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Viabilidad celular de las Bacterias Ácido-Lácticas (BAL) aisladas de café y leche 

materna, frente a condiciones digestivas gastrointestinales. 

Resumen 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo importante de bacterias Gram-positivas 

con la capacidad de fermentar azúcares y producir ácido láctico como el principal 

producto metabólico. Estas bacterias se encuentran en una amplia variedad de 

ambientes, incluyendo el tracto gastrointestinal humano y en algunos alimentos como el 

café y la leche materna, algunas de ellas probióticas. La viabilidad celular de estas 

bacterias puede verse afectada por las condiciones del ambiente gastrointestinal, lo que 

puede afectar su capacidad para colonizar y conferir beneficios a la salud del huésped. En 

este estudio, se investigó la viabilidad celular de las BAL (L, D, JC y EJF) aisladas de café 

y leche materna frente a las condiciones digestivas gastrointestinales y se evaluó la 

cinética de crecimiento, la actividad antimicrobiana y la sensibilidad a antibióticos de la 

cepa BAL EJF. En el análisis de viabilidad celular, las BAL fueron expuestas a las 

enzimas de amilasa salival, pepsina y pancreatina en diferentes tiempos. Se encontró que 

la enzima amilasa salival no muestra incidencia significativa en la tasa de supervivencia y 

viabilidad de las BAL manteniendo el orden de hasta 1010 Log UFC/ml. Las cepas BAL L y 

D aisladas de café en los tiempos 0, 5, 40 y 180 minutos de exposición a la enzima 

pepsina (pH 2) simulando la condición gástrica fue de hasta 108 Log UFC/ml, 

permaneciendo viables en este estado. En la exposición a la enzima pancreatina (pH 8) 

simulando la condición intestinal, las cepas BAL L, D y JC se mantuvieron viables en 

todos los tiempos de exposición (0, 240 y 360), manteniendo una cantidad mayor a 106 

Log UFC/ml.  

 

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, probióticos, viabilidad celular, condiciones 

gastrointestinales, pepsina, pancreatina, amilasa salival, bacterias ácido-lácticas. 
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Cell viability of Lactic Acid Bacteria (BAL) isolated from coffee and breast milk, 

against gastrointestinal digestive conditions. 

Abstract 

Lactic acid bacteria (LAB) are a major group of Gram-positive bacteria with the ability to 

ferment sugars and produce lactic acid as the main metabolic product. These bacteria are 

found in a wide variety of environments, including the human gastrointestinal tract and in 

some foods such as coffee and breast milk, some of them being probiotics. The cell 

viability of these bacteria can be affected by the conditions of the gastrointestinal 

environment, which may affect their ability to colonize and confer health benefits to the 

host. In this study, the cell viability of LAB (L, D, JC and EJF) isolated from coffee and 

breast milk was investigated against gastrointestinal digestive conditions and the growth 

kinetics, antimicrobial activity and antibiotic sensitivity of the LAB strain EJF were 

evaluated. In the cell viability analysis, LAB were exposed to salivary amylase, pepsin and 

pancreatin enzymes at different times. It was found that the salivary amylase enzyme did 

not show significant incidence in the survival rate and viability of the BAL maintaining the 

order of up to 1010 Log CFU/ml. The BAL L and D strains isolated from coffee at times 0, 5, 

40 and 180 minutes of exposure to the pepsin enzyme (pH 2) simulating the gastric 

condition was up to 108 Log CFU/ml, remaining viable in this state. In the exposure to the 

pancreatin enzyme (pH 8) simulating the intestinal condition, the BAL L, D and JC strains 

remained viable at all exposure times (0, 240 and 360), maintaining a quantity greater than 

106 Log CFU/ml.  

Keywords: Antimicrobial activity, probiotics, cell viability, gastrointestinal conditions, 

pepsin, pancreatin, salivary amylase, Lactic acid bacteria. 
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1. Introducción 

Las Bacterias Ácido Lácticas (BAL) pertenecen al grupo de bacterias Gram-positivas, 

caracterizadas por ser catalasa negativas, inmóviles y no formadoras de esporas, las 

cuales como principal producto metabólico sintetizan ácido láctico junto con dióxido de 

carbono y etanol/acetato (Punia Bangar et al., 2022). Han sido usadas ampliamente en la 

industria alimentaria por sus propiedades como cultivos iniciadores en la fabricación de 

alimentos fermentados como el yogurt, queso, mantequilla y carnes maduras 

principalmente, destacando que ciertas especies de estas bacterias han sido catalogadas 

como probióticas, ya que al ser microorganismos vivos que al administrarse a un huésped 

en cantidades adecuadas le confieren beneficios a la salud (Vera-Peña et al., 2019). 

También es importante mencionar que una de las características para considerarlas de 

uso potencial en probióticos es la actividad antimicrobiana y el no generar resistencia a 

antibióticos (Byakika et al., 2019; Cervantes-Elizarrarás et al., 2019).  

Estas características evaluadas en diferentes estudios como el de Ordoñez-Lozano & 

Amorocho-Cruz (2023), donde se evidencia sensibilidad de las BAL a los antibióticos y 

como estas cepas destacan por su actividad antimicrobiana inhibiendo E. coli ATCC 

25922. Por su parte Cortes-Gaona & Amorocho-Cruz (2018), evidenciaron el efecto 

inhibitorio de los antibióticos Penicilina G Benzatínica y Ceftriaxona en el crecimiento de 

las BAL evaluadas y estas BAL usadas en presencia de las células, sus componentes, 

exclusión competitiva de nutrientes o presencia de ácido láctico lograron inhibir el 

crecimiento del patógeno Shigella sonnei ATCC 25931. Jiménez-Espinosa & Amorocho-

Cruz (2020), concluyen que las cepas BAL inhiben el crecimiento del patógeno 

Staphylococcus aureus ATCC BAA-977. 

Lo mencionado con anterioridad son indicadores para verificar la viabilidad celular de las 

BAL con potencial probiótico para garantizar que sean efectivas en la prevención de 

enfermedades de transmisión alimentaria y mejorar la salud del consumidor (Abiola et al., 

2022). Además, estas bacterias se han relacionado con beneficios para la salud, como la 

mejora de la digestión, el aumento de la absorción de nutrientes y la reducción de la 

inflamación intestinal (Diez-Gutiérrez et al., 2020). Actualmente se ha demostrado la 

importancia de evaluar la supervivencia de las cepas de BAL aisladas de productos 

propios de la región huilense bajo condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. 
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En diversas investigaciones se han utilizado modelos de simulación gastrointestinal para 

evaluar la supervivencia de diferentes cepas de BAL y han encontrado resultados 

variables (Amorocho-Cruz, 2011; Zommiti et al., 2020; Sánchez Jiménez & Hidalgo 

Almeida, 2020; Gómez Rodríguez, 2022), lo que destaca la necesidad de continuar 

investigando la supervivencia y la adaptabilidad de estas bacterias en diferentes 

condiciones. Por ende, la investigación tiene como objetivo analizar la viabilidad celular de 

las cepas BAL D y L aisladas de café, JC y EJF aislada de leche materna, bajo 

condiciones gastrointestinales simuladas, ya que la exposición a enzimas como la pepsina 

y la pancreatina en diferentes tiempos de exposición se considera un factor importante 

para evaluar la supervivencia y la adaptabilidad de las cepas de BAL. 

2. Justificación  

Las bacterias acido lácticas (BAL) han surgido como un foco fundamental en la 

investigación y las aplicaciones en múltiples dominios científicos y relacionados con la 

salud (Medina et al., 2014). Sus diversos beneficios abarcan varios campos, lo que hace 

que la investigación de la viabilidad de las BAL y las potenciales aplicaciones estén 

altamente reconocidas, destacando su estudio como probióticos, con impactos positivos 

en la salud humana (Fajardo-Argoti et al., 2021). La exploración de la viabilidad y 

adaptabilidad de las BAL en condiciones gastrointestinales simuladas es esencial para 

corroborar su estado probiótico. 

Estos microorganismos exhiben propiedades que pueden influir positivamente en la salud 

intestinal y el bienestar general, por lo cual se eligen para este estudio debido a su 

capacidad demostrada a lo largo del tiempo para estimular una variedad de efectos 

metabólicos beneficiosos en el tracto gastrointestinal (Medina et al., 2014). Su presencia 

en el intestino se ha relacionado con la estimulación del sistema inmunitario, la supresión 

de patógenos, la reducción de la absorción de toxinas y un efecto hipocolesterolémico 

(Byakika et al., 2019). Además, se producen compuestos como ácido láctico, peróxido de 

hidrógeno, diacetilo, ácido fenilacético, agentes antifúngicos y bacteriocinas (Heredia-
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Castro et al., 2017). Estas propiedades los posicionan como posibles alternativas 

naturales a los conservantes químicos, protegiendo de manera efectiva los alimentos de 

microorganismos dañinos que pueden poner en peligro la salud humana.  

La importancia de la evaluación de viabilidad de BAL se extiende más allá de los 

probióticos, y abarca campos como la tecnología alimentaria, la biotecnología y la 

medicina principalmente. Algunos procesos de fermentación impulsados por las BAL 

contribuyen a la conservación de los alimentos, el desarrollo del sabor y la mejora de la 

textura (Benavides, 2019; Ferrari et al., 2020). Además, sus capacidades enzimáticas 

encuentran uso en la producción de compuestos bioactivos y metabolitos beneficiosos 

(López-Mendoza et al., 2023) que, al comprender su comportamiento en condiciones 

variables, incluidos los entornos ácidos, se puede aprovechar su potencial de manera 

efectiva y, para establecer su eficacia como probióticos, es necesario realizar pruebas 

exhaustivas en condiciones que simulen el tracto digestivo. 

Por ende, la investigación sobre la viabilidad de las BAL se alinea con sus contribuciones 

fundamentales a las aplicaciones científicas y de salud. El énfasis en los probióticos 

subraya su potencial para revolucionar la salud intestinal, mientras que sus aplicaciones 

más amplias en alimentos, biotecnología y medicina prometen innovaciones que podrían 

beneficiar a varios sectores. Por lo tanto, profundizar en la viabilidad de las BAL y 

comprender su comportamiento tiene implicaciones de gran alcance que justifican 

esfuerzos de investigación rigurosos. 

