido fue comprado a Difco (Detroit, Michigan, 

USA). 

•  D-(+)-glucosa, sacarosa, cisteína, resazurina, ácido acético glacial, ácido 

tricloroacético, glicerol, CaCO3, ClZn, MgSO4, MnSO4, HCl, CaCl2, NaCl, 

KH2PO4, K2HPO4, NaOH, KOH, se adquirieron de Panreac SA (Barcelona, 

España). 

•  La gelatina y el peróxido de hidrógeno fueron suministrados por Merck 

(Darmstadt, Alemania). 

•  La Inulina (Raftilina HP) y oligofructosa (Raftilosa P95) fueron 

administradas por Orafti (Oreye, Bélgica). 



Materiales y Métodos 

 

53 

 

• Tris-(hidroximetil)-aminometano fue comprado a VWR Prolabo (Fantenay 

Sous Bois, Francia). 

•  El dimetil sulfóxido (DMSO) fue suministrado por Aldrich (Riedel-de 

Haën, Alemania). 

•  Los frascos de cultivo de 25 y 75 cm3 y las microplacas de 24 pocillos con 

fondo plano se adquirieron de Iwaki (Japón). 

•  Las placas microtiter de 96 pocillos de fondo plano fueron suministradas 

por Biotech SL (Madrid, España). 

•  Los estándares de la escala Mc Farland y las galerías Api-Zym con sus 

reactivos correspondientes Zym A y Zym B se obtuvieron de Biomerieux 

(Marcy l'Etoile, Francia). 

•  El kit para la cuantificación de ácido D/L- láctico fue comprado a 

Biopharm GmbH (Darmstadt, Alemania). 

•  El kit B Puregene Yeast/Bact.  para la obtención de ADN genómico fue 

adquirido a Quiagen (Hilden, Alemania). 

•  Los cubres thermanox para la visualización de las células Caco-2 mediante 

microscopía fueron suminitrados por Labclinics (Barcelona, España). 

•  La taq polimerasa y desoxinucleótidos (dNTPs) se obtuvieron de Biotools 

(Madrid, España) 

•  Los oligonucleótidos fueron solicitados a Roche (Basilea, Suiza). 

•  Los kits ELISAS para la cuantificación de IL-6 y IL-8 fueron 

suministrados por Ray Biotech (Norcross, GA, USA). 

•  El fluorocromo SYTO 9 se obtuvo del kit Biofilm viability obtenido de 

Invitrogen. 

•  La leche de oveja se obtuvo en las instalaciones de la Granja de la 

Universidad de León 

•  El resto de reactivos utilizados fueron de calidad analítica. 

•  En todos los experimentos se utilizó agua previamente destilada, o bien de 

grado Milli-Q. 
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1.3. Medios de cultivo  

● Medio TSB (Tryptic Soy Broth) suplementado con 0,6% de extracto de 

levadura (TSB-YE) para el crecimiento en medio líquido en condiciones 

generales.  

Composición del medio: 

                                                                                         

Se ajustó el pH a 7 con NaOH y se esterilizó en autoclave durante 15 

minutos. Para preparar medio sólido (Medio TSA) se añadió un 1,5% de agar y 

se esterilizó igualmente. Para el crecimiento de nuestras cepas de BAL este 

medio sólido, fue suplementado con un 0,2% de glucosa más. 

 

● Medio MRS (Man Rogosa Sharpe) para el crecimiento de las cepas de BAL en 

determinados ensayos. 

Composición del medio: 

 

Se ajustó el pH a 6,2 y se esterilizó en autoclave durante 15 minutos. Para 

preparar medio sólido (Medio MRSA) se añadió 1,5% de agar y se esterilizó 

igualmente. 

Peptona de caseína    16,0 g K2HPO 42,5 g 

Peptona de soja             3,0 g Glucosa    2,5 g 

NaCl         6,0 g H2O destilada hasta        1,0 l 

Peptona             10,0  g Tween 80   1,0  ml 

Lab-Lemco en polvo  8,0  g Acetato sódico      5,0  g 

Extracto de levadura        4,0  g Citrato triamónico      2,0  g 

K2HPO  2,0  g MgSO4·7H2O      0,2  g 

Glucosa         20,0  g  MnSO4·4H2O  0,05 g 

  H2O destilada hasta      1,0   l  
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● Medio BHIA (Brain Heart Infusion Agar) para el crecimiento de las cepas de 

BAL en el estudio de la actividad hialuronidásica. 

Composición del medio: 

Se ajustó el pH a 7,4 y se esterilizó en autoclave durante 15 minutos. 

 

● Medio Agar-sangre (Facklam y Wilkinson, 1981). Para la detección de 

actividad hemolítica. 

Composición del medio: 

 

 

 

 

Para la realización de este medio, en primer lugar se preparó el TSA y se 

esterilizó en el autoclave durante 15 minutos. Una vez esterilizado, se atemperó 

en un baño a 45ºC y se añadió la sangre estéril. 

 

● Medio B (Ruseler-van Embden et al., 1995): Medio sólido utilizado para 

evaluar la degradación de mucina. 

Composición del medio: 

 

Infusión de cerebro de ternera     7,5 g Na2HPO4 2,5 g 

Infusión de corazón de res   10,0 g Dextrosa      2,0 g 

Peptona de gelatina   10,0 g Agar    15,0 g 

NaCl     5,0 g H2O destilada hasta      1,0  l 

TSA 40,0 g 

Sangre desfibrinada de caballo 50,0 ml 

H2O destilada hasta   1,0  l 

Triptona 7,5 g MgSO4· 7H2O             0,5     g 

Casitona 7,5 g Cisteina HCl             0,5     g 

Extracto de levadura 3,0 g Resazurina             0,002 g 

Extracto de carne 5,0 g Glucosa           30,0     g 

NaCl 5,0 g Mucina purificada             5,0     g 

K2HPO4· 3H2O 3,0 g Agarosa           15,0     g 

KH2PO4 0,5 g H2O destilada hasta             1,0      l 
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Se ajustó el pH a 7,2 con NaOH y se esterilizó en autoclave durante 15 minutos. 

• Medio Agar-Leche. Este medio, descrito por Smith et al., (1952), se empleó 

para la detección de actividad proteolítica bacteriana. 

Para 100 ml de medio se preparó por separado 40 ml de agar  

bacteriológico al 2% y 40 ml de agar nutritivo al 2,5% y se esterilizó en 

autoclave, durante 15 minutos. 

Posteriormente se vertieron 10 ml de agar bacteriológico estéril en placas 

petri y se dejo solidificar. A continuación se mezclaron los 40 ml de agar 

nutritivo atemperado a 45ºC con 20 ml de leche (Skim milk estéril reconstituida al 

10% o leche de oveja desnatada tindalizada) y se vertieron 15 ml de la mezcla en 

cada placa petri sobre la capa de agar bacteriológico. 

2. Métodos 

2.1. Mantenimiento de las cepas 

Con el fin de mantener puros los cultivos de las diferentes cepas de BAL y 

para que éstas conservaran su viabilidad durante periodos prolongados de 

almacenamiento, las cepas se crecieron en medio TSB con 0,6% de extracto de 

levadura (TSB-YE) a 30ºC, sin agitación, hasta alcanzar la fase exponencial de 

crecimiento. Posteriormente, se guardaron alícuotas de 250 µl, conteniendo un 

50% de glicerol, en viales a -80ºC 

2.2.  Inoculación y condiciones generales de crecimiento 

A partir de los cultivos guardados a –80ºC con glicerol, citados en el 

apartado anterior, se inocularon 20 µl en tubos con 4 ml de caldo TSB-YE que se 

mantuvieron 24 horas sin agitación a 30ºC. Al cabo de este tiempo se realizó un 

segundo pase sembrando 5 µl de estos cultivos en un volumen de 5 ml del mismo 

medio, que se incubaron a 30ºC durante 24 horas exceptuando las cepas Lb. casei 

y Ln. mesenteroides que se mantuvieron durante 36 y 72 horas respectivamente, 

al tener un crecimiento más lento. A lo largo de este trabajo haremos referencia a 
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estos últimos cultivos como cultivos en fase estacionaria, siendo las condiciones 

estándar que se utilizaron para la realización de los experimentos, 

mencionándose en cada apartado las modificaciones a este procedimiento 

general. 

2.3. Determinación del crecimiento bacteriano 

El crecimiento de los cultivos de las bacterias ácido-lácticas se determinó 

midiendo la absorbancia de las suspensiones bacterianas a 620 nm, utilizando 

para ello un espectrofotómetro Beckman, modelo DU640. 

2.4. Determinación del número de microorganismos viables 

Para la determinación del número de microorganismos viables se tomó 

una alícuota del cultivo y se realizaron diluciones seriadas 1:10 en agua estéril. 

Se dividieron placas de TSA con un 0,2% de glucosa en cuatro regiones, y se 

dejó caer en cada sector dos gotas de 20 µl, utilizando cada sector para una 

dilución. Las placas se incubaron durante 48 horas en estufa a 30ºC. Transcurrido 

este tiempo se procedió a contar el número de colonias y calcular las unidades 

formadoras de colonia (ufc/ml) teniendo en cuenta el factor de dilución y el 

volumen de la gota depositado (ICMSF, 1981). 

2.5. Cálculo de los parámetros de crecimiento “Xmax” y “µ” 

En el estudio del crecimiento de las cepas de BAL en medio TSB-YE y 

leche de oveja y vaca, los parámetros evaluados fueron: concentración máxima 

de microorganismos (Xmax ) y velocidad específica de crecimiento (µ). 

Xmax  corresponde al máximo número de células viables alcanzado por una 

cepa bacteriana durante el periodo de crecimiento. Este parámetro ha sido 

expresado en nuestro estudio como log ufc/ml. Para el cálculo de este parámetro 

se siguió el protocolo del apartado anterior determinando el log ufc/ml en los 
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diferentes tiempos durante el crecimiento de una cepa bacteriana, y siendo el 

mayor valor obtenido el correspondiente al parámetro Xmax. 

La velocidad específica de crecimiento, denominada, µ es expresada como 

h-1 y fue obtenida a partir de la pendiente de la fase exponencial de la curva de 

crecimiento celular (log ufc/ml) establecida a lo largo del tiempo. 

2.6.  Identificación de las cepas  

Para la identificación de las cepas se procedió a realizar un “ribotipado”, 

técnica que permite identificar y clasificar bacterias en función del los genes del 

RNA ribosomal. Para ello se utilizó el RiboPrinter Microbial Characterization 

System (DuPont-Qualicon, Wilmongton, DE, USA) del Laboratorio de Técnicas 

Instrumentales de la Universidad de León.  

Para la identificación en el equipo, las cepas de BAL fueron previamente 

crecidas en placas de TSA suplementadas con 0,2% de glucosa durante 48 horas.  

Para la correcta identificación se siguieron las especificaciones técnicas 

del equipo establecidas por la casa comercial. 

2.7.  Determinación de la actividad antimicrobiana  

2.7.1. Técnica de Spot test 

Para determinar la presencia de actividad antimicrobiana mediante esta 

técnica se siguió el protocolo descrito por Schillinger y Lücke (1989) cuyo 

esquema gráfico se representa en la Figura 4.  

Se obtuvieron cultivos, en TSB-YE, crecidos hasta alcanzar la fase 

estacionaria de las cepas de BAL cuya capacidad inhibitoria se pretendía 

estudiar. Asimismo, se prepararon placas de TSA suplementadas con 0,2% de 

glucosa que fueron divididas en dos sectores, depositándose en cada uno de ellos, 

una gota de 5 µl de la cepa bacteriana a estudiar y de la cepa E.coli K92 (ATCC 

35860), respectivamente. Esta última cepa se empleó como control negativo al no 

mostrar actividad antimicrobiana frente a ninguno de los microorganismos 
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indicadores estudiados. A continuación y una vez se secaron las gotas, se 

incubaron las placas durante 24 horas a 30ºC. Transcurrido este tiempo, se vertió 

sobre las placas una cobertera compuesta por 5 ml de TSB con 0,5% de agar e 

inoculada al 0,1%, con el microorganismo indicador cuyo crecimiento se 

pretendió inhibir y que previamente había sido crecido en medio TSB durante 24 

horas a 30ºC. Posteriormente, se procedió a la incubación de las placas con la 

cobertera durante 24 horas a 30ºC (Figura 4).  

Finalmente, tras el tiempo de incubación, se observa el crecimiento en 

césped del microorganismo indicador y un halo de inhibición, de dicho 

microorganismo, alrededor del crecimiento de la cepa bacteriana que presente 

actividad antimicrobiana. 

Esta actividad fue estudiada frente a las siguientes cepas bacterianas: S. 

aureus 192, S. aureus 9, S. aureus 181, S. aureus 361, S. aureus 13, B. cereus, L. 

innocua, L. monocitogenes, P. fluorescens 2826, P. fluorescens 86 y Aeromonas 

spp. 

 

Figura 4: Esquema gráfico de la técnica “Spot test” (Schillinger y Lücke, 1989), 
utilizada para la determinación de actividad antimicrobiana de una cepa bacteriana. 
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2.7.2. Técnica de difusión en agar 

Mediante esta técnica se valoró la actividad antimicrobiana de los 

sobrenadantes libres de células (SLC), obtenidos a partir de cultivos activos (en 

la fase final de la fase exponencial) en medio TSB-YE. La obtención del 

sobrenadante se llevó a cabo mediante la centrifugación de alícuotas de 1 ml de 

dichos cultivos a 5000 xg durante 10 minutos a 4ºC. 

Mediante un sacabocados se realizaron pocillos en profundidad de 5 mm 

de diámetro en placas de TSA con 0,2% de glucosa inoculadas con el 

microorganismo indicador, crecido previamente en TSB durante 24 h, al 5% 

(V/V). Cada pocillo se rellenó con 50 µl del SLC a ensayar y se incubó durante 3 

horas a 4ºC. Transcurrido este tiempo la placa se incubó a 37ºC durante 24 h. La 

actividad antimicrobiana se puso de manifiesto por la aparición de halos de 

inhibición en el crecimiento en césped de la cepa bacteriana indicadora. 

Asimismo, aquellos sobrenadantes en los que se detectó actividad 

antimicrobiana fueron tratados para descartar que la actividad antimicrobiana 

fuera provocada por la generación de ácidos o por producción de H2O2. Para ello 

se trataron por un lado con una solución de NaOH 2M que fue añadido gota a 

gota a los SLC con el fin de ajustar su pH a 7, y por otro, mediante la incubación 

durante 20 minutos a temperatura ambiente, de los SLC con catalasa a una 

concentración final de 1 mg/ml. 

2.7.3. Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2)        

2.7.3.1. Método cualitativo 

Para determinar la producción de H2O2 de un modo cualitativo se siguió el 

protocolo descrito por Eschenbach et al., (1989). 

Las cepas de BAL se sembraron por agotamiento en placas de MRSA 

(véase apartado Medios de Cultivo) conteniendo por 100 ml de volumen final: 25 

mg de 3,3',5,5'-tetramethylbenzidina (TMB) y 1 mg de peroxidasa de rábano. 
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A continuación, se incubaron las placas durante 48 horas a 30ºC con una 

atmósfera del 5% de CO2. Si las cepas de BAL producen H2O2, las colonias se 

volverán de un color azulado tras el periodo de incubación, debido a la oxidación 

del TMB por la presencia del O2 generado como consecuencia, de la reacción de 

la peroxidasa con el H2O2 producido. 

2.7.3.2. Método cuantitativo 

Para la cuantificación de H2O2 producido por las cepas de BAL en medio 

TSB-YE se siguió el método descrito por Villegas y Gilliland, (1998). 

Se tomaron alícuotas de 7 ml a partir de cultivos de 10 ml en TSB-YE en 

fase estacionaria y se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos. 

A 5 ml del sobrenadante de cada cepa, se le añadió 1 ml de una solución 

acuosa de peroxidasa de rábano y 100 µl de una solución acuosa de o-dianisidina. 

La mezcla se mantuvo en un baño a 37ºC durante 10 minutos y transcurrido este 

tiempo la reacción fue detenida con 200 µl de HCl 4N. Por último la absorbancia 

de cada muestra fue medida a 400 nm, determinándose la concentración de H2O2 

por comparación con una curva patrón. 

2.8.  Estudios genéticos 

2.8.1. Obtención de AD� genómico 

Para la obtención de ADN genómico se utilizó el Kit B Puregene 

Yeast/Bact de la casa comercial Qiagen siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

2.8.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Esta técnica permite amplificar entre 105 y 109 veces un determinado 

fragmento de ácidos nucleicos (Mullis et al., 1986) utilizando dos 

oligonucleótidos (3´ y 5´) que hibridan en los extremos del fragmento a 
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amplificar y que actúan como cebadores de una actividad polimerásica 

termoestable (todos los oligonucleótidos utilizados en este trabajo aparecen en el 

Anexo). 

A continuación se desarrolla el proceso experimental: 

• En primer lugar, se prepara la siguiente mezcla de reacción en un tubo 

eppendorf: 

Buffer (10x)   5µl 
Oligonucleótido Directo (5µM)   5µl 
Oligonucleótido Reverso (5µM)   5µl 
dNTP´s (5mM)   5µl 
ADN molde   5µl 
ADN polimerasa   1µl 
H2O milliQ estéril hasta 50µl 

 

• A continuación, se introduce el tubo con la reacción en el “termociclador” 

programado con las siguientes condiciones: 

Desnaturalización 
inicial 

Amplificación Extensión 
final 

5 minutos 
95ºC 

30 segundos 
95ºC 

30 segundos 
“x” ºC* 

“x”** segundos 
72ºC 

10 minutos 
72ºC 

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo 

* Se determina la temperatura óptima según la temperatura de fusión de los 
oligonucleótidos calculada empíricamente. 

** El tiempo de extensión varía en función del fragmento del tamaño esperado. 
Generalmente se utiliza 1 minuto/kilobase. 

Para la reacción de PCR se empleó Taq polimerasa (de Biotools, España) 

obtenida de Thermus aquaticus. En todos los casos, se realizó un control 

negativo de cada reacción de PCR, en el que se sustituye la muestra de ADN por 

el mismo volumen de H2O. 

 

 



Materiales y Métodos 

 

63 

 

2.8.3. Visualización de las muestras de AD� mediante electroforesis en geles 

de agarosa 

El protocolo de electroforesis utilizado es básicamente el descrito por 

Maniatis et al., (1982). 

• Preparación del gel. Se utilizó agarosa disuelta por calentamiento en solución 

TAE*. La concentración de agarosa en el gel se estableció en función del tamaño 

del fragmento de ADN que se pretendío separar. Además se añadieron 0,5µg/ml 

de bromuro de etidio (BrEt)* para visualizar las bandas de ADN mediante un 

transiluminador de luz UV una vez que el desarrollo electroforético se había 

completado.  

• Preparación de la muestra. Se mezcló la muestra de ADN con 

aproximadamente un décimo del volumen final de tampón de carga* concentrado 

antes de cargarlo en el gel.  

• Desarrollo electroforético. La electroforesis se desarrolló en solución TAE* 

mediante la aplicación de una diferencia de potencial de entre 1 y 5 voltios/cm 

durante el tiempo adecuado para obtener una correcta resolución de las bandas de 

ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

Solución TAE (50x): Tris base 242g; ácido acético glacial 57 ml; EDTA 0,5M 
pH 8 100 ml; H2O destilada hasta 1 l 

Solución de bromuro de etidio (BrEt): se prepara una solución de 10 mg/ml en 
H2O y se conserva a 4ºC protegida de la luz. 

Tampón de carga (6x): azul de bromofenol 2,5%; azul de xileno 0,25%; 
sacarosa 40%. Se conserva a 4ºC. 

* 
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2.9.  Valoración de la resistencia al tránsito gastrointestinal 

2.9.1 Resistencia al tránsito gástrico 

Para la realización de este estudio se siguió el protocolo descrito por 

Charteris et al. (1998b) con pequeñas modificaciones. 

Se partió de cultivos en TSB-YE en fase estacionaria, de los cuales 

tomamos alícuotas de 1 ml que se centrifugaron a 5000 xg durante 5 minutos. A 

continuación, se realizó un lavado de las células con solución amortiguadora 

fosfato salina (PBS)* pH 7,4. Este proceso se repitió tres veces. A 0,2 ml de la 

suspensión final de células se añadieron 0,3 ml de solución salina estéril (NaCl 

al 0,5%) y 1 ml de una solución que simula el jugo gástrico a pH 2, pH 2,5 o pH 

3 (pepsina 3 g/l en solución salina, ajustado al pH correspondiente con HCl). 

Como control se sustituyó el mililitro de jugo gástrico preparado por 1 ml de 

PBS a pH 7,4. El conjunto (inóculo-reactivos) se mezcló suavemente en un 

agitador durante 5-10 segundos y se incubó a 37ºC. Se tomaron alícuotas de la 

mezcla (0,1 ml) a tiempo 0, 45, 90 y 180 minutos para determinar el número 

total de microorganismos viables según el protocolo descrito en el apartado 2.4. 

(Determinación del número de microorganismos viables). 

* 
Buffer PBS (pH 7,4): NaCl 8 g, KCl 0,2 g, Na2HPO4 1, 44 g, KH2PO4 0,2 g, y H2O 
destilada hasta 1 l. 

 

2.9.2. Resistencia al tránsito intestinal 

Para determinar la resistencia al paso por el intestino, se siguió un 

procedimiento similar al anterior, con la diferencia de que sustituimos el mililitro 

de jugo gástrico por 1 ml de una solución que simula el jugo intestinal 

(pancreatina 3 g/l en solución salina, ajustado a pH 8 con NaOH). Como control, 

al igual que en el apartado anterior, se sustituyó el mililitro de solución que 
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simula el jugo intestinal por 1 ml de solución amortiguadora fosfato-salina a pH 

7,4.  

Para determinar el total de microorganismos viables, las alícuotas de 0,1 

ml se tomaron a tiempo 0, 120 y 180 minutos. 

2.9.3. Resistencia en presencia de sales biliares 

Para evaluar la capacidad de supervivencia en presencia de sales biliares 

se prepararon tubos que contenían 10 ml de MRS suplementados con diferentes 

concentraciones de sales biliares nº3 (Oxoid) (0,1%; 0,2% y 0,4%). Como 

control se preparó MRS sin la adición de sales biliares. El protocolo utilizado fue 

el descrito por Lee et al. (1999) con ligeras modificaciones. 

Se inocularon los tubos con las cepas de BAL a una concentración de 108 

ufc/ml, a partir de cultivos en MRS crecidos durante 24 horas a 30ºC. 

Se tomaron alícuotas de 0,1 ml a tiempo 0, 120 y 240 minutos para 

determinar el número total de microorganismos viables. 

2.10.  Caracterización tecnológica de las cepas de BAL 

2.10.1. Valoración del perfil enzimático 

Para evaluar la actividad enzimática de las cepas de BAL estudiadas se 

utilizaron las galerías Api-Zym (BioMérieux, S.A., Marcy l’Etoile, Francia).    

Este sistema consiste en un método colorimétrico mediante el cual se 

pueden estudiar diecinueve actividades enzimáticas a través de veinte cúpulas 

preparadas con substratos enzimáticos tamponados. Cada pocillo de la galería se 

rellenó con 65 µl de una suspensión bacteriana en agua destilada estéril con una 

densidad equivalente a 5-6 unidades de la escala de Mc Farland. Posteriormente 

se incubaron las galerías durante 4 horas y media en una estufa a 37ºC. 

Transcurrido ese tiempo se añadió una gota del reactivo Zym A y una gota del 

reactivo Zym B en cada cúpula y se esperaron 5 minutos a que se desarrollara el 



 

 

color (Figura 5). Para l

enzimática de 0 a 5 unidades, 

 Las enzimas valoradas,

1. Fosfatasa alcalina 

2. Esterasa (C4) 

3. Esterasa lipasa (C8)

4. Lipasa (C14) 

5. Leucina arilamidasa

6. Valina arilamidasa

7. Cistina arilamidasa

8. Tripsina 

9. α-Quimotripsina 

10. Fosfatasa ácida 

 

Figura 5: Galería Api-Zym, una vez finalizado el ensayo llevado a cabo con la cepa 
paracasei ATCC 27092. En la fotografía se visualiza las cúpulas coloreadas en mayor o 
menor grado, dependiendo de

2.10.2. Valoración de la c

El estudio de la capacidad acidificante de las BAL en leche, se llevo a 

cabo en leche desnatada de 

destilada y esterilizada durante 5 minutos a 120ºC en el 

oveja desnatada y tindaliza

protocolo descrito por Cogan 

Para determinar la acidificación

objeto de estudio (a partir 

que contenían 15 ml de leche (de vaca u oveja)

dos temperaturas diferentes: 30 y 42ºC. 
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). Para la lectura de los resultados se valoró cada actividad 

enzimática de 0 a 5 unidades, de acuerdo a la intensidad del color de la 

valoradas, por orden numérico, se detallan a continuación:

 11. Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa

12. α-Galactosidasa 

Esterasa lipasa (C8) 13. β-Galactosidasa 

14. β-Glucuronidasa 

Leucina arilamidasa 15. α-Glucosidasa 

Valina arilamidasa 16. β-Glucosidasa 

Cistina arilamidasa 17. N-Acetil-β-glucosaminidasa

18. α-Manosidasa 

19. α Fucosidasa 

 

Zym, una vez finalizado el ensayo llevado a cabo con la cepa 
. En la fotografía se visualiza las cúpulas coloreadas en mayor o 

dependiendo de la intensidad de la reacción enzimática. 

Valoración de la capacidad acidificante de las cepas de BAL en leche

El estudio de la capacidad acidificante de las BAL en leche, se llevo a 

leche desnatada de vaca, Skim milk, reconstituida al 10% con agua 

y esterilizada durante 5 minutos a 120ºC en el autoclave

tindalizada. Para la valoración de esta actividad se siguió el 

Cogan et al. (1997). 

Para determinar la acidificación, se inocularon 150 µl de las cepas

(a partir de cultivos en TSB-YE en fase estacionaria) 

15 ml de leche (de vaca u oveja) y a continuación se incubaron a 

dos temperaturas diferentes: 30 y 42ºC.  

se valoró cada actividad 

de acuerdo a la intensidad del color de la reacción.  

se detallan a continuación: 

fosfohidrolasa 

glucosaminidasa 

 

Zym, una vez finalizado el ensayo llevado a cabo con la cepa Lb. 
. En la fotografía se visualiza las cúpulas coloreadas en mayor o 

BAL en leche 

El estudio de la capacidad acidificante de las BAL en leche, se llevo a 

reconstituida al 10% con agua 

autoclave) y en leche de 

Para la valoración de esta actividad se siguió el 

de las cepas de BAL 

YE en fase estacionaria) en tubos 

y a continuación se incubaron a 
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Para cada cepa bacteriana, cada temperatura y cada tipo de leche se 

tomaron alícuotas de 2 ml a las 6 horas y al final del periodo de incubación, a las 

18 horas, y se procedió a la medida del pH con un pHmetro modelo (Crison 

Instruments S.A., Barcelona, Spain).  

2.10.3. Valoración de la actividad proteolítica de las cepas de BAL en leche 

Para evaluar la presencia de actividad proteolítica en las cepas de BAL, se 

dividieron placas de Agar-Leche (véase apartado de Medios de Cultivo) en 

sectores y se depositó en cada uno de ellos una gota de 25 µl de cultivos de BAL 

en TSB-YE en fase estacionaria. Las placas se incubaron a 30ºC durante 10 días.  

Transcurrido ese tiempo se inundó la placa con HCl al 1%, observándose 

en caso de actividad proteolítica un halo claro alrededor del crecimiento 

bacteriano. 

2.10.4. Estudio de viabilidad a 4ºC en las cepas de BAL 

La determinación de la viabilidad de las cepas de BAL a 4ºC, se llevó a 

cabo en medio TSB, leche de oveja desnatada y en leche de vaca desnatada 

reconstituida. 

