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Resumen: 

El interés hacia productos que contienen probióticos está en auge debido a su gran potencial beneficioso 

para la salud del hospedador, de ahí, la búsqueda de nuevos microorganismos con capacidad probiótica. 

Hay que tener en cuenta que el microbioma humano no solo consiste en especies bacterianas, sino que 

también actúan un gran número de levaduras implicadas en la homeostasis gastrointestinal. 

 

El principal objetivo del proyecto es seleccionar cepas de levadura aisladas de ambientes naturales con 

capacidad probiótica para su aplicación como probiótico en alimentos funcionales. Concretamente en 

este trabajo nos hemos centrado en caracterizar diferentes cepas de levadura, específicamente 15 cepas 

procedentes de masas madre, utilizando como cepa control Saccharomyces boulardii (una levadura de 

conocida actividad probiótica). Para ello, se analizaron diferentes parámetros fisiológicos, entre ellos, 

su crecimiento a distintas temperaturas, incluida 37ºC, la resistencia a antibióticos, la tolerancia a 

diferentes pHs, la capacidad de formación de biopelículas y la sensibilidad al paso gastrointestinal. Para 

completar la caracterización se estimó la hidrofobicidad de cada levadura, su capacidad antioxidante.  

Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la agenda 2030: 3 Salud y bienestar (Anexo 1). 
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Abstract: 

The interest in products that contain probiotics is growing due to their great beneficial potential for the 

health of the host, hence the search for new microorganisms with probiotic capacity. It must be taken 

into account that the human microbiome not only consists of bacterial species, but there are plenty of 

yeast which are involved in holding up the gastrointestinal homeostasis. 

The project's main goal is to select yeast strains which reveal probiotic capacity, isolated from different 

natural environments for their aplication in functional foods as probiotic products. Specifically in this 

work we were focused on characterizing different yeast strains, to be precise 15 strains isolated from 

sourdough, using Saccharomyces boulardii (well known yeast due its probiotic properties) as control. 

In order to reach this objective, we analyzed different physiological parameters such as the growth at 

different temperatures, antibiotic resistance, tolerance to pHs, the biofilm formation capacity and 

sensibility to gastrointestinal transit. To complete the characterization, hydrophobicity and the 

antioxidant capacity of each yeast have been calculated.  

This work is linked with the following SDG from the 2030 agenda: 3 Good health and well-being 

(Anexo 1). 
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1. Introducción. 

La microbiota humana se define como el conjunto de microorganismos que viven en la superficie y el 

interior de nuestro cuerpo. Estos microorganismos están muy involucrados en la acción de 

desintoxicación, respuestas inmunológicas y en la fisiología humana (D´Argenio and Salvatore, 2015). 

En el tracto gastrointestinal humano, la microbiota está representada por alrededor de 1.000 especies 

bacterianas. Los hongos también están presentes pero en un porcentaje muy bajo (<0,1 %) 

(Kaźmierczak-Siedlecka et al., 2020), siendo especies de Candida y Saccharomyces las más habituales 

(Murkejee et al., 2015). Esta microbiota tan compleja es reconocida como un elemento activo de la 

fisiología intestinal, con múltiples funciones, siendo las principales: funciones metabólicas, de efecto 

barrera y tróficas. Su composición se ve condicionada por numerosos factores (p.e. estilo de vida, edad, 

dieta, consumo de antibióticos o fármacos) y cualquier desequilibrio de su biodiversidad y riqueza 

(disbiosis) puede causar enfermedades importantes, entre ellas, atopias, síndrome metabólico, 

enfermedades inflamatorias, cáncer e incluso algunos trastornos de la conducta (Butel, 2014; Álvarez 

et al., 2021). 

  

El concepto de consumo oral de microorganismos como un medio para inducir beneficios para la salud 

ha intrigado a los humanos durante siglos. El término 'probióticos' apareció por primera vez en este 

contexto en 1974 y ha evolucionado conceptualmente hasta su definición actual como microorganismos 

vivos que confieren un beneficio para la salud cuando se consumen en cantidades adecuadas, sugerida 

por la FAO/OMS en 2002 (Suez et al., 2019, Pineiro et al., 2008) y aceptada y recogida en los consensos 

de la Asociación Española de Microbiota, Probióticos y Prebióticos (SEMIPyP) y la International 

Society for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) en el año 2014 (Hill et al., 2014). Esta definición implica 

que la viabilidad y efecto beneficioso de los probióticos debe asegurarse hasta alcanzar su lugar de 

interacción con el hospedador. A su vez, esta definición diferencia con claridad a los probióticos de 

prebióticos o postbióticos, también utilizados para modificar la composición de la microbiota intestinal. 

Recientemente, el concepto de prebiótico ha sido revisado y definido por la ISAPP como “un sustrato 

que es selectivamente utilizado por microorganismos del hospedador y confiere beneficios para la 

salud” (Gibson et al., 2017). Por su parte, los postbióticos hacen referencia a los microorganismos 

muertos, sus componentes o sustancias producidas por probióticos (Salminen et al., 2021). 

  

En las últimas décadas, el desarrollo de microorganismos probióticos, su producción y comercialización 

están en constante crecimiento siendo uno de los complementos alimenticios más consumidos en todo 

el mundo. En efecto, los preparados dispensados en farmacias españolas representaron ventas que 

ascendieron a 7,9 millones de euros en el mes de febrero de 2023 (IQVIA.com, 2023) y su utilización 

para desarrollar alimentos funcionales no para de crecer. Aunque no existe un consenso para definir 
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estos alimentos, el Consejo Internacional de Información Alimentaria (IFIC), establece que son: 

alimentos que pueden proporcionar beneficios para la salud más allá de la nutrición básica (Longoria-

García et al., 2018). De hecho, alimentos como el yogur, el queso, los helados, los snacks, los cereales 

para el desayuno y las fórmulas infantiles se complementan con probióticos (Suez et al., 2019), debido 

a su impacto positivo en la salud humana (Álvarez et al., 2021). 

  

Numerosos datos clínicos confirman los efectos profilácticos y terapéuticos de los probióticos en el 

tratamiento de enfermedades gastrointestinales (trastornos gastrointestinales, eliminación de 

Helicobacter pylori, diarreas) y de numerosas infecciones respiratorias y urogenitales (Markowiak-

Kopeć and Śliżewska, 2017; Mallappa et al., 2019). Además, los probióticos juegan un papel importante 

en las reacciones alérgicas como la dermatitis atópica y en la regulación de enfermedades metabólicas 

comunes (obesidad, síndrome de resistencia a la insulina, diabetes tipo 2) (Mallappa et al., 2019). Los 

estudios científicos también informan sobre su actividad anticancerígena y la mejora de la respuesta 

inmunitaria del organismo (inmunomodulación) mediante la activación de genes específicos de células 

huésped (Kerry et al., 2018). En definitiva, los probióticos son capaces de modular la composición de 

la microbiota intestinal, compitiendo con la microflora endógena y previniendo el crecimiento de 

bacterias patógenas mediante la competencia por los sitios de adhesión, la producción de sustancias 

antimicrobianas y la modulación del sistema inmunitario (De Almada et al., 2015). 