 

3. Antecedentes 

Debido a esta problemática, se busca desde diversos campos de investigación la manera 

de mitigar y reducir el impacto de las ETA (Enfermedades Trasmitidas por Alimentos), es 
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en este punto donde toman relevancia los probióticos por sus características y atributos 

reflejados en la mejoría de la salud del consumidor (Amorocho-Cruz, 2011). Según la 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación, la 

Organización Mundial de la Salud (FAO/WHO, 2001) y Marguet et al. (2017), los 

probióticos son microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades 

adecuadas como parte de los alimentos, modifican la comunidad microbiana relacionada y 

confieren un beneficio para la salud del huésped a través de una mejor respuesta del 

hospedador a las enfermedades. Estos microorganismos pueden incluir bacterias, 

levaduras y otros microorganismos que se hallan de manera natural en el tracto 

gastrointestinal y en algunos alimentos fermentados (NIH, 2022). Los beneficios incluyen, 

inhibición de patógenos en el tracto gastrointestinal, reducción del colesterol sérico, 

prevención de cáncer de colon, producción de antioxidantes, prevención de diarrea 

asociada a antibióticos, mejora la tolerancia a la lactosa, tratamiento de colitis ulcerosa, 

tratamiento de Helicobacter pyroli y prevención de infecciones urogenitales entre otros 

(Byakika et al., 2019; Kechagia et al., 2013; Kumar et al., 2010). 

El establecimiento de las directrices para la evaluación y declaración de probióticos para 

uso alimentario por parte del Grupo de Trabajo Conjunto FAO/OMS (2001), facilitan una 

metodología para evaluar las propiedades de los alimentos probióticos de forma 

sistemática que se resumen en tres componentes, determinar su supervivencia en el 

tracto gastrointestinal, seguridad para uso humano o animal, y establecimiento de la 

actividad/beneficio del probiótico.  

Es necesario, identificar las cepas por métodos fenotípicos y genotípicos, ya que esta 

caracterización de los productos probióticos a nivel de género, especie y cepa es 

fundamental para garantizar que se trata de un microorganismo inocuo y debe ser aún 

más estricto para las cepas especies como, por ejemplo, bacilos, enterococos y E. coli, 

con un historial conocido de patogenicidad (Amorocho-Cruz, 2011; Kechagia et al., 2013; 

Byakika et al., 2019). Posteriormente es necesario realizar estudios in vitro para 

seleccionar los probióticos. El primero es evaluar la actividad antimicrobiana, los 

microorganismos ejercen su efecto probiótico a través de la inhibición de patógenos 

utilizando ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, alcoholes y bacteriocinas, entre otros 

(Leal & Amorocho, 2017; Salazar et al., 2017). La acción antimicrobiana también puede 

ser por desplazamiento o competencia con el patógeno por nutrientes o sitios de unión en 

el epitelio e inhibición de la adherencia de los patógenos a la mucosa (Amorocho-Cruz, 

2011; Collado et al., 2007). Sin embargo, cabe recalcar que, en esta fase temprana de la 
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evaluación, la producción in vitro de compuestos antimicrobianos no garantiza 

necesariamente la aplicación in vivo, debido a que no es claro si el microorganismo en 

condiciones in vivo, teniendo en cuenta la competencia y demás factores que afectan la 

supervivencia del mismo, producirá bacteriocinas suficientes para generar una inhibición 

considerable del patógeno (Byakika et al., 2019). 

La saliva, una secreción originada en las glándulas salivales, siendo un componente 

crucial del proceso digestivo, donde se produce una tasa diaria que oscila entre 500 y 700 

ml compuesta por diferentes enzimas salivales y la mayor secreción se produce antes, 

durante y después de las comidas, alcanzando su punto máximo alrededor del mediodía y 

disminuye significativamente durante el sueño nocturno (Pérez & Montaño, 2016). El pH 

de la saliva se encuentra dentro del rango fisiológico de 6,5 a 7,4 (Pedersen et al., 2002). 

Cumple un papel fundamental en la digestión de carbohidratos, iniciando el proceso 

dentro de la cavidad oral y contribuyendo significativamente a la eficiencia digestiva 

general. La saliva siendo parte de la predigestión y de la formación del bolo alimenticio 

tiene influencia por las proteínas presentes en ella, a lo cual García et al. (2012), 

mencionan que se identificaron 309 proteínas en la saliva y más del 95% pertenece a las 

principales familias de proteínas: prolina, alfa-amilasa salival, mucinas, aglutininas, 

cistatinas, histatinas y estaterinas. 

Las enzimas son moléculas que interviene en las reacciones químicas que ocurren dentro 

de la célula y en la saliva existe una denominada alfa amilasa (α-amilasa), encargada de 

desdoblar o romper el almidón y a otros polisacáridos, hasta producir moléculas más 

pequeñas como la glucosa. Enzima que al estar presente en la saliva se le denomina “α-

amilasa salival” o “ptialina” (Pérez & Montaño, 2016). 

Según Amorocho-Cruz (2011) y Klaenhammer & Kullen (1999), también es importante 

evaluar la supervivencia de los probióticos frente a las condiciones gastrointestinales, 

tales como el pH, la presencia de sales biliares y enzimas digestivas, para asegurar que 

estos microorganismos lleguen al intestino en una cantidad suficiente para ejercer su 

función probiótica de manera efectiva. En la revisión de Byakika et al. (2019), sugieren 

que el efecto benéfico de un probiótico para su huésped está relacionado con su 

concentración en el intestino y su valor debe ser de al menos 107 Log UFC/ml de 

contenido fecal. Así mismo, Huang et al. (2017), relaciona que la dosis mínima 

recomendada es de 107 células probióticas vivas por gramo o mililitro de producto al 

momento de su consumo y adicionalmente, Colombia establece en el artículo 22 de la 
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resolución 333 de 2011 un número mayor o igual de 106 UFC de bacterias viables de 

origen probiótico por gramo de producto terminado hasta el final de su vida útil (Ministerio 

de la Protección Social, 2011). 

Sin embargo, muchos de los métodos in vivo empleados para evaluar dicha característica 

presentan problemas de ética y seguridad por lo que se opta en primera instancia, en 

simular las condiciones gastrointestinales (in vitro), desde la ingesta de alimentos 

exponiendo los microorganismos a diferentes niveles de pH, evaluando los efectos de las 

enzimas como la amilasa salival, pepsina y pancreatina, determinando la viabilidad celular 

por tinción de células con fluorescencia y recuento de unidades formadoras de colonias 

(UFC) en placa (Amorocho-Cruz, 2011; Castillo-Escandón et al., 2019). 

Algunos de estos ensayos in vitro como los realizados por Afzaal et al. (2019); Amorocho-

Cruz (2011) y Zeashan et al. (2020), separan los tratamientos enzimáticos gracias a que 

de esta manera, es posible comparar directamente la supervivencia de los probióticos en 

ambas condiciones y obtener información clara sobre cómo responden, no obstante, in 

vivo la ruta del probiótico por el tracto gastrointestinal humano es secuencial y directa por 

lo que según Byakika et al. (2019), sería más realista estudiar la supervivencia de las 

cepas candidatas en condiciones sucesivas de estrés enzimático y pH permitiendo 

obtener más información sobre cómo las bacterias pueden adaptarse a lo largo del 

trayecto. 

Los microorganismos probióticos más comunes son las bifidobacterias y las BAL 

pertenecientes al género Lactobacillus (Amorocho-Cruz, 2011). Otros organismos 

probióticos menos comunes pertenecen a los géneros bacterianos Streptococcus, 

Propionibacterium, Bacillus, Enterococcus y Escherichia, y levaduras del género 

Saccharomyces (Byakika et al., 2019). A la par con la búsqueda de microorganismos con 

propiedades probióticas, las BAL se han utilizado ampliamente en la industria alimenticia 

por sus propiedades como cultivos iniciadores en la elaboración de alimentos fermentados 

contribuyendo a mejorar características de textura, sabor ácido, restringiendo el desarrollo 

de organismos patógenos, gelificación de la leche y descenso del contenido de lactosa 

(Ordoñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 2023; Vera-Peña et al., 2019; Gómez Rodríguez, 

2022). Estas son bacterias pertenecientes al grupo de bacterias Gram-positivas, no 

formadoras de esporas, sin motilidad, microaerofílicos y anaerobios facultativos, con 

forma de coco o bacilos, catalasa negativa, con extensión variable y un grosor de 0.5 – 

0.8 µm aproximadamente (Heredia-Castro et al., 2017; Cortés-Gaona & Amorocho-Cruz, 

2021). Según la fermentación de la lactosa, las BAL se pueden clasificar en 
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homofermentativas (sintetiza ácido láctico) y heterofermentativas (ácido láctico y otras 

sustancias) (Huertas & Adolfo, 2010; Cortés-Gaona & Amorocho-Cruz, 2021). Según 

Ordoñez-Lozano y Amorocho-Cruz (2023), ciertos compuestos orgánicos producidos por 

las BAL, como el ácido láctico, el ácido fenilacético y las bacteriocinas, actúan como 

conservantes alimentarios naturales, protegiendo los alimentos contra microorganismos 

patógenos que pueden representar una amenaza para la salud humana. 

Actualmente, trabajos que evaluaron la actividad antimicrobiana que presentan estas BAL 

como Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp y Streptococcus thermophilus en condiciones 

in vitro, han encontrado efectividad en el control de patógenos como Escherichia coli, 

Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Escorza Mistrán, 

2018; Leal & Amorocho, 2017). Adicionalmente trabajos realizados por Cortés-Gaona & 

Amorocho-Cruz, (2021); Jiménez-Espinosa & Amorocho-Cruz (2020) y Ordoñez-Lozano & 

Amorocho-Cruz (2023),  con 4 cepas BAL aisladas de café (Ladino, 2017) y leche 

materna (productos del Huila) han confirmado la acción antimicrobiana que estas BAL 

tienen frente a diferentes patógenos como lo son Shigella sonnei ATCC 25931, 

Staphylococcus aureus ATCC BAA-977 y Escherichia coli ATCC 25922, por tanto, el uso 

de estas BAL plantean una posible alternativa a considerar para el tratamiento de 

infecciones bacterianas y la reducción del riesgo de resistencia a los antibióticos.  