En primer lugar, se tomaron alícuotas de 2 ml, a partir de cultivos en TSB-

YE en fase estacionaria y se centrifugaron a 5000 xg durante 10 minutos. Una 

vez finalizada la centrifugación, se desechó el sobrenadante y se lavó el pellet 

con PBS. A continuación, se volvieron a centrifugar las alícuotas en las mismas 

condiciones y se resuspendieron los pellets en TSB o en leche dependiendo 

donde fuera a estudiarse la viabilidad. 

Por último, se inocularon las cepas de BAL (en torno a 108 ufc/ml) en 

matraces que contenían 10 ml de TSB-YE, leche de oveja desnatada o skim milk 

y se mantuvieron durante 50 días en una cámara fría a 4ºC. Para determinar el 

número de microorganismos viables (véase apartado 2.4 “Determinación del 

número de microorganismos viables”) se tomaron alícuotas a tiempo 0 y a los 

días 4, 11, 20, 35 y 50. 
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2.11. Estudios de bioseguridad en las cepas de BAL 

2.11.1. Valoración de la actividad hemolítica 

Para el estudio de esta actividad se siguió el método descrito por Facklam 

y Wilkinson, (1981). Se partió de cultivos en TSB-YE en fase estacionaria de las 

cepas de BAL a estudiar. Las bacterias se sembraron por agotamiento en placas 

de agar-sangre (véase apartado de Medios de Cultivo) y se incubaron en 

anaerobiosis a 35ºC durante 48 horas. Las condiciones de anaerobiosis se 

obtuvieron almacenando las placas en una jarra de anaerobios en la que se 

depositó un sobre generador de condiciones anaeróbicas obtenido de la casa 

comercial Oxoid. 

Transcurrido el tiempo de incubación se procedió a la lectura de las 

placas. En aquellas cepas que poseían actividad β-hemolítica se observaron zonas 

translúcidas alrededor del crecimiento bacteriano. 

2.11.2. Valoración de la actividad gelatinásica 

Para valorar esta actividad se partió de cultivos en TSB-YE en fase 

estacionaria de las cepas de BAL utilizando el protocolo descrito por Su et al., 

(1991). Las bacterias se sembraron por agotamiento en placas de TSA que 

contenían un 3% de gelatina y se incubaron en estufa durante 48 horas a 35ºC. 

Finalizado este tiempo, se procedió al revelado de las placas, para ello se 

inundaron con ácido tricloroacético al 30%. Transcurridos unos segundos las 

placas se volvieron opacas, como consecuencia de la precipitación de la gelatina, 

salvo en las zonas alrededor del crecimiento microbiano donde ésta fue 

degradada debido a la actividad gelatinásica de la cepa. 

2.11.3. Valoración de la actividad hialuronidásica 

Para estudiar la posible existencia de esta actividad en las cepas de BAL 

estudiadas, se partió de cultivos en TSB-YE en fase estacionaria. Se siguió 
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básicamente el protocolo descrito por Azeredo et al., (2001). Las bacterias se 

sembraron por agotamiento en placas de BHIA que contenían 400 µg/ml de ácido 

hialurónico y un 1% de BSA y se incubaron durante 72 horas a 35ºC.  

Finalizado el periodo de incubación, se inundaron las placas con ácido 

acético 2 N, transcurridos unos minutos la placa se volvió opaca salvo en 

aquellas zonas donde existía actividad hialuronidásica, donde se observaron 

zonas translúcidas alrededor de las colonias por la degradación del ácido 

hialurónico del medio. 

2.11.4. Valoración de la actividad mucinolítica 

Para evaluar la degradación de mucina por las cepas de BAL estudiadas en 

este trabajo, se siguió el protocolo descrito por Zhou et al., (2000). Se preparó 

medio sólido B (véase apartado de Medios de cultivo) al que se añadieron 0,5% 

de mucina parcialmente purificada (Zhou et al., 2000) y 1,5% de agarosa. Se 

prepararon dos tipos de placas, con y sin un suplemento de glucosa al 3%. 

10 µl de los cultivos en TSB-YE en fase estacionaria, fueron inoculados 

en la superficie de las placas con y sin glucosa, las cuales fueron incubadas a 

37ºC durante 72 horas en condiciones anaeróbicas. Como control positivo se 

creció en esas mismas condiciones 10 µl de una muestra fecal. 

Para llevar a cabo el revelado de las placas, se procedió a inundar las 

placas con la solución colorante negro amido preparado al 0,1% en ácido acético 

3,5 M, durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se realizaron en las placas 

una serie de lavados con ácido acético 1,2 M, esperando observarse un halo 

transparente alrededor del crecimiento bacteriano de la cepa con actividad 

mucinolítica. 

2.11.5. Valoración de la producción de ácido D/L láctico 

La producción de ácido láctico [L(+) y D(-)] por las cepas de BAL 

estudiadas en este trabajo se determinó enzimáticamente usando un kit comercial 
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enzimático (Biopharm GmbH, Darmstadt, Germany) utilizando cultivos en fase 

estacionaria procedentes de incubaciones en TSB-YE y en leche (de vaca u 

oveja).  

Las muestras empleadas para el estudio se obtuvieron recogiendo los 

sobrenadantes de los cultivos y centrifugándolos a 5000 xg durante 10 minutos. 

Posteriormente los sobrenadantes se colocaron en un baño de agua a 80ºC 

durante 15 minutos para detener las reacciones enzimáticas que pudieran 

interferir en el ensayo. Transcurrido este tiempo se cuantificó la producción de 

ácido D y L- láctico siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial. 

2.11.6. Valoración de la resistencia a antibióticos 

Se estudió la resistencia de las cepas de BAL a diversos antibióticos 

mediante la determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM).  

La CIM es la concentración más baja de antibiótico a partir de la cual no 

se observa crecimiento bacteriano.  

El ensayo se llevó a cabo con las tiras antibióticas M.I.C.E. de Oxoid. 

Estas tiras contienen el antibiótico en un gradiente de concentración que está 

comprendido entre 0,015 µg/ml y 256 µg/ml. Los antibióticos analizados fueron: 

eritromicina, ampicilina, vancomicina, gentamicina, ciprofloxacina, tetraciclina y 

penicilina G. Para llevar a cabo el ensayo se siguieron las recomendaciones de la 

casa suministradora. 

Las cepas de BAL fueron crecidas en medio sólido MRSA durante 48 

horas a 30ºC, a partir de las cuales se prepararon suspensiones en agua destilada 

estéril a una densidad de 0,5-1,0 unidades de la escala de McFarland. A 

continuación, con un hisopo estéril, se procedió a la siembra por toda la placa de 

TSA, de la cepa bacteriana a estudiar, y así, obtener un crecimiento homogéneo. 

Posteriormente, una vez la placa estuviera seca, se colocó la tira de antibiótico 

M.I.C.E en el centro de la placa. Finalmente, se incubó durante 48 horas a 30ºC. 

Transcurrido este tiempo se procedió a la lectura de la placa donde se desarrolló 

el crecimiento en “césped” de crecimiento con una zona clara, libre de células, 
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alrededor de la tira, en el sitio en el cual el gradiente de concentración del 

antibiótico fue suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano. 

Con el fin de asegurar el buen funcionamiento de las tiras antibióticas 

M.I.C.E., así como de la metodología empleada, se utilizó una cepa control (E. 

faecalis ATCC 29212) cuya CIM fue estudiada para cada uno de los antibióticos 

arriba mencionados. Los valores de CIM obtenidos para esta cepa con cada 

antibiótico fueron comparados con los rangos obtenidos por el “Clinical and 

Laboratory Standards Institute” (CLSI). 

2.12. Valoración de la adhesión a células epiteliales intestinales de 

origen humano 

Para llevar a cabo el estudio sobre la capacidad de adhesión de las cepas 

de BAL a células epiteliales humanas, se empleó la línea celular Caco-2 

procedente de carcinoma de colon humano (véase apartado Material Biológico). 

2.12.1. Mantenimiento de la línea celular Caco-2 

Las línea celular Caco-2 se creció en monocapa en medio EMEM 

(“Eagle’s Minimum Essential Medium”) de Sigma, suplementado con un 20% de 

suero fetal bovino (SFB) y antibiótico antimicótico al 0,4% (Sigma), en frascos 

para cultivo de tejidos de 75 cm2 (Iwaki, Japón). La incubación se realizó a 37°C 

en estufa con atmósfera enriquecida en un 5% de CO2, cambiándose el medio 

cada 2 días aproximadamente. Al alcanzar la confluencia, las células se 

transfirieron a nuevos frascos previa lisis de las monocapas con una solución de 

0,25% tripsina y 0,02% de EDTA durante 10 min a 37°C. 

Tras el tratamiento con tripsina, se determinó el número de células viables 

mezclando la suspensión celular en EMEM con una solución de tinción de azul 

tripano al 0,4% (Sigma), a razón de 1:2 (v/v). Los recuentos microscópicos se 

realizaron en un hemocitómetro, teniendo en cuenta que las células muertas 

permiten la penetración del colorante y aparecen azules, mientras que las células 

viables se muestran refringentes al repeler el colorante. 



 

 

Figura 6
un cultivo en 
medio EMEM.

2.12.2.  Ensayo de adhesión

Los ensayos de ad

monocapa tras unos 20-30 pases

por Deepika et al., (2009

crecieron, entonces, en placas de 24 pocillos para el cultivo de tejidos a una 

concentración de 2x105 células/pocillo en 1 ml de medio

con SFB al 20% y antibiótico antimicótico al 0,4

días en cultivo, las células están diferenciadas

confluente (Pinto et al., 1983). En ese momento

veces con tampón fosfato salino (PBS) 

EMEM (sin antibiótico ni suero fetal bovino

bacteriana a estudiar. La mezcla se incubó durante 1 h a 37°C en estufa de CO

Tras la incubación, las monocapas se lavaron cuatro veces con PBS para elimi

las bacterias no adheridas.

Para solubilizar las células intestinales y las bacterias adherida

monocapas se despegaron con 200 µl de una solución de tripsina al 0,25% y 800 

µl de agua destilada estéril. El número de bacterias adheridas en cada pocillo se 

determinó mediante recuentos

TSA con 0,2% de glucosa. 
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Figura 6: Fotografía mediante microscopía óptica de 
un cultivo en monocapa de la línea celular Caco-2 en 
medio EMEM. 

Ensayo de adhesión 

ensayos de adhesión se llevaron a cabo con los cultivos celulares en 

30 pases de cultivo. El protocolo empleado fue el descrito 

2009) con ligeras modificaciones. Las células epiteliales se 

placas de 24 pocillos para el cultivo de tejidos a una 

células/pocillo en 1 ml de medio EMEM suplementado 

con SFB al 20% y antibiótico antimicótico al 0,4%. Normalmente, a

días en cultivo, las células están diferenciadas y han alcanzado el estado 

., 1983). En ese momento, las monocapas 

veces con tampón fosfato salino (PBS) (véase apartado 2.9.1) y se añadió 1 ml de 

sin antibiótico ni suero fetal bovino) con 107 ufc/ml

bacteriana a estudiar. La mezcla se incubó durante 1 h a 37°C en estufa de CO

Tras la incubación, las monocapas se lavaron cuatro veces con PBS para elimi

las bacterias no adheridas. 

Para solubilizar las células intestinales y las bacterias adherida

monocapas se despegaron con 200 µl de una solución de tripsina al 0,25% y 800 

µl de agua destilada estéril. El número de bacterias adheridas en cada pocillo se 

determinó mediante recuentos por duplicado tras su crecimiento en placas de 

de glucosa.  

icroscopía óptica de 
2 en 

cultivos celulares en 

El protocolo empleado fue el descrito 

Las células epiteliales se 

placas de 24 pocillos para el cultivo de tejidos a una 

EMEM suplementado 

Normalmente, al cabo de 10 

y han alcanzado el estado 

 se lavaron tres 

y se añadió 1 ml de 

ml de la cepa 

bacteriana a estudiar. La mezcla se incubó durante 1 h a 37°C en estufa de CO2. 

Tras la incubación, las monocapas se lavaron cuatro veces con PBS para eliminar 

Para solubilizar las células intestinales y las bacterias adheridas, las 

monocapas se despegaron con 200 µl de una solución de tripsina al 0,25% y 800 

µl de agua destilada estéril. El número de bacterias adheridas en cada pocillo se 

tras su crecimiento en placas de 
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Para estudiar el efecto de las sales biliares en las cepas de BAL sobre su 

capacidad de adhesión sobre células Caco-2, el experimento se realizó siguiendo 

este mismo protocolo con la diferencia de que las cepas de BAL añadidas fueron 

pre-incubadas durante cuatro horas antes del inicio del experimento de adhesión 

en MRS suplementado con 0,4% de sales biliares a 37ºC. 

2.12.3.  Visualización de la adhesión de las cepas de BAL a las células Caco-2 

mediante microscopía electrónica de barrido 

Para visualizar por microscopía electrónica de barrido la adhesión de las 

células de las cepas de BAL a las células Caco-2, se colocaron en el fondo de los 

pocillos de las placas de cultivo, unos cubres de plástico thermanox donde 

crecieron las células Caco-2 permitiendo la manipulación y el manejo de las 

muestras para su visualización en el microscopio.  

A continuación, se llevó a cabo el mismo protocolo que en el apartado 

anterior hasta la obtención de la monocapa con las cepas de BAL adheridas. En 

este punto se añadió a cada pocillo 1 ml de tampón de fijación que contenía un 

2% de gluteraldehido y 0,1 M de cocadilato sódico y se procedió a incubar la 

placa durante 24 horas a una temperatura de 4ºC. Después de la incubación se 

realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con tampón cacodilato (0,1 M), y 

a continuación se llevó a cabo la post-fijación con tetraóxido de osmio al 1% en 

tampón cacodilato incubándose durante 15 minutos.  

Posteriormente las muestras se sometieron a un proceso de deshidratación 

con gradientes de etanol (30, 50, 70, 90, 96, 100%). Por último, las muestras se 

introdujeron en un aparato desecador por punto crítico y fueron recubiertas de 

oro para su posterior visualización por microscopía electrónica de barrido 

(equipo JEOL 6489, LW) en el Servicio de Microscopía de la Universidad de 

León.  
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2.12.4. Valoración de la producción de interleucinas  

Para este estudio se partió de cultivos de células Caco-2 crecidos en placas 

de 24 pocillos durante 10 días hasta alcanzar la confluencia a una temperatura de 

37ºC con atmósfera enriquecida al 5% de CO2. Transcurrido este tiempo, las 

monocapas se lavaron tres veces con PBS y se añadió a cada pocillo 1 ml de 

medio EMEM sin antibiótico antimicótico ni SFB. A continuación se inoculó en 

cada pocillo, cada una de las cepas de BAL a estudiar a una concentración de 107 

ufc/ml y en dos condiciones diferentes: activas e inactivadas por un tratamiento 

con calor (95ºC durante 30 minutos). Como control se utilizaron pocillos con las 

monocapas de CaCo-2 en medio EMEM sin inoculación bacteriana. Se incubó la 

placa durante 24 horas a 37ºC con una atmósfera de CO2 al 5% y finalmente, se 

recogió el medio de los pocillos y se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos. 

Los sobrenadantes obtenidos fueron analizados mediante inmunoensayo 

utilizando los kits comerciales ELISA RayBio Human IL-6 /IL-8 y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

2.13.  Valoración de la adhesión a mucus 

Para evaluar la adhesión de las cepas de BAL a mucus, obtuvimos mucus 

intestinal de rata. Para ello seguimos el protocolo descrito por Sun et al. (2007). 

Una vez obtenido, purificado y liofilizado el mucus, se resuspendió a una 

concentración de 1 mg/ml en tampón carbonato sódico 50 mM pH 9,7. Del 

mismo modo se preparó una solución de albúmina sérica bovina (BSA) en el 

mismo tampón y a la misma concentración para utilizarlo como control negativo. 

Para la inmovilización del mucus y de la BSA en placas microtiter, se 

incubó en cada pocillo 150 µl de las soluciones con mucus y BSA durante 12 

horas a 4ºC. Después de la incubación, los pocillos fueron bloqueados con PBS 

suplementado con un 1% de Tween 20 durante 1 hora y a continuación fueron 

lavados cuatro veces con PBST (PBS con 0,05% Tween 20). 



Materiales y Métodos 

 

75 

 

Una vez preparadas las placas microtiter con los pocillos recubiertos de 

mucus o BSA se añadieron a cada uno de ellos 150 µl de las cepas de BAL 

crecidas durante 24 horas en TSB-YE, centrifugadas, lavadas y resuspendidas en 

PBST hasta alcanzar un valor de densidad óptica a 620nm de 0,5. Añadidas las 

bacterias, se procedió a incubar la placa durante 12 horas a 4ºC y transcurrido 

este tiempo se realizaron cuatro lavados con PBST para eliminar las bacterias 

que no se adhirieron. Finalmente se añadieron 150 µl de safranina para medir la 

densidad óptica a 490nm en un lector de ELISA. 

2.14. Estudio de la formación de biofilms 

2.14.1. Cuantificación 

Para estudiar y cuantificar en las cepas de BAL la formación de biofilms 

se sembraron 20 µl de las cepas de BAL guardadas en glicerol a -80ºC en tubos 

que contenían 4 ml de TSB-YE y se incubaron durante 24 horas a 30ºC sin 

agitación. Posteriormente se realizó un segundo pase de 5 µl de los tubos 

anteriores a tubos con 5 ml del mismo medio suplementado con diferentes 

aditivos relacionados con la formación de biofilms: glucosa al 0,25% p/v y 

CaCl2, ZnCl2, MnCl2 y MgCl2 a una concentración de 5mM cada uno de ellos Se 

incubaron los tubos otras 24 horas a 30ºC sin agitación.  

A continuación los preinóculos anteriores fueron subcultivados 1:50 en 

placas de poliestireno de 96 pocillos en un volumen final de 200 µl con el mismo 

medio de cultivo que el preinóculo y se mantuvieron a 30ºC sin agitación durante 

72 horas para permitir la formación de biofilms. 

Para cuantificar la formación de biofilms se siguió el método de tinción 

con cristal de violeta descrito por Kubota et al., (2008) con algunas 

modificaciones. Para ello, se eliminó el sobrenadante de los pocillos y se lavó 

tres veces con 200 µl de PBS. Seguidamente, se dejó secar la placa invertida 

durante 10 minutos y se añadieron 200 µl de solución de cristal de violeta al 

0,1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron de 
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nuevo cada uno de los pocillos, tres veces, con PBS y se dejó secar la placa 

durante 10 minutos. Finalmente, se añadieron 200 µl de etanol para disolver el 

colorante y se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de placas microtiter 

(Anthos 2020). 

2.14.2. Visualización de biofilms mediante microscopía confocal 

Para el estudio, mediante microscopía confocal, se siguió el protocolo 

descrito en el apartado anterior, sustituyéndose los 200 µl de cristal de violeta al 

0,1% por el fluorocromo Syto 9 preparado como nos indica la casa comercial 

(Invitrogen, UK) Se incubó la placa durante 30 minutos en oscuridad y 

transcurrido ese tiempo se llevaron a cabo tres lavados con agua destilada estéril. 

Finalmente los pocillos se visualizaron en un microscopio confocal (Radiance 

2000, Biorad) del Servicio de Microscopía de la Universidad de León. 

2.15. Crecimiento de las BAL con compuestos con potencial prebiótico  

Para determinar el crecimiento de las cepas de BAL en presencia de 

prebióticos se siguió el protocolo descrito por Su et al. (2007) aunque con ligeras 

modificaciones. A partir de cultivos guardados en glicerol a -80ºC se sembraron 

20 µl de BAL en tubos con medio MRS. Se incubaron durante 24 horas a 30ºC 

sin agitación y a continuación se dio un segundo pase, sembrando 5 µl en nuevos 

tubos que contenían 5 ml de MRS y se incubó en las mismas condiciones. 

Finalizada la incubación se inoculó cada cepa bacteriana al 0,1% en matraces que 

contenían 10 ml de MRS sin glucosa y suplementado al 1,5 % con el prebiótico 

que se deseaba estudiar. Asimismo, las cepas de BAL fueron crecidas en MRS 

con 1,5 % de glucosa para tener un control positivo de crecimiento. Los seis 

compuestos con potencial prebiótico utilizados y sus características se incluyen 

en la Tabla 7. El crecimiento se determinó midiendo la absorbancia de los 

cultivos a 620nm. 
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Tabla 7: Compuestos con potencial prebiótico empleados en este trabajo para estudiar 
su efecto sobre el crecimiento de las cepas de BAL. 
 

 

2.16.  Cuantificación de ácidos grasos de cadena corta (AGCC)  

Para la cuantificación de los AGCC producidos por las cepas de BAL, se 

tomaron como muestras, alícuotas de 1,5 ml de los cultivos obtenidos por 

crecimiento a término en presencia de los compuestos con potencial prebiótico, 

citados en el apartado anterior o en presencia de glucosa (control). Cada muestra 

fue centrifugada a 5000 xg durante 10 minutos y al sobrenadante libre de células 

se añadieron 25 µl de HCl 2M y posteriormente se filtró mediante el empleo de 

filtros con un tamaño de poro de 0,22 µm. A continuación, se determinó la 

concentración, mediante cromatografía de gases, de los siguientes AGCC: ácido 

Tipo de compuesto Producto comercial Fabricante Descripción 
 

Fructooligosacáridos 
(FOS) 

Raftilosa P95 Orafti, Bélgica Contiene oligofructosa 
con un grado de 
polimerización (DP) 
entre 2 y 7. 

 
Inulina Raftilina HP Orafti, Bélgica Inulina obtenida de la 

Achicoria. Grado 
medio de 
polimerización (DP) de 
23. 
 

Inulina  Sigma Aldrich, 
USA 

Inulina obtenida de los 
bulbos de la dalia. 
 

Arabinogalactanos  Sigma Aldrich,  
USA 

> 90% de carbohidratos 
extraídos del pino 
alerce. 
 

D (+)-Rafinosa  Sigma Aldrich, 
USA 

α- galactosacárido. 
Pureza > 99%. 
 

Lactulosa  Sigma Aldrich, 
USA 

Disacárido semi-
sintético (1-4 
galactósido-fructosa). 
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acético, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, hexanoico y 

heptanoico.  

Para la cromatografía de gases se utilizó una columna TRB-FFAP (30 m x 

0,53 mm x 1 µm) de Teknokroma acoplada al Cromatógrafo de gases Perkin 

Elmer Autosystem XL con detector FID. Las condiciones cromatográficas 

empleadas fueron: 

•  Temperatura: 130ºC 3 minutos con una rampa de 40ºC/min y 

posteriormente 170ºC 2 minutos 

•  Fase móvil: Helio a 13.8 psi. 

• Temperatura del inyector: 250ºC 

• Detector FID: 250ºC con flujo de aire de 500 ml/min y de hidrógeno de 

50 ml/min 

• Volumen de inyección: 2 µl 

Se hicieron rectas de calibración de cada uno de los ácidos a cuantificar 

con disoluciones de concentraciones comprendidas entre 10 y 500 ppm. Tanto a 

las muestras control como a las muestras problema, se les añadió el patrón 

interno 4-metilvalérico a una concentración final de 30 ppm. Por último, se 

inyectaron las muestras en el cromatógrafo utilizando el propio autoinyector del 

equipo. 
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La FAO (Food and Agriculture Organization) en conjunto con la OMS 

(Organización Mundial de la Salud), publicaron en mayo de 2002 una guía para 

la evaluación de microorganismos probióticos en alimentos. En ella, se incluyen 

los siguientes aspectos necesarios: Identificación de la cepa probiótica a nivel de 

especie, pruebas in vitro para la selección de probióticos entre las que destacan la 

resistencia al tránsito gastrointestinal, adherencia al epitelio intestinal, actividad 

antimicrobiana contra microorganismos patógenos y aspectos de seguridad de las 

cepas probióticas incluyendo la evaluación de resistencia a antibióticos. 

En el presente trabajo hemos estudiado el potencial probiótico de doce 

cepas de BAL. Ocho de las doce cepas de origen lácteo fueron seleccionadas en 

trabajos previos realizados en el Departamento de Higiene y Tecnología de los 

Alimentos de la Universidad de León en base a su actividad antimicrobiana. 

Mientras que las cuatro cepas restantes fueron obtenidas de la ATCC y fueron 

seleccionadas en base a su origen (humano o lácteo), por su potencial como 

probiótico y/o por sus propiedades antimicrobianas. De hecho, una de las 

bacterias obtenidas de la ATCC corresponde a la cepa Lactobacillus rhamnosus 

GG (ATCC 53103), una de las más investigadas en el mundo por su potencial 

probiótico. De este modo, la inclusión de esta cepa en nuestro trabajo nos 

permitió corroborar algunas de sus propiedades que la hacen óptima como cepa 

probiótica, además de, utilizarla como cepa control a lo largo del estudio con 

respecto a las otras cepas cuya capacidad probiótica no ha sido todavía 

reconocida. 

De acuerdo a las recomendaciones establecidas por la FAO hemos 

estudiado, in vitro, de forma secuencial, diversas características probióticas 

además de, algunas tecnológicas en estas doce cepas con el fin de seleccionar 

aquellas que posean las mejores propiedades probióticas de cara a su inclusión en 

productos alimenticios. 

 

 

 



Resultados y Discusión 

 

82 

 

1.  Identificación de las cepas bacterianas seleccionadas 

La correcta identificación de cepas potencialmente probióticas es el primer 

paso crítico para su estudio. Es esencial que los microorganismos sean 

correctamente identificados a nivel de género y de especie para garantizar que se 

tratan de microorganismos presumiblemente inocuos y de grado alimentario 

GRAS. Por otro lado, los efectos beneficiosos no se pueden atribuir de forma 

generalizada a un género o especie, sino que dependen de la cepa. Por este 

motivo, es necesario profundizar en su identificación a nivel de especie, mediante 

métodos de caracterización fenotípica y genotípica, con el fin de asociar un 

determinado efecto a una cepa concreta y poder realizar su seguimiento en 

estudios tecnológicos, clínicos y epidemiológicos. 

Con el fin de identificar correctamente las cepas bacterianas a estudiar en 

este trabajo, se llevó a cabo una caracterización genotípica mediante la técnica 

del ribotipado de las doce cepas de BAL (véase Tabla 5 en Materiales y 

Métodos).  

En trabajos previos, realizados bajo la dirección de la Dra. García Armesto 

en el Departamento de Higiene y Tecnología de los Alimentos, se llevó a cabo 

una primera identificación de las ocho cepas, aisladas de productos lácteos en el 

propio Departamento y seleccionadas por su actividad antimicrobiana, mediante 

la observación de características fenotípicas y la utilización de tablas 

diagnósticas. Las ocho cepas fueron caracterizadas a nivel de género. Siete de 

estas ocho cepas mostraron una forma cocal, eran catalasa-negativas y oxidasa-

positivas. Cuatro de estas siete cepas bacterianas (cepas 189, 297, 875 y 1076) 

fueron asignadas al género Enterococcus debido a que fueron capaces de crecer 

tanto a 10ºC como a 45ºC y en presencia de ClNa al 6,5% (P/V), asimismo eran 

productoras de CO2  y L-láctico a partir de glucosa y no se observaron 

formaciones en tétradas a microscopía óptica. La cepa bacteriana con forma cocal 

(cepa 660) fue designada como Lactococcus al mostrar crecimiento a 10ºC y 

producir L-láctico a partir de glucosa y, además por su incapacidad de crecer a 

45ºC o en presencia de 6,5% de NaCl, no producir CO2 a partir de glucosa ni 

formar agrupaciones en tétradas. Por último, las dos cepas restantes con forma 
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cocal (cepas 888 y 1354) sólo se pudieron relacionar a los géneros Enterococcus 

o Leuconostoc. 

Con respecto a la cepa restante (cepa 34) se observó que presentaba una 

forma bacilar y fue adscrita al género Lactobacillus al comprobar que se trataba 

de una bacteria Gram (+), catalasa y oxidasa negativa y no móvil. Además, fue 

identificada con el Api 50 CHL como Lb. paracasei subsp. paracasei con un 

96,8% de probabilidad. 