  

No todos los microorganismos pueden ser catalogados como probióticos, ya que éstos deben cumplir 

ciertos requisitos; por ejemplo, es muy importante su identificación a nivel de cepa para poder vincularla 

con un efecto concreto sobre la salud (Ganguly et al., 2011). Además, la OMS, la FAO y la EFSA han 

definido una serie de características ideales que deberían presentar estas comunidades para ser definidos 

como microorganismos probióticos, clasificados en base a 3 criterios (Markowiak and Śliżewska, 

2017). El primero de ellos la seguridad, se refleja en su resistencia a antibióticos (Siesto et al., 2022; 

McFarland, 2015) o en la ausencia de asociación con organismos patógenos. El siguiente criterio se 

basa en su utilidad tecnológica y el último define una serie de propiedades funcionales, como son el 

crecimiento a la temperatura corporal humana (37°C), y la capacidad de sobrevivir a las condiciones 

del tracto gastrointestinal (resistencia a pH ácido, jugos gástricos, etc.) y de permanecer en el intestino 

(McFarland, 2015). Esta es la principal razón por la que la mayoría de los probióticos comercializados 

actualmente son de origen bacteriano, mayoritariamente bacterias productoras de ácido láctico 

(Lactobacillus spp., Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp. y Enterococcus spp.) que 

se encuentran en el tracto gastrointestinal humano, generalmente ingeridas mediante alimentos 

fermentados (Pais et al., 2020). Por el contrario, la mayoría de levaduras son particularmente sensibles 

a las condiciones del tracto gastrointestinal (Rodríguez et al., 2018), por lo que no han sido consideradas 

históricamente en el aislamiento de microorganismos con efectos beneficiosos para la salud. No 
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obstante, se han encontrado cepas de levadura con gran potencial probiótico como Saccharomyces 

cerevisiae, siendo la cepa Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, también denominada como 

Saccharomyces boulardii (Sb) la única levadura reconocida y comercializada como probiótico, cuya 

caracterización está bien documentada (Hatoum et.al., 2012; Czerucka et al., 2007). 

  

S. boulardii fue descubierta por el microbiólogo francés Henri Boulard en 1920 durante una visita a 

Indochina (Czerucka and Rampal, 2019). Se trata de una levadura aislada de la epidermis del lichi 

cultivado en la península de Indochina (Fu et al., 2022). Es similar a S. cerevisiae (99 % de homología 

a nivel genómico) pero difiere en muchas de sus características metabólicas, genéticas y taxonómicas 

(Khatri et al., 2017). Entre las características más interesantes de S. boulardii se ha demostrado, 

utilizando modelos de rata y ratón, que aumenta significativamente la concentración de IgA intestinal, 

mejorando así la respuesta inmunitaria frente a la toxina A de Clostridium difficile (Buts et al., 1990; 

Qamar et al., 2001), también tiene la capacidad de degradar las toxinas producidas por esta bacteria y 

Escherichia coli mediante la síntesis de proteasas (Valdés-Varela et al., 2018; Buts et al., 2006). 

Además, S. boulardii libera poliaminas en la luz intestinal, lo que incrementa la secreción de enzimas, 

entre ellas disacaridasas como lactasa, sacarasa o isomaltasa, promoviendo el crecimiento de las 

vellosidades intestinales y mejorando los procesos de digestión y la absorción, así como la acción de 

los anticuerpos contra los patógenos (Buts et al., 1999). Finalmente, S. boulardii muestra una alta 

capacidad de sobrevivir a pH 2,5 en presencia de sales biliares, además de presentar una elevada 

actividad antioxidante y antibacteriana (Fu et al., 2022), también modula la microbiota intestinal y 

aumenta la producción de ácidos grasos de cadena corta (SCFA) que desempeñan diversas funciones 

en la bioquímica y fisiología de diferentes tejidos (Staniszewski and Kordowska-Wiater, 2021). Estas 

propiedades han convertido a S. boulardii en un probiótico eficaz para el tratamiento del síndrome del 

intestino irritable y la diarrea, entre otras enfermedades bacterianas (Fu et al., 2022; Lazo-Vélez et al., 

2018). 

  

Los beneficios terapéuticos de S. boulardii podrían extenderse a otras estirpes y especies de levaduras. 

Otros estudios han demostrado el potencial probiótico de Wickerhamomyces anomalus (García-

Hernández et al., 2012) o Pichia kudriavzevii (Chelliah et al., 2016). También se ha encontrado que la 

gran mayoría de cepas de Torulaspora delbrueckii muestran una gran tolerancia a altas concentraciones 

de sales biliares y capacidad de inhibición del crecimiento de ciertos patógenos (Psani et al., 2006). 

Cabe pensar por tanto, que es posible aislar de fuentes naturales o de nichos de ambientes industriales, 

nuevas cepas con propiedades únicas que permitan ampliar los beneficios actuales de los probióticos, 

atender la necesidad de los consumidores y hacer frente a la enorme demanda de estos complementos. 

En este trabajo, hemos llevado a cabo una evaluación inicial del potencial probiótico de una colección 

de aislados de levaduras de masas madre. Propiedades como hidrofobicidad, termotolerancia y 
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capacidad antioxidante han sido analizadas utilizando S. boulardii como cepa de referencia. Los 

resultados indican que varios de los aislados exhiben propiedades compatibles con su uso como 

probióticos. 

 

2. Objetivos: 

Como se indicó anteriormente, existe un enorme interés del sector industrial por el desarrollo de nuevos 

usos, aplicaciones y funcionalidades de los probióticos, al igual que una creciente concienciación de los 

consumidores del efecto beneficioso de estos complementos. Todo ello, justifica la necesidad de 

identificar nuevas especies con características probióticas. Nuestra hipótesis en este trabajo es que la 

masa madre es una fuente no convencional para el aislamiento de bacterias y levaduras con potencial 

probiótico. Con la idea de corroborar esta hipótesis hemos desarrollado este trabajo experimental con 

el siguiente objetivo: 

· Examinar el potencial probiótico de una colección de cepas de levadura procedentes de aislados 

de masas madre mediante ensayo in vitro de sus características fenotípicas. 

 

3. Materiales y Métodos: 

3.1. Procedencia de las cepas de levadura: 

Durante este trabajo se han evaluado 17 cepas de levadura, cuya identificación taxonómica, origen b 

denominación se describe en la Tabla 3.1. Todas ellas se almacenaron en placas con medio YPD (1 % 

extracto de levadura, 2 % dextrosa, 2 % peptona) a 4ºC y antes de la realización de cada experimento 

las cepas de levadura se dejaron crecer en agitación (180 rpm) en medio YPD líquido a 30º C durante 

24 horas. 
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Tabla 1: Origen de las cepas empleadas. 