De hecho, en relación con la resistencia a los antibióticos, se sabe que el uso excesivo y 

descontrolado de antibióticos en medicina y en la producción animal ha llevado a un 

aumento en la resistencia bacteriana a estos medicamentos, lo que representa un 

problema de salud pública a nivel mundial (OMS, 2021). Además, según la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antibióticos es una de las mayores 

amenazas para la salud. Se estima que para 2019 al menos 700.000 personas fallecieron 

por enfermedades farmacorresistentes, y que para 2030, la resistencia a los 

antimicrobianos podría sumir en la pobreza extrema a hasta 24 millones de personas 

(WHO, 2019). 

Es por eso que una de las principales prioridades en la investigación de nuevos 

probióticos es encontrar alternativas a los antibióticos convencionales. Las cepas BAL 

podrían ser utilizadas para tratar infecciones bacterianas resistentes, lo que reduciría la 

presión selectiva sobre los antibióticos y disminuiría el riesgo de resistencia (Collado et 

al., 2008). 
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4. Planteamiento del problema 

Una de las grandes problemáticas en la salud a nivel mundial según La Organización 

Mundial de la Salud (OMS), son las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), 

donde se estima que, en el mundo, la ocurrencia anual de diarrea es de 1.500 millones de 

casos, y además informa que 3 millones de niños menores de cinco años mueren 

anualmente a causa de las ETA (Instituto Nacional de Salud, 2017). El Ministerio de Salud 

(2021), define las ETA como el proceso causado por la ingesta de alimentos y/o agua 

contaminados con microorganismos patógenos, que producen infecciones o 

intoxicaciones causadas por toxinas producto del metabolismo de bacterias o mohos 

presentes en el alimento (González González & González Carroza, 2019). Además, el 

Instituto Nacional de Salud (2017), menciona que, en Colombia, la mayoría de los brotes 

de ETA se deben a la presencia de agentes patógenos como E. coli, Salmonella spp, 

entre otros. 

La introducción de los antibióticos ha sido una de las mediaciones más importantes para 

el control de enfermedades producidas por patógenos bacterianos (Alós, 2015). Sin 

embargo, el uso excesivo e inapropiado de dichas terapias con antibióticos ha generado 

que los microorganismos patógenos desarrollen resistencia a estos medicamentos, lo que 

representa una amenaza para la salud pública puesto que las bacterias estarían 

sobreviviendo a concentraciones de antibiótico que inhiben a otras bacterias, llevando a 

un aumento de la morbilidad, mortalidad y costos de tratamiento (Alós, 2015; Cortés-

Gaona & Amorocho-Cruz, 2021; González Mendoza et al., 2019; Rocha et al., 2015).   

Situaciones como estas, nos motivan a explorar nuevas opciones para encontrar 

tratamientos terapéuticos efectivos que puedan combatir dicha resistencia. Estudios 

anteriores realizados en condiciones in vitro con 3 cepas BAL, aisladas de café y leche 

materna (L, D y JC) han confirmado la acción antimicrobiana que estas BAL tienen frente 

a diferentes patógenos como lo son Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, y 

Escherichia coli (Cortés-Gaona & Amorocho-Cruz, 2021; Jiménez-Espinosa & Amorocho-

Cruz, 2020; Ordoñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 2023). Así mismo, estas BAL son 

sensibles a Penicilina, Ceftriaxona y Ciprofloxacino lo que garantiza la no transferencia de 

genes de resistencia a patógenos (Amorocho-Cruz, 2011; Jiménez-Espinosa & 

Amorocho-Cruz, 2020). Estas características son importantes para garantizar que los 

microorganismos utilizados en los productos probióticos tengan el potencial de suministrar 
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beneficios a la salud del huésped (Marguet et al., 2017). Sin embargo, existen otras 

variables como la acción de enzimas predigestivas como la saliva, digestivas como 

pepsina y pancreatina, además de movimientos peristálticos y la dosis mínima de BAL 

para la colonización en microvellosidades del epitelio intestinal, características que 

pueden afectar la sostenibilidad celular de estas BAL y que aún se desconoce (Amorocho-

Cruz, 2011). Es por esto que se plantea analizar la viabilidad celular de las cepas BAL D, 

L, JC y EJF simulando condiciones digestivas y gastrointestinales con enzimas amilasa 

salival (pH 6), pepsina (pH 2) y pancreatina (pH 8) en diferentes tiempos de exposición 

con el fin de determinar la resistencia a la digestión como característica probiótica. 
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5. Objetivo general 

Analizar la viabilidad celular de las cepas BAL simulando condiciones 

gastrointestinales con enzimas amilasa salival (pH 6), pepsina (pH 2) y pancreatina 

(pH 8) en diferentes tiempos de exposición. 

a. Objetivos específicos 

 Examinar la incidencia de la amilasa salival en la estabilidad de las BAL D, L, JC y 

EJF en las tasas de supervivencia en diferentes intervalos de tiempo 

 Determinar la cantidad de UFC de las cepas BAL en diferentes tiempos de 

exposición a la enzima pepsina simulando la condición gástrica. 

 Evaluar la variación en la cantidad de UFC de las cepas BAL a lo largo del tiempo 

tras la exposición a la pancreatina. 

 Comparar la supervivencia de las cepas BAL por tiempo de exposición a las 

enzimas pepsina, pancreatina y amilasa salival para determinar la resistencia a la 

digestión como característica probiótica. 
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6. Metodología. 

a. Activación cepas BAL 

Se inició el procedimiento con la activación de las cepas BAL (JC, L, D y EJF), tomadas 

de la colección del laboratorio de Microbiología de alimentos (Facultad de Ingeniería, 

Universidad Surcolombiana) de investigaciones previas, que se encuentran conservadas 

a -20°C, de las cuales D y L son aisladas de fermentación de café, mientras que JC y EJF 

son aisladas de leche materna. 

Se tomó una porción de los viales donde están los microorganismos para realizar siembra 

en superficie en medio de agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS, Conda, España) e 

incubarlas (Heratherm, IMH60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37°C durante 24 h. 

Después, se realizó triple estría con un asa de platino en medio de agar MRS para el 

aislamiento de colonias y así realizar resiembra en superficie con MRS y llevarlas a 

incubar por 24 horas. 

b. Cinética de crecimiento de BAL EJF 

Para determinar la cinética de crecimiento de la BAL EJF, se hizo la inoculación en caldo 

MRS, se llevó a incubación a 37°C por 24 horas. 

Figura 1.  

Metodología para cinética de crecimiento BAL EJF 
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Se tomaron dos muestras en los tiempos 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 24, 30, 38 y 48 horas, 

una de ellas para la absorbancia que fue medida en el espectrofotómetro a 600 nm 

(Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 UV/ VIS, Reino Unido), teniendo en cuenta el Blanco, 

que fue el caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS Broth, Oxoid, Inglaterra) sin inóculo, 

esto para ajustarlo a 0 nm, y con la restante se hicieron diluciones seriadas, para sembrar 

en placas con agar MRS, se incubaron a 37°C por 24 horas. En todos los casos la 

siembra se hizo en superficie por duplicado. Cada medición se determinó por conteo de 

microorganismos viables en placa (UFC/ml) (Figura 1). 

c. Actividad antimicrobiana de BAL EJF 

c.1. Cepas bacterianas patógenas  

Del banco de conservación del laboratorio de microbiología, se extrajo una porción de los 

crioviales con líquido hidratante junto con una crioperla, los patógenos de referencia 

Shigella sonnei ATCC 25931 y Staphylococcus aureus ATCC BAA-977, para realizar triple 

estría con un asa de platino en medio P.C.A (Plate Count Agar, Conda, España), para el 

aislamiento de colonias; las placas se incubaron (Heratherm, IMH 60- S, Thermo 

Scientific, Alemania) a 37°C durante 24 h. 

c.2. Orden de crecimiento de los patógenos  

Del crecimiento en placa de triple estría, se tomó una colonia, se extendió en superficie en 

una placa de medio P.C.A (Plate Count Agar, Conda, España), se incubó (Heratherm, 

IMH60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37°C durante 24 h. 
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Transcurridas las 24 h se tomó una porción del crecimiento en placa y se depositó en 9 ml 

de agua de peptona (Merck, Alemania) hasta una escala McFarland de 0.5, se realizaron 

diluciones seriadas con volúmenes de 1000 µl, se inóculo 100 µl en cada una de las 

placas con medio P.C.A y se extendió en superficie (por duplicado), las placas fueron 

incubadas a 37°C durante 24 h. Se realizó conteo a las 24 y 48 h. Este procedimiento se 

hizo con cada una de las cepas bacterianas patógenas.   

El recuento de las colonias en placa para las diluciones empleadas se registró y mediante 

la Ecuación (1) se determinó el orden de crecimiento del patógeno.   

Ecuación 1  

���
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Nota. Donde, NC: número de colonias de crecimiento en placa. Vol.: volumen de siembra 

(0.1 ml) y ND: dilución de conteo de colonias. 

c.3.  Evaluación de la actividad antimicrobiana de BAL EJF frente a patógenos 

Se evaluó la actividad antimicrobiana de las BAL en presencia y ausencia de células BAL 

frente a las cepas patógenas. Para ambas metodologías se consideró inhibición cuando la 

medida del halo es mayor a 2 mm (Martínez-Vázquez et al., 2021). 

c.3.1. Método de discos  

La actividad antimicrobiana en presencia de células BAL se determinó mediante la técnica 

de difusión de discos. El cultivo bacteriano patógeno se inoculó y fue ajustado a 0.5 

escala McFarland en medio de agar PCA. Por otro lado, en las placas de agar MRS con 

crecimiento de cada cepa ácido-láctica se cortaron discos de 7 mm de diámetro usando 

un sacabocados estéril (Amorocho-Cruz, 2011) y un pocillo para el control positivo, fue 

con 50µl del antibiótico Ciprofloxacino (Bioquímico Pharma S.A, Colombia). Las placas se 

incubaron (Heratherm, IMH60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37°C durante 24 h. La 

franja de inhibición por las BAL fue medida con una regla (mm) (Figura 2). 