Con objeto de corroborar los resultados previos obtenidos mediante la 

identificación fenotípica de las ocho cepas de BAL, además de las cuatro cepas 

de la ATCC, las doce cepas fueron identificadas a nivel de especie y de 

subespecie por ribotipado, técnica que consiste en la identificación y 

clasificación de cepas bacterianas en función de los genes del RNA ribosomal 

(rRNA). Para ello se utilizó el equipo automático “Riboprinter Microbial 

Characterization System (Dupont-Qualicon, Wilmongton, DE, USA” (véase 

Materiales y Métodos).  

Los resultados y los patrones de ribotipado obtenidos se muestran en la 

Tabla 8. De las ocho cepas aisladas de productos lácteos, cinco fueron 

identificadas como Enterococcus faecalis (cepas 189, 297, 888, 1076 y 1354), 

una como Lactococcus lactis subsp. cremoris (cepa 660), una como Leuconostoc 

mesenteroides (cepa 875) y la última como Lb. paracasei subsp. paracasei (cepa 

34). Todas estas cepas mostraron un coeficiente de similitud por encima de 0,88. 

Con respecto a las cuatro cepas obtenidas de la ATCC, el ribotipado confirmó el 

estatus taxonómico reconocido por la Colección de Cultivos Tipo Americana, 

aunque dos de las cepas Lb. rhamnosus (ATCC 53103) y Lb. casei (ATCC 393) 

mostraron un coeficiente de similitud por debajo de 0,85 que es el valor mínimo 

para considerar nuestra identificación como fiable. 

Como podemos observar en la Tabla 8 las dos cepas (888 y 1354) que sólo 

se pudieron relacionar a los géneros Enterococcus o Leuconostoc mediante la 

identificación fenotípica, resultaron ser ambas cepas E. faecalis, mientras que la 

cepa 875, designada como Leuconoctoc mesenteroides por el ribotipado, había 

sido asignada al género Enterococcus en la identificación fenotípica previa.  
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Tabla 8: Caracterización fenotípica y genotípica de las doce cepas de BAL. 

1Caracterización fenotípica mediante el empleo de tablas diagnósticas (Cogan, 1996; Harrigan, 1998) en el Departamento de Higiene y 
Tecnología de los Alimentos de la Universidad de León. 
2N.D.: No determinado. 
3N.I.: No identificado. 

  

 
Cepas de BAL 

 

 
Caracterización fenotípica 
previa 

 
Identificación ribotípica 

 

 
F

or
m

a 
co

ca
l 

 

ATCC 11454 4.D.2 Lactococccus lactis subsp. lactis 
 
660 

 
Lactococcus spp. 

 
Lactococcus lactis subsp. cremoris 

189 Enterococcus spp. Enterococcus faecalis 

297 Enterococcus spp. Enterococcus faecalis 
 
888 

 
Enterococcus / Leuconostoc spp. 

 
Enterococcus faecalis 

   
1076 

   
Enterococcus spp. 

   
Enterococcus faecalis 

1354 Enterococcus / Leuconostoc spp. Enterococcus faecalis 

875 Enterococcus spp. Leuconostoc mesenteroides 

   
  

   

 
F

or
m

a 
ba

ci
la

r 
 

ATCC 53103 4.D. Lactobacillus rhamnosus 

ATCC 27092 4.D. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 

34 4.I.3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 

ATCC 393 4.D. Lactobacillus casei 
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Este problema de identificación se ha encontrado en varios estudios donde 

se ha percibido que la caracterización fenotípica de las especies pertenecientes al 

género Enterococcus podría generar problemas debido a su gran diversidad 

fenotípica (Devriese et al., 1993; Ogier y Serror, 2008). En este sentido, en el 

trabajo de Pimentel et al., (2007) se observaron resultados contradictorios en la 

identificación de Enterococcus por métodos fenotípicos y genotípicos. De hecho, 

la identificación de BAL por métodos convencionales puede ser, en algunas 

ocasiones, complicada debido a que la expresión de fenotipos en condiciones de 

laboratorio podría llevar a errores. 

Por lo tanto, dados los problemas en la identificación convencional y la 

alta fiabilidad de esta técnica, el presente trabajo se continuó aceptando los 

resultados de identificación obtenidos por ribotipado (Tabla 8). 

2. Cinética de crecimiento 

En este apartado se ha abarcado el estudio del crecimiento bacteriano a lo 

largo del tiempo de las doce cepas de BAL, cuando se incubaron en medio 

líquido (TSB-YE) a 30ºC sin agitación (véase Materiales y Métodos). Los 

valores obtenidos a partir de las lecturas espectrofotométricas y los recuentos de 

las unidades formadoras de colonias en medio sólido (ufc/ml) se reflejan 

mediante representaciones gráficas en la Figura 7. Asimismo, se establecieron los 

siguientes parámetros de crecimiento: “Xm” concentración máxima de 

microorganismos expresado como log ufc/ml y “µ” velocidad específica de 

crecimiento en h-1 (véase Materiales y Métodos) (Tabla 9).  

Como se muestra en la Figura 7, tanto las curvas obtenidas a partir de las 

lecturas espectrofotométricas de absorbancia a 620nm como las obtenidas por 

recuento de ufc/ml a lo largo del tiempo, presentaron una forma sigmoidal típica 

del crecimiento bacteriano, pudiendo diferenciarse en todas ellas las tres etapas: 

fase de latencia, crecimiento exponencial y fase estacionaria.  

De acuerdo a la velocidad de crecimiento observada en este estudio en las 

cepas de BAL, pudimos clasificarlas en tres grupos: 
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• Cepas bacterianas con crecimiento rápido: Las cepas Lc. lactis (660 y ATCC 

11454) obtuvieron los valores más altos de µ (0,85 y 0,89 h-1 respectivamente) 

observándose un crecimiento más rápido que el obtenido por las cepas 

pertenecientes a las otras especies bajo las mismas condiciones de crecimiento. 

Asimismo, la Xmax de 9,5 log ufc/ml, se alcanzó a las 10 horas de crecimiento en 

ambas cepas. 

• Cepas bacterianas con crecimiento intermedio: En este grupo se incluyeron a 

todos los lactobacilos, exceptuando la cepa Lb. casei, y a todas las cepas 

bacterianas pertenecientes a la especie E. faecalis. Como se muestra en la Tabla 

9, los valores de µ obtenidos por estas especies fueron más bajos que los 

obtenidos por las cepas de la especie Lc. lactis.  

Todas las cepas de E. faecalis (cepas 189, 297, 888, 1076 y 1354) 

mostraron un crecimiento muy similar en las condiciones arriba mencionadas. 

Por esta razón, en la Figura 7 se ha plasmado únicamente la curva de crecimiento 

de la cepa 1076 en representación de las demás cepas de E. faecalis.  

Todos los enterococos estudiados alcanzaron la fase estacionaria antes que 

las cepas pertenecientes al género Lactobacillus, sin embargo la Xmax alcanzada 

por las cepas del género Enterococcus al final del periodo de crecimiento fue 

menor que la de los Lactobacillus y no llegó en ningún caso a 9 ufc/ml. En 

cuanto a las cepas del género Lactobacillus, con la excepción de la cepa Lb. casei 

cuyo crecimiento fue más lento, todas ellas alcanzaron su Xmax a las 20 horas de 

incubación (Figura 7). Por otra parte, cabe señalar que no se detectaron grandes 

diferencias en el crecimiento a lo largo del tiempo entre las dos cepas de Lb. 

paracasei (34 y ATCC 27092) a pesar de su origen diferente (humano y lácteo 

respectivamente). 

• Cepas bacterianas con crecimiento lento: En este grupo se incluyeron a las 

cepas Lb. casei (ATCC 393) y Ln. mesenteroides (cepa 875) ya que obtuvieron 

los valores de µ más pequeños (0,13 y 0,12 h-1 respectivamente). Los valores de 

Xmax obtenidos por estas cepas (8,20 y 8,02 ufc/ml respectivamente) también 
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fueron los más bajos en comparación con el resto de cepas bacterianas 

estudiadas. 

Por último, a lo largo del crecimiento bacteriano, se observó en todos los 

cultivos una disminución de pH desde un valor inicial de 7 hasta 5,6 

aproximadamente, teniendo lugar esta acidificación durante la fase de 

crecimiento exponencial y manteniéndose constante este último valor durante la 

fase estacionaria. 

 

Tabla 9: Parámetros cinéticos de crecimiento µ y Xmax de las doce cepas de BAL, 
calculados a partir de las curvas de crecimiento obtenidas en TSB-YE (Figura 7). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados presentados corresponden a la media de dos    
experimentos independientes. Los valores de desviación 
estándar fueron inferiores al 5%. 

 
Cepas de BAL 

Xmax  
(log ufc 

ml1) 

µ 

(h-1) 

Lactococcus lactis   
ATCC 11454 9.50 0.85 
660 
 

9.50 0.89 

Enterococus faecalis 8.70 0.36 
189 8.80 0.39 
297 8.56 0.31 
888 8.85 0.35 
1076 8.90 0.37 
1354   
Leuconostoc mesenteroides   
875 
 

8.02 0.12 
 

Lactobacillus paracasei   
ATCC 27092 9.30 0.28 
34 
 

9.80 0.31 

Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 53103 
 

 
9.80 

 
0.34 

Lactobacillus casei 
ATCC 393 

 
8.20 

 
0.13 
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Figura 7: Curvas de crecimiento en medio TSB-YE donde se muestra la absorbancia a 
620nm (▲) y el número de células viables (log ufc ml-1, ■ ) de Lc. lactis subsp. lactis, 
ATCC 11454 (A); Lc. lactis subsp. cremoris, cepa 660 (B); Lb. paracasei subsp. 
paracasei, ATCC 27092 (C); Lb. paracasei subsp. paracasei, cepa 34 (D); Lb. 
rhamnosus, ATCC 5303 (E); Lb. casei, ATCC 393 (F); E. faecalis, cepa 1076 (G) y Ln. 
mesenteroides, cepa 875 (H).  
Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 5%. 
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3. Actividad antimicrobiana 

3.1.  Valoración de la actividad antimicrobiana por Spot test. 

Uno de los mecanismos mediante el cual las bacterias probióticas 

contribuyen a la protección del hospedador es la capacidad para inhibir el 

crecimiento de microorganismos patógenos (Ouwehand et al., 1999b). En esta 

actividad antimicrobiana de las BAL interviene la producción de diversas 

sustancias como son los ácidos orgánicos, ácidos grasos, peróxido de hidrógeno, 

bacteriocinas, etc. (Mishra y Lambert, 1996). 

Dado que las cepas de BAL obtenidas del Departamento de Higiene y 

Tecnología de los Alimentos fueron seleccionadas por su actividad 

antimicrobiana para su estudio como bacterias potencialmente probióticas, en 

primer lugar fue necesario corroborar su actividad inhibitoria frente a 

microorganismos patógenos frecuentemente encontrados en alimentos, así como, 

evaluar dicha actividad en las cepas de BAL obtenidas de la ATCC. Para ello, se 

realizó un ensayo in vitro mediante la técnica spot test (véase Materiales y 

Métodos) (Figura 8) dónde se estudió la actividad antimicrobiana de las doce 

cepas de BAL frente a once cepas indicadoras pertenecientes a seis especies 

diferentes de bacterias patógenas (Staphilococcus aureus, Bacillus cereus, 

Listeria innocua, Listeria monocitogenes, Pseudomonas fluorescens y 

Aeromonas spp.).  

Como se puede observar en la Tabla 10 todas las cepas de BAL incluidas 

en este trabajo mostraron actividad antimicrobiana, al menos, frente a una de las 

cepas bacterianas patógenas ensayadas. Además, tres de las cepas de BAL [Lc. 

lactis (ATCC 11454 y 660) y E. faecalis (888)] mostraron actividad inhibitoria 

frente a cinco de las seis especies de microorganismos patógenos empleados 

como indicadores. Lc. lactis (ATCC 11454), descrita en la ATCC como 

productora de la bacteriocina nisina, fue la cepa que mayor actividad 

antimicrobiana mostró inhibiendo el crecimiento de siete de las once cepas de 
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microorganismos patógenos, siendo B. cereus la cepa más sensible a su 

actividad.  

Cabe señalar que todas las cepas de BAL mostraron actividad 

antimicrobiana frente a Pseudomonas fluorescens (cepa 86) especie que está 

comúnmente asociada al deterioro de alimentos, particularmente si se mantienen 

en refrigeración antes de su consumo. Asimismo, la cepa Ln. mesenteroides 

(875) fue la más activa frente a esta especie al inhibir también el crecimiento de 

la otra cepa de P. fluorescens (2826). 

Seis de las doce cepas de BAL [Lc. lactis (660 y ATCC 11454), E. 

faecalis (189, 888 y 1076) y Leuconostoc mesenteroides (875)] también 

mostraron actividad antimicrobiana frente a L. monocitogenes, bacteria patógena 

que puede contaminar alimentos de origen animal como carnes y productos 

lácteos y es la responsable de las infecciones alimentarias más virulentas, 

llegando a alcanzar tasas de mortalidad de entre un 20 y 30% (Slutsker y 

Schuchat, 1999). 

En cuanto a B. cereus, otro microorganismo patógeno conocido por su 

habilidad para deteriorar el alimento y su potencial para causar enfermedades 

humanas (Anderson Borge et al., 2001) se observó que fue inhibido por cinco 

cepas de BAL [Lc. lactis (660 y ATCC 11454), E. faecalis (297 y 888) y Lb. 

paracasei (34)]. 

Por otra parte, todas las cepas pertenecientes a la especie E. faecalis 

mostraron actividad antimicrobiana frente Aeromonas spp, especie que se ha 

aislado de una gran variedad de alimentos entre los que se encuentran la leche y 

sus derivados y que puede actuar como agente causante de toxoinfecciones 

alimentarias (Abeyta et al., 1986).  

Por último, S. aureus fue la especie bacteriana patógena más resistente a la 

presencia de cepas de BAL, excepto la cepa 361 cuyo crecimiento fue inhibido 

por cuatro de las doce cepas de BAL, el resto de cepas de S. aureus o no fueron 



 

 

sensibles frente a ninguna cepa 

la cepa Lc. lactis (ATCC 11454).

De acuerdo a los resultados obtenidos, observamos que las cepas 

estudiadas tienen actividad antimicrobiana contra algún microorganismo 

potencialmente patógeno en productos lácteos. De hecho

sido descrita en algún 

Hernández et al., 2005)

microorganismos patógenos en cepas 

cepas no sólo como posibles probióticos útiles en l

patologías asociadas a la 

también, a la posibilidad de emplearlos

de los alimentos. De este modo, se pretende 

alimentos la presencia de microorganismos alterantes o patógenos que reduzcan 

su vida útil o que estén implicados en intoxicaciones alimentarias.

Figura 8: Fotografía de la actividad inhibitoria de las cepas 
E. faecalis (cepa 888)
frente a S. aureus
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sensibles frente a ninguna cepa de BAL o sólo fueron inhibidas en presencia de 

ATCC 11454). 

De acuerdo a los resultados obtenidos, observamos que las cepas 

estudiadas tienen actividad antimicrobiana contra algún microorganismo 

potencialmente patógeno en productos lácteos. De hecho, dicha actividad ya ha 

sido descrita en algún trabajo (Schillinger et al., 1996; Silva 

., 2005). La presencia de actividad antimicrobiana frente a 

microorganismos patógenos en cepas de BAL nos permite poder utilizar estas 

cepas no sólo como posibles probióticos útiles en la prevención y control de 

patologías asociadas a la presencia de microorganismos no deseables, sino 

a la posibilidad de emplearlos como cultivos iniciadores y/o protectores 

. De este modo, se pretende inhibir o reducir directamente

la presencia de microorganismos alterantes o patógenos que reduzcan 

su vida útil o que estén implicados en intoxicaciones alimentarias. 

 

Fotografía de la actividad inhibitoria de las cepas 
(cepa 888) (A) y Lb. casei (ATCC 393) (B) 

S. aureus 361 mediante la técnica spot test. 

BAL o sólo fueron inhibidas en presencia de 

De acuerdo a los resultados obtenidos, observamos que las cepas de BAL 

estudiadas tienen actividad antimicrobiana contra algún microorganismo 

dicha actividad ya ha 

., 1996; Silva et al., 1987; 

presencia de actividad antimicrobiana frente a 

poder utilizar estas 

a prevención y control de 

de microorganismos no deseables, sino 

como cultivos iniciadores y/o protectores 

inhibir o reducir directamente en los 

la presencia de microorganismos alterantes o patógenos que reduzcan 

 

Fotografía de la actividad inhibitoria de las cepas 
B) 
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Tabla 10: Actividad antimicrobiana valorada mediante la técnica spot test de las doce cepas de BAL frente a diversos microorganismos patógenos 
encontrados frecuentemente en alimentos. 

La actividad antimicrobiana se valoró como (+) cuando se obtuvieron halos de inhibición con un radio entre 1 y 5mm; como (++) cuando el radio 
de los halos fue mayor de 5mm y como (-) cuando no se observó halo de inhibición.  
Los resultados obtenidos corresponden a la media de tres experimentos independientes.

 
 
Cepas de BAL 

  Cepas Indicadoras  

S.  

aureus 

5192 

S. 

aureus 

59 

S. 
aureus 

5181 

S.  

aureus 

361 

S.  

aureus 

13 

B. 
cereus 

L.  

innocua 

 

L. 

monocitogenes 

P. 
fluorescens 

2826 

P. 
fluorescens 

86 

Aeromonas 

spp. 

49 

Lactococcus lactis            
ATCC  11454 + + - + - ++ + + - + - 
660 - - - + - + + + - + - 

Enterococcus faecalis            

189 - - - - - - + + - + + 
297 - - - - - + - - - + + 
888 - - - + - + + + - + + 
1076 - - - - - - + + - + + 
1354 - - - - - - - - - + + 

Leuconostoc mesenteroides            

875 - - - - - - - + + + - 

Lactobacillus  rhamnosus            

ATCC 53103 - - - - - - - - - + - 

Lactobacillus paracasei            

ATCC 27092 - - - - - - - - - + - 
34 - - - + - + - - - + - 
Lactobacillus casei           - 
ATCC 393 - - - - - - - - - + - 
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3.2.  Producción de bacteriocinas 

Las bacteriocinas han sido definidas como péptidos antimicrobianos de 

síntesis ribosomal, activas generalmente frente a especies bacterianas 

relacionadas con la especie que las produce (Jack et al., 1995; Cleveland et al., 

2001), y que pueden constituir un mecanismo de competencia al ayudar a la 

bacteria productora a imponerse en un determinado hábitat. Dado que las 

bacteriocinas no son efectivas frente a microorganismos Gram negativos 

(Arqués, 2003), en este trabajo se estudió la producción de estos péptidos en las 

cepas de BAL que, previamente, habían presentado actividad antimicrobiana 

frente a algún microorganismo patógeno Gram positivo. Para ello se utilizó la 

técnica de difusión en agar (véase Materiales y Métodos) por lo que fue necesario 

obtener los sobrenadantes libres de células (SLC) a partir de los cultivos de BAL. 

Como microorganismos indicadores se utilizaron todos los microorganismos 

indicadores empleados en el apartado anterior con excepción de las especies 

Gram negativas [P. fluorescens (cepas 2826 y 86) y Aeromonas spp (49)]. 

Cuando se probaron los SLC frente a los microorganismos indicadores 

sólo se observó un halo claro de inhibición, de unos 3mm de radio, de la cepa B. 

cereus cuando la cepa estudiada era Lc. lactis (ATCC 11454) (Figura 9). Cabe 

señalar que la mayor actividad inhibitoria de Lc. lactis (ATCC 11454) mediante 

la técnica del spot test fue también frente a B. cereus. Por otra parte, también se 

observó una pequeña actividad inhibitoria en las cepas Lc. lactis (660) y E. 

faecalis (1076) frente a L. monocitogenes y L. innocua respectivamente.  

Es posible que la ausencia de contacto entre las células del 

microorganismo productor y el indicador, cuando se ensaya el SLC mediante el 

método de difusión en agar, explique la ausencia de actividad inhibitoria en la 

mayoría de las cepas de BAL frente a microorganismos patógenos cuando se 

utiliza esta técnica. Probablemente, el contacto entre ambos microorganismos sea 

necesario para que estas sustancias antimicrobianas actúen o para que se induzca 

su expresión en la bacteria productora (Toure et al., 2003; Maldonado et al., 

2004). 
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Figura 9: Fotografía de los halos de inhibición obtenidos 
la técnica “difusión en agar” cuando se empleó como antimic
lactis ATCC 11454. 
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No obstante, es posible que la actividad inhibitoria observada del 
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3.3. Producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Las BAL pueden producir peróxido de hidrógeno (H2O2) como 

mecanismo de protección frente al oxígeno, mediante la acción de oxidasas 

o peroxidasas NADH dependientes (Condon, 1987). La ausencia de 

catalasas, en este tipo de bacterias, que eliminen el H2O2 generado en 

presencia de oxígeno, provoca la acumulación del mismo en el medio, 

pudiendo ejercer una acción bactericida frente a otros microorganismos 

presentes en el mismo entorno. La acción inhibitoria del H2O2 se atribuye a 

su efecto altamente oxidante, produciendo la peroxidación de los lípidos de 

la membrana y la destrucción de la estructura básica molecular de proteínas 

celulares (Dahl et al., 1989). 

Dado que las doce cepas de BAL incluidas en este trabajo mostraron 

actividad antimicrobiana frente a microorganismos Gram negativos, como 

es el caso de la inhibición de P. fluorescens y Aeromonas spp., que no son 

sensibles a bacteriocinas, en este apartado se estudió la producción de H2O2, 

otro compuesto con actividad antimicrobiana frente a microorganismos 

tanto Gram positivos como Gram negativos. La identificación de bacterias 

productoras de H2O2 se realizó por una parte mediante un método 

cualitativo en el que simplemente consideramos a las cepas de BAL como 

productoras o no productoras de H2O2 y por otra se realizó un ensayo en el 

que se cuantificó la producción de H2O2 por las cepas de BAL en medio de 

cultivo TSB-YE. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11. 

Podemos observar que según el método cualitativo, descrito por 

Eschenbach et al., (1989) (véase Materiales y Métodos), todas las cepas de 

BAL excepto dos [E. faecalis (1354) y Lb. paracasei (ATCC 27092)] 

fueron productoras de H2O2 (Tabla 11). Sin embargo, cuando se procedió a 

cuantificar el H2O2 producido por las cepas de BAL en medio TSB-YE al 

finalizar su periodo de crecimiento, constatamos que también la cepa E. 

faecalis (1354) produjo H2O2 en niveles similares al resto de las cepas. Este 

hecho podría deberse a las diferentes condiciones de cultivo (medio sólido 
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MRS y medio líquido TSB-YE) a las que se sometieron las cepas de BAL 

en los dos experimentos (cualitativo y cuantitativo respectivamente). Sin 

embargo, en la cepa Lb. paracasei (ATCC 27092) no se detectó producción 

de H2O2 en ninguna de las dos condiciones lo que implicaría que dicha 

producción es característica de esta cepa bacteriana y no de la especie a la 

que pertenece ya que la otra cepa de la misma especie Lb. paracasei (34) si 

generó H2O2. 

En cuanto a los niveles de producción todas las cepas, excepto la no 

productora, generaron entre 6 y 8 µg/ml de H2O2, siendo la cepa Ln. 

mesenteroides (875) la que tuvo mayor producción. Estos valores de 

producción son similares a los observados por Aslim y Kilic (2006) en 

cepas del género Lactobacillus.  

Con estos resultados no podemos confirmar que la actividad 

antimicrobiana observada en las cepas de BAL frente a los 

microorganismos patógenos utilizados sea exclusivamente por la 

producción de H2O2. No obstante la generación de este compuesto por 

cepas bacterianas probióticas puede ser beneficiosa. De hecho, además del 

papel que juega el H2O2 como conservante en los alimentos, datos clínicos 

indican su capacidad para erradicar la vaginosis bacteriana asintomática. 

Por todo ello la FAO/WHO, (2002) en la consulta sobre la evaluación de las 

propiedades saludables y nutricionales de los probióticos en los alimentos, 

ha aconsejado la administración oral de lactobacilos productores de H2O2 

como microorganismos probióticos. 
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Tabla 11: Producción de H2O2 por las cepas de BAL valorado por dos métodos, 
uno cualitativo en donde se define a la cepa como productora (+) o no productora 
(-) de H2O2 y otro cuantitativo en donde se cuantifica el H2O2 generado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados presentados corresponden a la media aritmética de tres 
experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron 
inferiores al 10%. 
Como control negativo se valoró la producción de H2O2 por ambos 
métodos en medio sin inocular. 
 

 Producción H2O2 

 
 
Cepas de BAL 

 Método  
cualitativo 

Método 
cuantitativo 

(µg/ml) 

Lactococcus lactis   
ATCC 11454 +        6,79 
660 
 

+        6,40 

Enterococus faecalis   
 

189 +        6,79 
297 +        6,79 
888 +        6,73 
1076 +        7,40 
1354 
 

-        6,81 

Leuconostoc mesenteroides   
875 
 

+        8,00 

Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 53103 
 

 
+ 

 
       7,03 

Lactobacillus paracasei   
ATCC 27092 -        0,00 
34 
 

+        6,86 

Lactobacillus casei 
ATCC 393 

 
+ 

 
       7,03 
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4. Resistencia al tránsito gastrointestinal 

La capacidad de las bacterias para sobrevivir y crecer en un nicho 

determinado depende de las condiciones biológicas y físico-químicas del 

ecosistema en particular. En este sentido, la capacidad de resistencia a un pH 

bajo, al jugo intestinal y a las sales biliares es de gran importancia en la 

supervivencia y crecimiento de las bacterias en el tracto gastrointestinal. Por este 

motivo, estas características se consideran un requisito esencial a la hora de 

seleccionar cepas bacterianas como probióticas.   

Partiendo de estas premisas hemos realizado una serie de ensayos in vitro 

simulando condiciones del tracto gastrointestinal con objeto de evaluar la 

capacidad de supervivencia de las doce cepas de BAL estudiadas en este trabajo. 

4.1.  Resistencia al tránsito gástrico 

En este apartado se procedió a estudiar la resistencia al jugo gástrico que 

es una de las primeras propiedades estudiadas al seleccionar cepas probióticas, ya 

que el bajo pH del estómago y la acción antimicrobiana de la pepsina 

proporcionan una barrera efectiva para la entrada de la bacteria en el tracto 

intestinal (Holzapfel et al., 1998). 

Con objeto de determinar el grado de supervivencia de las doce cepas de 

BAL al tránsito gástrico se llevó a cabo un estudio in vitro siguiendo el protocolo 

descrito por Charteris, (1998b) (véase Materiales y Métodos). El ensayo se 

realizó en soluciones, que simulan el jugo gástrico, preparadas a pH 2, 2,5 y 3 

respectivamente, empleando como control una solución amortiguadora fosfato-

salina a pH 7. Asimismo, se realizó un experimento en donde se adicionó leche 

desnatada de vaca (Skim milk, Oxoid) al jugo gástrico simulado a pH 2 con 

objeto de estudiar el posible efecto protector de la leche sobre la viabilidad de las 

bacterias a ese pH (véase Materiales y Métodos).  
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Los resultados de viabilidad obtenidos a diferentes tiempos, en las 

soluciones gástricas preparadas a los distintos valores de pH, se expresaron como 

log ufc/ml y han sido recogidos en la Tabla 12. 

• A un pH 2, once de las doce cepas de BAL estudiadas mostraron un 

comportamiento idéntico y no tuvieron  ninguna capacidad de resistencia en estas 

condiciones de acidez. A los 45 minutos de comenzar el experimento, 

únicamente la cepa Lc. lactis (ATCC 11454) mostró tolerancia a este pH, incluso 

al cabo de 3 horas donde su viabilidad sólo disminuyó tres órdenes de magnitud 

con respecto al inicio del ensayo.  