Cepas Especie Origen Referencia 

Sbp 
Saccharomyces 

boulardii 
Comercial 

Marca comercial 

Ultra-levura ® 

Sb 
Saccharomyces 

boulardii 

Colección  

(IATA-CSIC) 

Cesión Dra. Amparo 

Querol 

Sc06; S13; Sc16; Sc31; 

Sc51; Sc121; Sc129; Sc132 

Saccharomyces 

cerevisae 

Aislado de masas 

madre 

Sánchez-Adriá et al., 

2023 

Td04; Td29 
Torulaspora 

delbrueckii 

Aislado de 

masas  madre 

Sánchez-Adriá et al., 

2023 

Kh08; Kh07; Kh24 Kazachstania humilis 
Aislado de masas 

madre 

Sánchez-Adriá et al., 

2023 

Pa Pichia anomala 
Aislado de masas 

madre 

Colección de 

laboratorio 

Wa 
Wickerhamomyces 

anomalus 

Aislado de masas 

madre 

Sánchez-Adriá et al., 

2023 

  

  

3.2. Determinación del peso seco: 

Para realizar este análisis se utilizaron filtros de nitrocelulosa que se pesaron en una balanza de precisión 

previamente. Se filtró 1 ml de una suspensión de células de DO600 conocida utilizando un matraz kitasato 

acoplado a un equipo de filtración a vacío. Los filtros se dejaron secar en una estufa a 55ºC durante 20 

h, se pesaron de nuevo y se calculó el peso seco como diferencia entre el peso final y el inicial. Los 

datos se expresan como mg/unidad de DO600. 
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3.3. Crecimiento a temperatura corporal humana: 

Este procedimiento fue realizado siguiendo el protocolo descrito por Kong et al. (2018), con ligeras 

modificaciones. Todas las levaduras fueron cultivadas en YPD líquido a 30ºC y 180 rpm en un 

incubador orbital. Después de 18-24 h, se midió la DO600 de cada cultivo en un espectrofotómetro (UV-

VIS-1280, Shimadzu, Eu) y la densidad de células se ajustó a un valor inicial de 1,0. Finalmente, se 

llevaron a cabo diluciones seriadas (10-1, 10-2 y 10-3) y se depositaron alícuotas de 2,5 μl de cada una de 

ellas en placas de YPD-agar. Las placas se incubaron a 37ºC (temperatura corporal humana) o a 30ºC 

(control) durante 48 horas. Por último, las placas se escanearon para tener un registro del crecimiento 

de capa cepa en las diferentes condiciones. 

  

3.4. Resistencia a antibióticos: 

Este test se realizó de acuerdo con el protocolo de Kirby-Bauer aprobado por el NCCLS, National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (Siesto et al., 2022), con ligeras modificaciones. Se 

utilizaron 2 antibióticos: Kanamicina y Cloranfenicol. Cada ensayo fue realizado en medio YPD-agar 

añadiendo concentraciones crecientes de cada antibiótico (40, 80,100 y 150 μg/ml). Posteriormente se 

depositaron gotas de 3 y 6 μl de una suspensión de células (DO600 inicial =1; 107 células/ml). Todas las 

placas se incubaron a 37ºC durante 48 h. Por último, las placas se escanearon como se mencionó 

anteriormente. 

 

3.5. Capacidad de formación de biopelículas. 

Para analizar la capacidad de generación de biopelículas de cada cepa se siguió el protocolo propuesto 

por Reynolds and Fink (2001). Brevemente, se prepararon placas de YPD sólido conteniendo un 0,3 % 

o un 2 % de agar, sobre las que se depositó una muestra de 5 µl de una suspensión diluída de células de 

cada cepa (Abs600 = 1). A continuación, las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 25ºC. 

Finalmente, se documentó el crecimiento mediante escaneado de las placas tras 7, y 14 días de 

incubación. La formación de biopelículas se evaluó siguiendo la aparición de estructuras con apariencia 

de estrías en las colonias inoculadas. 
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3.6. Hidrofobicidad: 

Este test se realizó siguiendo el protocolo descrito por Cheriiah et al. (2016) con ligeras modificaciones. 

Para ello, se prepararon cultivos de levadura en condiciones standard (YPD; 18-24 h; 30ºC/180 rpm), 

de los que se tomó una alícuota correspondiente a 4 unidades de DO600 (4.107 células/ml). La suspensión 

se centrifugó (4.000 rpm; 4ºC), se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en PBS frío con 

la idea de eliminar los restos de medio de cultivo. Los lavados se repitieron dos veces, hasta obtener 

finalmente una suspensión de células en PBS de Abs600 ~ 1,0 (Abs600 inicial; A0). Muestras de 1 ml de 

cada suspensión se repartieron en tubos eppendorf, se adicionó 200 μl de tolueno a cada una de ellas, y 

la mezcla se agitó en un vortex durante 2 min y se incubó a 37ºC durante 30 min. Finalmente, se midió 

la Abs600 final (At). El test se realizó para cada una de las cepas por duplicado. 

La hidrofobicidad de cada cepa se evaluó mediante el cálculo del índice MATS (Microbial Adhesion 

To Solvents) que refleja la capacidad de la envoltura celular para adherirse a un solvente orgánico. Se 

utilizó la siguiente fórmula: 

 MATS( %) = ((Abs0-Abst)/Abs0)x100 

Donde Abs0 representa la absorbancia a tiempo inicial y Abst corresponde con la absorbancia a tiempo 

final medida. 

 

 3.7. Tolerancia a diferentes pHs: 

Este test fue realizado siguiendo el protocolo descrito por Siesto et al. (2014). Para ello, se preparó YPD 

líquido con valores de pH = 3,0; 3,5; 4,0 o 7,2. Se utilizó un pHmetro (CRISON basic 20), y el volumen 

necesario en cada caso de 1M de HCl o 1M de NaOH. A continuación, los medios se esterilizaron por 

filtración (0,2 μm) en una cabina de flujo laminar, y se inocularon a una DO600 inicial de 0,1 (~106 

células/ml) a partir de un preinóculo en YPD (pH ~ 5,95) de cada cepa incubado a 30ºC y 180 rpm. 

Alícuotas de cada suspensión (200 μl) se vertieron por triplicado en una placa microtiter de 96 pocillos 

que se incubó durante 24 h a 37ºC o a 30ºC, para aquellas cepas termosensibles, en un equipo lector de 

placas (POLAstar Omega,BMG Labtech). Se registraron lecturas de Abs600 cada 30 s durante 50 ciclos, 

con una agitación de 10 s previa a cada lectura. Los resultados se expresaron como Tiempo de 

generación (Tg) siguiendo la relación: 

Tg = Ln2/μ 

Siendo el Tg el tiempo de generación que es el tiempo en el que tarda en duplicarse un microorganismo 

y μ la pendiente en fase exponencial calculada para cada cepa a los diferentes pHs. 
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También se evaluó el crecimiento final de cada cepa de levadura a los pHs ensayados. Para ello, se 

midió la Abs600 tras 24 horas de incubación en un agitador orbital durante 24 a 37ºC o a 30ªC y 180 

rpm. Los análisis de los resultados se evaluaron como ratio de crecimiento (GR) (Bevilacqua et al., 

2009) y se expresó como: 

GR = (Abss/Absc) 

Siendo Abss la absorbancia de la cepa a analizar y Absc la absorbancia de la cepa de referencia (Sb) 

para cada condición de pH. 