Figura 2.  

Ilustración método discos BAL EJF 
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c.3.2. Método de pocillos 

Mediante la técnica de difusión de pocillos, se evaluó el comportamiento de la BAL EJF 

frente a los patógenos en ausencia de células. Para el filtrado de células de las BAL, se 

obtuvo una porción de ellas (MRS), se depositaron en tubos con caldo MRS y se 

incubaron (Heratherm, IMH 60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37° C durante 24 h. 

Luego se pasó en tubos eppendorf, se adicionó el líquido con crecimiento de la BAL para 

llevarlo a centrifuga (Heraus- pico 17, Thermo Scientific, Alemania) a 6000 rpm durante 10 

minutos, finalmente con ayuda de filtros de membrana de acetato de celulosa (CA) con 

porosidad de 0,2 µm (Sartorius stedim - Minisart, Alemania) se separó el sobrenadante 

para dejar la sustancia libre de células, ajustando uno de los filtrados a pH neutro (7), para 

la acción de las bacteriocinas (Figura 3). 

Figura 3.  

Metodología método de pocillos BAL EJF 
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El cultivo bacteriano patógeno se inoculo en medio de agar - P.C.A y se ajustó a 0.5 

escala McFarland, se seccionaron 4 pocillos de 7 mm de diámetro en la placa del medio 

de cultivo inoculado usando un sacabocados estéril (Amorocho-Cruz, 2011), se 

adicionaron 50 µl en cada pocillo del sobrenadante libre de células y como control positivo 

se usó el antibiótico Ciprofloxacino (Bioquímico Pharma S.A, Colombia). Las placas se 

incubaron (Heratherm, IMH60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37°C durante 24h. El halo 

de inhibición generado por las BAL fue medido con una regla (mm). 

c.4. Antibiogramas  

Se evaluó la cepa BAL EJF mediante la técnica de difusión de pocillos (Bauer, et al., 

1966) con los antibióticos Penicilina G. Benzatínica (Vitalis 1’200.000 U.I.), Ceftriaxona 

(Nirlife-Aculife, India), Ciprofloxacina (Bioquímico pharma S.A, Colombia) y Cefalexina 

(Tecnoquímicas S.A.) en medio de agar MRS, donde se sembró en masa la cepa láctica, 

seguidamente se cortaron 4 pocillos de 7 mm de diámetro en la placa del medio de cultivo 

inoculado usando un sacabocados estéril (Amorocho-Cruz, 2011). En cada pocillo se 

adicionaron 50 µl del respectivo antibiótico, este procedimiento se hizo por duplicado. 

Finalmente se incubaron (Heratherm, IMH60-S, Thermo Scientific, Alemania) a 37°C 

durante 24 h. La zona de inhibición generada por los antibióticos se midió con una regla 

(mm) (Figura 4). 

Figura 4. 

Metodología sensibilidad a antibióticos capa BAL EJF 
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d. Viabilidad celular de BAL simulando condiciones digestivas “in vitro” 

Para evaluar la viabilidad celular simulando condiciones digestivas, se empleó la 

metodología desarrollada por Amorocho-Cruz (2011). Las cuatro cepas BAL (L, D, JC y 

EJF) se inocularon en caldo MRS y se incubaron a 37°C durante 24 horas. 

Posteriormente, se tomaron 1 ml de cada cultivo en caldo MRS y se centrifugaron a 7.000 

rpm durante 5 minutos. Después de la centrifugación, se eliminó el sobrenadante y las 

células se lavaron tres veces con la solución tampón PBS 1X para eliminar los restos de 

caldo MRS. Luego, las células se resuspendieron en 500 µl de PBS 1X y se ajustaron a 

una concentración celular equivalente a la escala 2 de McFarland (108 UFC/ml). Antes de 

proceder con el ensayo de supervivencia a los jugos gástricos, se realizó el recuento de 

células viables en agar MRS a partir de la suspensión celular, considerando este recuento 

como el control inicial (Figura 5). 

Figura 5.  

Procedimiento evaluación viabilidad celular condiciones gastrointestinales 
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d.1. Colecta saliva 

Existen varias técnicas para recolectar saliva humana, siendo el método más común el 

escupitajo debido a su sencillez y no ser invasivo. Se llevó a cabo un protocolo específico 

como se plantea en los estudios realizados por Hu et al. (2013); Liu et al. (2018); Mohd-

Zubri et al., (2022) y Tian et al. (2023), con algunas modificaciones: 

Se tomaron varios sorbos de agua alrededor de la boca durante al menos 30 segundos 

para obtener un estado bucal "neutral"; se escupió la saliva en un tubo de ensayo durante 

2 o 2,5 minutos con una frecuencia determinada de 30 segundos y los primeros 30 

segundos se descartaron, este paso se realizó por duplicado. La saliva recolectada se 

centrifugo inmediatamente a 5000 rpm durante 10 minutos para sedimentar las células y 

el sobrenadante se almaceno a -20 °C. 

d.2. BAL sometidas a enzimas salivales 

Se tomó 2 ml de la suspensión de células de BAL en PBS 1X, previamente preparada, y 

se mezcló con 1 ml de la suspensión salival (pH 6) y para el control se reemplazó la saliva 

por PBS 1X. La mezcla se agitó en vortex y posteriormente se incubó a 37 ºC en los 

tiempos 0, 17 y 33 segundos (Helkimo et al., 1978) Luego, cada una de las muestras se 

centrifugaron, se retiró el sobrenadante para eliminar las enzimas presentes en la saliva y 

se suspendió en PBS 1X. En cada uno de estos tiempos se tomó 1 ml del medio para 

hacer dilución seriada hasta 10-7. Seguido a esto se sembraron alícuotas de 0,1 ml en 

cada placa con agar MRS, se llevaron a incubar a 37°C durante 24 y 48 horas. Este 
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ensayo se hizo por duplicado y para determinar las BAL viables se hizo un conteo en 

placa de las unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml). 

d.3. Preparación de los jugos gástricos y pancreáticos  

Las enzimas pepsina y pancreatina son extraídas de cerdo (Sigma). Para la preparación 

de las soluciones enzimáticas, se diluyó cada una de las enzimas en suero salino al 0.5% 

w/vol. La pepsina se preparó en una relación de 3 g/L y la pancreatina en una relación de 

1 g/L. El pH de la solución de pepsina se ajustó a 2 utilizando HCl 0.5 N, mientras que el 

pH de la solución de pancreatina se ajustó a 8 con NaOH 1N. Para la determinación de la 

supervivencia "in vitro" al tránsito gastrointestinal, se tomaron 0.2 ml de la suspensión de 

células de BAL en PBS 1X y se mezclaron con 1 ml de la solución de pepsina (pH 2) o de 

pancreatina (pH 8). La mezcla se agitó en un vortex y posteriormente se incubó a 37°C 

durante los tiempos establecidos para cada estudio. Se tomaron alícuotas de 0.1 ml en los 

tiempos de 0, 5, 40 y 180 minutos para el tratamiento con pepsina, y en los tiempos de 0, 

240 y 360 minutos para el tratamiento con pancreatina. Cada muestra obtenida se 

centrifugó, se eliminó el sobrenadante para retirar los jugos digestivos y se resuspendió 

en PBS 1X. Este procedimiento se realizó siguiendo el modelo de digestión humana, en el 

cual el tránsito en el estómago tiene una duración de aproximadamente 3 horas y el 

tránsito intestinal de aproximadamente 6 horas (Amorocho, 2011). La viabilidad de las 

BAL se determinó mediante recuento en placa. En cada uno de estos tiempos se tomó 1 

ml del medio para hacer dilución seriada hasta 10-7. Seguido a esto se sembraron 

alícuotas de 0,1 ml en cada placa con agar MRS, se llevaron a incubar a 37°C durante 24 

y 48 horas. Cada ensayo se realizó por duplicado y para determinar las BAL viables se 

hizo conteo en placa de las UFC/ml, se calculó el porcentaje de supervivencia con la 

siguiente ecuación (Ecuación 2): 

Ecuación 2. 

% =
(��� ��� ��)

(��� ��� ��)
���� 

Donde N1 representa el total de células viables después de los tratamientos y N0 

representa el número inicial de BAL inoculadas (Ordoñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 

2023). 

e. Análisis de datos 
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Se realizó un análisis de varianza simple (ANOVA) con un nivel del 95,0% de 

confianza en el software STATGRAPHICS Centurion XVI.I, para observar si existen 

diferencias significativas entre los diferentes tiempos de exposición a las enzimas 

presentes en la amilasa salival (pH 6), la pepsina (pH 2) y la pancreatina (pH 8). 

7. Resultados y discusión 

a. Activación de cepas BAL 

Se realizó la verificación de las tres cepas lácticas D, L y JC ya descritas por Ordoñez-

Lozano y Amorocho-Cruz (2023), cuya característica microscópica principal es presentar 

una coloración violeta propia de las bacterias Gram-positivas (Tabla 1). Además, se 

realizó en esta investigación la caracterización de la cepa EJF proveniente de leche 

materna (Tabla 2). Esta caracterización es un indicativo de ciertos phyla bacterianos que 

nos brinda información clave para una aproximación a la identificación taxonómica y 

combinada con pruebas bioquímicas y moleculares, estas descripciones permiten una 

identificación precisa de las bacterias estudiadas (Mianzhi & Shah, 2017). También, las 

condiciones aerobias o la disponibilidad de oxígeno están directamente relacionadas con 

la actividad enzimática de las BAL, evitando la acumulación de sustancias tóxicas y 

aumentando su viabilidad (Folicaco Sandoval et al., 2018). Por esto, Landa-Salgado et al. 

(2019) recomiendan usar condiciones anaerobias para evitar inhibir el crecimiento de las 

BAL. 

Tabla 1. Descripción de las cepas BAL en comparación con Ordoñez-Lozano y 
Amorocho-Cruz (2023). 

Cepa Caracterización Descripción Colonia 



30  

 

JC 

Macroscópica 

Colonias redondeadas, con 
borde entero, blanquecinas, 
opaca, cóncavas, aspecto 
húmedo-brillante, tamaño 
aproximado a 1 mm 

 

Microscópica  

Cocos uniformes en forma 
esférica con agrupaciones 
en racimos, diámetros que 
oscilan entre 0,9 y 1 µm, 
Gram-positivas (100X). 