• Cuando el experimento se desarrolló a pH 2,5, se observó una mayor 

variabilidad de resultados dependiendo de la cepa estudiada. Exceptuando a la 

cepa Ln. mesenteroides (875) que no fue viable a este pH, podemos clasificar al 

resto de las cepas en tres grupos en función de su viabilidad a pH 2,5: alta, 

intermedia y baja. 

� Con una alta viabilidad se incluyeron a las dos cepas pertenecientes a la 

especie Lc. lactis (660 y ATCC 11454) puesto que sólo en estas dos cepas se 

obtuvieron células viables a las 3 horas del inicio del experimento. En la cepa Lc. 

lactis (ATCC 11454) únicamente se observó un descenso de medio orden de 

magnitud en su viabilidad durante todo el ensayo, mientras que en la cepa 660 la 

disminución de viabilidad al finalizar el experimento fue de unos cuatro órdenes 

de magnitud. 

� Con una viabilidad intermedia se agrupó a todas las cepas bacterianas 

que presentaron células viables a los 90 minutos pero que no mostraron 

viabilidad a las 3 horas. Dentro de este grupo, la cepa con una mayor tolerancia a 

este pH fue la cepa Lb. rhamnosus, ya que a los 45 minutos su viabilidad 

descendió menos de un orden de magnitud aunque a los 90 minutos el descenso 

fue mayor (tres órdenes y medio de magnitud). Un comportamiento similar a esta 

cepa, aunque con un mayor descenso de células viables en los primeros 45 

minutos, fue mostrado por tres cepas de E. faecalis (297, 888 y 1076). En este 
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caso, las tres cepas sufrieron una disminución de viabilidad entre cuatro y casi 

seis órdenes de magnitud a los 90 minutos. 

� Dentro del grupo de baja viabilidad se incluyeron a las cepas que no 

mostraron células viables a los 90 minutos pero si a los 45 minutos. En este 

sentido, la cepa Lb. paracasei (ATCC 27092) fue la que mayor viabilidad 

mostró, al no observarse un descenso en el número de células viables en esos 45 

minutos. La cepa Lb. casei (ATCC 393) también mostró una aceptable viabilidad 

a los 45 minutos ya que solo hubo un descenso de menos de dos órdenes de 

magnitud. El resto de cepas bacterianas pertenecientes a este grupo corresponde a 

dos cepas de E. faecalis (189 y 1354) y una cepa de la especie Lb. paracasei 

(cepa 34). En estos tres casos hubo una disminución en la viabilidad en los 

primeros 45 minutos de entre tres y medio y cuatro órdenes de magnitud. 

• En cuanto el ensayo llevado a cabo a pH 3, pudimos observar en todos los 

casos una alta tolerancia a este pH, ya que en ningún caso se produjo en su 

viabilidad un descenso de un orden de magnitud durante las tres horas que duró 

el experimento. 

Cabe destacar que la cepa Lc. lactis (ATCC 11454) fue la cepa que 

sorprendentemente mejor resistió el medio ácido. De modo general, se asume que 

las cepas bacterianas del género Lactococcus no son capaces de sobrevivir en el 

sistema digestivo al no resistir las condiciones de bajo pH del estómago y la 

presencia de sales biliares. Sin embargo, nuestros resultados, similares a los 

obtenidos por Kimoto et al., (1999) utilizando otra cepa de Lc. lactis con 

potencialidad probiótica, sugieren que algunas especies de Lactococcus son 

capaces de resistir esas condiciones hostiles y sobrevivir a bajos valores de pH. 

De este modo, estos resultados junto con los obtenidos en varios trabajos, 

sugieren que cepas bacterianas del género Lactococcus podrían estar presentes en 

el tracto gastrointestinal humano o animal (Gruzza et al., 1992; Grahn et al., 

1994; Schlundt et al., 1994; Klijn et al., 1995). 
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De acuerdo a los resultados obtenidos podemos pensar que de manera 

general las cepas de BAL estudiadas podrían resistir su paso por el estómago.  

Aunque, las cepas no muestren tolerancia a pH 2, exceptuando la cepa Lc. 

lactis (ATCC 11454), se ha descrito que el rango de pH más habitual en el que 

oscila el jugo gástrico está comprendido entre 2,5 y 3,5 (Holzapfel et al., 1998). 

De hecho, aunque el pH del estómago en determinadas situaciones puede llegar a 

1, en la mayoría de los ensayos se utiliza como referencia pH 3 (Lankaputhra y 

Shah, 1995). En este sentido, las doce cepas de BAL estudiadas presentaron una 

excelente viabilidad a pH 3 y aunque observemos distintos grados de 

supervivencia a pH 2,5 la presencia de componentes alimenticios en el estómago 

podría tener un efecto protector en los microorganismos actuando como 

amortiguadores de pH o como inhibidores de enzimas proteasas digestivas 

(Conway et al., 1987; Charteris et al., 1998b; Wang et al., 1999; Zarate et al., 

2000). Así, cuando se adicionó leche al jugo gástrico preparado a pH 2 se 

produjo un aumento en el pH de 2 a 4,7 por su efecto amortiguador de pH. En 

este caso se observó una excelente viabilidad de todas las cepas de BAL, no 

habiendo ninguna disminución en el número de viables a lo largo de las 3 horas. 

Puesto que todas las cepas bacterianas son viables a pH 3, ninguna de ellas 

debería ser excluida como posible microorganismo probiótico, aunque su 

supervivencia no sea muy alta a un pH inferior, ya que la viabilidad de las 

bacterias, a igualdad de pH, podría ser mayor en condiciones fisiológicas que en 

las soluciones in vitro en las que se llevan a cabo los ensayos (Conway et al., 

1987). 
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Tabla 12: Estudio de la viabilidad, en las doce cepas de BAL, expresada como log ufc/ml a distintos tiempos y a diferentes valores de pH 
durante la simulación del tránsito gástrico. 

 Control pH 2 pH 2.5 pH 3 

Cepas de BAL 0  
min 

45 
min 

90 
min 

180 
min 

0 
min 

45 
min 

90 
min 

180 
min 

0 
min 

45 
min 

90 
min 

180 
min 

0 
min 

45 
min 

90 
min 

180 
min 

 

Lactococcus lactis                 

ATCC  11454 7,30  7,36 6,09 7,32 7,00 5,83 5,54 4,63 6,99 7,00 6,65 6,48 7,14 6,89 6,97 6,83 
660 8,43 8,36 8,58 8,70 

 
8,33 0 0 0 7,86 7,03 5,30 3,70 8,62 7,78 7,83 7,74 

E. faecalis                 
189 7,96 8,19 8,07 7,92 8,30 0 0 0 8,46 4,23 0 0 8,58 8,55 9,50 8,50 
297 8,20 8,27 8,22 8,11 8,60 0 0 0 8,60 6,30 3,65 0 9,00 8,98 8,95 8,35 
888 8,13 8,03 8,09 7,22 8,25 0 0 0 8,46 4,41 2,70 0 8,58 8,47 8,48 8,34 
1076 8,08 8,07 8,09 8,15 8,04 0 0 0 8,65 5,24 4,72 0 8,57 8,38 8,44 8,47 
1354 8,36 8,32 8,37 8,44 8,51 0 0 0 9,30 5,67 0 0 8,80 8,38 8,30 8,24 

Leuconostoc mesenteroides                 
875 
 

7,80 7,73 8,00 7,85 7,62 0 0 0 7,81 0 0 0 7,58 6,94 6,95 6,80 

Lactobacillus  rhamnosus                 
ATCC 53103 
 

8,55 8,42 8,48 8,33 7,97 0 0 0 8,38 7,69 4,90 0 8,33 7,54 7,55 7,92 

Lactobacillus paracasei                 
ATCC 27092 8,35 8,19 8,37 8,33 7,34 0 0 0 8,05 8,24 0 0 8,30 7,62 7,92 8,00 
34 7,83 8,00 7,90 7,96 8,30 0 0 0 8,56 3,70 0 0 8,11 8,29 7,93 7,62 
Lactobacillus casei                 
ATCC 393 8,60 8,51 8,49 8,57 8,10 0 0 0 8,56 6,80 0 0 8,53 8,54 8,38 8,34 

Los resultados presentados corresponden a la media aritmética de tres experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron 
inferiores al 10%.
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4.2. Resistencia a las sales biliares 

La acción enzimática y el pH ácido del estómago no son los únicos 

impedimentos con los que se encuentran los microorganismos para poder llegar 

vivos al intestino. Dado que las sales biliares son el obstáculo más importante 

para las bacterias una vez se encuentran en el intestino, la tolerancia a las mismas 

se considera un factor imprescindible para que las bacterias probióticas puedan 

ejercer su actividad metabólica y llevar a cabo la colonización en el intestino 

delgado del hospedador (Bezkorovainy, 2001). 

Por este motivo, y con objeto de descartar de futuros estudios aquellas 

cepas bacterianas que no cumplieran este requisito por no poder ser empleadas 

como probióticas, nos propusimos estudiar la tolerancia de las doce cepas de 

BAL a diferentes concentraciones de sales biliares. 

En la Tabla 13 se muestran los resultados de viabilidad obtenidos 

(expresados en log ufc/ml) cuando se incubaron las doce cepas de BAL en 

presencia de sales biliares al 0,1; 0,2 y 0,4% respectivamente (véase Materiales y 

Métodos). 

En general, se observó que todas las cepas de BAL mostraron una buena 

tolerancia en presencia de sales biliares. Cuando el ensayo se llevó a cabo a una 

concentración de sales biliares del 0,1 %, la mayoría de las cepas bacterianas 

excepto las dos cepas de Lc. lactis (660 y ATCC 11454) y la cepa de Lb. 

rhamnosus (ATCC 53103) no solo fueron viables al finalizar las tres horas que 

duró el ensayo sino que en todas ellas hubo un ligero crecimiento, aunque 

inferior a un orden de magnitud. Un comportamiento similar tuvo lugar en las 

cepas cuando se aumentó la concentración de sales biliares al 0,2%. Por último, 

se realizó el ensayo a una concentración de sales biliares del 0,4%, y aun a esta 

concentración, el descenso en su viabilidad no alcanzó un orden de magnitud 

excepto en las dos cepas de Lc. lactis (cepas 660 y ATCC 11454) cuya viabilidad 

disminuyó un orden y orden y medio de magnitud respectivamente. Incluso a esta 

concentración, en dos cepas, una de la especie E. faecalis (cepa 297) y otra 
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perteneciente a la especie Lb. paracasei (cepa 34) se detectó crecimiento al 

finalizar el ensayo.  

Las sales biliares tienen una potente actividad antimicrobiana debido a su 

capacidad para disolver las membranas celulares. Sin embargo, algunos 

microorganismos pueden reducir los efectos de las sales biliares mediante la 

producción de enzimas hidrolíticas (BSHs). Estas actividades enzimáticas han 

sido descritas en especies de bacterias que pueden formar parte de la microbiota 

intestinal (Tanaka et al., 1999), por lo que una posible explicación en nuestro 

trabajo a la tolerancia de las sales biliares en las especies pertenecientes al género 

Lactobacillus y Enterococcus, géneros bacterianos habituales del intestino, 

podría ser la presencia de estas enzimas hidrolíticas aunque algunas de las cepas 

se hayan aislado de alimentos. Sin embargo, el hecho de que en el trabajo 

descrito por Tanaka et al., (1999) se hayan encontrado cepas aisladas de intestino 

sin estas enzimas, plantea la existencia de otros mecanismos de resistencia a las 

sales biliares que permitan conseguir la supervivencia de los microorganismos en 

el tracto gastrointestinal. Por ejemplo, no se ha observado la presencia de estas 

enzimas en la especie Lc. lactis que no es una especie habitual en el tracto 

gastrointestinal. Este hecho podría explicar que en nuestro trabajo las dos 

especies de Lc. lactis sufran una disminución en su viabilidad un poco mayor que 

en el resto de las cepas. Sin embargo, para el género Lactococcus se ha descrito 

la existencia de otros mecanismos como sistemas de transporte dependientes de 

ATP que podrían ser los responsables de la tolerancia a las sales biliares por 

parte de este género bacteriano (Yokota et al., 2000). De hecho, en un estudio 

llevado a cabo por Kimoto et al., (1999) lactococos de origen lácteo mostraron 

una tolerancia a las sales biliares comparable a lactobacilos de origen intestinal.  

Como consecuencia, a partir de los resultados obtenidos, se decidió no 

descartar ninguna de las cepas bacterianas como potencialmente probióticas al 

resistir concentraciones de hasta 0,4 % de sales biliares durante tres horas y se 

continuó con todas ellas el estudio de su supervivencia en el tracto intestinal. 
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Tabla 13: Estudio de la viabilidad en las doce cepas de BAL, expresada como log 
ufc/ml a distintos tiempos en presencia de diferentes concentraciones de sales biliares. 

   % de sales 
biliares 

Cepas de BAL 
 

Tiempo 
(min) 

Control 0,1 0,2 0,4 

Lactococcus lactis      

 
ATCC 11454 

   0 8.24 8.20 8.10 7.95 
 90 8.56 8.10 7.80 7.05 

   180 9.00 8.07 6.72 6.47 
 
660 

   0 8.17 8.27 8.23 7.97 
 90 8.41 8.06 7.50 7.35 

   180 8.61 7.96 6.95 6.92 
Enterococcus faecalis      
 
189 

   0 7.66 7.70 7.68 7.66 
 90 8.25 8.20 7.95 7.33 

   180 9.00 8.11 8.06 7.24 
 
297 

   0 8.33 8.23 8.31 8.34 
 90 8.68 8.41 8.28 8.26 

   180 9.42 8.99 8.58 8.83 
 
888 

   0 7.48 7.81 7.78 7.90 
 90 8.24 8.04 7.92 7.52 

   180 8.58 7.98 8.00 7.78 
 
1076 

    0 8.05 7.90 7.94 7.78 
  90 8.40 8.23 8.04 7.46 
180 8.62 8.40 7.95 7.35 

 
1354 
 

    0 8.43 8.42 8.52 8.31 
  90 8.83 8.48 8.31 8.30 
180 9.26 9.00 8.34 8.09 

Leuconostoc mesenteroides      
 
875 
 

    0 8,10 8,16 8,22 8,06 
  90 8,24 8,20 8,30 7,78 
180 8,38 8,35 8,38 7,66 

Lactobacillus  rhamnosus      
 
ATCC 53103 
 

    0 7.44 8.00 7.90 8.01 
  90 7.65 7.75 7.60 7.93 
180 8.26 7.86 7.40 8.05 

Lactobacillus paracasei      
 
ATCC 27092 

    0 7.65 7.86 7.26 7.90 
  90 7.98 8.13 8.00 7.55 
180 8.16 8.00 8.05 7.10 

 
34 

    0 7.97 8.12 7.51 7.87 
  90 8.01 8.12 8.22 7.94 
180 8.08 8.36 7.97 7.94 

Lactobacillus casei      
 
ATCC 393 

    0 8.00 8.06 8.00 7.92 
  90 8.06 8.18 8.00 7.88 
180 8.19 8.03 8.08 7.86 

Los resultados presentados corresponden a la media aritmética de tres 
experimentos independientes. Los valores de desviación estándar  fueron 
inferiores al 10%. 
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4.3. Resistencia a la pancreatina 

Además de resistir la presencia de las sales biliares, los microorganismos 

probióticos necesitan sobrevivir al jugo pancreático en el intestino delgado para 

poder ejercer sus efectos beneficiosos en el hospedador. 

Con objeto de determinar si nuestras cepas de BAL son resistentes al tránsito 

intestinal se realizó un experimento de acuerdo con el procedimiento descrito por 

Charteris et al., (1998b) (véase Materiales y Métodos). Cabe señalar que los 

resultados obtenidos mediante este método podrían ser bastante próximos a la 

realidad ya que en el estudio llevado a cabo por del Piano et al., (2008) en el que 

comparó la supervivencia de lactobacilos al jugo pancreático artificial con el 

obtenido directamente de humanos, no se observaron diferencias significativas en 

su tolerancia. 

Los resultados de viabilidad expresados como log ufc/ml durante las 

cuatro horas que duró el ensayo se recogen en la Tabla 14. Como se puede 

observar, las doce cepas de BAL toleraron la presencia de pancreatina (mezcla de 

diversas enzimas digestivas) a pH 8 durante todo el ensayo. En la mayor parte de 

las cepas, la pérdida de células viables o no superó el medio orden de magnitud o 

bien mantuvieron el número de células viables a lo largo de las cuatro horas que 

duró el experimento. Únicamente en dos cepas pertenecientes a la especie E. 

faecalis (cepas 297 y 1354) su viabilidad disminuyó entre medio orden y un 

orden de magnitud respectivamente.  

Todas las cepas de este trabajo toleraron la presencia de jugo pancreático 

y como se mostró en los apartados anteriores fueron ácido-tolerantes a pH 3 y a 

las sales biliares al 0,4%. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros 

autores donde muy pocas de las cepas ácido-tolerantes aisladas de diferentes 

fuentes fueron excluidas como potenciales probióticos basándose en su tolerancia 

a las sales biliares y a las enzimas pancreáticas (Pennacchia et al 2004; Ruiz-

Moyano et al., 2008a). De este modo, se procedió a continuar el estudio de la 

potencialidad probiótica con las doce cepas de BAL sin excluir ninguna por la 

falta de resistencia al tránsito gastrointestinal. 
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Tabla 14: Estudio de la viabilidad en las doce cepas de BAL, expresada como log 
ufc/ml a distintos tiempos en presencia de pancreatina. 

 
Cepas de BAL 

Tiempo 
(min) 

Control 
 

Pancreatina 

Lactococcus lactis    

 
ATCC  11454 

    0 8.22 8.24 
120 8.33 8.00 
240 8.21 7.93 

 
660 
 

    0 8.45 8.27  
120 8.36 8.34 
240 8.42 8.48 

Enterococcus faecalis    
 
189 

    0 8.32 8.25 
120 8.37 8.39  
240 8.41 8.46 

 
297 

    0 8.41 8.30 
120 8.37 8.16 
240 8.31 7.49 

 
888 

    0 8.47 8.80 
120 8.45 8.94 
240 8.39 9,00 

 
1076 

    0 8.26 8.12 
120 8.31 8.70 
240 8.48 8.75 

 
1354 
 

    0 8.73 8.92 
120 8.76 8.62 
240 8.80 7.83 

Leuconostoc mesenteroides    
 
875 
 

    0 8.88 8.97 
120 8.86 8.27 
240 8.77 8.17 

Lactobacillus  rhamnosus    
 
ATCC 53103 
 

    0 7.55 7.71  
120 7.43 7.40 
240 7.60 7.10 

Lactobacillus paracasei    
 
ATCC 27092 

    0 8.32 8.37  
120 8.35 8.21 
240 8.36 7.97 

 
34 

    0 8.19 8.27 
120 8.21 8.24 
240 8.26 8.26 

Lactobacillus casei    
 
ATCC 393 

    0 7.85 7.65 
120 7.96 7.63 
240 7.63 7.69 

Los resultados presentados corresponden a la media aritmética de tres 
experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron 
inferiores al 10%.  
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5. Carácterísticas tecnológicas 

Cuando se suplementan productos lácteos fermentados con 

microorganismos probióticos se debería estudiar, no solo los efectos beneficiosos 

potenciales que tienen esas cepas para la salud del consumidor, sino también, su 

uso como cultivos iniciadores o cultivos iniciadores adjuntos en la elaboración de 

alimentos. De este modo, se pretende que las bacterias probióticas, además de 

ejercer su efecto beneficioso en el interior del consumidor, modifiquen 

características de importancia tecnológica (organolépticas, textura, etc.) de los 

propios productos donde están incluidos con objeto de enriquecer y mejorar la 

calidad final de los mismos. Por esta razón, hemos realizado una serie de estudios 

(presencia de determinadas actividades enzimáticas, acidificación en leche y 

actividad proteolítica) en las doce cepas de BAL con potencialidad probiótica 

que nos permitan establecer algunas de sus características tecnológicas. 

5.1.  Actividades enzimáticas 

La presencia de determinadas actividades enzimáticas en BAL incluidas 

en productos lácteos puede jugar un papel importante en la industria al contribuir 

en el proceso de elaboración de los propios productos. Por este motivo, en este 

apartado se estudiaron, en las doce cepas de BAL, distintas actividades 

enzimáticas, la mayoría con gran importancia tecnológica, implicadas en el 

metabolismo de los lípidos, aminoácidos, proteínas y carbohidratos. La presencia 

de algunas de estas enzimas, además de un interés tecnológico, puede contribuir 

de un modo beneficioso en la salud del consumidor favoreciendo la digestión de 

los alimentos en el intestino o por el contrario asociarse a una posible virulencia 

en el hospedador. 

Los resultados del perfil enzimático de cada cepa bacteriana estudiada con 

el sistema semicuantitativo Api-Zym se muestran en la Tabla 15. 
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En primer lugar, se evaluó la presencia de enzimas implicadas en el 

metabolismo de los lípidos: Esterasa (C4), esterasa-lipasa (C8) y lipasa (C14). En 

todas las cepas estudiadas pertenecientes a la especie E. faecalis o al género 

Lactobacillus se detectaron la mayoría de estas actividades enzimáticas con 

valores entre 2 y 3 (Tabla 15). Únicamente todas las cepas de E. faecalis 

mostraron ausencia o muy baja actividad esterásica (C4) con unos valores 

comprendidos entre 0 y 1, hecho que se ha observado también en otros estudios 

de E. faecalis aislados de diferentes tipos de quesos (Ogier y Serror, 2008). 

Con respecto a las cepas pertenecientes a la especie Lc. lactis (660 y 

ATCC 11454), mostraron valores para las actividades esterásicas algo más bajos 

que los mostrados por las especies anteriores y que estuvieron comprendidos 

entre 1 y 2. Por último, en la cepa Ln. mesenteroides (cepa875), sólo se detectó la 

presencia de la enzima esterasa lipasa (C8). Cabe destacar que los resultados 

obtenidos con estas dos especies (Lc. lactis y Ln. mesenteroides) para estas 

enzimas coinciden con los obtenidos en otros estudios (Herreros et al., 2003) en 

cepas bacterianas de los géneros Lactococcus y Leuconostoc también aisladas de 

productos lácteos, más concretamente de quesos elaborados con leche de cabra. 

La presencia de este tipo de enzimas en nuestras cepas de BAL puede ser 

positivo a nivel tecnológico si dichas cepas se emplearan como cultivos 

iniciadores en la elaboración de quesos, ya que como resultado de estas 

actividades enzimáticas se produce un incremento en la concentración de ácidos 

grasos libres, contribuyendo de este modo al desarrollo del aroma del producto 

final (McSweeney y Sousa, 2000). 

Otras enzimas estudiadas mediante la tira Api-Zym fueron las proteasas 

tripsina y α-quimotripsina. La ausencia de actividad tripsinásica podría ser 

valorado como algo positivo para las cepas bacterianas que van a ser empleadas 

como cultivos iniciadores o probióticos en la industria alimentaria, debido a que 

esta proteasa podría estar implicada en la patogenicidad de algunos 

microorganismos (Tanner et al., 1985). En este sentido, hay que resaltar que 

únicamente dos cepas de E. faecalis (cepas 189 y 297) y una cepa de Lb. 
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paracasei (cepa 34) expresaron actividad tripsinásica aunque a muy bajos o bajos 

niveles (valores entre 1-2). 

Por el contrario, la presencia de actividad α-quimotripsinásica fue 

detectada a niveles intermedios y altos (entre 3-5) en la mayoría de las cepas 

estudiadas, con la excepción de la cepa de Ln. mesenteroides (cepa 875) y una 

cepa de E. faecalis (cepa 297) con valores de 1 y 0 respectivamente.  

La presencia de actividades aminopeptidásicas, es una importante 

característica tecnológica para cepas de BAL que se pretenden usar como 

cultivos iniciadores en la fabricación de quesos (Prost y Chamba, 1994). La 

acción de enzimas como leucina, valina y cistina arilamidasa puede contribuir a 

la generación de aromas en el queso como consecuencia de la liberación de 

determinados aminoácidos.  

En este sentido, como podemos observar en la Tabla 15, en todas las cepas 

de BAL se detectó la presencia de las enzimas leucina y valina arilamidasa con 

unos valores comprendidos entre 1 y 3 excepto en las cepas pertenecientes al 

género Lactobacillus que mostraron la máxima actividad (5 unidades) para la 

enzima leucina arilamidasa. 

En referencia a la actividad cistina arilamidásica, ésta o no fue detectada o 

si lo fue con valores de 1 unidad para la mayoría de las cepas incluidas en este 

trabajo. 

La importancia que tienen estas enzimas en cuanto a la contribución al 

aroma de los quesos se ha visto reflejada en el trabajo descrito por Prost y 

Chamba, (1994) donde se observó que en procesos de maduración con 

lactobacilos deficientes en aminopeptidasas, los quesos fueron más amargos que 

aquellos elaborados con una cepa de Lb. helveticus que mostró valores de estas 

actividades similares a las que obtuvimos en este trabajo con nuestras cepas 

(Tabla 15). 
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Tabla 15: Actividades enzimáticas valoradas de 0 a 5 unidades de acuerdo a la intensidad de color obtenidos con las doce cepas de 
BAL mediante el  sistema Api-Zym a 37ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados obtenidos corresponden a la media de dos experimentos independientes. 
aEnzimas estudiadas: 1-Esterasa (C4); 2-Esterasa lipasa (C8); 3-Lipasa (C14); 4-Tripsina; 5-α-Quimotripsina; 6-Leucina arilamidasa; 7-Valina 
arilamidasa; 8-Cistina arilamidasa;  9-Fosfatasa alcalina; 10-Fosfatasa ácida; 11-Naphtol-AS-BI-phosphohidrolase; 12-α-galactosidasa; 13-β-
galactosidasa; 14-β-glucuronidasa; 15-α-glucosidasa; 16-β-glucosidasa; 17-N-acetil-β-glucosaminidasa; 18-α-manosidasa; 19-α-fucosidasa. 
bActividad: 5= muy alta, 4= alta, 3= intermedia, 2= baja, 1= muy baja, 0= ausente.

Cepas de BAL Enzimas testadasa 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Lactococcus lactis                    

ATTC  11454 2b 1 2 0 5 3 3 0 2 5 2 0 0 0 0 4 0 0 0 
660 
 

2 1 2 0 5 2 2 0 2 5 2 0 0 0 3 4 0 0 0 

Enterococcus faecalis                    
189 0 3 3 1 4 1 2 1 2 3 2 0 0 0 4 1 1 0 0 
297 1 2 2 2 0 3 1 2 0 3 4 2 0 0 2 3 1 0 0 
888 0 3 3 0 3 1 2 1 3 3 2 0 0 0 3 3 0 0 0 
1076 0 2 2 0 4 1 3 1 3 3 2 0 0 0 3 3 0 0 0 
1354 
 

1 2 2 0 3 1 2 0 3 3 2 0 1 0 2 3 1 0 0 

Leuconostoc mesenteroides                    
875 
 

0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 4 0 0 1 5 0 0 0 

Lactobacillus  rhamnosus                    
ATCC 53103 
 

2 3 3 0 5 5 3 1 2 3 3 0 4 0 1 5 0 0 3 

Lactobacillus paracasei                    
ATCC 27092 2 2 3 0 5 5 2 1 1 3 4 0 4 0 4 2 0 0 0 
34 2 2 2 2 5 5 2 1 1 3 3 0 4 0 5 4 0 0 0 
                    
Lactobacillus casei                    
ATCC 393 3 3 3 0 5 5 2 1 5 5 4 0 5 0 5 0 0 5 0 
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En este estudio también se investigó la presencia de las enzimas fosfatasa 

ácida y fosfatasa alcalina. La fosfatasa ácida es esencial para la hidrólisis de 

fosfopéptidos (Fox y McSweeney, 1996) detectándose en nuestro trabajo valores 

de actividad intermedios y altos para esta enzima (entre 3-5) en todas las cepas 

estudiadas. Los valores fueron más altos que los obtenidos para la fosfatasa 

alcalina en la mayoría de las cepas. En trabajos llevados a cabo por otros autores 

se obtuvieron resultados similares (Herreros et al., 2003; Menéndez et al., 2001). 