  

3.8. Tolerancia a ácidos: 

Para la realización de este análisis, se procedió a preparar cultivos en YPD líquido de las cepas bajo 

estudio en las condiciones habituales (18-24 h; 30ºC/180rpm), que se utilizaron para inocular a una 

DO600 inicial de 0,1 un volumen del mismo medio conteniendo 300 mM de ácido láctico, 60 mM de 

ácido acético, o una mezcla de ácido láctico y ácido acético, a concentraciones de 200 y 20 mM, 

respectivamente. El crecimiento de cada cepa en los diferentes medios se analizó por triplicado en 

placas de microtiter, siguiendo las condiciones descritas anteriormente. De la misma forma, se examinó 

el GR a 30 o 37ºC de cada cepa y medio de cultivo. Al igual que en el apartado anterior los resultados 

se expresaron en función del tiempo de generación y como ratio de crecimiento. 

 

3.9. Resistencia al paso por el tracto gastrointestinal: 

La tolerancia de las cepas bajo estudio a las condiciones impuestas por su paso por el tracto 

gastrointestinal fue ensayada siguiendo el protocolo propuesto por Arévalo Villena et al. (2018) con 

algunas modificaciones. En primer lugar, se centrifugaron a 3.500 rpm/2 min/4ºC, 10 unidades de DO600 

de cada cepa cultivada en YPD en condiciones habituales. El sobrenadante se descartó y el 

correspondiente pellet de células se lavó y se centrifugó 2 veces utilizando agua destilada a 4ºC. 

Finalmente, dicho pellet se trató de la siguiente manera: 

·    Simulación estomacal (fase estática) donde el pellet se resuspendió en 1 ml de una solución que 

contenía 3 g/l de pepsina y 5 g/l de NaCl en 0,1N de HCl ajustado a pH 2 con 1N de NaOH, y 

se incubó a 37ºC durante 3 h. 

·    Digestión intestinal (fase cinética de crecimiento):  Se traspasa 10µl de la reacción anterior 

(correspondiente a 106 células) y se resuspende en 1ml de una solución intestinal que contenía 

0,5 % de sales biliares y 1mg/ml de pancreatina (pH 8). Por último, se siguió el crecimiento de 

las levaduras en este medio en un lector de placas termostatizado. 
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3.10. Capacidad antioxidante: 

Para determinar la actividad antioxidante de cada cepa se implementó el protocolo descrito por Chen et 

al. (2010) y Capece et al. (2018) con ciertas modificaciones. Primero se preparó una solución de trabajo 

conteniendo una concentración de 120 mM de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en metanol. A partir 

de un precultivo de cada una de las cepas bajo estudio (YPD; 30ºC/180 rpm), se prepararon diluciones 

que contenían cantidades decrecientes de unidades de DO600. Cada una de ellas se centrifugó, se lavó 

con agua destilada fría para eliminar restos de medio de cultivo y el pellet se resuspendió en 0,25 ml de 

etanol. A esta suspensión se le añadió 0,5 ml de la solución de DPPH, se mezcló bien y se incubó 

durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Por último, se volvió a centrifugar a 4.000 rpm 

y se midió la absorbancia a 517 nm del sobrenadante. Con estos valores, se calculó el porcentaje de 

inhibición de cada dilución de células y se representó el  % de inhibición frente a la concentración de 

células, y se calculó el EC50, que se define como aquella concentración de células expresada como mg 

de células (p.s.)/ml que reduce la Abs517 de la solución de DPPH en un 50 %. 

 % de Inhibición = 1-(Abss/Absb)] x 100 % 

Siendo Abss la absorbancia de las cepas y Absb la absorbancia del blanco medidas a 517nm. 

Paralelamente, se determinó la EC50 de Trolox (ácido 6- hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2 

carboxílico), un standard habitualmente utilizado para relativizar y poder comparar la actividad 

antioxidante de diferentes muestras. Con este fin, se preparó primero un stock del standard en etanol 

(50 mM; 12,5 mg/ml), que se almacenó a -20ºC hasta su utilización. El stock se atemperó y se utilizó 

para preparar diluciones de Trolox a concentraciones de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 y 15,0 μg/ml. Como 

en el caso de las suspensiones de células, se midió para cada dilución la reducción de Abs517 de la 

solución de DPPH y se representó el  % de inhibición frente a la concentración de Trolox con el fin de 

calcular la EC50 del patrón. Con todos estos datos se calculó la capacidad antioxidante de cada cepa de 

levadura ensayada en equivalentes Trolox, TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant Capacity) de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

TEAC = EC50 (Trolox)/EC50 (Muestra) 

En todos los casos, se utilizó metanol puro como blanco. Este experimento se realizó por triplicado para 

cada cepa. 
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3.11. Análisis estadístico: 

La significación estadística de las diferencias de las cepas respecto a S. boulardii se calculó a través de 

diferentes estudios estadísticos (prueba-T) mediante la plataforma de Microsoft Excel. Las diferencias 

se consideraron significativas únicamente cuando presentaron un valor de p-value inferior a 0,01. 

 

4. Resultados y discusión. 

4.1. Crecimiento a temperatura corporal humana. 

La tolerancia y crecimiento a la temperatura del cuerpo humano es uno de los requisitos básicos para 

valorar el potencial probiótico de cualquier microorganismo, ya que permite verificar si puede ejercer 

una función beneficiosa en el intestino humano (Czerucka et al., 2007). Por ello, se inició el estudio 

siguiendo el crecimiento de los aislados de masa madre en medio sólido a 30°C y 37ºC. Como se puede 

apreciar en la Figura 1-A todas las cepas correspondientes al género Saccharomyces, incluida la cepa 

de S. cerevisiae var boulardii (Sb) utilizada como control en este trabajo, crecen a ambas temperaturas 

ensayadas, tal y como se había descrito previamente en otros trabajos (Phong et al., 2019; Fernández-

Pacheco et al., 2021). De manera similar, las levaduras Pichia anomala y Wickerhamomyces anomalus, 

proliferaron a 37°C, aunque esta última muestra un ligero defecto de crecimiento (Figura 1-B), que fue 

más acusado en las dos cepas de Torulaspora delbrueckii analizadas, lo que indica una menor termo-

tolerancia de estas a altas temperaturas. Los resultados son consistentes con lo descrito previamente 

para una colección de cepas de levadura de esta especie, aisladas de masas madre en el norte de Portugal 

(Almeida and Pais, 1996). Éstas fueron caracterizadas por su buen crecimiento a bajas temperaturas 

(12°C) y resistencia a congelación, lo que ha llevado a proponer su utilización en masas dulces 

congeladas (Hernandez-Lopez et al., 2003). Así pues, nuestros resultados confirman este rasgo 

fenotípico distintivo de cepas de Torulaspora delbrueckii aisladas de masas madre. Finalmente,  

Las 3 cepas de Kazachstania humilis fueron incapaces de crecer a 37ºC (Figura 1-C). Resultados 

similares se han descrito por Jacques et al., (2016) respecto a la caracterización fenotípica de cepas de 

K. humilis aisladas de restos forestales en Brasil. La extrema sensibilidad a la temperatura corporal 

humana de las cepas de levaduras de las especies Kazachstania humilis y Torulaspora delbrueckii 

analizadas, las hace poco idóneas para su posible uso como probióticos. 
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Figura 1. Crecimiento a diferentes temperaturas de aislados de masa madre. Cultivos saturados de las 

levaduras estudiadas, se llevaron a una DO600 inicial de 0,5 y se prepararon las correspondientes diluciones 

seriadas de 10-1 a 10-3. Tras depositar 2,5 μl de cada dilución en placas de YPD, estas se incubaron a la 

temperatura indicada durante 48h previamente a recoger las imágenes en un escáner de laboratorio.    