 

L 

Macroscópica 

Colonias circulares, con 
bordes enteros 
redondeados, de color 
blanco cremoso, superficie 
cóncava, aspecto húmedo-
brillante, con tamaño 
aproximado a 1,8 mm. 

 

Microscópica 

Bacilos alargados con 
extremos lisos 
redondeados, en forma 
empalizada, con medidas 
aproximadas a 2,5 µm de 
largo y 0,86 µm de ancho, 
Gram-positivas (100X).  

D Macroscópica 
Colonias de forma circulas 
de color blanquecino, borde 
entero con diámetro 4 mm. 
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Microscópica 

Se observaron bacilos 
cortos con extremos lisos 
sin agrupación, 
identificando la bacteria 
como Gram-positiva (100X). 

 

 

Tabla 2. Descripción cepa BAL EJF 

Cepa Caracterización Descripción Colonia 

EJF 

Macroscópica 

Colonias medianas de 1,5 
mm de forma circular 
puntiforme, con borde 
entero, sin transparencias, 
brillante de color 
blanquecino, de textura lisa 
con elevación semiconvexa 
y consistencia suave.  

Microscópica  

Se observaron bacilos 
cortos (cocobacilos) con 
extremos lisos redondeados 
de  longitud promedio 1,002 
µm, positiva a la prueba 
Gram, determinándola 
como bacteria Gram-
positiva (100X). 

 

 

 

Estas bacterias no poseen actividad respiratoria debido a la falta de la enzima citocromo 

catalasa, la cual contiene un grupo hemina necesario para iniciar la cadena respiratoria 

con el oxígeno como receptor final de electrones (Parra Huertas, 2010). A pesar de su 

metabolismo anaerobio, son capaces de soportar la presencia de oxígeno y formar 

colonias en medios de cultivo sólidos en condiciones aeróbicas (Heredia-Castro et al., 

2017). Para recrear un ambiente anaerobio, se emplearon cajas metálicas en las que se 

colocó una vela; al encenderla y sellar la caja, el oxígeno disponible era consumido, 

generando así la condición deseada. Las características morfológicas observadas en 
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estas bacterias son similares a las descritas por Ramírez-López & Vélez-Ruiz (2016), en 

cepas de Lactobacillus. Este hallazgo es corroborado por el estudio previo de Cortés-

Gaona et al. (2021), en el cual se reporta que la cepa L. acidophilus 3 exhibe una 

morfología fenotípica semejante. No obstante, Mianzhi y Shah (2017) destacan que la 

morfología de las colonias no es un criterio confiable para la identificación precisa del 

género, sugiriendo así la realización de pruebas moleculares específicas en futuros 

estudios (Ordoñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 2023). 

b. Cinética de Crecimiento BAL EJF 

La BAL EJF (Figura 6), presenta la fase de latencia hasta la hora 6, en la hora 9 inicia la 

fase exponencial, donde la cepa se ajusta a las condiciones de cultivo ideal y abundancia 

de nutrientes, hasta las 24 horas. Posteriormente se observa una fase estacionaria hasta 

las 48 horas, allí finalizo la toma de datos con un crecimiento de 1,33x108 UFC/ml como 

se muestra en la Figura 6. Para ambos casos de medición, Log UFC/ml y absorbancia 

(nm), se observaron las fases en las mismas horas. Se debe tener en cuenta que la curva 

de crecimiento por Absorbancia mide la turbidez del fluido a una longitud de onda, la 

longitud de onda sugerida para las BAL es de 600 nm (Marwah et al., 2023), por ende, 

tanto los microorganismos vivos como muertos fueron medidos en la espectrofotometría.  

Figura 6.  

Cinética de crecimiento BAL EJF 

 

Nota. Las UFC/ml son las unidades formadoras de colonias por mililitro, Abs (nm) es la 
absorbancia medida en nanómetros. 

La cepa BAL JC, aislada de leche materna humana tras un año y medio de lactancia, 

presenta una fase de latencia prolongada que se extiende hasta la hora 26, seguida de 
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una fase exponencial acelerada a partir de la hora 30. Este retraso en alcanzar la fase 

exponencial puede estar relacionado con su origen específico. Por ello, se sugiere la 

incubación en condiciones anaeróbicas para optimizar el crecimiento de estas cepas 

(Ordoñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 2023). Siguiendo esta recomendación, la cepa BAL 

EJF muestra un patrón de crecimiento que coincide con los hallazgos de Ramírez-López 

& Vélez-Ruiz (2016) en sus estudios sobre aislados de queso fresco artesanal, logrando 

un crecimiento de 9,4×108 UFC/ml de la cepa Lactobacillus plantarum. 

En paralelo, se han definido las fases de crecimiento para Lactobacillus reuteri DSM 

17938 de manera más específica para cultivos a 37 °C, la fase exponencial se observó 

entre la hora 2 y 5, la fase estacionaria temprana entre las 7 y 9 horas, y la fase 

estacionaria tardía a partir de las 9-10 horas (Hernández et al., 2019). La variabilidad en el 

tiempo de adaptación de diferentes cepas a las condiciones de cultivo es evidente. 

Además, Rezvani et al. (2017), llevó a cabo un estudio en el que se analizaron cinco 

especies distintas de Lactobacillus para evaluar su crecimiento celular durante un periodo 

de incubación de 50 horas. Se empleó suero desproteinizado como fuente de carbono en 

un cultivo discontinuo sumergido. En la mayoría de las cepas estudiadas, se observó una 

fase de retraso de aproximadamente 6 horas, seguida por una fase de crecimiento 

exponencial que se prolonga entre 25 y 45 horas, dependiendo de la cepa en cuestión. 

Esta variabilidad sugiere que la interpretación de las fases de crecimiento debe considerar 

la capacidad de adaptación de cada cepa a nuevas condiciones ambientales. 

Estas observaciones reflejan que la capacidad de adaptación de cada cepa y las 

condiciones específicas del medio de cultivo son determinantes en la dinámica de las 

fases de crecimiento. La variabilidad observada entre las diferentes cepas y especies, en 

cuanto a la duración de las fases de latencia y crecimiento exponencial, subraya la 

importancia de adaptar los modelos de crecimiento a las características particulares de 

cada cepa. 

c. Actividad Antimicrobiana BAL EJF 

c.1. Cepas bacterianas patógenas   

Las colonias aisladas de S. aureus ATCC BAA-977 se caracterizaron por su forma circular 

con bordes enteros, de superficie lisa, consistencia cremosa, opacos, amarillosas y con 
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diámetros de 1 a 2 mm de espesor. En la caracterización microscópica se observan cocos 

Gram-positivos, en pares, tétradas, formando cadenas cortas y con un tipo de arreglo de 

estafilococos (Figura 7A y 7C) (Jiménez-Espinosa & Amorocho-Cruz, 2020). Mientras que 

las colonias aisladas de S. sonnei ATTC 25931 presentan características macroscopicas 

en placa circulares con bordes irregulares, cóncavos, opacos, traslucidas, blancuzcas, 

lechosas, lisas y con diámetros de 1 a 3 mm de espesor; en la identificación microscópica 

se observan bacilos, identificando la bacteria de tipo Gram-negativa (Figura 7B y 7D) 

(Cortés-Gaona & Amorocho-Cruz, 2021). 

Figura 7. 

Cepas patógenas de referencia 

 

Nota. A. Cepa patógena Staphylococcus aureus ATCC BAA-977 vista macroscópica en 
placa; B. Cepa bacteriana Shigella Sonnei ATTC 25931 vista macroscópica en placa; C. 
Cepa patógena Staphylococcus aureus ATCC BAA-977 vista microscópica tinción Gram 
100X; D. Cepa bacteriana Shigella Sonnei ATTC 25931 vista microscópica tinción Gram 
vista 100X 

c.2. Antibióticos 

En Colombia, los antibióticos de mayor consumo son los betalactámicos, destacando 

principalmente las penicilinas como la amoxicilina, ampicilina y dicloxacilina, y las 

cefalosporinas como la cefalexina, ceftriaxona y cefradina. Les siguen en uso las 

fluoroquinolonas, como la ciprofloxacina (Serna-Galvis et al., 2022). Los antibióticos 

seleccionados son de uso frecuente para tratamientos de enfermedades infecciosas de 

origen microbiano, como las causadas por Staphylococcus aureus y Shigella Sonnei, 

estos presentan una acción de inhibición efectiva contra las cepas patógenas trabajadas 

para la prueba de actividad antibacteriana (Figura 8). 



 35

 

 

Figura 8.  

Antibióticos para uso de control positivo 

 

Nota. A. Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India); B. Penicilina G. Benzatínica (Vitalis 1’200.000 
U.I.), C. Cefalexina 500 mg (Medicamentos MK); D. Ciprofloxacino 500mg (Pharmetique 
LABS) 

c.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana de BAL EJF frente a patógenos 

Los métodos empleados para la evaluación de la actividad antimicrobiana de EJF frente a 

S. aureus y S. sonnei son discos (presencia de células BAL) y pocillos (ausencia de 

células BAL), en condiciones ácidas y neutras, está última se ajustó a pH 7. 

c.3.1 Método de discos 

Dentro de las metodologías utilizadas, el método de difusión en disco, conocido también 

como prueba de Kirby-Bauer, es especialmente efectivo para microorganismos de 

crecimiento rápido. Este procedimiento implica la colocación de discos impregnados con 

antibióticos sobre placas de agar inoculadas con el microorganismo en cuestión 

(Vázquez-Portejo, 2022). Este método cualitativo permite clasificar al microorganismo 

como sensible o resistente, facilitando así la identificación de su respuesta al tratamiento 

antibiótico (Ordóñez-Lozano & Amorocho-Cruz, 2023).  

Tabla 3. Zona de inhibición de las BAL con el método de difusión de discos. 

BAL 

 

EJF C. Positivo EJF C. positivo 

S. sonnei S. aureus 
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Nota. La inhibición de la cepa EJF frente a las cepas patógenas se expresó en media ± 
desviación estándar. 