En relación con la presencia de enzimas implicadas en el metabolismo de 

carbohidratos en nuestras cepas de BAL, hay que señalar que la actividad 

prácticamente no apareció, en cinco de las ocho enzimas investigadas (α-

galactosidasa, β-glucuronidasa, N-acetyl-β-glucosaminidasa, α manosidasa y α-

fucosidasa) en todas las cepas de BAL estudiadas.  

La ausencia de actividad β-glucuronidásica puede ser beneficiosa en el uso 

potencial de estas cepas en productos lácteos bien como cultivos iniciadores, 

probióticos o ambas cosas, al haberse relacionado la presencia de esta actividad 

enzimática con el cáncer de colon al favorecer la conversión de 

precarcinogénicos en carcinogénicos (Gill y Rowland, 2002). En este sentido, 

hay que resaltar que esta enzima no fue detectada en ninguna de las cepas de 

BAL analizadas. 

La ausencia de N-acetil-β-glucosaminidasa también podría considerarse 

como positivo, ya que su presencia se ha relacionado con la capacidad de 

degradación de glicoproteínas del mucus intestinal (hidrólisis de la mucina). 

(Hoskins y Boulding, 1981). Únicamente se detectó la presencia de esta enzima y 

a muy bajos niveles (1unidad) en tres cepas de E. faecalis (cepas 189, 297 y 

1354). 

En cuanto a las tres enzimas restantes de las cinco mencionadas 

anteriormente, la actividad α-galactosidásica únicamente se detectó en una cepa 

de E. faecalis (cepa 297) y en la cepa de Ln. mesenteroides (cepa 875). Las 

actividades α-manosidásica y α-fucosidásica se detectaron únicamente en las 

cepas Lb. casei ATCC 393 (5 unidades) y Lb. rhamnosus ATCC 5303 (3 

unidades) respectivamente. 
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Otra de las enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos, la β-

galactosidasa, tiene una gran importancia en la industria láctea tanto en su uso 

como cultivos iniciadores o probióticos. Este hecho se debe a que esta enzima 

hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa contribuyendo por un lado a la 

acidificación de productos lácteos y aliviando, por el otro, la intolerancia a la 

lactosa en personas con deficiencia en esta enzima. Además, esta enzima, 

también puede llevar a cabo reacciones de transgalactosilación dando lugar a la 

formación de galactooligoscáridos (GOS) como producto final. Como se 

menciona en la introducción, los GOS no son digeridos por el hombre pero si por 

determinadas bacterias produciéndose una estimulación del crecimiento y 

colonización de bifidobacterias en el intestino humano (Mitsuoka, 1990; Sako et 

al., 1999). En este sentido hay que resaltar que todas las cepas pertenecientes al 

género Lactobacillus mostraron una alta actividad de esta enzima (valores entre 

4-5)  

Por último, la mayoría de las cepas de BAL estudiadas mostraron 

actividad para la enzima β-glucosidasa en un rango entre 3 y 5. Sin embargo, se 

observó una mayor variabilidad en la actividad enzimática de la α-glucosidasa, 

enzima que cataliza el paso final de la digestión de los carbohidratos, 

detectándose valores altos (entre 4-5) para las cepas de Lb. paracasei (34 y 

ATCC 27092), Lb. casei y una cepa de E. faecalis (cepa 189). 

5.2.  Actividad acidificante 

La capacidad de acidificación de las bacterias ácido lácticas es una de las 

propiedades más importantes a la hora de poder emplearlas como cultivos 

iniciadores en los productos lácteos. La producción de ácido contribuye a la 

formación de la cuajada, la expulsión del suero, la solubilización del calcio 

micelar y, además, a la textura del producto. 

Por estas razones, se ha estudiado en las doce cepas su capacidad de 

acidificación tanto en leche desnatada de oveja como de vaca a 30 y 42ºC, con 

objeto de determinar si podrían cumplir las funciones de cultivos iniciadores en 
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la elaboración de productos a partir de estos tipos de leche. Los resultados 

obtenidos se incluyen en la Tabla 16. 

De acuerdo a lo propuesto por Cogan et al., 1997 para que una BAL 

presente buenas propiedades como starter debe reducir el pH de la leche de su 

valor normal (6,6) a 5,3 en 6 horas. En nuestro caso, ninguna de las cepas de 

BAL incluidas en este trabajo alcanzó ese valor de pH a ese tiempo en ninguno 

de los dos tipos de leche (oveja y vaca) ni a ninguna de las dos temperaturas 

ensayadas (30 y 42ºC). No obstante, en la elaboración de la mayoría de quesos 

artesanales elaborados en España, una acidificación más lenta también es 

aceptable considerándose suficiente una bajada de pH hasta valores de 5,1 en 24 

horas (Delgado et al., 2002). En este sentido, siete de las doce cepas de BAL [Lc. 

lactis (660 y ATCC 11454), E. faecalis (297 y 1354), Lb. rhamnosus (ATCC 

53103), Lb. paracasei (ATCC 27092) y Lb. casei (ATCC 393)] alcanzaron 

valores inferiores a dicho pH en 18 horas cuando se incubaron a 30ºC tanto en 

leche de oveja como en leche de vaca, aunque en este último tipo de leche la cepa 

Lb. paracasei (ATCC 27092) no alcanzó el pH 5,1 mencionado anteriormente.  

Cuando el ensayo tuvo lugar a 42ºC en leche de oveja, se pudo observar 

que únicamente una cepa de E. faecalis (189) mostró una acidificación algo 

mayor que a 30ºC, que tres cepas [E. faecalis (297), Ln. mesenteroides (875) y 

Lb. paracasei (ATCC 27092)] tuvieron la misma capacidad acidificante que a 

30ºC y que en el resto de las cepas la acidificación fue menor a esa temperatura 

aunque a las 6 horas se detectaran en algunos casos una acidificación algo mayor 

que a 30ºC. 

En cuanto al ensayo realizado en leche de vaca a 42ºC, solo dos cepas (E. 

faecalis (189) y Ln. mesenteroides (875) mostraron una capacidad acidificante 

ligeramente mayor que a 30ºC, mientras que en el resto de las cepas una menor 

acidificación tuvo lugar en este tipo de leche a esta temperatura al igual que 

ocurría en la leche de oveja.  

En este sentido, dado que las cepas de BAL mostraron, de forma general, 

una mejor capacidad acidificante a 30ºC que a 42ºC nos lleva a pensar que en 

caso de emplearse como cultivos iniciadores en la elaboración de quesos, éstos 
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no deberían ser sometidos a altas temperaturas de cocción, siendo recomendado 

su uso en la elaboración de quesos duros o prensados como Cheddar o Gouda 

(García-Ruiz, 1996).  

Atendiendo a los datos obtenidos, tampoco se observaron grandes 

diferencias entre cepas bacterianas de origen humano y lácteo, en cuanto a 

capacidad acidificante se refiere. De hecho, cepas como Lb. rhamnosus (ATCC 

5303) y Lb. paracasei (ATCC 27092), de origen humano, acidificaron mejor que 

otras cepas de origen lácteo en determinadas condiciones. Por ejemplo, si 

comparamos las dos cepas de Lb. paracasei (cepa ATCC 2702 de origen humano 

y cepa 34 de origen lácteo) cuando el ensayo se realizó en leche de oveja a 30ºC 

se puede observar que la cepa de origen humano acidifica mejor que la de origen 

lácteo. Con este resultado, por tanto, podemos pensar que estas cepas de origen 

humano, quizás, podrían incluirse en productos lácteos sin presentar problemas 

de adaptabilidad durante las condiciones de fermentación de dichos productos. 

En conclusión, dependiendo del tipo de producto en el que se quiera 

incluir las cepas y las condiciones que éste necesite para su elaboración, 

podríamos tener en cuenta a alguna de estas siete cepas de BAL [Lc. lactis 

(ATCC 11454 y 660), E. faecalis (297 y 1354), Lb. rhamnosus (ATCC 53103), 

Lb. paracasei (ATCC 27092) y Lb. casei (ATCC 393)], que fueron las que mejor 

capacidad acidificante tuvieron a 30ºC, para su empleo como cultivo iniciador o 

cultivos adjuntos en la fermentación de productos lácteos. En este sentido, cepas 

bacterianas de la especie Lc. lactis han sido ampliamente utilizadas como 

cultivos iniciadores en la elaboración de productos lácteos (Delgado et al., 2002). 

Sin embargo, a la hora de utilizar cepas como cultivos iniciadores no sólo se debe 

estudiar la capacidad acidificante sino que son necesarios un mayor número de 

estudios. Entre ellos, cabe destacar la producción de aromas deseables y en este 

sentido debemos recordar que todas nuestras cepas poseían actividad valina y 

leucina arilamidásica (Tabla 15) que al degradar aminoácidos pueden contribuir 

al aroma final del producto. Asimismo, todas las cepas del género Lactobacillus 

y Enterococcus presentaron actividad esterasa lipásica C8 y lipásica C14 que 

recordemos que podrían provocar un aumento en la concentración de ácidos 
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grasos libres contribuyendo al desarrollo del aroma en el producto. No obstante, 

una mayor profundización en ese tipo de estudios sería necesaria antes de 

emplear estas cepas como cultivos iniciadores o cultivos iniciadores adjuntos en 

la elaboración de productos lácteos. 

5.3. Actividad proteolítica 

Las BAL son capaces de hidrolizar proteínas de la leche y de liberar una 

gran variedad de péptidos, entre los que se encuentran los llamados péptidos 

bioactivos, que son aquellos que presentan actividades biológicas beneficiosas 

para la salud como pueden ser los opioides, inmunoestimuladores, 

antitrombóticos, etc. (Baqueiro, 2004). 

Dado que la mayor aplicación de los microorganismos probióticos son los 

productos lácteos y que nueve de las doce cepas son de origen lácteo, se estudió 

la capacidad de proteólisis de las doce cepas de BAL tanto en leche de vaca 

como en leche de oveja. Para ello se crecieron las cepas de BAL en placas agar-

leche (véase Materiales y Métodos) durante 10 días. Los resultados se recogen en 

la Tabla 16. 

Como se puede observar, únicamente dos cepas pertenecientes a la especie 

E. faecalis (cepas 297 y 1354) mostraron actividad proteolítica, observándose 

halos con un radio de 2 cm en ambos casos. En el resto de las cepas no se detectó 

ningún signo de degradación de caseína durante los 10 días que duró el 

experimento. No obstante, debemos señalar que con anterioridad (véase apartado 

5.1) se describió que todas las cepas poseían actividad valina y leucina 

arilamidasica por lo que aunque éstas no sean capaces de degradar caseína, 

podrían llevar a cabo una proteólisis secundaria de péptidos contribuyendo al 

sabor y al aroma de los alimentos. En el trabajo llevado a cabo por Bergamini, 

(2009) en el que estudió la actividad proteolítica de cepas probióticas en el 

proceso de elaboración de quesos, se observó que ninguna de las cepas de BAL 

empleadas como probióticas manifestaron una actividad proteolítica sobre las 

caseínas en la matriz alimentaria. Sin embargo, todas ellas manifestaron un 
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impacto significativo en la proteólisis secundaria incrementando el nivel de 

aminoácidos libres. Este estudio confirma la idea de que a pesar de la ausencia de 

actividad proteolítica sobre la caseína, la presencia de otras actividades 

proteolíticas, no estudiadas en profundidad en este trabajo, podrían contribuir a 

mejorar la calidad del producto y, de este modo podrían ser utilizadas como 

cultivos adjuntos a otras cepas bacterianas empleadas como cultivos iniciadores. 

 

Tabla 16: Actividad acidificante expresada mediante el valor de pH, de las doce cepas 
de BAL, a las 6 y 18 horas a 30 y 42ºC en leche de vaca y oveja. Actividad proteolítica 
de las mismas cepas en ambos tipos de leche a los 10 días de incubación a 30ºC, se 
define a la cepa con actividad (+) o carente de ella (-). 

 
 
 
 
Cepas de BAL 

Leche de oveja Leche de vaca  Actividad 
proteolítica 

30ºC 42ºC 30ºC 42ºC Leche 
de 

oveja 

Leche 
de  

vaca 6h 18h 6h 18h 6h 18h 6h 18h 

Lactococcus lactis        

ATCC  11454 6,25 4,89 6,18 6,05 6,45 4,83 6,55 6,29 - - 
660 
 

5,90 4,49 5,93 5,62 6,51 4,48 6,63 4,93 - - 

Enterococcus faecalis        

189 6,43 6,06 6,56 5,80 6,53 6,06 6,60 5,96 - - 
297 6,31 5,00 5,65 5,02 6,43 4,90 6,31 5,13 + + 
888 6,18 5,35 5,77 5,41 6,36 5,31 6,30 5,41 - - 
1076 6,16 5,34 5,75 5,42 6,33 5,29 6,30 5,40 - - 
1354 
 

6,24 4,60 5,60 5,00 6,30 4,48 6,07 4,83 + + 

Leuconostoc 
mesenteroides 

       

875 
 

6,56 5,55 6,45 5,54 6,42 5,50 6,37 5,38 - - 

Lactobacillus  
rhamnosus 

       

ATCC 53103 
 

6,48 4,61 6,44 6,46 6,42 4,43 6,47 6,33 - - 

Lactobacillus paracasei        

ATCC 27092 5,82 4,45 5,98 5,60 6,44 5,33 6,38 5,94 - - 
34 6,11 5,36 5,74 5,36 6,37 5,38 6,28 5,43 - - 
Lactobacillus casei        
ATCC 393 6,51 5,05 6,42 6,53 6,42 4,43 6,37 5,12 - - 

Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos 
independientes. Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 5%. 
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6. Estudios de bioseguridad en cepas de BAL con potencial 

probiótico 

El hecho de que un gran número de cepas de BAL se hayan empleado a lo 

largo de la historia en la elaboración de alimentos sin entrañar riesgos en la salud 

humana y animal permite aceptar, de modo general, a las BAL como 

microorganismos raramente patogénicos y, en algunos casos incluso, especies 

que pertenecen a determinados géneros como Bifidobacterium y Lactobacillus 

han alcanzado el estatus GRAS. No obstante, en contadas ocasiones y bajo 

determinadas condiciones, algunas cepas de Lactobacillus han sido asociadas a 

casos de bacteremia (Saxelin et al., 1996). Además, se ha descrito que algunos 

géneros de BAL, como Enterococcus, podrían poseer factores de virulencia 

perjudiciales para la salud humana (Jett et al., 1994) aunque su consumo regular 

en alimentos fermentados no ha demostrado entrañar riesgos para la salud. 

La utilización de estas bacterias, empleadas como probióticas en altas 

dosis, ha dado lugar a la necesidad de reevaluar minuciosamente la seguridad de 

estas cepas en el consumo humano o animal. De este modo y con objeto de 

establecer la bioseguridad de nuestras cepas para su uso como probióticas, se 

realizaron una serie de estudios encaminados a determinar la posible 

patogenicidad de las mismas. 

6.1.  Actividad hemolítica 

La actividad hemolítica que poseen determinados microorganismos es 

considerada un factor de virulencia bastante frecuente entre microorganismos 

patógenos. La presencia de esta actividad constituye un mecanismo del 

microorganismo para conseguir disponibilidad de hierro, causando, por 

consiguiente, anemia en el hospedador. 

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 17, únicamente tres 

cepas de BAL (cepas 189, 888 y 1076) todas ellas pertenecientes a la especie E. 

faecalis, mostraron actividad β-hemolítica (Figura 10). En varios estudios se ha 



 

 

comprobado que la mayoría de cepas bacterianas

género Enterococcus, pertenecen a las especies 

al., 1994; Mundy et al., 2000). No obstante, Semedo 

que la actividad β-hemolítica parece ser una característica bastante común en 

todo el género Enterococcus

especies, tales como, E. avium

Aunque las especies del género 

gastro-intestinal de humanos y animales, se ha establecido que la actividad 

hemolítica de estos microorganismos podría ser considerada como un factor 

potencial de virulencia. 

 

Figura 10: Fo
correspondiente 
agar sangre (véase

6.2.  Actividad gelatinásica

La gelatinasa es una enzima metaloproteasa dependiente de zinc que tiene 

la capacidad de hidrolizar colágeno entre o

Dado que se ha sugerido que la presencia de esta actividad en 

microorganismos probióticos, podría ser perjudicial para la salud del hospedador 

por el posible daño que puede provocar en las matrices proteicas extracelulares 

del tejido intestinal (Ouwehand y Salminen

presencia o ausencia de esta actividad en nuestras doce cepas

Como se observa en la Tabla 17, solamente dos cepas (cepas 297 y 1354) 

presentaron actividad gelatinásica (
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la mayoría de cepas bacterianas con actividad β

pertenecen a las especies E. faecalis y E. faecium 

., 2000). No obstante, Semedo et al., (2003

hemolítica parece ser una característica bastante común en 

Enterococcus al encontrarse cepas con dicha actividad en otras 

E. avium, E. casseliflavus, E. durans y E. raffinosus

e las especies del género Enterococcus son habituales del tracto 

intestinal de humanos y animales, se ha establecido que la actividad 

hemolítica de estos microorganismos podría ser considerada como un factor 

 

Fotografía que muestra la actividad β-hemolítica 
correspondiente a la cepa E. faecalis (1076) en medio sólido 

véase Materiales y Métodos). 

Actividad gelatinásica 

La gelatinasa es una enzima metaloproteasa dependiente de zinc que tiene 

la capacidad de hidrolizar colágeno entre otros sustratos proteicos.

Dado que se ha sugerido que la presencia de esta actividad en 

microorganismos probióticos, podría ser perjudicial para la salud del hospedador 

por el posible daño que puede provocar en las matrices proteicas extracelulares 

intestinal (Ouwehand y Salminen, 2003), nos propusimos estudiar la 

presencia o ausencia de esta actividad en nuestras doce cepas de BAL.

Como se observa en la Tabla 17, solamente dos cepas (cepas 297 y 1354) 

ntaron actividad gelatinásica (Figura 11). Al igual que en el estudio de la 

con actividad β-hemolítica del 

E. faecium (Jett et 

03a) han descrito 

hemolítica parece ser una característica bastante común en 

al encontrarse cepas con dicha actividad en otras 

E. raffinosus. 

son habituales del tracto 

intestinal de humanos y animales, se ha establecido que la actividad 

hemolítica de estos microorganismos podría ser considerada como un factor 

hemolítica 
en medio sólido 

La gelatinasa es una enzima metaloproteasa dependiente de zinc que tiene 

tros sustratos proteicos. 

Dado que se ha sugerido que la presencia de esta actividad en 

microorganismos probióticos, podría ser perjudicial para la salud del hospedador 

por el posible daño que puede provocar en las matrices proteicas extracelulares 

nos propusimos estudiar la 

BAL. 

Como se observa en la Tabla 17, solamente dos cepas (cepas 297 y 1354) 

). Al igual que en el estudio de la 



 

 

actividad hemolítica, las cepas que presentaron esta actividad también pertenecen 

a la especie E. faecalis, aunque ninguna de las cepas β

actividad gelatinásica. 

Este factor de virulencia se ha enc

aislados de infecciones en humanos

actividad gelatinásica en enterococos aislados de diferentes 

et al., 2004; Mannu et al., 2003; Franz 

estudios que, al igual que en nuestro caso,

actividad en enterococos de origen 

et al., 2003b). En este sentido, en el trabajo llevado a cabo por Lopes 

(2006) con enterococos aislados de productos lácteos se observó que un 90%

las cepas bacterianas eran productoras de gelatinasa, hecho que no debería ser 

sorprendente debido a que la presencia de esta enzima capacita a la bacteria para 

degradar caseína en alimentos ricos en esta proteína, como la leche y quesos.

hecho si se recuerdan los resul

Proteolítica) las cepas de 

positiva fueron las únicas en las q

oveja y de vaca.  

En este sentido, aunque la producción de gelatinasa se considere como un 

factor de virulencia en diversos microorganismos, los estudios epidemiológicos 

realizados, únicamente han sugerido l

enzima y la virulencia de los enterococos (

Figura 11
gelatinásica de la
en medio TSA suplementado con g
Materiales y Métodos).
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actividad hemolítica, las cepas que presentaron esta actividad también pertenecen 

, aunque ninguna de las cepas β-hemolíticas mostraron 

Este factor de virulencia se ha encontrado principalmente en enterococos 

aislados de infecciones en humanos, no siendo frecuente la presencia de la 

actividad gelatinásica en enterococos aislados de diferentes alimentos (Ben Omar 

., 2003; Franz et al., 2001). No obstante, existen 

que, al igual que en nuestro caso, se detecta la presencia de dicha 

erococos de origen alimenticio (Eaton y Gasson, 2002

., 2003b). En este sentido, en el trabajo llevado a cabo por Lopes 

(2006) con enterococos aislados de productos lácteos se observó que un 90%

las cepas bacterianas eran productoras de gelatinasa, hecho que no debería ser 

sorprendente debido a que la presencia de esta enzima capacita a la bacteria para 

en alimentos ricos en esta proteína, como la leche y quesos.

los resultados obtenidos en el apartado 5

las cepas de E. faecalis (297 y 1354) con actividad gelatinásica 

positiva fueron las únicas en las que se detectó actividad proteolítica en leche de 

En este sentido, aunque la producción de gelatinasa se considere como un 

factor de virulencia en diversos microorganismos, los estudios epidemiológicos 

realizados, únicamente han sugerido la asociación entre la producción de la 

enzima y la virulencia de los enterococos (Franz et al., 2003; Kayser, 2003).

 

Figura 11: Fotografía que muestra la actividad 
gelatinásica de las cepas E. faecalis 1354 (A) y 297 (B) 
en medio TSA suplementado con gelatina al 3% (véase
Materiales y Métodos). 

A B 

actividad hemolítica, las cepas que presentaron esta actividad también pertenecen 
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alimentos (Ben Omar 

, existen algunos 

se detecta la presencia de dicha 

Eaton y Gasson, 2002; Semedo 

., 2003b). En este sentido, en el trabajo llevado a cabo por Lopes et al., 

(2006) con enterococos aislados de productos lácteos se observó que un 90% de 

las cepas bacterianas eran productoras de gelatinasa, hecho que no debería ser 

sorprendente debido a que la presencia de esta enzima capacita a la bacteria para 

en alimentos ricos en esta proteína, como la leche y quesos. De 

tados obtenidos en el apartado 5.3. (Actividad 

(297 y 1354) con actividad gelatinásica 

ue se detectó actividad proteolítica en leche de 

En este sentido, aunque la producción de gelatinasa se considere como un 

factor de virulencia en diversos microorganismos, los estudios epidemiológicos 

a asociación entre la producción de la 

, 2003; Kayser, 2003). 

ctividad 
1354 (A) y 297 (B) 
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6.3.  Actividad hialuronidásica 

El ácido hialúronico es un mucopolisacárido con función estructural 

presente en los tejidos corporales (Lanyi, 1987). La presencia de hialuronidasas 

en algunos microorganismos facilita la invasión de tejidos por los mismos, por lo 

que, al igual que con las gelatinasas, la presencia de esta enzima también puede 

ser considerada como un factor potencial de virulencia (Ouwehand y Salminen, 

2003). Con objeto de seleccionar que cepas son seguras para el consumo, es 

necesario evaluar la presencia o ausencia de actividad hialuronidásica en nuestras 

doce cepas de BAL.  

Los resultados obtenidos en este estudio, muestran que ninguna de las 

doce cepas de BAL estudiadas manifestó actividad hialuronidásica alguna (Tabla 

17). De hecho, dos cepas (cepas 660 y 875), pertenecientes a las especies Lc. 

lactis y Ln. mesenteroides respectivamente no fueron capaces de crecer en el 

medio de cultivo utilizado, cuando se suplementó con un 3% de ácido 

hialurónico (véase Materiales y Métodos), incluso cuando el medio de cultivo fue 

MRSA o TSA y no el BHIA empleado inicialmente. 

Aunque la presencia de actividad hialuronidásica no es muy conocida 

entre Lactobacillus y Lactococcus (Ouwehand y Salminen, 2003), es una 

característica relativamente común entre el género Enterococcus (Franz et al., 

1999). De hecho, a pesar de que diversos estudios llevados a cabo por diferentes 

autores no han podido mostrar evidencias de que la actividad hialuronidásica 

juegue un papel en la patogénesis de enterococos, la comparación con otros 

microorganismos patógenos permite especular que esta enzima también podría 

tener un papel en la virulencia en cepas bacterianas de este género, 

contribuyendo a su diseminación por el tejido conectivo. (Jett et al., 1994; 

Mundy et al., 2000; Klare et al., 2001; Kayser, 2003). No obstante, cabe reseñar 

que en nuestro caso, ninguna de las cepas correspondientes a la especie E. 

faecalis manifestaron esta actividad.  
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6.4.  Actividad mucinolítica 

La superficie de la mucosa intestinal está cubierta por una capa de mucus 

de aspecto gelatinoso que está constituida principalmente por una glicoproteína 

denominada mucina. La función principal de esta capa mucoide es la protección 

de las células epiteliales intestinales frente a agentes tales como, la acidez del 

medio, la pepsina del jugo gástrico o la invasión de microorganismos patógenos 

(Smith y Podolsky, 1986; Smith et al., 1995). Por este motivo, la producción de 

enzimas con capacidad para degradar la mucina, en algunas bacterias se ha 

considerado como un posible factor de virulencia para un gran número de 

microorganismos patógenos como Vibrio cholerae, Bacteroides fragilis, 

Shigella spp., Helicobacter pylori y Yersinia enterocolitica. 

En nuestro caso, las doce cepas de BAL estudiadas en este trabajo no 

mostraron capacidad para degradar mucina (Tabla 17) en ninguna de las 

condiciones estudiadas, con o sin glucosa al 3% (véase Materiales y Métodos). 

Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores (Ruseler-van 

Embden, 1995; Norin et al., 1991; Zhou et al., 2000) ya que ninguno de ellos 

encontró actividad mucinolítica en las cepas de BAL estudiadas. 

Con objeto de valorar la fiabilidad del método se empleó una muestra 

bacteriana fecal como control positivo. En este caso se observó un halo de 

degradación alrededor del crecimiento bacteriano en las placas sin glucosa pero 

no en las placas suplementadas con un 3% de glucosa. Este hecho coincide con 

los resultados obtenidos por Zhou et al., 2000 que sólo observó actividad 

mucinolítica, en la muestra fecal empleada como control positivo, cuando la 

mucina era la única fuente de carbono, mientras que en presencia de glucosa al 

3% no detectó dicha actividad enzimática.  

Dado que la capacidad de los microorganismos para degradar mucina 

puede facilitar la invasión a la mucosa por otros microorganismos patógenos o 

agentes tóxicos, la presencia de esta actividad enzimática es desaconsejable en 

cepas de BAL que se vayan a emplear como probióticas aunque éstas no tengan 

ningún otro factor de virulencia. 
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Tabla 17: Estudio en las cepas de BAL de la presencia de actividades enzimáticas con 
potencial virulento implicadas en la seguridad de la salud humana. Se define a la cepa 
con actividad (+) o carente de ella (-). 

1Glc: Glucosa 
2N.C. No hubo crecimiento de la cepa de BAL en el medio empleado. 
Los experimentos se repitieron tres veces de forma independiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Cepas de BAL 

Actividad 
hemolítica gelatinásica hialuronidásica 

 
mucinolítica 

+ Glc1 
(3%) 

- Glc 
(3%) 

Lactococcus lactis      

ATTC 11454 - - - - - 
660 
 

- - N.C2 - - 

Enterococcus faecalis      
189 + - - - - 
297 - + - - - 
888 + - - - - 
1076 + - - - - 
1354 
 

- + -   
 

Leuconostoc mesenteroides      
875 
 

- - N.C - - 

Lactobacillus  rhamnosus      
ATCC 53103 
 

- - - - - 

Lactobacillus paracasei      
ATCC 27092 - - - - - 
34 - - -   
    - - 
Lactobacillus casei      
ATCC 393 - - - - - 
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6.5.  Producción de ácido D-láctico 

Mediante el proceso de la fermentación, las BAL producen ácido láctico 

(isómeros D o L) por la acción de enzimas lactato deshidrogenasas (LDH). 