 

4.2. Resistencia a antibióticos. 

La resistencia a antibióticos es una propiedad probiótica interesante, ya que determina su potencial uso 

como probiótico para pacientes que consumen estos fármacos de forma terapéutica (Siesto et al., 2022). 

Por ello, las diferentes cepas de levadura fueron testadas frente a concentraciones crecientes de dos 

antibióticos, la kanamicina y el cloranfenicol. La kanamicina es un aminoglucósido con capacidad 

bactericida que interviene en la síntesis de proteínas bacterianas gracias a su unión con la subunidad 

ribosomal 30S, mientras que el cloranfenicol es antibiótico bacteriostático de amplio espectro capaz de 

unirse a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano impidiendo la formación en enlaces peptídicos 

(Vademecum.es, 2015). 
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A modo de ejemplo en la Figura 2 se muestra el crecimiento de la cepa control (Sb) y dos aislados de 

S. cerevisiae (Sc06 y Sc13). Como se puede observar, las levaduras crecieron a todas las 

concentraciones de antibiótico ensayadas. Por ello, el experimento se decidió continuar utilizando sólo 

las 2 concentraciones más altas (130 y 150 μg/ml) de ambos antibióticos.   

 

 

Figura 2. Crecimiento de levaduras en presencia de antibióticos. Cultivos saturados de S. boulardi (Sb) y S. 

cerevisiae (Sc06 y Sc13) se diluyeron a una OD600 de 1 y alícuotas de 3 o 6 μl se depositaron en placas de YPD 

con concentraciones crecientes de kanamicina y cloranfenicol, tal y como se indica en la imagen. Tras 48 horas 

de incubación a 30ºC, las placas se escanean para su registro digital. 

Cabe destacar que la tolerancia a kanamicina y cloranfenicol es común a la colección de aislados de 

masa madre analizados en este trabajo, incluidas las levaduras no convencionales P. anomala y W. 

anomalus (Figura 3). Los resultados obtenidos coinciden con los de otros autores, ya que la mayoría 

de las levaduras son resistentes a antibióticos (Kaźmierczak-Siedlecka et al., 2020). Czerucka et al., 

(2007) destacan que esta resistencia supone una ventaja, ya que está asociada a genes incapaces de ser 

trasferidos a microorganismos patógenos. 

 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00284-020-02053-9#auth-Karolina-Ka_mierczak_Siedlecka
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Figura 3. Comparación de la tolerancia a antibióticos de levaduras convencionales y no-convencionales. 

Utilizando cultivos saturados de las cepa de S. cerevisiae (Sc132) y las no-convencionales P. anomala (Pa) o W. 

anomalus (Wa), se procedió tal y como se ha explicado en la Figura 2. 

 

4.3. Capacidad de formación de biopelículas. 

Una biopelícula se define como un consorcio de microorganismos en el que las células se adhieren entre 

sí y a una superficie. En estas condiciones, las células generan estructuras en las que están embebidas y 

protegidas por una matriz extracelular, compuesta por polímeros de azúcares (Harding et al., 2009). Por 

ello, no es de extrañar que sea un atributo a tener en consideración a la hora de seleccionar una cepa 

como probiótico (Speranza et al., 2020). 

Se ha descrito que la formación de biofilms se ve acelerada en medios con niveles reducidos de glucosa 

(Reynolds and Fink, 2001), por lo que en este caso se prepararon placas de YPD con 0.1 % de glucosa 

a las que se añadió agar al 2 (control) o al 0.3 % para solidificar el medio. 

La Figura 4 recoge los resultados del crecimiento de dos aislados de S. cerevisiae, Sc121 y Sc132, 

después de 7 y 14 días de incubación, en los mencionados medios de cultivo. En placas con un 2 % de 

agar y tras una semana a 25ºC, se observa en las dos cepas, colonias de color blanco mate y bordes lisos. 

Después de 14 días, Sc121 presenta colonias de mayor tamaño, pero de bordes rugosos, mientras Sc132 

mantiene colonias de bordes lisos. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en medios con 0,3 

% de agar, lo primero que llama la atención es el aspecto diferente de la colonia. En estas condiciones 

las levaduras dan lugar a colonias blancas brillantes, que cuando se tocan con un palillo estéril, se 
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arrastra una capa mucosa, que podría ser atribuida a la producción de un mucopolisacárido (datos no 

mostrados). No obstante, no se observó en ningún caso la aparición de estrías radiales en las colonias, 

característico de levaduras con capacidad de producir biopelículas (Reynolds y Fink, 2001). 

 

Figura 4. Comparación de la morfología de colonias de aislados de masa madre de S. cerevisiae en medios 

YPD con diferentes contenidos de agar.  

Cabe destacar que la morfología de las colonias del aislado Sc121 es característico de levaduras que 

carecen de FLO11, un gen que codifica para una glicoproteína (floculina) involucrada en adherencia y 

formación de biopelículas (yeastgenome.org, 2023). Reynolds and Fink (2001) indican que las colonias 

de estos mutantes tienen un menor diámetro y no producen estrías radiales visibles. Además, estos 

autores describen una correlación negativa entre este fenotipo (formación de estrías radiales) y el nivel 

de ploidía de la cepa analizada, de tal manera que las cepas haploides son en las que más fácil se 

detectan. 

La mayoría de las levaduras aisladas de la naturaleza o de fermentaciones espontáneas, son diploides, 

frente a las cepas industriales, domesticadas por el hombre durante siglos, que son tetraploides (Wnuk 

et al., 2015; Bigey et al., 2021). Si bien la ploidia de alguno de los aislados con los que trabajamos es 

desconocida, compañeros del laboratorio disponen de información de otros procedentes de la misma 

masa madre. Como se recoge en la Tabla 2, la mayoría son diploides o triploides. Así, teniendo en 

cuenta este dato, la elevada ploidía de las levaduras ensayadas, podría explicar la ausencia de un 

fenotipo tan sencillo de visualizar. No obstante, habría que determinar su ploidía en futuros 

experimentos, para poder confirmar los resultados.  
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Tabla 2. Ploidía de aislados de masa madre. 

Cepas Ploidía Especie 

Kh02 3,24  0,11 Kazachstania humilis 

Kh08 3,17  0,04 Kazachstania humilis 

Kh11 3,48  0,50 Kazachstania humilis 

Kh13 3,09  0,41 Kazachstania humilis 

Kh18 4,09  0,22 Kazachstania humilis 

Td03 1,79  0,02 Torulaspora delbrueckii 

Td04 0,98  0,03 Torulaspora delbrueckii 

*Datos proporcionados por Isabel Sánchez-Adriá. 

 

De manera similar a lo expuesto para las cepas de S. cerevisiae, tras 14 días de incubación en placas 

con 0,3 % de agar, en el resto de aislados de masa madre testados, no se observó la aparición de las 

típicas estructuras radiales características de la producción de biopelículas (Figura 5). De nuevo 

algunas de las cepas ensayadas dan lugar a colonias de bordes rugosos, distintivo de cepas con 

mutaciones en los genes que codifican para floculinas, como por ejemplo la cepa Kh07.  