El halo formado por la inhibición de la BAL EJF frente a S. sonnei ATTC 25931 fue del 

72,73% y el de S. aureus ATCC BAA-977 fue 16,07% frente al control positivo (Tabla 3), 

destacando la acción de inhibición de la BAL frente a S. sonnei ATTC 25931 (Figura 8), y 

se presentó una inhibición estadísticamente significativa en S. sonnei ATTC 25931 

comparada con S. aureus ATCC BAA-977.  

Figura 9.  

Cepa BAL EJF frente a cepas patógenas método de discos 

S. aureus Presencia de células 

 

S. sonnei Presencia de células 

 

 

Figura 10.  

Diagrama de cajas y bigotes comparación de medias prueba t-student (software 
STARGRAPHICS centurión) 

Inhibición Volumen 50 µl 

(mm) 15,0±1,63 18,0 ±1,15 16,0 ± 2,58 63,0±2,31 

Zona (%) 72,73 100 16,07 100 
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El valor-p resultante de la prueba t-student para comparar dos muestras, data un valor 

<0.05, lo que nos indica una diferencia estadísticamente significativa en los datos sobre el 

%IH con un nivel de confianza de 95,0% (Figura 10). 

Los experimentos con la cepa BAL EJF revelaron un halo de inhibición de 72,73% frente a 

S. sonnei ATTC 25931 y de 16,07% contra S. aureus ATCC BAA-977, comparado con el 

control positivo. La prueba t-student arrojó un valor p < 0.05, indicando que la diferencia 

en la inhibición entre los dos patógenos es estadísticamente significativa con un nivel de 

confianza del 95%. Estos resultados destacan mayor efectividad de la BAL EJF contra S. 

sonnei ATTC 25931 batería Gram-negativa, en comparación con S. aureus ATCC BAA-

977 bacteria Gram-positiva. Estas diferencias pueden atribuirse a la estructura de la 

membrana del patógeno. 

S. sonnei es un patógeno resistente a una amplia gama de antibióticos, incluidos 

ampicilina, varias cefalosporinas, gentamicina, tobramicina, amikacina, cotrimoxazol y 

ácido nalidíxico. Sin embargo, sigue siendo sensible a fluoroquinolonas como 

norfloxacino, ciprofloxacino y levofloxacino, y presenta un fenotipo de betalactamasa de 

espectro extendido CTX-M-15, susceptible a la inhibición por ácido clavulánico (Gónzales 

Donapetry et al., 2019). 

La inhibición significativa observada para S. sonnei ATTC 25931 sugiere que la presencia 

de las células BAL EJF son efectivos contra esta cepa resistente. Las BAL son conocidas 

por producir ácidos orgánicos como el láctico y el acético, que disminuyen el pH y 

Gráfico Caja y Bigotes

0 20 40 60 80 100

Shigella sonnei

Staphylococcus aureus
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desestabilizan las membranas celulares de las bacterias patógenas, además de formar 

compuestos aromáticos como acetoína y diacetilo, que poseen propiedades 

antimicrobianas (Parra Huertas, 2010; Sharifi-Rad et al., 2020; Punia Bangar et al., 2022). 

El nivel de inhibición podría estar relacionado con la competencia celular y sus 

compuestos, los cuales son efectivos contra patógenos resistentes como S. sonnei ATTC 

25931, actuando a través de mecanismos distintos a los antibióticos tradicionales. 

En contraste, S. aureus ATCC BAA-977 mostró una inhibición del 16,07%. Esta diferencia 

en la efectividad puede deberse a la naturaleza específica de los compuestos producidos 

por la BAL EJF, que parecen ser más efectivos contra bacterias Gram-negativas como S. 

sonnei ATTC 25931 que contra Gram-positivas como S. aureus ATCC BAA-977, 

reiterando el valor de la presencia de células para adherirse y establecerse en las células 

epiteliales del antro del estómago y asi disputar con cepas patógenas Gram-negativas 

como E. coli o H. pylori (Leal & Amorocho Cruz, 2017).  

c.3.2. Método de pocillos 

Figura 11.  

Cepa BAL EJF frente a cepas patógenas método de pocillos 

S. aureus ausencia de 
células 

 

S. sonnei ausencia de 
células 

 

 

La cepa BAL EJF no presenta halo de inhibición en ausencia de células BAL, mientras 

que el control positivo presenta inhibición de las cepas patógenas como se muestra en la 

Figura 11, se puede inferir entonces, que los productos metabolitos orgánicos de la cepa 

EJF no presentan bioactivos y bacteriocinas de importancia para la inhibición del 

crecimiento bacteriano patógeno de las cepas de referencia S. aureus y S. sonnei. 
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Aunque las BAL producen bacteriocinas, conocidas por su capacidad para inhibir 

bacterias Gram-positivas (Sharifi-Rad et al., 2020), la menor inhibición observada en S. 

aureus sugiere que la cepa EJF podría no estar produciendo bacteriocinas en cantidades 

suficientes o con la actividad específica necesaria para afectar significativamente a S. 

aureus.  

En el método de pocillos en ausencia de células de BAL, no se observó halo de inhibición, 

por lo cual se infiere que los productos metabolitos extracelulares no poseen compuestos 

bioactivos suficientes para inhibir estos patógenos, corroborando la necesidad de la 

presencia activa de células BAL para la inhibición efectiva de patógenos. 

La eficacia antimicrobiana de las BAL se basa en varios factores. Los ácidos orgánicos, 

como el ácido láctico y acético, reducen el pH del medio, creando un ambiente hostil para 

los patógenos. Además, las BAL producen compuestos como el acetaldehído, que inhibe 

la división celular en E. coli, y el diacetilo, que tiene un amplio espectro antimicrobiano 

contra levaduras y bacterias (Parra Huertas, 2010). Otros compuestos, como el 

hidroperóxido, resultan de la acción metabólica de Lactococcus y contribuyen a la 

inhibición microbiana de microorganismos como Pseudomona, Staphylococcus aureus 

ssp, Clostridium (Martínez-Vázquez et al., 2020; Sharifi-Rad et al., 2020). Según Martínez-

Vázquez et al., (2020), estas bacteriocinas producidas por las BAL tienen un amplio 

espectro antibacteriano, incluyendo la inhibición de bacterias Gram-positivas patógenas 

incluidas Listeria sp., Staphylococcus sp. y Streptococcus sp y algunas Gram-negativas 

como Shigella y Salmonella sp., y algunas cepas de E. coli. Sin embargo, la efectividad de 

estas sustancias puede variar según la cepa dentro de una misma especie o subespecie, 

puede existir diferencias en los tipos de compuestos sintetizados y, aunque se produzca 

el mismo compuesto, los niveles de producción pueden variar significativamente (Parra 

Huertas, 2010; Oliviera Rodi, 2018; Sharifi-Rad et al., 2020). 

d.  Sensibilidad antibióticos (antibiograma)  

El antibiograma es una técnica que determina la actividad in vitro de un antibiótico frente a 

un microorganismo específico, evaluando su capacidad para inhibir el crecimiento 

bacteriano (Cercenado & Saavedra-Lozano, 2009). Se evaluó entonces la susceptibilidad 

de la BAL EJF a 4 diferentes antibióticos (Figura 12). 
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Figura 12.  

Placa con tratamientos para sensibilidad antibióticos BAL EJF 

 

Para la prueba de sensibilidad de la bacteria BAL EJF (Figura 11) a antibióticos 

comerciales de amplio espectro como Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India), Penicilina G. 

Benzatínica (Vitalis 1’200.000 U.I.), Cefalexina 500 mg (Medicamentos MK) y 

Ciprofloxacino 500 mg (Pharmetique LABS), se observó la inhibición del crecimiento 

bacteriano en toda la placa con cada uno de los tratamientos, por ende, se estableció que 

tiene una alta susceptibilidad a los antibióticos reprimiendo su crecimiento. Lo que 

garantiza la no transferencia horizontal de genes (Madrigal Mendoza 2016; Cercenado & 

Saavedra-Lozano, 2009).  

Según la FAO/OMS, los probióticos pueden, en teoría, ser responsables de 4 tipos de 

efectos secundarios: infecciones sistémicas, actividades metabólicas nocivas, 

estimulación inmune excesiva en individuos susceptibles y, finalmente, transferencia de 

genes (Sharifi-Rad et al., 2020). En la investigación de Madrigal Mendoza (2016), se 

identificó que de las 30 cepas BAL evaluadas para sensibilidad a los antibióticos, 14 

mostraron un alto índice de resistencia múltiple a los antibióticos utilizados. De manera 

similar, Mayo Pérez (2019) observó la presencia de genes de resistencia en secuencias 

de inserción y plásmidos, lo cual indica una notable capacidad de transferencia genética. 

Destacando los resultados obtenidos para la BAL EJF donde se inhibe completamente el 

crecimiento bacteriano por los antibióticos usados para la prueba. 

En contraste, algunos géneros de BAL como Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, 

Enterococcus y Leuconostoc han demostrado resistencia a una amplia gama de 

antibióticos comunes, incluyendo aminoglucósidos (estreptomicina, gentamicina y 

kanamicina), β-lactámicos (ampicilina), macrólidos (eritromicina) y tetraciclina (Ojha et al., 
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2023). Esta resistencia se debe a que estas bacterias a menudo portan plásmidos de 

diversos tamaños que contienen determinantes de resistencia, hallados en especies como 

L. lactis y en varias cepas de Lactobacillus y Enterococcus (Sharifi-Rad et al., 2020; 

Madrigal Mendoza, 2016). 

Además, se han catalogado numerosos genes atípicos en los Lactobacillus relacionados 

con la resistencia a antibióticos. Por ejemplo, se han detectado genes de resistencia al 

cloranfenicol en L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. johnsonii, L. reuteri y L. 

plantarum. También se ha informado sobre la presencia de genes de resistencia a la 

eritromicina, aunque los más comunes en los Lactobacillus son los genes de resistencia a 

la tetraciclina y en menor medida, se han encontrado genes de resistencia a los β-

lactámicos y aminoglucósidos (Sharifi-Rad et al., 2020).  