Aunque la presencia de D-láctico en alimentos, generalmente no provoca efectos 

adversos en la mayor parte de la población humana adulta, si lo puede hacer en 

determinados grupos de individuos. Se ha descrito que la ingestión de alimentos 

que contienen altas cantidades de D-láctico por parte de personas con una mala 

absorción intestinal asociada al síndrome del intestino corto o al fallo intestinal 

entre otros, puede desencadenar una acidosis metabólica que como consecuencia 

puede dar lugar a encefalopatía (Stolberg et al., 1982; Uribarri et al., 1998). Por 

otra parte, los recién nacidos cuyo hígado no está suficientemente desarrollado, 

tampoco pueden metabolizar eficazmente el ácido D-láctico ingerido o 

internamente generado por la microbiota intestinal.  

Por estas razones, aunque la producción de este isómero D no sea un 

verdadero factor de virulencia si puede ser un factor de riesgo potencial 

implicado en la salud del consumidor, y ha de ser valorada en la caracterización 

de bacterias con potencial probiótico.  

En la Tabla 18 se recogen los valores obtenidos en la producción de cada 

una de los isómeros (D y L- láctico) y en la producción de ácido láctico total por 

nuestras cepas de BAL. 

Como se puede observar todas las cepas de BAL estudiadas, a excepción 

de la cepa Lb. casei, generaron ácido láctico en cantidades iguales o superiores a 

1,5 g/l durante su periodo de crecimiento en el medio de cultivo TSB con 

extracto de levadura (véase Materiales y Métodos). La mejor productora de ácido 

láctico con 5,44 g/l fue la cepa 297 que pertenece a la especie E. faecalis, seguida 

a continuación, de la cepa 34 de Lb. paracasei con 3,11 g/l. A excepción de la 

cepa 34, en general todas las cepas de E. faecalis generaron más cantidad de 

ácido láctico que las cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus y 

Lactobacillus. 
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En cuanto a la producción de los isómeros L o D, hay que destacar que 

todas nuestras cepas con excepción de la cepa Leuconostoc mesenteroides (cepa 

875) produjeron L-láctico como forma principal. La ratio D/L fue en todos los 

casos, exceptuando la cepa 875, menor de 0,15 y por tanto favorable al isómero 

L. Sin embargo, la cepa Leuconostoc mesenteroides (cepa 875) cuya ratio D/L 

fue 3,43, generó D-láctico como forma primaria. Este resultado coincide con lo 

descrito en diferentes publicaciones en los que se define a Leuconostoc 

mesenteroides como una especie productora de ácido D-láctico (Garvie, 1986; 

Carr et al., 2002). 

La razón por la cual las cepas bacterianas producen ácido D o L-láctico 

como forma primaria podría deberse a que dos lactato deshidrogenasas (D- y L- 

LDH) pueden estar presentes en las bacterias y que la actividad de uno u otro tipo 

de enzima varía entre especies. De este modo, es posible que en que en el caso de 

nuestra cepa Ln. mesenteroides (cepa 875) se genere el ácido D-láctico desde 

piruvato por la acción de una D-lactatodeshidrogenasa (D-LDH), mientras que 

por el contrario, en el resto de cepas de BAL se genere L-láctico por la acción de 

una L-lactatodeshidrogenasa (L-LDH). Una actividad racemásica podría ser la 

responsable de las cantidades residuales de L- láctico en la cepa Ln. 

mesenteroides y de D-láctico en el resto de las cepas de BAL (Malleret et al., 

1998). 

Sorprendentemente, la especie Ln. mesenteroides se encuentra en un gran 

número de productos lácteos y que juega un papel importante en las 

fermentaciones de diferentes tipos de alimentos, por lo que la alta producción de 

D-láctico que presenta nuestra cepa 875 como forma primaria de fermentación, 

hace que se nos planteen una serie de dudas en cuanto a su uso adecuado como 

microorganismo probiótico ya que, tal y como hemos explicado anteriormente, 

éste no puede ir dirigido a la población en general (Mack, 2004). De ahí que, en 

el informe del grupo de trabajo conjunto FAO/OMS para la Evaluación de los 

Probióticos en los Alimentos que tuvo lugar en el 2002, aconseja tener en cuenta 
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en el estudio de posibles factores de virulencia, la producción de ácido D-láctico 

por la bacteria con interés probiótico (FAO/WHO, 2002). 

 

 

Tabla 18: Producción de ácido láctico en medio de cultivo TSB-YE en las cepas de 
BAL valorado mediante kit enzimático al inicio de la fase estacionaria (véase Materiales 
y Métodos). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados presentados corresponden a la media de dos experimentos 
independientes. Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 15%. 

 

 

 Producción de ácido láctico (g/l) 
 

Cepas de BAL 
 Ácido láctico 
total (D+L) 

Ácido 
L-láctico 

Ácido  
D-láctico 

Ratio 
(D/L) 

Lactococcus lactis     

ATCC 11454 1.463 1.390 0.073 0.052 
660 
 

1.734 1.517 0.217 0.143 

Enterococus faecalis     
189 2.760 2.720 0.040 0.015 
297 5.443 5.370 0.073 0.014 
888 2.868 2.800 0.068 0.024 
1076 2.080 2.000 0.080 0.040 
1354 
 

2.843 2.770 0.073 0.026 

Leuconostoc mesenteroides     
875 
 

2.040 0.460 1.580 3.435 

Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 53103 
 

 
1.482 

 
1.450 

 
0.032 

 
0.022 

Lactobacillus paracasei     
ATCC 27092 1.537 1.500 0.037 0.025 
34 
 

3.130 2.850 0.280 0.098 

Lactobacillus casei 
ATCC 393 

 
0.519 

 
0.490 

 
0.029 

 
0.059 
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6.6.  Resistencia a antibióticos 

La presencia de determinantes de resistencia a antibióticos genéticamente 

transferibles es una característica indeseable en las bacterias y, sobre todo, en 

aquellas que se pretenden incorporar en la cadena alimentaria, ya que una vez en 

el intestino, éstas pueden transmitir las resistencias a otros microorganismos 

(Netherwood et al., 1999; Teuber et al., 1999). Por esta razón, el estudio de la 

resistencia de las doce cepas de BAL frente a diferentes antibióticos es una 

prueba fundamental para la selección de microorganismos probióticos. En 

nuestro estudio, los antibióticos empleados incluyeron inhibidores de la síntesis 

de la pared celular (penicilina G, ampicilina y vancomicina), inhibidores de la 

síntesis de proteínas (tetraciclina, gentamicina y eritromicina) e inhibidores de la 

síntesis de ácidos nucleicos (ciprofloxacina). Los resultados de las 

Concentraciones Inhibitorias Mínimas (CIMs), expresados en µg/ml, obtenidos 

en las doce cepas de BAL se muestran en la Tabla 19. 

Algunos de estos resultados se han podido comparar con los denominados 

puntos de corte microbiológicos establecidos por la European Food Safety 

Autority (EFSA, 2008) (Tabla 20), obtenidos al estudiar la distribución de las 

CIMs de determinados antibióticos en poblaciones bacterianas pertenecientes a 

una unidad taxonómica específica (especie o género). De este modo, la parte de 

la población que muestra valores superiores a los de la población normal se 

cataloga como resistente.  

En lo que concierne a los inhibidores de la síntesis de la pared celular, 

todas las cepas mostraron sensibilidad a la ampicilina (CIM ≤ 1 µg/ml), valores 

inferiores al punto de corte microbiológico establecido por la EFSA (Tabla 20). 

Con respecto a la penicilina G, observamos que tres de las cepas de E. faecalis 

(cepas 189, 297 y 1354) registraron unos valores de CIM en torno a 2-3 µg/ml y 

que en el resto de las cepas de BAL los valores de CIM no superaron la 

concentración de 1 µg/ml. A pesar de que en este caso no se ha concretado el 

punto de corte microbiológico para estas especies, los valores bajos de resistencia 
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observados en todas las cepas de BAL, nos permiten deducir que las bacterias 

seleccionadas podrían ser sensibles a este antibiótico. 

En cuanto a la vancomicina, las cepas pertenecientes al género 

Lactococcus y Enterococcus con la excepción de la cepa 1354 de E. faecalis 

fueron sensibles a este antibiótico al mostrar valores de CIM inferiores o iguales, 

al punto de corte establecido para estos microorganismos. Únicamente la cepa 

1354 podría considerarse resistente al mostrar un valor ligeramente superior al 

punto de corte (Tablas 19 y 20). Aunque en nuestro caso, todas las cepas de 

Enterococcus estudiadas responden a la vancomicina con mayor o menor 

sensibilidad, en este género, se ha descrito que aunque no posean resistencia a 

este antibiótico podrían adquirirla al estar ésta codificada en plásmidos o 

transposones. Por este motivo, y ya que las cepas resistentes a este antibiótico se 

han relacionado con infecciones nosocómicas hospitalarias (Leclercq y 

Courvalin, 1997; Woodford et al., 1995), antes de que estas cepas puedan ser 

seleccionadas como potenciales probióticas e incluirlas en alimentos, se debe 

demostrar que no son capaces de adquirir o transferir la resistencia a dicho 

antibiótico (FAO/WHO, 2002). 

En cuanto al efecto de la vancomicina en las cepas pertenecientes al 

género Lactobacillus y Leuconostoc, observamos que éstas fueron capaces de 

crecer en la mayor concentración de antibiótico probada (CIM ≥ 256 µg/ml). La 

resistencia de estas bacterias a la vancomicina coincide con los resultados 

obtenidos por otros autores (Danielsen y Wind, 2003; Coppola et al., 2005) y 

puede responder a la ausencia de la diana molecular sobre la que actúa este 

antibiótico. En este sentido, se ha descrito que varias especies de Lactobacillus y 

Leuconostoc poseen una resistencia intrínseca a este antibiótico como 

consecuencia de la modificación natural del dipéptido D-alanina-D-alanina, del 

peptidoglicano (diana molecular de la vancomicina en estos microorganismos) 

por D-alanina-D-lactato (Elisha y Courvalin, 1995). De hecho, esta variabilidad 

en la diana molecular, considerada como intrínseca y no transferible, ha 

provocado que la EFSA no haya definido el punto de corte microbiológico frente 
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a la vancomicina para el género Leuconostoc y para las especies de 

Lactobacillus.  

Con respecto a los inhibidores de la síntesis de proteínas, todas las cepas 

pertenecientes a los géneros Lactococcus, Leuconostoc y Lactobacillus fueron 

sensibles a la eritromicina y tetraciclina. En todos los casos se obtuvieron  

valores de CIM ≤ 1 µg/ml (Tabla 19) que fueron inferiores a los puntos de corte 

establecidos por la EFSA (Tabla 20). Entre las cepas de E. faecalis observamos 

una mayor variabilidad en los resultados obtenidos al estudiar el efecto de estos 

antibióticos. Las cepas 888 y 1076 fueron sensibles a la eritromicina y a la 

tetraciclina, ya que los valores de CIM obtenidos (CIM ≤ 3 µg/ml y ≤ 1 µg/ml, 

respectivamente) fueron inferiores a los puntos de corte establecidos en 4 µg/ml 

y 2 µg/ml, respectivamente (Tabla 20). Sin embargo, las cepas 297 y 1354 fueron 

altamente resistentes a la eritromicina y a la tetraciclina. En ambas cepas, los 

resultados de sensibilidad (CIM ≥ 256 µg/ml y CIM ≥ 32 µg/ml, 

respectivamente) superaron ampliamente los valores de corte establecidos para 

cada uno de estos antibióticos (Tabla 20). Los resultados obtenidos en el estudio 

de la cepa 189 revelaron que es sensible a la eritromicina, aunque, en este caso, 

su CIM coincidió con el punto de corte establecido, y resistente a la tetraciclina 

mostrando una CIM ocho veces mayor que el punto de corte (Tablas 19 y 20). 

En cuanto al estudio de resistencia frente a la gentamicina, la utilización 

de distintas concentraciones de antibiótico, reveló que las cepas de Lc. lactis y 

Ln. mesenteroides son sensibles ya que en todos los casos se obtuvieron valores 

CIM inferiores al punto de corte (Tablas 19 y 20). Sin embargo, las cepas de E. 

faecalis, y todas las cepas del género Lactobacillus, con una CIM ≥ 32 µg/ml se 

pueden considerar resistentes a este antibiótico ya que son superiores a los puntos 

de corte establecidos por la EFSA (Tabla 20).  

En este punto debemos resaltar que, la presencia de una mayor resistencia 

frente a antibióticos aminoglucósidos, como la gentamicina, por especies de 

Lactobacillus, es común y ha sido también descrita por otros autores (Coppola et 

al., 2005; Zhou et al., 2005). La ausencia, en estas bacterias, de sistemas de 
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transporte específicos para estos antibióticos puede estar detrás de este efecto 

(Condon, 1983).  

Por último, se estudió, en las doce cepas de BAL la resistencia a 

ciprofloxacina, un inhibidor de la síntesis de los ácidos nucleicos. Como se 

muestra en la Tabla 19, las cepas pertenecientes al género Lactococcus y 

Enterococcus mostraron valores bajos de CIM frente a este antibiótico (≤ 2 

µg/ml). Sin embargo, todas las cepas de Lactobacillus mostraron unos valores 

altos de CIM (≥ 32 µg/ml) excepto la cepa de Lb. casei (ATCC 393) que tuvo 

una CIM de 16 µg/ml. Aunque los resultados obtenidos no se pudieron comparar 

con ningún punto de corte al no haber sido establecido por la EFSA, hemos 

observado que nuestros resultados fueron similares a los obtenidos en otros 

estudios (Charteris 1998a; Katla et al., 2001). En este sentido, se ha sugerido que 

los altos valores de resistencia observados en las especies bacterianas 

pertenecientes al género Lactobacillus podría ser debido a la presencia 

resistencias intrínsecas frente a quinolonas, como la ciprofloxacina, desarrollados 

por mecanismos todavía desconocidos (Hummel et al., 2007). 

No es común la utilización de bacterias del género Enterococcus, como 

bacterias probióticas. Como diversos autores han descrito, es frecuente la 

existencia de resistencia a diferentes antibióticos en cepas bacterianas 

pertenecientes a este género así como su capacidad para transferirla a especies 

patógenas (Eaton y Gasson, 2001; Foulquié-Moreno et al., 2006; Mathur y 

Singh, 2005). En este sentido, una de las resistencias transferidas más 

comúnmente por los enterococos y que destaca por su implicación en clínica es la 

resistencia a vancomicina (DeLisle y Perl, 2003). Así, se ha descrito la 

transferencia de esta resistencia desde los enterococos a la especie patógena S. 

aureus (Pfeltz y Wilkinson, 2004). En este sentido, y, a pesar de que únicamente 

una de nuestras cepas de E. faecalis (cepa 1354) mostró resistencia a este 

antibiótico (Tabla 19), los resultados obtenidos, permiten concluir que todas las 

cepas pertenecientes a la especie E. faecalis deberían ser descartadas para su uso 

como potencial probiótico tanto a nivel humano como animal ya que presentan 

resistencias frente a dos o tres antibióticos diferentes.  



 

 

En cuanto a las cepas pertenecientes al género 

Leuconostoc, se observaron resistencias frente a 

vancomicina frente a las cepas del género 

Leuconostoc; y la ciprofloxacina

No obstante, estas resistencias, como ya hemos comentado, parecen ser 

intrínsecas a estos grupos de bacterias, p

una transferencia horizontal a otros microorganismos.

cepas mostraron resistencia frente a la eritromicina, que es la resistencia más 

extendida entre bacterias Gram (+) 

Roberts et al., 1999). 

Ante esta situación y dado que las cepas de 
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podemos concluir que las cepas 
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Figura 12: Fotografías del 
con la tira antibiótica gentamicina (M
antibióticos (véase Materiales y Métodos)
crecimiento de la cepa 1354 de
capacidad de crecimiento en la mayor concentración antibiótica probada (256 µg/ml). 
En la fotografía de la derecha se muestra el crecimiento de la cepa 189 de 
(B). En este caso se observó un 
mostrando una CIM de 4 µg/ml.
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En cuanto a las cepas pertenecientes al género Lactobacillus

, se observaron resistencias frente a diferentes antibióticos: 

las cepas del género Lactobacillus y la cepa del género 

la ciprofloxacina y gentamicina frente a todos los lactobacilos.

No obstante, estas resistencias, como ya hemos comentado, parecen ser 

intrínsecas a estos grupos de bacterias, por lo que “a priori”, no existe peligro de 

una transferencia horizontal a otros microorganismos. Además, ninguna de 

cepas mostraron resistencia frente a la eritromicina, que es la resistencia más 

extendida entre bacterias Gram (+) (Weisblum, 1995; Jensen 

Ante esta situación y dado que las cepas de Lactococcus lactis 

han mostrado sensibilidad frente a todos los antibióticos probados (T

podemos concluir que las cepas pertenecientes a estos tres géneros

y Leuconostoc, podrían continuar estudiándose como potenciales 

descartando las cepas de Enterococcus, al menos desde el punto de 

vista de su sensibilidad a los antibióticos. 

 crecimiento bacteriano durante 48 h a 30ºC en placas MRSA 
con la tira antibiótica gentamicina (M.I.C.E., Oxoid) para el estudio de resistencia

Materiales y Métodos). En las imágenes se puede observar el 
crecimiento de la cepa 1354 de E. faecalis (A) por toda la placa, lo qu

miento en la mayor concentración antibiótica probada (256 µg/ml). 
En la fotografía de la derecha se muestra el crecimiento de la cepa 189 de 
(B). En este caso se observó un halo de inhibición alrededor de la tira antibiótica, 

de 4 µg/ml. 
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Tabla 19: Concentración inhibitoria mínima (CIM) en µg/ml  de las doce cepas de BAL a diferentes antibióticos obtenida mediante 
las tiras M.I.C.E.  

Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron 
inferiores al 15%, 

 

 

Cepas de BAL 

 
Antibióticos 

 
 
Ampicilina Penicilina G Vancomicina Gentamicina Tetraciclina Eritromicina Ciprofloxacina 

Lactococcus lactis        

ATCC  11454 0.5 0.5 2 16 0.12 1 2 
660 
 

0.5 0.5 2 8 0.12 0.25 2 

Enterococcus faecalis        

189 0.75 3 3 96 16 4 0,75 
297 1 2 4 64 48 ≥ 256 0,375 
888 0.5 1 4 64 0.06 3 0.5 
1076 0.5 0.75 3 40 0.09 2 0.5 
1354 
 

0,75 3 6 64 32 ≥ 256 1 

Leuconostoc mesenteroides        

875 
 

0.12 0.03 ≥ 256 2 0.5 0.5 ≥ 32 

Lactobacillus  rhamnosus        

ATCC 53103 
 

0.5 0.12 ≥ 256 32 0,25 0.5 ≥ 32 

Lactobacillus paracasei        

ATCC 27092 0.25 0.12 ≥ 256 32 0.5 0.12 ≥ 32 
34 0.25 0.12 ≥ 256 96 0.75 0.25 ≥ 32 
        

Lactobacillus casei        
ATCC 393 0.5 0.12 0.5 48 0.75 0,25 16 



Resultados y Discusión 

 

133 

 

Tabla 20: Puntos de corte microbiológico establecidos por la EFSA para los 
géneros y/o especies estudiadas en este trabajo frente a los antibióticos aquí 
valorados. Los valores aparecen expresados en µg/ml. 

 Antibióticos 

Cepas Eritromicina Ampicilina Gentamicina Tetraciclina Vancomicina 

Lc. lactis 2 2 32 4 4 

Enterococcus 4 4 32 2 4 

Leuconostoc 1 2 16 8  N.D2 

Lb. paracasei 1 2 32 4 N.D 

Lb. rhamnosus 1 4 16 8  N.D. 

Lactobacillus (fh)1 1 4 16 8 N.D 

1Lactobacillus heterofermentativo facultativo. Dado que la cepa Lb. casei no aparece como tal 
en la tabla y puesto que pertenece al grupo de Lactobacillus facultativos heterofermentativos; 
los puntos de corte para esta especie fueron tomados de este grupo. 
2 No determinado. Punto de corte no establecido por la EFSA. 
 
 
 

A pesar de que las doce cepas de BAL seleccionadas y estudiadas en el 

presente trabajo fueron capaces de sobrevivir in vitro bajo condiciones que 

simulaban el tránsito gastrointestinal, algunas de ellas no cumplieron todos los 

aspectos de seguridad aquí estudiados. 

Aunque el beneficio probiótico de algunas cepas del género Enterococcus 

ha sido bien establecido, el uso de este género en alimentación sigue siendo un 

problema sujeto a polémica. El incremento de las enfermedades enterocócicas 

asociadas con la salud humana y la resistencia a múltiples antibióticos ha 

levantado preocupación en su uso como probiótico. El miedo de que genes de 

resistencia a agentes antimicrobianos o genes que codifican para factores de 

virulencia puedan ser transferidos a otras bacterias del tracto gastrointestinal 

contribuye a esta controversia (Franz et al., 2003). 

El hecho de que las cinco cepas de enterococos hayan presentado 

resistencia al menos frente a uno de los antibióticos probados (Tabla 21) y que 

además todas ellas hayan mostrado actividad hemolítica o gelatinásica (Tabla 

21), nos ha obligado a descartar estos microorganismos como potencialmente 

prebióticos.  
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Por otra parte la cepa 875 perteneciente a la especie Ln. mesenteroides 

también fue descartada del estudio. En este caso, la cepa 875 produjo ácido D-

láctico como forma primaria de ácido láctico. El hecho de que los alimentos 

probióticos que contengan este microorganismo no puedan ir dirigidos a la 

población en general ya que no es recomendado en lactantes y ancianos (véase 

apartado 6.5 “Producción de ácido D-láctico”), nos hace pensar que la utilización 

de este microorganismo como probiótico, podría poner en peligro la salud del 

consumidor.   

Una vez descartadas las cepas pertenecientes al género E. faecalis (cepas 

189, 297, 888, 1076 y 1354), además de la cepa 875, perteneciente a la especie 

Ln. mesenteroides, el trabajo de investigación, encaminado a conocer las 

capacidades y propiedades óptimas en el uso de estas bacterias como agentes 

prebióticos, se continuó con las cinco cepas más seguras para su consumo 

detalladas a continuación: Lc. lactis (ATCC 11454), Lc. lactis (660), Lb. 

paracasei (ATCC 27092), Lb. paracasei (34) y Lb. casei (ATCC 393), además 

de la cepa control Lb. rhamnosus (ATCC 53103). 

 

 

Tabla 21: Tabla resumen de los aspectos de seguridad incumplidos por algunas de las 
doce cepas de BAL estudiadas. 

*Te: Tetraciclina; G: gentamicina; E: eritromicina; Va: vancomicina 

 

 

Cepas de BAL 
descartadas del 
estudio 

Aspectos de seguridad  

Resistencia 
a antibióticos 

Actividad 
hemolítica 

Actividad 
gelatinásica 

Producción de ácido 
D-láctico como forma 

primaria 

E. faecalis     
189 *Te, G Si No No 
297 E, Te, G No Si No 
888 G Si No No 
1076 G Si No No 
1354 Va, E, Te, G No Si No 

Ln. mesenteroides     

875 - No No Si 
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7. Capacidad de adhesión 

7.1. Adherencia a células epiteliales intestinales de origen humano 

Una de las propiedades más importantes que debe poseer un 

microorganismo con potencial probiótico es la capacidad de adherirse al tejido 

epitelial intestinal del hospedador, puesto que se considera un factor necesario 

para que pueda producirse la colonización en el intestino (Guarner y Schaafsma, 

1998; Dunne et al., 2001). En general, para llevar a cabo estudios de adhesión in 

vitro con microorganismos potencialmente probióticos se usa de forma habitual 

la línea celular Caco-2 (Bernet et al., 1994) ya que expresa las características 

morfológicas y fisiológicas de los enterocitos humanos maduros (Zweibaum et 

al., 1991). En este sentido, los resultados obtenidos con esta línea celular, en el 

estudio de la capacidad de adhesión de cepas bacterianas, muestran una alta 

correlación con los ensayos in vivo (Crociani et al., 1995). 

En nuestro estudio de caracterización de microorganismos probióticos se 

examinó la capacidad de adhesión de las seis cepas de BAL, seleccionadas en el 

apartado anterior, frente a células Caco-2 bajo dos condiciones: sin y con 

tratamiento previo con sales biliares (véase Materiales y Métodos). Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 13. 

El análisis microscópico de las células Caco-2 mostró que cuando se 

incubaban en presencia de cada una de las cepas de BAL utilizadas, éstas 

aparecían adheridas a la superficie celular (Figura 14). La cuantificación de la 

adhesión (véase Materiales y Métodos) confirmó que aunque con diferentes 

porcentajes, todas las cepas de BAL incluidas en este estudio fueron capaces de 

adherirse a la línea celular Caco-2 (Figura 13). 

 

 

 

 



Resultados y Discusión 

 

136 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Lc. lactis 
(ATCC 
11454)

Lc. lactis 
(660)

Lb. 
paracasei 

(ATCC 
27092)

Lb. 
paracasei 

(34)

Lb. 
rhamnosus 

(ATCC 
5303)

Lb. casei 
(ATCC 393)

%
 A

dh
es

ió
n 

Adhesión sin tratamiento con sales biliares

Adhesion (pretratamiento con sales biliares al 0,4%)

 

Figura 13: Capacidad de adhesión sobre la línea intestinal CaCo-2 de las seis cepas de 
BAL seleccionadas en el apartado anterior (7), previamente tratadas (■) o no (■) con 
sales biliares al 0,4% durante 4 horas. Los resultados obtenidos fueron la media de 
cinco experimentos independientes. 

Como cepa control se utilizó la cepa ATCC 53103 de Lb. rhamnosus ya 

que corresponde a la conocida Lb. rhamnosus GG que es empleada 

habitualmente en estos estudios por su buena capacidad de adhesión (Alander et 

al., 1999). En este sentido, los valores de adhesión obtenidos con esta cepa 

(9,24%) fueron muy similares a los descritos en otros trabajos (9,7%) cuando se 

utilizó esta misma bacteria (Elo et al., 1991; Tuomola y Salminen, 1998; Botes et 

al., 2008). Con respecto a las otras cepas de BAL utilizadas en este estudio, 

resalta la capacidad de adhesión de la cepa 660 de Lc. lactis subsp. cremoris, 

aislada en este trabajo, que mostró una capacidad de adhesión incluso mayor a la 

de Lb. rhamnosus y alcanzó un porcentaje de hasta el 16% sin previo tratamiento 

con sales biliares (Figura 13). En este sentido, Lehto y Salminen, (1997) también 

observaron que otra cepa de Lc. lactis subsp. cremoris aislada de productos 

lácteos, como es nuestro caso, mostró una capacidad de adhesión mayor que la 

cepa Lb. rhamnosus GG utilizada como control. Estos resultados junto con los 

obtenidos en el apartado 4 (Resistencia al tránsito gastrointestinal) reafirma la 
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idea de que cepas bacterianas del género Lactococcus, habitualmente encontradas 

en productos lácteos, no solo pueden resistir las condiciones hostiles 

gastrointestinales, como hemos observado in vitro con nuestras cepas, sino que 

también pueden llegar a adherirse a células epiteliales intestinales.  

Con respecto al resto de las cepas pertenecientes al género Lactobacillus 

(Lb. paracasei ATCC 27092; Lb. paracasei 34 y Lb. casei ATCC 393) todas 

mostraron una menor capacidad de adhesión con porcentajes que oscilan entre el 

2% y el 4%. Estos resultados se encuentran dentro del rango registrado para este 

género de bacterias que está comprendido entre el 2,3% y el 10% (Tuomola y 

Salminen, 1998; Forestier et al., 2001; Gopal et al., 2001; Bertazzoni-Minelli et 

al., 2004; Baccigalupi et al., 2005; Schillinger et al., 2005; Pennacchia et al., 

2006).  