 

 

Figura 5. Morfología de colonias de aislados de masa madre en medios con bajo contenido de agar.   

 
 

 

 



 

16 

4.4. Hidrofobicidad. 

La hidrofobicidad de la superficie celular es una de las características más destacadas de los 

microorganismos probióticos ya que les confiere la capacidad de colonización, paso vital para la 

adhesión de estos para mantenerse en el intestino (Orłowski and Bielecka, 2006). De hecho, cuanto 

mayor sea la capacidad hidrofóbica, mejor será la adherencia a la mucosa intestinal (Siesto et al., 2022), 

siendo también muy importante para establecer interacciones con las células intestinales del 

hospedador. 

Se ha examinado la hidrofobicidad de la envoltura celular mediante la determinación del índice MATS 

(Microbial Adhesion To Solvents), habitualmente empleado como una medida del comportamiento 

adherente y la capacidad de agregación microbiana (ver la sección de Materiales y Métodos) 

La Tabla 3 muestra los valores del índice MATS, expresado como porcentaje, de las cepas de levadura 

analizadas en este estudio. Como vemos, existe una gran variabilidad entre ellas, incluso cuando 

pertenecen a una misma especie. Resultados similares fueron descritos por otros autores (Siesto et al., 

2022), que encontraron, en una colección de cepas de S. cerevisiae, valores de hidrofobicidad entre el 

10 y el 90 %. Cabe destacar que ninguno de los aislados de masa madre mostró una elevada 

hidrofobicidad, siendo los valores más altos para Kh08 y Sc51, con un 54 % y un 48 %, respectivamente. 

Indicar también que la cepa de S. boulardii utilizada como control, mostró valores de hidrofobicidad 

inferiores a los descritos en la bibliografía (Fu et al., 2022; Fadda et al., 2017), lo que nos hizo 

cuestionarnos si el control seleccionado, obtenido de una colección privada, era el adecuado para este 

estudio. 

Tabla 3. Índice de hidrofobicidad de aislados de masa madre. 

Cepas MATS % 

Sb 16,45  0,81 

 
Sc06 34,31  0,16 

 
Sc13 33,52  6,74 

 
Sc16 9,12  5,04 

 
Sc31 48,36  2,76 

 
Sc51 26,97  9,74 

 
Sc121 

 

30,57  6,43 

 
Sc129 38,57  8,03 

 
Sc131 41,77  1,64 

 
Td04 36,94  2,97 

 
Td29 18,73  1,53 

 
Kh07 54,58  6,620 

 
Kh08 31,98  7,93 

 
Kh24 36,21  7,52 

 
Pa 28,96  10,06 

 
Wa 28,34  1,86 
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Llegados a este punto, se procedió a aislar, a partir de un preparado comercial (Ultra-levura ® 

(Ultralevura.com, 2022) una nueva cepa de esta levadura, (que abreviamos como Sbp) que utilizamos 

en posteriores análisis como organismo de referencia. Para ello, se suspendió en YPD líquido durante 

30 min a 30°C (5 mg) y tras realizar sucesivas diluciones seriadas, se procedió a plaquear 100 μl de las 

correspondientes a 10-4 y 10-5, con el objeto de conseguir colonias individuales. Se observó una única 

morfología de colonia y se escogió 3 colonias al azar, cuya identificación taxonómica inicial, mediante 

RFLP, sólo permitió verificar la especie S. cerevisiae , pero no la variedad boulardii, aunque el patrón 

de fragmentos de digestión fue idéntico al de la cepa cedida de la colección privada (consultar Anexo 

2). 

Cuando se analiza el índice de hidrofobicidad del probiótico comercial, se obtienen niveles de 25,99 ± 

2,40  %. Otros autores han descrito valores de hidrofobicidad del 30-40 % como el umbral para 

establecer interacciones con la mucosa y promover su adherencia (Ilavenil et al., 2015). Siguiendo este 

criterio, los aislados Sc06, Sc31, Sc132, Td04 y Kh08 muestran niveles en el rango indicado. Teniendo 

en cuenta que el nivel de hidrofobicidad aumenta con el tiempo de exposición al solvente orgánico y, 

como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos, la exposición a tolueno en estos 

experimentos ha sido de 30 min, es muy probable que la lista de aislados que cumplan este criterio 

aumente si el análisis se repitiera con un tiempo de exposición de 1h.  

 

4.5. Tolerancia a diferentes pH. 

La tolerancia, especialmente a pHs ácidos, es una característica importante a evaluar ya que ayuda a 

predecir el valor probiótico de una levadura. Recordar que durante el recorrido por el tracto 

gastrointestinal los microrganismos están sometidos a unas condiciones de pH muy extremas (Rivera-

Espinoza and Gallardo-Navarro, 2010). 

Se procedió a evaluar la tasa de crecimiento de cada levadura bajo estudio, en medio YPD ajustado a 

diferentes pHs, concretamente a 3,0; 3,5; 4, y 7,2. Para facilitar la recopilación de datos, los ensayos se 

realizaron en placas de 96 pocillos, incubadas a 37ºC en un lector Polarstar (consultar Anexo 3). 

El seguimiento durante 24h de dichos cultivos permitió calcular la tasa de crecimiento, como la 

pendiente en el tramo lineal para cada levadura y condición ensayada, cuyo valor se transformó en 

tiempo de generación (Tg) con un sencillo cálculo. Para facilitar la interpretación de los resultados, se 

construyó el correspondiente gráfico Heatmap (Figura 6) utilizando la plataforma MetaboAnalyst 

(MetaboAnalyst, 2023). 

Como se observa en la Figura 6 las levaduras de este estudio se distribuyen en dos grupos. A la derecha 

de la imagen se agrupan las levaduras de los géneros Saccharomyces, Pichia o Wickerhamomyces, 
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siendo estas dos últimas las que más lentamente crecen a pH 3,0 y 3,5. En el otro grupo (Figura 6; 

izquierda), se engloban cepas de los géneros Kazachstania y Torulaspora, que muestran tiempos de 

generación muy elevados en estas condiciones de cultivo. Debido a esto, el crecimiento a diferentes 

pHs de estas levaduras se ensayó también a 30ºC utilizando como control la cepa de referencia Sb. 

 

 

 

 

Figura 6. Tolerancia a diferentes pHs de aislados de masa madre. Cultivos saturados de levadura, se utilizaron 

como preinóculo para seguir sus curvas de crecimiento a 37°C en medio YPD a diferentes pHs. Tras calcular el 

tiempo de generación de cada levadura, los datos se analizan en la plataforma MetaboAnalyst (MetaboAnalyst.ca, 

2023). 

 

Como se observa en la Figura. 7, las dos cepas de Torulaspora son las que presentaron un tiempo de 

generación más largo en comparación con las de K. humilis o la cepa control (Sb). En estas condiciones 

de cultivo, destacar que Kh08 es la levadura que crece más rápido en todos los medios ensayados, lo 

cual indica una mejor tolerancia a todo el rango de pHs testados. Además, Kh07 y Kh24 se agruparon 

junto a la cepa control (Sb), lo que sugiere que tienen una resistencia similar. 
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Figura 7. Tolerancia a diferentes pHs de cepas de los géneros Kazachstania y Torulaspora a temperatura 

permisiva. En este caso se siguió el mismo protocolo que el explicado en la Figura 6, pero en este caso la cinética 

de crecimiento se realizó a 30°C.  