No obstante, en un entorno dinámico como el tracto gastrointestinal, la introducción de 

nuevos organismos como los probióticos puede eventualmente llevar a la adquisición o 

pérdida de funciones específicas. Afortunadamente, las observaciones globales sugieren 

que la recombinación entre especies disminuye de forma exponencial con la divergencia 

de secuencias dejando asi una baja probabilidad de recombinación (Fina Martin et al., 

2017). 

e. Viabilidad celular de las BAL simulando las condiciones gastrointestinales 

e.1. Colecta de saliva  

Se colecto aproximadamente 6 ml de saliva proveniente de un hombre y una mujer 

(Figura 13). El pH fue de 7 para la saliva del hombre y 6 para la saliva de la mujer. 

Figura 13.  

Colecta de saliva mujer pH≈6 
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e.2. BAL sometidas a enzimas salivales 

Las BAL L, D, JC y EJF fueron preparadas y ajustadas a escala McFarland 2 (108 UFC/ml) 
como se observa en la Figura 14. 

Figura 14. 

Prueba viabilidad celular de BAL a enzimas salivales 

 

Nota. Tubos eppendorf de 2ml con BAL suspendidas en PBS 1X, saliva hombre y mujer 

 

Figura 15.  

Viabilidad celular BAL frente a enzimas salivales de mujer (pH 6) 



 43

 

 

 

Las BAL se mantienen en los rangos de 105 y 1010 Log UFC/ml (Figura 15), al ser 

sometidas a las enzimas presentes en la saliva y un pH de 6 en los tiempos promedios 

estimados para un ciclo de masticación (Woda et al., 2006). Estas condiciones parecen no 

afectar de manera significativa la viabilidad de las BAL en el primer paso de la digestión, 

la deglución en la cavidad oral. 

Figura 16.  

Viabilidad celular BAL frente a enzimas salivales de hombre (pH 7) 
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Para la prueba con saliva de hombre con un pH de 7, las BAL se mantuvieron en el 
mismo orden que el de la mujer, 105 y 1010 Log UFC/ml en los diferentes tiempos (Figura 
16). La variación que se da en el pH de ambos no afecta significativamente la viabilidad 
de las BAL en este primer momento de la digestión. 

Figura 17.  

Gráfico de medias y 95,0% de Fisher LSD para prueba con saliva 

 

Nota. Grafico generado en el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.I 

Las BAL mantienen su viabilidad en rangos de 105 a 1010 Log UFC/ml cuando se exponen 

a las enzimas de la saliva y a un pH de 6, durante el tiempo promedio estimado para un 

ciclo de masticación, según Woda et al. (2006). Esto indica que las condiciones presentes 

en la cavidad oral durante la deglución inicial no afectan significativamente la viabilidad de 

las BAL. Al realizar pruebas con saliva de hombres, con un pH de 7, se observó que las 

BAL se mantuvieron en un rango similar al de las mujeres, de 105 a 1010 Log UFC/ml en 

los diferentes intervalos de tiempo. 

Sin embargo, existe una diferencia estadísticamente significativa (p-valor<0.05), donde la 

cepa BAL L se ve afectada levemente por la exposición a las enzimas presentes en la 

saliva (Figura 17). Allí como menciona Han et al., (2021), la saliva, una secreción exocrina 

levemente ácida, contiene componentes como proteínas, mucinas, péptidos y enzimas, y 

posee un efecto antibacteriano. Sin embargo, su selectividad puede favorecer el 

crecimiento de microbiota no cariogénica. Estudios in vitro sobre múltiples cepas de 

Lactobacillus, Pediococcus y Bifidobacterium (Tormo Carnicé, 2006; García-Ruíz et al., 

2014) no han mostrado una pérdida significativa del recuento celular cuando se exponen 
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a la saliva, en comparación con el grupo de control, mismo caso que se observó en la 

reciente prueba. Cabe resaltar que es el primer estudio donde BAL de café se exponen a 

estas condiciones y ciertamente, la saliva representa una condición diferente a su origen y 

resulta interesante estos resultados frente a la inclusión de esta cepa BAL en productos 

probióticos. La diferencia en el comportamiento de viables entre L y D evidencian que 

cada cepa se comporta de manera distintiva frente a la amilasa salival. 

e.3 Preparación de los jugos gástricos y pancreáticos 

Para evaluar la viabilidad de las BAL simulando las condiciones gastrointestinales, se 

llevó a cabo la metodología establecida por Ordoñez-Lozano y Amorocho-Cruz (2023), la 

cual incluyó el alistamiento y la preparación de las enzimas digestivas, pepsina y 

pancreatina aisladas de cerdo (Sigma), para las pruebas de viabilidad celular 

gastrointestinal (Figura 18), así como el desarrollo de ensayos in vitro (Figura 19), que 

determinaron la viabilidad celular de las BAL frente a dichas condiciones en los intervalos 

de tiempo establecidos para el proceso de digestión. 

Figura 18.  

Alistamiento y preparación de las enzimas digestivas para pruebas de viabilidad celular 
gastrointestinal. 

 

 

Figura 19.  

Desarrollo de ensayos in vitro de viabilidad celular BAL frente a condiciones 
gastrointestinales 
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Figura 20.  

Viabilidad celular BAL simulando condiciones gástricas pH 2 y enzima pepsina 

 

Los resultados obtenidos de la exposición de las BAL JC y EJF, aisladas de leche 

materna, a la enzima pepsina a un pH de 2, muestran una marcada disminución en su 

viabilidad desde el minuto 0 de exposición. Comparado con el control, las BAL JC y EJF 

redujeron su conteo de 105 y 104 Log UFC/ml en el minuto 0 de exposición a estas 

condiciones, descendiendo aún más a 103 y 102 Log UFC/ml en el minuto 5. Finalmente, 

después de 40 y 180 minutos, ambas cepas perdieron completamente su viabilidad, 

alcanzando un conteo de 0 Log UFC/ml. La diferencia estadísticamente significativa (p-

valor<0.05) entre la viabilidad de las BAL en presencia de pepsina a pH 2 resalta que la 

cepa EJF es la más afectada por estas condiciones adversas (Figura 20 y 21). 
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Figura 21.  

Gráfico de medias y 95,0% de Fisher LSD para prueba con pepsina 

 

Nota. Grafico generado en el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.I 

En contraste, las BAL aisladas de la fermentación del café (cepas L y D) mostraron una 

notable resistencia bajo las mismas condiciones y periodos de exposición. La cepa BAL L 

mantuvo una viabilidad mínima de 105 Log UFC/ml, mientras que la cepa BAL D se 

destacó con una viabilidad de 108 Log UFC/ml en todos los tiempos evaluados, 

cumpliendo así con una de las características probióticas fundamentales. 

Según Valencia-García et al. (2018), L. plantarum 60-1 es reconocida por su notable 

rendimiento de biomasa y una notable resistencia al estrés por pH, esta cepa puede 

mantener un gradiente de pH constante entre su citoplasma y el medio de cultivo en 

presencia de altas concentraciones de lactato. Este mecanismo le permite soportar 

condiciones ácidas y completar la fermentación (Changkun et al. 2017), lo que se alinea 

con la alta viabilidad observada en la cepa BAL D en el estudio actual. 

En la revisión de Yao et al. (2020), resalta que el ambiente ácido puede ser 

considerablemente mortal para la mayoría de las bacterias, principalmente aquellas no 

resistentes al ácido, ya que provoca una disminución del pH citoplasmático y reduce la 

actividad de las enzimas glicolíticas, siendo la microencapsulación de estas una de las 

mejores opciones para mantener su viabilidad a través del tránsito gastrointestinal. Esto 
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es consistente con los resultados observados para las cepas BAL JC y EJF, que 

mostraron una rápida disminución en la viabilidad bajo condiciones ácidas severas. 

Adicionalmente, Cook et al. (2012) y Valencia-García et al. (2018), mencionan que la 

exposición prolongada a un ambiente ácido representa un desafío significativo para los 

probióticos, con algunas cepas de Bifidobacterium longum y Bifidobacterium breve 

perdiendo viabilidad en menos de una hora en jugo gástrico simulado. Este hallazgo 

apoya los resultados actuales, donde las cepas BAL JC y EJF no pudieron sobrevivir más 

allá de 40 minutos en condiciones ácidas. 

La cepa Lactobacillus reuteri DSM 17938 se observó durante 8 y 25 horas, obteniendo 

recuentos de viabilidad celular entre 108 y 109 Log UFC/ml en las condiciones de cultivo 

más severa con un pH de 4,5 (Hernández et al., 2019). En el mismo estudio este 

resultado se relacionó con un comportamiento similar a la cepa parental ATCC 55730 bajo 

condiciones más extremas (pH 2,7) durante una hora. Similitudes con los resultados 

obtenidos en este estudio donde las cepas aisladas de fermentación de café L y D 

mantiene su concentración celular en rangos de 105 y 108 Log UFC/ml en los diferentes 

tiempos de exposición a la enzima pepsina y pH 2. 

Por otro lado, estudios proteómicos han demostrado que el preacondicionamiento de 

cepas de L. reuteri (ATCC 23272) mediante la exposición a estrés de pH leve puede 

aumentar su capacidad de supervivencia ante choques de pH más severos, involucrando 

la sobreexpresión de proteínas clave relacionadas con el transporte, el metabolismo 

energético, la biosíntesis de aminoácidos y nucleótidos y la homeostasis del pH 

(Hernández et al., 2019). Donde Valencia-García et al. (2018), sugieren que L. plantarum 

60-1 utiliza un mecanismo de protección conocido como F1-F0 ATPasa en condiciones 

ácidas, lo que podría explicar la alta viabilidad observada en la cepa BAL D. Este sistema 

enzimático ayuda a mantener la homeostasis del pH y la translocación de protones, 

protegiendo a la bacteria del estrés ácido (Inga Idrogo & Guevara Guerrero, 2024). 

Además, otras condiciones adversas en el estómago, como la fuerza iónica, la actividad 

enzimática (pepsina) y la agitación mecánica o movimientos peristálticos, afectan 

significativamente la viabilidad de los probióticos (Han et al., 2021). Entonces, la 

capacidad de las BAL para mantener su viabilidad en condiciones ácidas varía 

significativamente entre cepas. Las cepas BAL JC y EJF mostraron una baja resistencia 

en presencia de pepsina a pH 2, mientras que las cepas BAL L y D demostraron una 
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notable resistencia, con la cepa BAL D sobresaliendo particularmente. Estos hallazgos 

subrayan la importancia de seleccionar cepas probióticas con mecanismos efectivos de 

resistencia al estrés ácido para aplicaciones probióticas exitosas. 