Curiosamente, la cepa Lc. lactis (ATCC 11454) fue la que menor 

capacidad de adhesión mostró: 2,04%, un valor muy cercano al 2,15% obtenido 

en la cepa Lb. paracasei (ATCC 27092) (Figura 13). Que las cepas con mayor y 

menor capacidad de adhesión (Lc. lactis 660 y ATCC 11454, respectivamente) 

pertenezcan a la misma especie, corrobora la idea de que la capacidad de 

adhesión es una característica particular de cada cepa bacteriana; una propuesta 

que ya se ha puesto de manifiesto en otros trabajos (Crociani et al., 1995; 

Tuomola y Salminen, 1998; He et al., 2001). 

Al relacionar el origen de las cepas con la capacidad de adhesión, 

podemos establecer que nuestros resultados no revelan una mayor capacidad de 

adhesión en cepas bacterianas de origen humano con respecto a las de origen 

lácteo. De hecho, como acabamos de mencionar, el mayor porcentaje de 

adhesión en este estudio se ha obtenido con una cepa de origen lácteo (Lc. lactis, 

660). Este resultado no coincide con los obtenidos en otros trabajos (Barrow et 

al. 1980; Mayra-Makinen et al. 1983) donde describen una especificidad en la 

capacidad de adhesión dependiente del origen de la cepa bacteriana. En este 

sentido, Mayra-Makinen et al., (1983) observaron que cepas bacterianas aisladas 

de productos vegetales no tuvieron capacidad de adhesión en células intestinales 

de cerdo o ternero. Sin embargo, en estos últimos años se han descrito resultados 
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 similares a los nuestros (Lehto y Salminen, 1997; Kimoto et al., 2007) de tal 

modo que, cepas bacterianas de origen lácteo han mostrado una buena capacidad 

de adhesión sobre células epiteliales humanas.  

Dado que existen estudios que indican que el paso de las bacterias por el 

tracto intestinal puede alterar su capacidad de adhesión (Ouwehand et al., 2001) 

hemos estudiado, en este apartado, el efecto que las sales biliares (véase 

Materiales y Métodos) ejercen sobre la capacidad de adhesión de estas bacterias 

en las células Caco-2. Como podemos observar en la Figura 13, excepto en Lc. 

lactis (cepa 660), cuando las bacterias fueron tratadas previamente con las sales 

biliares, la capacidad de adhesión no se modificó significativamente. 

Curiosamente, la cepa 660 de Lc. lactis que fue la que mayor capacidad de 

adhesión mostró de todas las estudiadas, fue la única que se vió afectada por el 

tratamiento de sales biliares, disminuyendo su adhesión hasta en un 21,8 %). Este 

comportamiento específico observado in vitro, podría ser utilizado para 

desarrollar estrategias in vivo en las que modulando la acción/secreción de las 

sales biliares, se pueda controlar la capacidad de adhesión de esta bacteria y 

adaptarla, como potencial probiótico, a las necesidades específicas de cada 

momento.  

 

 



 

 

Figura 14: Imágenes obtenidas en el microscopio electrónico de barrido de las 
cepas de BAL adheridas a las microvellosidades de las células Caco
lactis ATCC 11454; B) 
paracasei 34; E) Lb rhamnos
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Imágenes obtenidas en el microscopio electrónico de barrido de las 
BAL adheridas a las microvellosidades de las células Caco

ATCC 11454; B) Lc. lactis 660; C) Lb. paracasei ATCC 27092; D) 
Lb rhamnosus ATCC 5303; F) Lb. casei ATCC 393.

 

Imágenes obtenidas en el microscopio electrónico de barrido de las 
BAL adheridas a las microvellosidades de las células Caco-2: A) Lc. 

ATCC 27092; D) Lb 
ATCC 393. 



Resultados y Discusión 

 

140 

 

7.2. Adherencia a mucus  

Aunque de modo general se empleen líneas celulares de origen intestinal 

para el estudio de la capacidad de adhesión bacteriana, la capa de mucus que 

recubre los enterocitos también puede ser un sitio potencial para la colonización 

(Nielsen et al., 1994; van der Waaij et al., 1996; Mikelsaar et al., 1998). 

Por esta razón y con motivo de completar los estudios de adhesión 

intestinal, hemos investigado la capacidad de adhesión de las seis cepas de BAL 

a mucus obtenido del intestino de rata. También se estudio la adhesión a 

albúmina sérica bovina (BSA) como control negativo (véase Materiales y 

Métodos).  

Atendiendo a los resultados obtenidos en la Figura 15, se puede observar 

que ninguna de las seis cepas de BAL, ni siquiera la cepa Lb. rhamnosus ATCC 

53103 utilizada como control por su óptima capacidad de adhesión, mostraron 

una capacidad de adhesión específica a mucus de rata ya que, se adhirieron de 

forma prácticamente idéntica a la BSA utilizada como control negativo. En este 

sentido, algunos autores han descrito interacciones inespecíficas iniciales en el 

proceso de adhesión a mucus que podrían explicar estos resultados (Beachey, 

1981). 

Estos resultados difieren con los obtenidos en el apartado anterior 

(Adherencia a células epiteliales humanas), donde si se ha observado la adhesión 

específica a células Caco-2 especialmente cuando se utilizaron las cepas Lc. 

lactis 660 y Lb. rhamnosus lo que indica que se presentan diferencias en cuanto 

al tipo de adhesión de estas bacterias a mucus y células Caco-2. La existencia de 

receptores diferentes en las células Caco-2 y en el mucus intestinal a los que se 

unen las proteínas de superficie tipo adhesinas de las bacterias (Ouwehand et al., 

1999a), puede justificar este diferente comportamiento.  

No obstante, debemos resaltar que, a diferencia de los ensayos bien 

establecidos de adhesión a líneas celulares, los modelos actuales de estudio de 

adhesión a mucus son más complejos, puesto que, diferentes factores como, la 

edad o el estado de salud del individuo del que se obtiene el mucus, puede alterar 

los resultados (Kirjavainen et al., 1998).  
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Figura 15: Adhesión de las seis cepas de BAL a mucus de rata y albúmina sérica 
bovina. Los valores obtenidos corresponden a los valores de absorbancia obtenidos a 
450 nm de las cepas de BAL adheridas a los distintos sustratos (mucus o BSA) con una 
tinción de safranina (véase Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos son la 
media de tres experimentos independientes. 

8. Formación de biofilms 

Después de producirse el reconocimiento y la adhesión del 

microorganismo a la superficie intestinal, éste ha de utilizar otras estrategias para 

asegurar su anclaje de forma constante y resisitir el tránsito intestinal habitual de 

elementos digestivos que, dependiendo de la alimentación modifican los factores 

físico-químicos del entorno como pH, molaridad, etc. En este sentido, el 

mecanismo que tienen las bacterias para persistir a lo largo del tiempo en el 

intestino es la formación de biofilms. Los biofilms consisten en comunidades de 

diferentes microorganismos que crecen embebidos en una matriz de 

exopolisacaridos y adheridos a una superficie, confiriendo a las bacterias una 

serie de ventajas que las hacen más resistentes a las condiciones hostiles del 

entorno que aquellos microorganismos que se encuentran en libre flotación 

(planctónicos) (Lasa et al., 2005). 

El estudio de la capacidad de formación de biofilms en las seis cepas de 

BAL seleccionadas y que previamente mostraron capacidad de adhesión en 
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células Caco-2, se llevó a cabo in vitro utilizando placas microtiter en las que se 

cuantificó la formación de biofilms después de tres días de incubación a 30ºC en 

medio TSB-YE (véase Materiales y Métodos). 

Atendiendo a la Figura 16 observamos que las seis cepas de BAL fueron 

capaces de formar biofilms, siendo las cepas Lb. rhamnosus y Lb. casei las que 

mayor capacidad mostraron. 

Desde hace tiempo se ha demostrado que la formación de biofilms puede 

verse claramente influenciada por determinados elementos medioambientales, 

como por ejemplo, la composición del medio de crecimiento y en concreto la 

fuente de carbono (McEldowney y Fletcher, 1986, Lebeer et al., 2007). En este 

sentido, cuando adicionamos un aporte extra de glucosa al medio (0,25%), tres de 

las cepas de BAL manifestaron de forma notoria una mayor formación de biofilm 

en presencia de glucosa, siendo este aumento mayor de 2 unidades en Lc. lactis 

(ATCC 11454) y algo inferior a 1 unidad en las cepas Lb. rhamnosus y Lb. casei 

(Figuras 16 y 17). Sin embargo, en las tres cepas de BAL restantes [Lc. lactis 

(660), Lb. paracasei (34) y Lb. paracasei (ATCC 27092)] no se detectó ningún 

cambio en su capacidad para formar biofilms al incrementar la concentración de 

glucosa con respecto a cuándo se crecieron únicamente en TSB-YE. Estos 

resultados, reflejados en la Figura 16, también fueron confirmados por 

microscopía (Figura 17) donde se observó claramente un mayor tapizado de 

bacterias al incrementar la concentración de glucosa en la cepa Lc. lactis ATCC 

11454, así como una mayor intensidad de color que indica una mayor densidad 

bacteriana en las cepas Lb. rhamnosus y Lb. casei. 

Una posible explicación a estos resultados podría ser que las tres cepas de 

BAL con una mayor capacidad de formación de biofilm, al aumentar la 

concentración de glucosa, empleen ésta en la formación de exopolisacáridos 

necesarios para constituir la matriz del biofilm y que de este modo se produzca 

un aumento del mismo. 

Dado que ninguna de las cepas disminuyó su capacidad de formar biofilms 

en presencia de glucosa y que además en tres de ellas se optimizó esa capacidad, 

los experimentos llevados a cabo a continuación se realizaron siempre en medio 
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Figura 16: Formación de biofilm en las seis cepas 
(■) y efecto de la adición de
30ºC de incubación. Los valores 
independientes.  

 

Figura 17: Fotografías obtenidas 
con el fluorocromo Syto 9, formados por las cepas 
sin el suplemento de glucosa 
TSB-YE a 30ºC: A y B) Lc. lactis
D) Lc. lactis 660 sin y con glucosa; E y F) 
glucosa; G y H) Lb. paracasei
sin y con glucosa; K y L) Lb. casei
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YE con 0,25% de glucosa y suplementado con el aditivo que se quiere 
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Los valores corresponden a la media de cinco experimentos 

obtenidas por microscopio confocal de los biofilms, marcados 
con el fluorocromo Syto 9, formados por las cepas de BAL en dos condiciones, con y 

glucosa al medio después de 72 horas de incubación en medio 
Lc. lactis ATCC 11454 sin y con glucosa respectivamente; C y 

660 sin y con glucosa; E y F) Lb. paracasei ATCC 27092 sin y con 
aracasei 34 sin y con glucosa; I y J) Lb. rhamnosus

Lb. casei sin y con glucosa.  
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Determinados cationes divalentes como el Mg2+ o el Ca2+, pueden influir 

en la formación de biofilms a través de su efecto sobre las interacciones 

electrostáticas que se generan. En este estudio, se valoró la posible influencia 

sobre la formación de biofilms de cationes como el Ca2+, Mg2+ y Mn2+ en forma 

de sales de cloruro cuando se suplementaron al medio TSB-YE con glucosa 

(Figura 18).  

La presencia del ion Ca2+ sólo afecto a dos de las cepas (Lb. rhamnosus y 

Lb. casei) produciendo una disminución en la formación de biofilms de más de 

0,8 unidades. El el ion Mg2+ produjo una disminución en la formación de biofilm, 

similar a la provocada por el Ca2+, en la cepa Lb. casei, mientras que en la cepa 

de Lb. rhamnosus se produjo un ligero aumento en presencia de este ion. En 

cuanto al ion Mn2+ solo afectó a esta formación en dos de las seis cepas y de 

modo opuesto provocando un aumento en la cepa Lb. casei y una disminución en 

la cepa Lc. lactis (ATCC 11454). 

En general se ha descrito que un aumento en la concentración de iones 

divalentes provoca un aumento en la formación de biofilms bacterianos 

(Turakhia y Characklis, 1989; Huang y Pinder, 1995). Sin embargo, nuestros 

resultados, mostraron en algunos casos, una disminución en la formación de 

biofilms. Un efecto negativo similar al observado en este trabajo, ha sido descrito 

en Staphylococcus aureus cuando se añadió CaCl2 y MnCl2 en la misma 

concentración que la que nosotros empleamos. En ese estudio, se observó que 

una proteína de superficie implicada en la formación de biofilm (proteína BAP) 

estaba regulada por la presencia de calcio en el medio (Arrizubieta et al., 2004). 

El mismo efecto fue observado con MnCl2 pero no con MgCl2. Quizás 

mecanismos similares a los descritos en este microorganismo pudieran tener 

lugar en alguna de nuestras cepas bacterianas, de tal forma que, estos iones 

ejerzan su efecto a través de proteínas específicas implicadas en la formación de 

biofilms. 

Dado que en el entorno intestinal, donde las bacterias deberán formar los 

biofilms, es rico en mucus y a su vez éste está compuesto mayoritariamente por 

glicoproteínas responsables de la viscosidad del moco, denominadas mucinas, se 
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evaluó la influencia de esta glicoproteína sobre la formación de biofilm. Como se 

muestra en la Figura 18, cinco de las seis cepas estudiadas aumentaron la 

formación de biofilm; Lb. rhamnosus con un aumento de casi cuatro veces 

mientras que las otras tres cepas [Lc. lactis (660), Lb. paracasei (34 y ATCC 

27092) y Lb. casei (ATCC 393) con un ligero aumento (entre 1,2 y 1,6 veces) 

cuando la mucina se encuentra presente. En este sentido, resultados similares a 

los que nosotros observamos con la cepa Lb. rhamnosus (cepa control) en 

presencia de mucina fueron obtenidos por Lebeer et al., (2007). Sin embargo, la 

cepa Lc. lactis (ATCC 11454) mostró una disminución en la formación de 

biofilm en presencia de mucina. En estudios previos llevados a cabo por otros 

autores ya se había descrito el papel dual que puede jugar la mucina estimulando 

o inhibiendo la formación de biofilm en función de la cepa bacteriana estudiada 

(Bollinger et al., 2003; Cole et al., 2004). 
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Figura 18: Efecto de la presencia de Ca2+ (■), Mg2+ (■), Mn2+ (■) y mucina (0,25%) 
(■) sobre la formación de biofilms en las cepas de BAL crecidas en medio TSB-YE 
durante 72 horas a 30ºC. Los resultados obtenidos corresponden a la media de cinco 
experimentos independientes. 

La formación de biofilm es un proceso complejo en el que parecen estar 

implicados un gran número de productos génicos. Los resultados obtenidos en el 
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estudio del efecto de la presencia de cationes divalentes ya sugiere la posible 

existencia de proteínas como BAP que podrían estar implicadas en este proceso. 

Como una primera aproximación, en este estudio hemos analizado en las 

seis cepas de BAL la presencia o ausencia de algunos de los genes, mediante 

amplificación por PCR (véase Materiales y Métodos) que han sido relacionados 

con la formación de biofilms y en concreto:  

•  El gen prtP que codifica para una proteasa anclada en la superficie de las 

células. Se ha descrito que la presencia de esta proteína en la pared celular 

bacteriana es responsable de una mayor hidrofobicidad celular y capacidad de 

adhesión (Habimana et al., 2007). 

•  El gen cluA que codifica para un factor sexual de agregación celular en el 

proceso de conjugación en Lc. lactis. Se ha descrito que el proceso de 

conjugación y la formación de biofilm, está directamente relacionada (Luo et al., 

2005). 

•  Los genes wzb, epsB y epsC implicados en la formación de exopolisacáridos 

los cuales parecen estar relacionados con la capacidad de formación de biofilm 

(Lebeer et al., 2007).  

•  El gen luxS que codifica para la enzima S-ribosilhomocisteina liasa. Se ha 

observado que mutantes en este gen, se ven afectados negativamente en su 

capacidad de formación de biofilm (Lebeer et al., 2007). 

•  El gen lsp que codifica para una proteína de alto peso molecular que está 

relacionada con otras proteínas de bacterias Gram (+) implicadas en la formación 

de biofilm, tales como la proteína Bap de S. aureus (Walter et al., 2005). 

Atendiendo a los resultados presentados en la Tabla 22, podemos 

establecer que todas las cepas de BAL estudiadas presentaron los genes PrtP, 

epsB y luxS. En cuanto a los genes wzb y epsC sólo fueron detectados en las 

cepas del género Lactobacillus. Sin embargo, en ninguna cepa se detectó la 

presencia de los genes cluA y lsp. Estos resultados abren una nueva vía de 

estudio molecular para establecer el papel que juegan los genes prtP, epsB y luxS 

en las seis cepas de BAL además de wzb y epsC en las cepas del género 

Lactobacillus sobre la formación de biofilm.  
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Tabla 22: Análisis mediante amplificación por PCR de la presencia de diferentes genes 
relacionados con la formación de biofilm en cepas bacterianas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

(+) Presencia del gen en la cepa de BAL estudiada. (-) Ausencia del gen en la cepa 
bacteriana. El experimento se repitió de forma independiente dos veces. 

9. Producción de citoquinas 

Una de las propiedades atribuidas a los microorganismos probióticos es la 

modulación del sistema inmune del hospedador. Se ha descrito que las BAL 

contribuyen a la respuesta inmune de la mucosa intestinal, sin efectos 

perjudiciales. Es más, se atribuye a esta modulación microbiana el 60% de la 

producción diaria de inmunoglobulinas en el individuo (Perdigon et al., 2001). 

Además, que las cepas de BAL empleadas como probióticas sean seguras para el 

consumo humano ha provocado también el interés por su aplicación como 

adyuvantes o vectores vivos en la elaboración de vacunas orales (Mercenier et 

al., 2000; Boersma et al., 2000). 

Por todo ello, en este apartado, hemos estudiado la capacidad de las seis 

BAL seleccionadas para estimular la secreción de las citoquinas, en concreto IL-

6 y IL-8 utilizando como modelo la línea celular Caco-2. Para llevar a cabo este 

estudio se valoró la liberación de citoquinas tras la adición de las bacterias tanto 

activas como inactivadas por calor (véase Materiales y Métodos).  

 
Cepas de BAL 

Genes 
prtP cluA wzb epsB epsC luxS lsp  

Lc. lactis         

660 + - - + - + -  
ATCC 1454 
 

+ - - + - + -  

Lb. rhamnosus  
ATCC 5303 
 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 

Lb. paracasei         
ATCC 27092 + - + + + + -  
34 
 

+ - + + + + -  

Lb. casei 
ATCC 393 
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Los resultados obtenidos y reflejados en las Figuras 19 y 20 nos muestran 

que de modo general las seis cepas de BAL inducen la producción de IL-6 e IL-

8. Además la producción de IL-8 inducida por estas bacterias, cuando están 

vivas, es mayor que la producción de IL-6. 

Los valores de producción de IL-6, cuando las bacterias están activas, se 

encuentran en un rango de entre 10 y 26 pg/ml, siendo Lb. rhamnosus (ATCC 

5303) la cepa de mayor capacidad de inducción y Lc. lactis (ATCC 11454) la de 

menor. Además se observa que la viabilidad de las bacterias en cuanto al efecto 

sobre la liberación de citoquinas es dependiente de la cepa. Ya que, mientras que 

con la mayoría de las cepas disminuye la producción cuando se inactivan por 

calor (entre un 20 y 34% para las dos cepas de Lb .paracasei y Lb. casei y un 

87% para Lc. lactis ATCC 11454), con Lb. rhamnosus se detectó un ligero 

aumento y con la cepa 660 de Lc. lactis no se observaron diferencias (Figura 19).  

En cuanto a la IL-8 (Figura 20), los niveles de producción obtenidos, 

cuando las bacterias están activas, estuvieron comprendidos entre 87,19 pg/ml 

(cepa Lb. paracasei 34) y 134,32 pg/ml para Lb. rhamnosus (ATCC 5303), que 

al igual que ocurrió con la valoración de IL-6, fue la cepa con mayor capacidad 

de inducción. Además a diferencia de la IL-6, en este caso todas las cepas 

inactivadas por calor indujeron una menor producción de la IL-8 (disminución 

comprendida entre un 40 y 60%) con valores de concentración finales muy 

próximos a los obtenidos en el control (células Caco-2 sin presencia de 

bacterias). Estos resultados sugieren que, exceptuando a la cepa Lc. lactis ATCC 

11454, los antígenos de superficie de las cepas de BAL implicados en la 

estimulación de las células CaCo-2 para la liberación de IL-6 y IL-8 podrían ser 

diferentes. Así, los antígenos implicados en la estimulación y liberación de IL-8 

parecen ser más termolábiles que los ántigenos implicados en la estimulación de 

IL-6; puesto que, la inactivación de las bacterias por calor no afectó o provocó 

una disminución de no más del 34% en la liberación de IL-6 (exceptuando Lc. 

lactis ATCC 11454). Mientras que, con esta misma inactivación la producción de 

IL-8 bajó a niveles similares a los obtenidos en ausencia de bacterias. 
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La IL-6 es una citoquina multifuncional implicada en diversos procesos 

biológicos y aunque se la ha considerado tradicionalmente como una citoquina 

producida por células proinflamatorias, actualmente se ha descrito que posee 

varias funciones antiflamatorias. La liberación de esta citoquina estimula la 

respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos B actuando como factor de 

crecimiento de células B activadas dando lugar a su diferenciación en células 

plasmáticas productoras de IgA. En este sentido, se ha observado que la 

producción de IL-6 en presencia de bacterias probióticas es menor que en 

presencia de bacterias patógenas, por lo que se deduce que los niveles de IL-6 

alcanzados son suficientes para producir la diferenciación de los linfocitos B sin 

alcanzar los niveles necesarios para la inflamación (Vinderola et al., 2005). En 

estudios con ratones a los que se les administró oralmente una cepa probiótica de 

Lb. casei se observó que las principales células inmunes activadas fueron las 

implicadas en la respuesta inmune innata. Se observó también un aumento en las 

células productoras de IL-6 y IG-A pero no se detectaron anticuerpos específicos 

contra el microorganismo probiótico por lo que se ha sugerido que el empleo de 

este tipo de bacterias probióticas ayuda a mejorar el sistema inmune de mucosas 

(Maldonado-Galdeano y Perdigón, 2006). 

En el caso de IL-8, (citoquina pro-inflamatoria) una vez es secretada por 

las células intestinales recluye y activa neutrofilos y monocitos en la lamina 

propia. La liberación en altas concentraciones de esta citoquina podría, por tanto, 

ser perjudicial en personas que poseen alguna enfermedad inflamatoria intestinal. 

Sin embargo en personas sanas, la liberación de esta citoquina podría ayudar a 

mantener el sistema inmune alerta y en condiciones para reaccionar más 

rápidamente con una respuesta inflamatoria ante la presencia de 

microorganismos patógenos (Vizoso-Pinto et al., 2007). 

Atendiendo a estos resultados, el consumo regular de alguna de las seis 

cepas de BAL, estudiadas en el presente trabajo, podrían ser útiles en la 

estimulación del sistema inmune en individuos sanos. No obstante, otros estudios 

in vivo son necesarios para establecer la utilidad real de estas bacterias en la 

estimulación del sistema inmune.  
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Figura 19: Valores de producción IL-6 por las celulás Caco-2 en medio EMEM, 
estimuladas durante 24 horas a 37ºC con las cepas de BAL (activas e inactivadas por 
calor a 65ºC). La cuantificación se llevo a cabo mediante el kit ELISA de “Ray 
Biotech”. Los resultados obtenidos corresponden a la media de tres experimentos 
independientes. 
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Figura 20: Valores de producción IL-8 por las celulás Caco-2 en medio EMEM, 
estimuladas durante 24 horas a 37ºC con las cepas de BAL (activas e inactivadas por 
calor a 65ºC). La cuantificación se llevo a cabo mediante el kit ELISA de “Ray 
Biotech”. Los resultados obtenidos corresponden a la media de tres experimentos 
independientes. 
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10. Prebióticos y crecimiento bacteriano 

Los alimentos pueden contener componentes que no son digeridos por el 

intestino y que, sin embargo, pueden ser útiles para su salud. En este grupo se 

incluyen los denominados compuestos prebióticos, generalmente hidratos de 

carbono complejos que atraviesan el tracto gastrointestinal sin ser atacados por 

las enzimas digestivas y que en el colon son utilizados como substratos por las 

bacterias que forman parte de la microbiota intestinal. Como ya se mencionó en 

la Introducción, la utilización de estos compuestos por las bacterias colónicas, 

principalmente por el grupo de cepas de BAL, puede dar lugar a múltiples 

efectos metabólicos que contribuyen a la mejora de la salud del hospedador 

(Simmering y Blaut, 2001). 

Dentro del proceso de caracterización probiótica de nuestras seis cepas de 

BAL, se estudió la capacidad de utilizar diferentes compuestos con potencial 

prebiótico como fuente de carbono: oligofructosa, lactulosa, inulina, rafinosa y 

arabinogalactanos (véase Materiales y Métodos).  

Para ello se inocularon las cepas de BAL en medio MRS sin fuente de 

carbono [MRS(-C)] suplementado en cada caso con cada uno de los prebióticos 

seleccionados al 1,5% e incubados a 30ºC (véase Materiales y Métodos).  

Como podemos observar en la Figura 21, las seis cepas de BAL fueron 

capaces de crecer en el medio MRS (-C) alcanzando unos valores de absorbancia, 

a 620 nm, comprendidos entre 0,6 y 1, excepto en la cepa Lb. paracasei (34) que 

su crecimiento llegó a alcanzar valores de absorbancia de hasta 1,4. 

A suplementar el MRS (-C) con glucosa al 1,5% como control positivo de 

crecimiento, se observó que todas las cepas crecieron por encima del crecimiento 

basal mostrado en el medio MRS (-C) alcanzando unos valores de absorbancia, a 

620nm, entre 5 y 7 para las cepas del género Lactobacillus y de 2,4 para las 

cepas del género Lactococcus (Figura 21).  

La sustitución de glucosa por los diferentes compuestos con potencial 

prebiótico reveló que las seis cepas de BAL estudiadas fueron capaces de crecer 

con oligofructosa como fuente de carbono principal. Las dos cepas pertenecientes 
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a la especie Lc. lactis y la cepa 34 de Lb. paracasei mostraron un crecimiento 

muy similar al obtenido cuando utilizaron glucosa como fuente de carbono. En 

ambos casos alcanzaron una densidad óptica idéntica o muy similar. Las tres 

cepas restantes; Lb. paracasei (ATCC 27092), Lb. rhamnosus y Lb. casei; 

también crecieron en oligofructosa aunque la densidad óptica alcanzada fue un 

poco inferior (dos unidades de absorbancia menor) a la obtenida con glucosa. 

Excepto las cepas Lb. paracasei (ATCC 27092) y Lb. rhamnosus, las 

cuatro cepas restantes también utilizaron la lactulosa como fuente de carbono. En 

este caso todas las cepas que crecieron con este compuesto, alcanzaron valores de 

densidad óptica muy similares a los obtenidos con glucosa, siendo sólo un poco 

inferiores los alcanzados por Lb. casei.  

Además una cepa (Lb. paracasei 34) también fue capaz de crecer en los 

dos tipos de inulina y cabe destacar que en los dos casos su crecimiento fue algo 

mayor que el obtenido cuando creció con glucosa.  

La obtención de resultados diferentes con las dos cepas de Lb. paracasei 

estudiadas sugiere que la capacidad de utilizar diferentes compuestos como 

fuente de carbono no es una característica específica de especie sino de la cepa. 

Con respecto a los otros dos compuestos prebióticos estudiados 

(arabinogalactanos y rafinosa) el crecimiento de las cepas fue en todos los casos 

muy similar al obtenido cuando se crecieron en MRS (-C) por lo que podemos 

pensar que ninguna de estas cepas fue capaz de utilizar estos compuestos como 

fuente de carbono. 

Cabe reseñar, que los tres compuestos con potencial prebiótico utilizados 

por todas o algunas de nuestras cepas de BAL (oligofrutosa, lactulosa e inulina) 

han revelado en múltiples trabajos in vivo los múltiples beneficios para la salud 

del consumidor a través de su efecto en las cepas de BAL.  