Otra metodología empleada para determinar la tolerancia a diferentes pHs, fue el registro de la Abs600 

tras 24h de incubación a 37°C en los medios estudiados, que en este caso se realizó con mayor volumen 

de cultivo y en un agitador orbital a 180 rpm.  

Para comparar la tolerancia a diferentes pHs, se normalizó los resultados de los diferentes aislados 

respecto al crecimiento de la cepa Sbp, en las mismas condiciones de cultivo. A 37°C en medio YPD 

(pH 5,95) la mayoría de los aislados de masa madre crecen de forma similar al control, excepto W. 

anamalus que mostró un claro defecto, un resultado que se acrecentó a pHs más bajos (Figura 8). 

Respecto a la otra levadura no-convencional, indicar que P. anomala presenta sensibilidad a pH ácidos, 

mientras a pH 7,2 esta tendencia se invierte respecto a la cepa control. Cuatro de los aislados de S. 

cerevisiae (S06, Sc31, Sc51 y Sc129) exhibieron un menor crecimiento (aproximadamente un 25 % 

inferior) a pH 3,0, que va mejorando con el incremento del pH del medio, excepto para la cepa Sc31 

que en todas las condiciones ensayadas presentó un crecimiento menor al de la cepa control.  Por su 

parte, destacar el comportamiento de los aislados Sc13 y Sc131, que mostraron una mayor tolerancia 

que la cepa control de S. boulardii en el rango de pH 3,0-3,5 (Figura 8). 
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Figura 8. Comparación del crecimiento a diferentes pHs de aislados de masa madre frente a la cepa 

probiótica control. Tras registrar la Abs600 de cultivos en YPD a diferentes pHs, incubados a 37°C durante 24 h, 

se calculó el ratio de crecimiento de cada cepa frente al control en las mismas condiciones de cultivo. En azul se 

representan los valores para las cepas S. cerevisiae indicadas en la figura y en morado y negro las correspondientes 

a las cepas de P. anomala y W. anomalus respectivamente. 

Los resultados obtenidos suscitaron una cuestión al margen del objetivo específico de este trabajo, que 

se decidió abordar para discernir entre tolerancia a pH bajo y tolerancia a ácidos. La colección de 

levaduras de este trabajo se corresponde con aislados de masas madre, nicho en el que estas levaduras 

están expuestas a la presencia de ácido láctico y acético (Lau et al., 2021) que dan lugar a un pH entorno 

a 3,5-4,0.  
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4.6. Tolerancia a ácidos. 

En este apartado del trabajo, se comparó la capacidad de proliferación en medios de cultivo conteniendo 

ácido acético, láctico o una mezcla de ambos. Señalar que la presencia de estos ácidos en masas madre 

ayuda a inhibir el crecimiento de organismos competidores (Perricone et al., 2014), haciendo de esta 

propiedad un rasgo adicional interesante. 

Una vez calculado el tiempo de generación, para aquellas levaduras termo-tolerantes de la colección 

bajo estudio, se procedió a representar dichos datos a través de un heatmap (Figura 9) 

El heatmap refleja que la mayoría de las cepas de S. cerevisiae toleran los ácidos de forma similar, 

mostrando un buen crecimiento en todas las condiciones, lo que da lugar a una única agrupación y muy 

próxima a la cepa Sc31, que al ser incapaz de crecer en mezclas de láctico con acético se separa de este 

cluster. La levadura probiótica aparece en el heatmap en un brazo independiente del cluster jerárquico, 

ya que su tiempo de generación en estas condiciones de cultivo es entre 2 y 7 veces superior al de los 

aislados de masas madre. 

 

 

 Figura 9. Tolerancia a ácidos de aislados de masa madre. Cultivos saturados de levadura, se utilizaron como 

preinóculo para seguir sus curvas de crecimiento a 37°C en medio YPD con adición de 60 mM de acético o 300 

mM de láctico o una mezcla de 20 mM de acético más 200 mM de láctico. Tras calcular el tiempo de generación 

de cada levadura en cada condición de cultivo, los datos se analizaron en la plataforma MetaboAnalyst 

(MetaboAnalyst.ca, 2023). 

De manera similar a lo descrito en el apartado anterior, para comparar la tolerancia a ácidos de los 

aislados, se normalizó los valores de Abs600 alcanzados tras 24 h de incubación, frente a los de la cepa 

control en cada medio ensayado (Figura 10). Como cabía esperar, todas las cepas de S. cerevisiae 

exhibieron una mayor tolerancia a ácidos, tanto láctico o acético, que la cepa de referencia; mientras 

que la mezcla de láctico y acético confirió sensibilidad a la cepa Sc31. 
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En cuanto a los aislados de Pa y Wa aunque estos provienen de masas madre, cuando se inocularon en 

un medio de laboratorio con adición de ácidos, mostraron una clara sensibilidad a la presencia de estos 

compuestos. Para explicar este resultado hay que tener en cuenta la baja actividad de agua que hay en 

una masa madre en comparación con los medios de cultivo utilizados en este trabajo. Por tanto, en una 

masa madre la difusión de estos ácidos es inferior, lo que favorece la presencia de levaduras con 

reducida tolerancia. Además, recordar que los experimentos se han llevado a cabo a 37°C, temperatura 

a la que la cepa Wa ya mostró cierta sensibilidad (Figura 1 y Figura 10).  

 

 

 

Figura 10. Comparación del crecimiento en presencia de ácidos orgánicos de aislados de masa madre frente 

a la cepa probiótica control. Tras registrar la Abs600 de cultivos en YPD a diferentes ácidos, incubados a 37°C 

durante 24 h, se calculó el ratio de crecimiento de cada cepa frente al control en las mismas condiciones de cultivo. 

En azul se representan los valores para las cepas S. cerevisiae indicadas en la figura y en morado y negro las 

correspondientes a las cepas de P. anomala y W. anomalus respectivamente. 

 

4.7. Resistencia al paso por el tracto gastrointestinal. 

Los microorganismos probióticos necesitan atravesar el tracto gastrointestinal para ejercer su función 

en el intestino, por lo que además de tolerar condiciones ácidas deben también resistir las sales biliares. 

La bilis tiene un pH alcalino para neutralizar el ácido estomacal y funciona como agente emulsionante 

que facilita la actividad de lipasas pancreáticas, además se le atribuye actividad bactericida (Merritt and 

Donaldson, 2009; Menezes et al., 2019).  
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Como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos, la simulación del paso de microorganismos 

por el tracto gastrointestinal se ha realizado en dos etapas, la segunda de las cuales consiste en el 

seguimiento de la proliferación de las levaduras durante 24 h en presencia de sales biliares, lo que 

permitió calcular el tiempo de generación para cada levadura bajo estudio en estas condiciones (Figura 

11). Las cepas del género Saccharomyces presentaron un tiempo de generación en el intervalo de 4 a 7 

h, excepto la cepa Sc121 que es de 11,5 h; lo que sugiere una menor tolerancia a las sales biliares por 

parte de esta levadura. Las cepas Wa y Pa mostraron un tiempo de generación similar al del aislado 

Sc121, aunque no se puede descartar que este resultado sea consecuencia del defecto de crecimiento a 

37ºC de la cepa de Wa. 