Figura 22.  

Viabilidad celular BAL simulando condiciones intestinales pH 8 y enzima pancreatina 
(Sigma)  

 

La viabilidad celular de las BAL (L, D, JC y EJF) simulando la condición digestiva con la 

enzima pancreatina a pH 8 (Figura 22), indica la alta viabilidad y supervivencia a estas 

condiciones de 3 de ellas, en comparativa con el control, resaltando la capacidad de 

sobrevivir en el tiempo de la cepa D, que desde el minuto 0 de exposición a esta 

condición se mantuvo constante hasta el minuto 360 con un recuento de viables de 108 

Log UFC/ml.  

Figura 23.  

Gráfico de medias y 95,0% de Fisher LSD para prueba con pancreatina 
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Nota. Gráfico generado en el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.I 

La viabilidad celular de las BAL (L, D, JC y EJF) simulando la condición digestiva con la 

enzima pancreatina a pH 8 (Figura 22), indica la alta viabilidad y supervivencia a estas 

condiciones de 3 de ellas, en comparativa con el control, resaltando la capacidad de 

sobrevivir en el tiempo de la cepa D, que desde el minuto 0 de exposición a esta 

condición se mantuvo constante hasta el minuto 360 con un recuento de viables de 108 

Log UFC/ml.  

Resultado contrario dado por la cepa EJF afectada de manera significativa desde el 

minuto 0 de exposición disminuyendo su recuento a 101 Log UFC/ml y en los tiempos 

posteriores inhibiendo su crecimiento totalmente. Las cepas L y JC aumentan sus 

recuentos en los tiempos 0 y 240 a 107 Log UFC/ml, sin embargo, estos disminuyen en el 

tiempo 360 a 106 Log UFC/ml alcanzando el mínimo de células viables para la aplicación 

en productos probióticos. La prueba estadística de medias de Fisher LSD con un 95,0% 

de confianza (Figura 23), arrojo un valor-P menor que 0,05, por tanto, existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre la media de viabilidad a Pancreatina entre 

las Cepas BAL. 

Días et al. (2013), señalan que los aislados con alta tasa de supervivencia en condiciones 

in vitro del tracto gastrointestinal son candidatos potenciales para atravesar con éxito la 

barrera gastrointestinal humana. Bao et al. (2010) y Han et al. (2021) coinciden en que el 

fluido pancreático no presenta un efecto significativo en la viabilidad de las cepas, 

apoyando los resultados de alta viabilidad observada en la cepa D. 
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El pH en el intestino delgado, que varía de 6,0 a 7,0, es menos agresivo que el fluido 

gástrico (Cook et al., 2012). Sin embargo, los ácidos biliares y las enzimas digestivas 

pueden comprometer la viabilidad de los probióticos mediante la disrupción de la 

membrana celular y el daño del ADN. (Yao et al., 2020). Estudios in vitro han demostrado 

que la viabilidad de Lactobacillus salivarius Li01 y Pediococcus pentosaceus Li05 se 

reduce en fluido intestinal simulado (Yao et al., 2017; Yao et al., 2018), lo cual es 

conforme con la disminución observada en las cepas L, JC y la inhibición completa de la 

cepa EJF. 

Los microorganismos en el tracto gastrointestinal no son meros residentes pasivos; sus 

interacciones con el sistema inmunológico generan señales responsables de muchos de 

los beneficios de los probióticos (Sharifi-Rad et al., 2020). Un ejemplo de esto es el 

aumento en los niveles de anticuerpos IgA en bebés amamantados en comparación con 

aquellos alimentados con leche de fórmula, evidenciando el efecto estimulante de los 

probióticos sobre el sistema inmunológico (Thompson et al., 2015). 

Además, Lactobacillus brevis, como cepa dominante, ha mostrado beneficios similares, 

actuando sobre el eje intestino-cerebro a través de vías inmunes, metabólicas y nerviosas 

(Sharifi-Rad et al., 2020). Por tanto, las cepas BAL presentan una variabilidad significativa 

en su viabilidad bajo condiciones digestivas simuladas con pancreatina. La cepa D 

demostró una notable resistencia, manteniendo una alta viabilidad en esta condición, 

mientras que la cepa EJF fue la más afectada. Al comparar las cepas JC y EJF aisladas 

de leche materna se evidencia que presentaron diferente comportamiento en la viabilidad, 

lo cual puede atribuirse al tiempo de lactancia de las madres, dado que JC se obtuvo a los 

18 meses de lactancia en Neiva, madre de 35 años y EJF a los 2 meses de lactancia en 

Bogotá, madre de 34 años; la microbiota presente en la leche materna está condicionada 

al tiempo de lactancia, la alimentación, edad de la madre y el ambiente que la rodea. 

Estas diferencias subrayan la importancia de seleccionar cepas probióticas no solo por su 

resistencia a condiciones ácidas, sino también por su capacidad de sobrevivir en el 

ambiente del intestino delgado y sus potenciales beneficios inmunológicos. 

El análisis de los datos recolectados en los ensayos simulando las condiciones 

gastrointestinales, el análisis de varianza simple ANOVA con un nivel del 95% de 

confianza arroja un valor-P=<0.05 para todos los ensayos, existiendo una diferencia 
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significativa entre los diferentes tiempos de exposición a las enzimas presentes en la 

saliva (pH 6), la pepsina (pH 2) y la pancreatina (pH 8) en la viabilidad celular de las 

cepas BAL. 

También es importante mencionar que el mercado biotecnológico en países desarrollados 

ha mostrado ser un campo significativo para el desarrollo socioeconómico, impulsado en 

gran parte por el creciente interés y demanda de productos probióticos. Este mercado ha 

pasado de generar 32.060 millones de dólares en 2015 a 64.020 millones de dólares en 

2022, y se espera que alcance ingresos de 74 mil millones de dólares en 2024, gracias a 

una mayor conciencia global sobre la salud y la eficiencia de los probióticos (Folicaco 

Sandoval et al., 2018; Catillo-Escandón et al., 2019; Hernández et al., 2019). 

Es importante destacar que la eficacia y los beneficios para la salud de los probióticos es 

dependiente de la cepa microbiana, es decir de su origen geográfico como las cepas BAL 

aisladas de los productos generados en el Huila (Colombia). Asi mismo, las BAL con 

potencial probiótico no solo se encuentran en productos lácteos, sino también en 

vegetales como el repollo y frutos como el café (Sharifi-Rad et al., 2020; Ladino Garzón, 

2017). 

En términos de regulación, el Ministerio de Sanidad italiano ha establecido desde 2013 

que los alimentos y complementos alimenticios etiquetados como probióticos deben 

contener un número mínimo de células viables de 1 × 109 UFC (Hill et al., 2014). 

Similarmente, Byakika et al. (2019) sugieren que el beneficio de un probiótico está 

relacionado con su concentración en el intestino, recomendando al menos 107 UFC/g de 

contenido fecal. Además, la dosis mínima recomendada es de 1x107 células probióticas 

vivas por gramo o mililitro de producto al momento de su consumo (Huang et al., 2017). 

En Colombia, el artículo 22 de la resolución 333 de 2011 establece que los productos 

probióticos deben contener al menos 1 x 106 UFC de bacterias viables por gramo hasta el 

final de su vida útil (Ministerio de la Protección Social, 2011). 
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8. Impactos del proyecto y limitaciones al estudio. 

Conocimiento sobre la viabilidad de cepas BAL nativas de la región surcolombiana y su 

potencial biotecnológico aportando al conocimiento y estudio de la colección de cepas del 

laboratorio de Microbiología de alimentos (Facultad de Ingeniería, Universidad 

Surcolombiana) de investigaciones previas, ya que se ha evidenciado cepas nativas con 

potencial probiótico, lo cual será vital para pasar a estudios in vivo para verificar el efecto 

Algunas limitaciones presentadas en el desarrollo de este estudio es la disponibilidad del 

material adecuado para la incubación de las bacterias, ya que según las sugerencias de 

muchos autores las BAL son aerobias facultativas, sin embargo, su crecimiento es 

favorecido por la condición anaerobia. 

9. Conclusiones 

Las enzimas presentes en la saliva no presentan una incidencia significativa en la tasa de 

supervivencia y viabilidad de las BAL en los diferentes tiempos de exposición ya que se 

mantuvieron en el orden de 105 hasta 1010 Log UFC/ml.  

El estudio demuestra que las cepas BAL D y L, aisladas de café, son capaces de resistir 

la exposición a condiciones gástricas ácidas (pepsina, pH 2), manteniéndose viables a lo 

largo del tiempo, con una disminución más pronunciada en la cepa L. Por otro lado, las 

cepas BAL JC y EJF, aisladas de leche materna, no resistieron estas condiciones ácidas, 

mostrando una reducción significativa en la cantidad de UFC. En condiciones intestinales 

simuladas (pancreatina, pH 8), las cepas BAL L, D y JC mantuvieron su viabilidad, 

mientras que la cepa BAL EJF no fue capaz de sobrevivir. Esto sugiere que las cepas 

aisladas de café tienen una mayor capacidad de resistencia tanto en ambientes ácidos 

como alcalinos, en comparación con las cepas aisladas de leche materna. 
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En general las cepas BAL L, D y JC se mantienen viables a los cambios de pH y enzimas 

que se dan en el transito gastrointestinal, por lo que son microorganismos resistentes a la 

digestión como característica probiótica, siendo de interés para su potencial uso como 

probiótico. 

10. Recomendaciones 

Es imprescindible realizar una caracterización molecular para determinar a nivel de 

género y cepa de las bacterias que se están trabajando para así validar aún más los 

estudios previos realizados con dichas BAL y también continuar con la evaluación de 

adherencia y colonización de epitelio intestinal para confirmas los beneficios producidos 

por los microorganismos probióticos. Además, evaluar estas cepas BAL en condiciones in 

vivo.  
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