De este modo, estos tres tipos de compuestos junto a los 

galactooligosacaridos (GOS), han mostrado, tras su consumo regular, ser 

efectivos en la prevención de enfermedades tales como la osteoporosis y la 

anemia (Teitelbaum y Walker, 2000; Kaur y Gupta, 2002; Roberfroid y 

Delzenne, 1998; Gibson et al., 1995; Hirayama, 2004; Scholz-Ahrens et al., 

2001). 
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Figura 21: Curvas de crecimiento de A) Lc. lactis ATCC 11454, B) Lc. Lactis 660; C) Lb. 
paracasei ATCC 27092; D) Lb. paracasei 34; E) Lb. rhamnosus ATCC 5303 y F) Lb. casei 
(ATCC 393) incubadas a 30ºC en medio MRS-C (■) o suplementado al 1,5% con glucosa 
(■), oligofructosa P95 (■), Lactulosa (■), Inulina –extraida de achicoria-(■), inulina – 
extraida de dalia- (■), Rafinosa (■) y Arabinogalactanos (■).  
Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos independientes. 
Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 10%. 
. 
 



Resultados y Discusión 

 

154 

 

11. Producción de ácidos grasos de cadena corta 

Muchos de los efectos beneficiosos que provocan en el huésped las 

bacterias ácido-lácticas del tracto intestinal son como consecuencia de la 

producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC pueden actuar 

directa o indirectamente sobre las células intestinales participando en el control 

de varios procesos como la inflamación, carcinógenesis colorectal, absorción de 

minerales, etc. (Rossi et al., 2005; Probert et al., 2004). 

Por esta razón, se cuantificaron mediante cromatografía de gases, en los 

sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos a partir de los medios de cultivo 

suplementados o no con prebióticos, seis tipos de AGCC: ácido acético, 

propiónico, isobutírico, butírico, valérico, hexanóico y heptanóico.  

El análisis se llevo a cabo en aquellos medios de cultivo suplementados 

con compuestos prebióticos que las cepas de BAL fueron capaces de utilizar 

como fuente de carbono y en el medio suplementado con glucosa con el fin de 

tomarlo como referencia.  

Como se muestra en la Tabla 23, las seis cepas de BAL estudiadas 

produjeron ácido acético como AGCC principal durante su crecimiento y sólo en 

algunos casos se observó un ligero aumento en la concentración de ácido acético 

dependiendo del compuesto prebiótico empleado. Las cepas Lc. lactis (ATCC 

11454) y Lb. casei mostraron un aumento en la concentración de ácido acético de 

entre 1 y 1,5 g/l cuando crecieron en lactulosa, con respecto al producido en 

presencia de glucosa, mientras que las cepas Lb. paracasei (ATCC 27092 y 34), 

Lb. rhamnosus y Lb. casei mostraron un aumento en la concentración de ácido 

acético entre 1 y 1,8 g/l, en presencia de oligofructosa.  

El siguiente AGCC que más se generó durante el crecimiento de algunas 

de las BAL y principalmente con los distintos agentes prebióticos, fue el ácido 

valérico. Aunque las cantidades producidas fueron mucho más pequeñas que las 

obtenidas de ácido acético, cabe destacar la cepa Lb. paracasei (ATCC 27092) 

que produjo en torno a 20 veces más ácido valérico cuando creció en presencia 

de oligofructosa que en presencia de glucosa. Lc. lactis (ATCC 27092) también 

triplicó la producción de ácido valérico en presencia de oligofructosa y la cepa 34 
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de Lb. paracasei aumentó la concentración de este AGCC hasta cinco veces 

cuando creció con lactulosa. 

En la producción de ácido isovalérico, aunque las concentraciones finales 

fueron pequeñas, inferiores en todos los casos a 32 mg/l, también se observaron 

incrementos en función del prebiótico utilizado. Todas las cepas de BAL, con 

excepción de Lb. rhamnosus, incrementaron la producción de este AGCC cuando 

crecieron con lactulosa. Además la cepa Lc. lactis ATCC 11454 también 

incrementó su produción cuando creció en oligofructosa.  

En cuanto al resto de AGCC, los valores de producción, si es que se 

generaron, del ácido hexanóico, heptanóico, propiónico y butírico fueron en su 

mayoría inferiores a 5mg/l. No obstante, se observó un aumento en la producción 

de ácido propiónico cuando la cepa Lc. lactis (660) creció en lactulosa y un 

ligero aumento de ácido isobutírico y butírico cuando la cepa Lc. lactis (ATCC 

11454) creció en oligofructosa. 

Puesto que lo que se quería comprobar era la influencia del compuesto 

prebiótico sobre la capacidad de producción de AGCC, los valores obtenidos, 

excepto los del ácido acético, no han sido altos, quizás, debido al medio de 

crecimiento donde se ha realizado el análisis. No obstante, estos resultados 

demuestran que estas bacterias son capaces de producir AGCC como ácido 

acético, valérico e isovalérico y es muy probable, que la presencia de estas 

bacterias en un entorno más rico como el intestinal o la matriz alimentaria 

produzcan una mayor liberación de AGCC.  

La producción de ácido acético u otros AGCC puede contribuir de un 

modo beneficioso al huésped. Como consecuencia de esta producción se produce 

una disminución del pH en el lumen intestinal que puede, por una parte, tener un 

efecto antimicrobiano por la creación de un ambiente donde las bacterias 

potencialmente patógenas no pueden crecer ni desarrollarse (Fooks et al., 1999), 

y por otra, dicha disminución en el pH del lumen provoca una mayor solubilidad 

del calcio, favoreciendo su absorción en el intestino (Van den Heuvel et al., 

1999). También se ha estudiado la posible participación de los AGCC en el 

control de varios procesos como la proliferación mucosal e inflamación del 

intestino, así como la eliminación de compuestos nitrogenados (Martí del Moral 

et al., 2003). 
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Tabla 23: Producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) por las cepas de BAL crecidas en MRS suplementado con glucosa o un 
compuesto con potencial prebiótico al 1,5%*. Los valores obtenidos por análisis del medio fermentado mediante cromatografía de gases son 
expresados en mg/ml.  

   Ácidos grasos de cadena corta 

Cepas  Fuente de 
carbono 

Acético Propiónico Isobutírico Butírico Isovalérico Valérico Hexanoico Heptanoico 

Lc. lactis 
ATCC 11454 

 
 

Glucosa 2958 <5 <5   5 <5  39 <5 <5 
Oligofructosa 2926 <5 11 15 18 133 <5 <5 
Lactulosa 
 

4100 <5 <5 <5 14  68 <5 <5 

Lc. lactis 
660 

 
 

Glucosa 3717 <5 <5   5 <5 44 <5 <5 
Oligofructosa 3655 <5 <5   8 <5 23 <5 <5 
Lactulosa 
 

3425 27 <5   7 32 49 <5 <5 

Lb. paracasei 
ATCC 27092 

 
 

Glucosa 3218 <5 <5   5 <5  30 <5 <5 
Oligofructosa 
 

5561 <5 <5   6 <5 693 <5 <5 

Lb. paracasei 
34 

 
 

Glucosa 800   5 <5   5 <5   9 <5 <5 
Oligofructosa 1179 <5 <5   5   5 16 <5 <5 
Lactulosa 1162 <5 <5   5 10 49 <5 <5 
Inulina 1376 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 
Inulina hp 
 

1000   5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 

Lb. rhamnosus 
ATCC 5303 

 Glucosa 
Oligofructosa 

3886 
4511 

  7 
  5 

  6 
<5 

10 
  6 

  8 
<5 

  6 
<5 

<5 
<5 

<5 
<5 

 

Lb. casei 
ATCC 393 

 
 

Glucosa 3559 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 
Oligofructosa 4204 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 
Lactulosa 5000   6   5   8 21 <5 <5 <5 

* El análisis sólo se llevo a cabo con los compuestos prebióticos que las cepas de  BAL fueron capaces de emplear como fuente de carbono y con 
glucosa como control. 
Los resultados presentados corresponden a la media de dos experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 
15%.  
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12. Capacidad de crecimiento, producción de ácido láctico y viabilidad 

en leche 

Aunque son numerosos los ensayos in vitro dirigidos a adquirir un 

conocimiento más profundo sobre las cepas bacterianas con potencial probiótico, 

no son tantos los estudios encaminados a intuir su potencial tecnológico para su 

posterior incorporación en productos lácteos. De este modo, con los resultados 

expuestos en este apartado, además de otros presentes a lo largo del trabajo 

(véase apartado 5) se ha intentado hacer una primera aproximación del 

comportamiento de estas bacterias en leche (oveja y vaca); ya que este alimento y 

sus derivados son frecuentemente suplementados con este tipo de bacterias para 

incrementar su valor añadido.  

Como se puede observar en la Figura 22, las seis cepas de BAL fueron 

capaces de crecer en ambos tipos de leche (vaca y oveja) a lo largo del tiempo. 

Al igual que en el apartado 1.2 donde se estudió la cinética de crecimiento de las 

cepas de BAL en medio TSB-YE, en este apartado también se han calculado los 

parámetros de crecimiento: velocidad específica de crecimiento “µ” y 

concentración máxima de microorganismos “Xmax” (Tabla 24) (véase Materiales 

y Métodos).  

Las dos cepas de Lc. lactis (ATCC 11454 y 660) fueron las cepas que 

mayor rapidez de crecimiento mostraron en ambos tipos de leche al igual que se 

observó en medio TSB-YE (véase apartado 1.2). Los valores de µ fueron en 

torno a 0,50 para la cepa Lc. lactis (ATCC 11454) y de 0,33-0,39 para la cepa 

660 de Lc. lactis (Tabla 24). Los valores de Xmax fueron, para ambas cepas, 

mayores en leche de vaca que los obtenidos en leche de oveja, a pesar de que la 

cepa Lc. lactis (660) sea de origen ovino. 

En cuanto a la cepa Lb. rhamnosus, a pesar de que su Xmax fue similar en 

ambos tipos de leche, su velocidad específica de crecimiento fue el doble en 

leche de vaca que en leche de oveja. Hay que destacar que esta cepa es de origen 

humano y sin embargo su valor de µ en leche de vaca es similar a los obtenidos 

por la cepa Lc. lactis (660) de origen lácteo. 
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Por último, las tres cepas restantes: Lb. paracasei (ATCC 27092 y 34) y 

Lb. casei (ATCC 393), mostraron un crecimiento más lento en ambos tipos de 

leche en comparación con las cepas de Lc. lactis o Lb. rhamnosus en leche de 

oveja. Los valores de µ obtenidos estuvieron comprendidos en torno a 0,16-0,17 

h-1 y los valores de Xmax próximos a 8,1. 
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Figura 22: Curvas de crecimiento en leche de vaca (●) y oveja (●) a 30ºC 
representadas como el logaritmo de las células viables por mililitro a lo largo del 
tiempo (log ufc/ml) de: A) Lc. lactis ATCC 11454; B) Lc. lactis 660; C) Lb. 
paracasei ATCC 27092; D) Lb. paracasei 34; E) Lb. rhamnosus ATCC 5303 y 
F) Lb. casei ATCC 393. 
Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos 
independientes. Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 10%. 
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Los valores de pH obtenidos durante la fase estacionaria, estuvieron 

comprendidos en todos los casos entre 4,3 y 4,4 con la excepción de la cepa Lb. 

paracasei 34 cuyos valores de pH fueron de 5,0 en los dos tipos de leche. 

Además, en todos los casos, excepto con la cepa 34 de Lb. paracasei se observó 

coagulación de la leche al finalizar el ensayo.  

Tabla 24: Parámetros cinéticos de crecimiento µ y Xmax de las seis cepas crecidas en 
leche de oveja  y vaca a 30ºC. 

 

 

 

 

 

 
 
Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos. Los valores 
de desviación estándar fueron inferiores al 5%. 

En cuanto a la producción de ácido láctico (Tabla 25), cabe que destacar 

que al igual que ocurría en el medio TSB-YE cuando se crecieron estas seis 

cepas de BAL, (véase apartado 6.5) todas ellas produjeron ácido L-láctico como 

isómero mayoritario. No obstante, los valores de producción de ácido L-láctico 

fueron bastante mayores cuando las cepas crecieron en leche que cuando 

crecieron en TSB-YE. En este sentido la cepa Lb. casei produjo veinte veces más 

de ácido L-láctico en leche, mientras que el resto de las cepas produjeron entre 

tres y siete veces más que en TSB-YE, exceptuando a la cepa Lb. paracasei 34 

que mantuvo los mismos niveles de producción en ambos casos. Esta última 

cepa, además fue la que menores niveles de ácido láctico generó en ambos tipos 

de leche, hecho que se podría relacionar con los valores de pH más altos que los 

obtenidos por el resto de las cepas estudiadas al alcanzar la fase estacionaria 

durante su crecimiento en leche. 

No obstante la mayor producción de ácido láctico en leche que en medio 

TSB-YE por las cepas de BAL puede parecer un resultado sorprendente en 

aquellas cepas cuyo crecimiento fue más rápido en TSB-YE y que sin embargo 

produjeron una menor cantidad de este producto que en leche. Se ha descrito que 

 
Cepas de BAL 

µmax Xmax 

Leche 
de oveja 

Leche de 
vaca 

Leche de 
oveja 

Leche de 
vaca 

Lc. lactis     

ATCC 1154 0,49 0,51 8,10 9,50 
660 0,33 0,39 7,94 9,40 

Lb. paracasei     

ATCC 27092 0,16 0,17 7,71 8,38 
34 0,17 0,17 7,92 8,11 

Lb. rhamnosus ATCC 53103 0,16 0,30 8,10 8,13 

Lb. casei ATCC 393 0,16 0,17 8,14 8,01 
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en condiciones de limitación de hexosas, la síntesis de ácido acético puede llegar 

a ser dominante, de forma que un microorganismo homofermentativo puede 

mostrarse como heterofermentativo (Thomas et al., 1979 y de Vries et al., 1970). 

Por lo tanto, una posible explicación a nuestro resultado, es que al ser estas cepas 

homofermentativas facultativas, en la leche pueden estar llevando a cabo una 

homofermentación extricta generando ácido láctico como producto final a partir 

de la lactosa por la vía Embden-Meyerhof. Mientras que en TSB-YE debido a su 

composición diferente con respecto a la leche (menos rico en hexosas), se puede 

estar llevando a cabo la ruta de las pentosas fosfato produciendo menos láctico 

que en el caso anterior y generando también otros productos como ácido acético, 

etanol y CO2.  

Por otra parte, aunque la producción de ácido láctico por estas seis cepas 

fue similar en ambos tipos de leche, hay que señalar que hubo dos cepas (Lc. 

lactis ATCC 11454 y Lb. paracasei ATCC 27092) que produjeron una mayor 

concentración de ácido L-láctico en leche de oveja que en leche de vaca. 

Mientras que por el contrario la cepa Lc. lactis 660 produjo algo más de ácido L-

láctico en leche de vaca.Tampoco se observaron diferencias entre cepas de origen 

humano y lácteo en cuanto a una mayor producción de ácido láctico por éstas 

últimas. 

Tabla 25: Producción de ácido láctico en leche por parte de las seis cepas de BAL; 
valorado mediante un kit enzimático al inicio de la fase estacionaria (véase Materiales y 
Métodos). Los valores son expresados en g/L 

 
 
Cepas 

Producción total 
de ácido láctico 

Producción de 
ácido D-láctico 

Producción de 
ácido L-láctico 

Leche 
de oveja 

Leche 
de vaca 

Leche 
de oveja 

Leche 
de vaca 

Leche 
de oveja 

Leche 
de vaca 

Lc. lactis     

ATCC 11454 7,04 4,18 0,71 0,205 6,33 3,97 
660 9,92 12,3 0,70 0,250 9,22 12,05 

Lb. paracasei    
ATCC 27092 11,53 4,478 0,91 0,128 10,62 4,35 
34 3,44 3,01 0,56 0,00 2,88 3,01 

Lb. rhamnosus 
ATCC 11454 

 
9,45 

 
8,99 

 
0,52 

 
0,29 

 
8,93 

 
8,70 

Lb. casei  
ATCC 393 

 
11,29 

 
11,71 

 
0,79 

 
0,256 

 
10,50 

 
11,45 

Los resultados obtenidos corresponden a la media de tres experimentos independientes. 
Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 15%
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En cuanto a la viabilidad de las bacterias probióticas en el producto final, 

es generalmente aceptado, que para conseguir una óptima funcionalidad es 

necesario una buena viabilidad (Saarela et al., 2000), a pesar de, que varios 

estudios hayan mostrado que bacterias no viables también podrían ejercer algún 

efecto beneficioso en el consumidor (Ouwehand y Salminen, 1998). 

Dado que la mayoría de productos lácteos se encuentran en refrigeración 

durante su almacenamiento se estudió la viabilidad de las cepas de BAL durante 

50 días, incubadas a 4ºC en leche de oveja y vaca, así como en TSB-YE (Tabla 

26).  

Las seis cepas de BAL estudiadas mantuvieron una excelente viabilidad a 

lo largo de los 50 días de incubación a 4ºC tanto en el medio complejo TSB-YE 

como en ambos tipos de leche. En ningún caso se observó una disminución en la 

viabilidad de más de medio orden de magnitud al finalizar el ensayo. Cabe 

reseñar que la vida comercial de un producto refrigerado que contenga 

microorganismos probióticos es de tres a seis semanas (Kopp-Hoolihan, 2001), 

mientras que las cepas de BAL estudiadas en este apartado mantuvieron una alta 

viabilidad a lo largo de 7 semanas en leche refrigerada. Además, no fue necesario 

emplear ningún tipo de técnica como puede ser la microencapsulación para 

mejorar su viabilidad. Asimismo, tampoco se observaron diferencias en su 

viabilidad entre las cepas de origen humano y lácteo.  
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Tabla 26: Viabilidad de las cepas de BAL durante 50 días a 4ºC en medio TSB-YE y en leche de oveja y de vaca. Los valores están expresados 
en log ufc/ml. 

Los resultados presentados corresponden a la media de tres experimentos independientes. Los valores de desviación estándar fueron inferiores al 
5%. 

 

 Tiempo  0 4 días 11 días 20 días 35 días 50 días 
Cepas Leche 

vaca 
Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Leche 
vaca 

Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Leche 
Vaca 

Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Leche 
vaca 

Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Leche 
vaca 

Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Leche 
vaca 

Leche 
oveja 

TSB-
YE 

Lc. lactis                   

ATCC 11454 8,72 8,68 8,54 8,73 8,54 8,48 8,65 8,53 8,47 8,60 8,53 8,47 8,63 8,50 8,49 8,60 8,51 8,47 
660 
 

8,45 8,38 8,26 8,38 8,35 8,22 8,33 8,33 8,12 8,33 8,36 8,07 8,30 8,27 8,11 8,28 8,30 8,12 

Lb. paracasei                   
ATCC 27092 8,85 9,12 8,67 8,78 8,59 8,66 8,70 8,53 8,64 8,62 8,50 8,64 8,61 8,51 8,67 8,62 8,52 8,62 
34 
 

8,68 8,33 8,45 8,70 8,42 8,38 8,65 8,39 8,40 8,63 8,41 8,42 8,59 8,37 8,39 8,59 8,38 8,37 

Lb. rhamnosus 
ATCC 5303 

 
8,35 

 
8,26 

 
8,31 

 
8,35 

 
8,12 

 
8,32 

 
8,33 

 
8,07 

 
8,26 

 
8,33 

 
8,10 

 
8,29 

 
8,32 

 
8,15 

 
8,31 

 
8,31 

 
7,78 

 
8,30 

Lb. casei 
ATCC 393 

 
8,05 

 
8,27 

 
7,83 

 
8,00 

 
8,26 

 
7,70 

 
8,01 

 
8,26 

 
7,72 

 
8,00 

 
7,98 

 
7,64 

 
7,98 

 
7,98 

 
7,56 

 
7,90 

 
7,90 

 
7,40 



Resultados y Discusión 

 

163 

 

En este trabajo, se ha pretendido seleccionar aquellas cepas de BAL que 

no sólo posean potencialidad probiótica sino también una buena capacidad 

tecnológica. En este sentido, a pesar de que las cepas de BAL empleadas como 

probióticas suelen tener un mejor crecimiento en medios complejos como el 

TSB, las seis cepas de BAL también crecieron en leche de vaca y oveja 

independientemente del origen humano o lácteo de la cepa bacteriana. 

Además, en general, las seis cepas de BAL mostraron también una 

aceptable capacidad acidificante en leche a 30ºC (véase apartado 5.2), 

consecuencia principal de la producción de ácido L- láctico, metabolito que 

también contribuye al aroma y textura de los alimentos. Además, como ya se 

mencionó en el Apartado 5.1 todas las cepas de Lactobacillus también 

presentaron en TSB-YE actividades aminopeptidásicas que contribuyen al 

desarrollo del aroma en los productos lácteos. Por último, las seis cepas de BAL 

mostraron una excelente viabilidad durante 50 días a 4ºC lo que nos permitiría 

mantenerlas viables en el producto final durante periodos largos de 

almacenamiento en refrigeración. La utilización de bacterias, que además de 

probióticas, pudieran ser empleadas como starter o que al menos fueran capaces 

de llevar a cabo una fermentación inicial para completarla finalmente con otros 

microorganismos, provocaría una optimización del proceso de fermentación a la 

vez que se mejora la calidad final del producto. No obstante, sería necesario 

completar este tipo de estudios en el producto final para conocer el 

comportamiento real de las cepas bacterianas cuando interaccionan con la matriz 

alimentaria. Atendiendo a todos los resultados obtenidos a lo largo del trabajo, 

como resultado final disponemos de seis cepas de BAL (incluida la cepa control 

Lb. rhamnosus) que han presentado los criterios “in vitro” más reconocidos de 

los microorganismos probióticos, así como, algunos requisitos tecnológicos 

determinantes a la hora de su posible aplicación industrial. Pensamos que, de 

forma global, a pesar de preliminares los resultados y conocimientos que se 

derivan de este estudio pueden ser interesantes a la hora de predecir la 

funcionalidad de estas cepas in vivo antes de emprender los ensayos clínicos 

pertinentes, necesarios, para confirmar finalmente una cepa bacteriana como 

probiótica. 
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1. Las bacterias ácido-lácticas, aisladas de productos lácteos en el Departamento 

de Higiene y Tecnología de los Alimentos fueron identificadas por ribotipado 

permitiendo establecer que se corresponden con las especies de: E. faecalis (cepas 

189, 297, 888, 1076 y 1354), Ln. mesenteroides (cepa875), Lb. paracasei (cepa 34) y 

Lc. lactis (cepa 660). En base a la cinética de crecimiento mostrada, se han 

agrupado en tres grupos: bacterias de crecimiento rápido (las dos cepas de Lc. 

Lactis: 660 y ATCC 11454), bacterias de crecimiento intermedio (las cepas de la 

especie de  E. faecalis  y tres de las cepas del género Lactobacillus: ATCC 11454, 

ATCC 27092 y la 34) y bacterias de crecimiento lento (la cepa ATCC 393 de Lb. 

casei y la 875 de Ln. mesenteroides). Se ha comprobado que todas ellas tienen 

actividad antimicrobiana frente al menos un microorganismo patógeno y se ha 

establecido que todas las cepas con la excepción de Lb. paracasei (ATCC 27092), 

son capaces de producir peróxido de hidrógeno. Además, la cepa Lc. lactis (ATCC 

11454) secreta al medio de algún tipo de compuesto activo en sobrenadantes, aun 

después de ser neutralizados y tratados con catalasa, con actividad antimicrobiana.  

2. Todas las cepas de bacterias ácido-lácticas estudiadas en este trabajo han 

mostrado una excelente viabilidad resistiendo la presencia de pepsina a pH 3 y de 

pancreatina a pH 8 durante 3 horas, así como a la presencia de sales biliares a una 

concentración de 0,4% durante 4 horas. �o se han observado diferencias en la 

viabilidad, en estas condiciones entre las cepas de origen humano y las de origen 

lácteo. �o obstante, las cinco cepas pertenecientes a la especie E. faecalis han sido 

descartadas en el presente estudio por presentar actividades enzimáticas 

consideradas nocivas para la salud del individuo (actividad hemolítica: cepas 189, 

888 y 1076) y actividad gelatinásica: cepas 297 y 1354) además de poseer 

resistencias frente al menos uno de los antibióticos estudiados. Asimismo, se ha 

descartado del estudio la cepa Ln. mesenteroides por su capacidad para producir 

acido D-láctico. 

3. Las cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus y Lactobacillus, con las que 

se ha completado el estudio, han mostrado capacidad de adhesión a la línea celular 

Caco-2. En este caso, la cepa 660 de Lc. lactis es la que mayor capacidad de 

adhesión ha mostrado, incluso por encima de la cepa control Lb. rhamnosus, de 

origen humano.  
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Todas estas cepas también han mostrado capacidad para formar biofilms aunque 

en diferente grado dependiendo de la cepa y de la composición del medio. Además, 

estas bacterias ácido lácticas han estimulado la producción de citoquinas (IL-6 y 

IL-8) en las células Caco-2, lo que sugiere la posible utilidad de estas cepas en la 

estimulación del sistema inmune en individuos sanos. 

4. Las cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus y Lactobacillus son capaces 

de utilizar compuestos con potencial prebiótico como la oligofructosa como fuente 

de carbono. También, cuatro de las seis cepas (con la excepción de Lb. paracasei 

ATCC 27092 y Lb. rhamnosus ATCC 53103) han sido capaces de utilizar la 

lactulosa. Además la cepa 34 de Lb. paracasei ha sido capaz de crecer en presencia 

de inulina como fuente de carbono. La utilización por parte de estas bacterias de 

compuestos prebióticos puede afectar a la producción de ácidos grasos de cadena 

corta.  

5. Las cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus y Lactobacillus han 

mostrado un potencial tecnológico adecuado para su uso como microorganismos 

starter ya que, han  presentado actividades aminopeptidásicas y una buena 

capacidad acidificante en leche de vaca y oveja a 30ºC. Las cepas de Lactobacillus 

también han mostrado una alta actividad β-galactosidásica. Además todas las 

cepas han presentado una excelente viabilidad en leche resistiendo hasta 50 días a 

4ºC.  

En resumen, disponemos de cinco cepas (Lc. lactis 660 y ATCC 11454; 

Lactobacillus paracasei 34 y ATCC 27092 y Lb. casei ATCC 393) con 

características probióticas demostradas in vitro con las que se pueden iniciar los 

ensayos clínicos encaminados a su posible utilización en la industria alimentaria.  
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A�EXO 1: Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

 

Gen Secuencia de nucleótidos (5’-3’) 

nis 
aD: AAGATTTTAACTTGGATTTGG 
bR: TTCTTACTAAAAACGGTTGAG 

lcnA D: CAATTAAATTTTAATATTGTTTCAG 
R: CTTAACTAATCCTCAATGGTGC 

lcnB D: CAATTAAATTTTAATATTGTTTCTG 
R: GAATGTTTTTCCCCATCCTTC 

prtP D: GGTCAACGCAAAACAACAATGG 
R: CGTCATTCCAGTCACCAAAAAAG 

cluA D: GGGGTCAATTGTGGAGGGATAAC 
R: CCTGGCATGATTCAAAAGACTTACC 

wzb D: CACATGAATGGACGGTATACGAATC 
R: CCACGCTTGCGAGTTAACCG 

epsB D:ATGGCGGATCAAGGAATTAAAAG 
R: GGTGGAATATCAATCAAAACAACATC 

epsC D: GGCCGGGTGATTCCAGAGTATAAC 
R: GGGTCGAACATCAACAAATTATCG 

luxS D: GATCACACTGCAGTTAAGGCGCC 
R: GGCAGCCAAACGGTGAACAATC 

lsp D:CCTGGTGGAAACATCTTACGTGC 
R: GCGCTACCATTTCCACTTCCC 

aD: Oligonucleótido Directo 
bR: Oligonucleótido Reverso 
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