 

 

Figura 11.  Tolerancia al paso por el tracto gastrointestinal de aislados de masa madre. Tiempo de 

generación calculado para las cepas termo-tolerantes de este estudio, tras ser expuestas a ácido durante 3h, 

seguido de un tratamiento con sales biliares a 37°C durante 24h. 

 

4.8 Capacidad antioxidante: 

Una de las características funcionales de mayor interés cuando se trabaja con aislados de masa madre, 

es su capacidad antioxidante. 

Para poder comparar esta propiedad entre los diferentes aislados, los resultados se normalizaron 

respecto al peso seco de cada aislado, cuyos valores se recogen en el anexo 5.  

Existen numerosas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de un microorganismo y la 

combinación de resultados de 3 o más de dichas técnicas, aportan las evidencias suficientes para 

establecer el nivel de esta actividad para cada cepa. En este trabajo, se ha puesto a punto la metodología 
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para determinar la reducción o captación de radicales libres por parte de DPPH, siguiendo el protocolo 

propuesto por Ye et al., (2020) con ligeras modificaciones. En la Figura 12 se muestran los resultados 

de la actividad antioxidante, expresados como mg de equivalentes de Trolox/mg levadura (peso seco). 

En general las cepas de género Saccharomyces tienen una capacidad antioxidante mayor que el resto de 

géneros ensayados (de 3 a 5 mg de Trolox/mg levadura p.s.), destacando la cepa Sc51 que exhibió el 

valor más elevado (6,59 ± 0,59 mg de Trolox/mg levadura p.s.), lo que supone un incremento 

aproximadamente de un 25 % respecto a la actividad antioxidante detectada en la cepa de referencia 

(5,14 ± 0,19 mg de Trolox/mg levadura p.s.). Respecto a las levaduras no convencionales, merece la 

pena destacar a W. anomalus, la cual presentó valores similares a los controles. Este resultado contrasta 

con trabajos anteriores de otros autores donde sugieren que W. anomalus presenta ciertas propiedades 

probióticas interesantes ligadas a una elevada capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Helmy et al., 

2019; Zhang et al., 2022). Si bien los datos obtenidos son preliminares, estos sugieren que las cepas 

Wa, Sc06, Sc16, Sc51, Sc121, Sc129 y Sc132, son buenas candidatas para seguir con una determinación 

más completa de su actividad antioxidante. 

 

Figura 12. Capacidad antioxidante de aislados de masa madre. La gráfica recoge los valores de actividad 

antioxidante, expresada como equivalentes Trolox/mg levadura p.s.; Las barras verdes se corresponden con las 

cepas de referencia S. boulardii (Sb y Sbp), las azules a los aislados de S. cerevisiae indicados en la figura, las 

marrones de T. delbruekii, las naranjas de K. humilis, morado con P. anomala y negro con W. anomalus. Los 

resultados significativos, p-value < 0,01 se expresaron en el gráfico como (*). 

 



 

25 

5. Conclusiones: 

- Las cepas non-Saccharomyces analizadas en este estudio, presentan en general propiedades alejadas 

de los estándares considerados como adecuados para un organismo probiótico. 

 

-Por el contrario, las cepas Sc06, Sc51, Sc121 y Sc129 exhiben características fisiológicas en línea con 

esta propiedad. En particular, la cepa Sc51 muestra valores superiores de actividad antioxidante, 

tolerancia a ácidos y resistencia al paso por el tracto gastrointestinal, respecto a los observados para las 

cepas de referencia de S. boulardii. 
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8. Anexos. 
 
Anexo 1. Objetivo de Desarrollo Sostenible 3 Salud y Bienestar. Este trabajo se relaciona con el objetivo de 

desarrollo sostenible 3 salud y bienestar de la agenda de 2030 ya que la intención del trabajo es la de evaluar cepas 

con potencial probiótico que puedan actuar para la obtención de un beneficio en la salud humana. 

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo 
No 

procede 

ODS 1. Fin de la pobreza.    X 

ODS 2. Hambre cero.    X 

ODS 3. Salud y bienestar. X    

ODS 4. Educación de calidad.    X 

ODS 5. Igualdad de género.    X 

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.    X 

ODS 7. Energía asequible y no contaminante.    X 

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento 

económico. 
   X 

ODS 9. Industria, innovación e 

infraestructuras. 
   X 

ODS 10. Reducción de las desigualdades.    X 

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.    X 

ODS 12. Producción y consumo responsables.    X 

ODS 13. Acción por el clima.    X 

ODS 14. Vida submarina.    X 

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.    X 

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sólidas.    X 

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.    X 
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Anexo 2. Perfil de fragmentos de restricción de la región ITS del rDNA de colonias aisladas de Ultra-

Levura®. (A) Esquema de amplificación del rDNA de levadura: Tras la extracción del DNA de Sc06 (como 

control de S. cerevisiae), de la cepa colección S. cerevisisae var. boulardii (Sb) y de dos colonias aisladas de la 

cápsula probiótica (Sbp1 y Sbp2), se amplificó por PCR su región ITS. (B) Los fragmentos se digirieron con las 

enzimas de restricción mencionadas en la imagen y los productos resultantes se separaron mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 2 %. El tamaño de cada fragmento se estimó por comparación con los de un marcador de peso 

molecular conocido, el cual se muestra en los extremos del gel.  

El patrón de fragmentos de restricción es igual en las cuatro cepas analizadas, verificando que los aislados 

pertenecen a la misma especie (S. cerevisiae). Para determinar con exactitud si son var. boulardii se ha enviado 

el fragmento de ITS amplificado, al servicio de secuenciación de la Universidad de Valencia.  
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Anexo 3. Curvas de crecimiento aislados de masas madre a diferentes pHs. Ejemplo del seguimiento del 

crecimiento de las levaduras en un lector de placas microtiter (Polarstar). Posteriormente los datos se procesaron 

en Excel para calcular la pendiente, del tramo lineal de cada curva (μ) y con ello, el tiempo de generación. 
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Anexo 4. Peso seco de cada cepa de levadura.  

Cepa Peso seco (mg/uOD600) 

Sbp 0,210 

Sb 0,253 

Sc06 0,333 

Sc13 0,337 

Sc16 0,359 

Sc31 0,432 

Sc51 0,320 

Sc121 0,316 

Sc129 0,354 

Sc132 0,284 

Td04 0,386 

Td29 0,363 

Kh07 0,308 

Kh08 0,290 

Kh24 0,286 

Pa 0,421 

Wa 0,432 
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Anexo 5. Comparación del crecimiento a diferentes pHs de aislados de masa madre frente a la cepa control. 

Tras registrar la Abs600 de cultivos en YPD a diferentes pHs, incubados a 30°C durante 24 h, se calculó el ratio de 

crecimiento de cada cepa frente al control en las mismas condiciones de cultivo. En naranja se representan los 

valores para las cepas K. humilis indicadas en la figura y en marrón las correspondientes a las cepas de T. 

delbrueckii. 

Los aislados testados muestran un nivel de crecimiento similar a la cepa control (Sb) en medio YPD y 

a pH ácidos, sólo la cepa Kh24 mostró una ligera sensibilidad en estas condiciones de estrés. 

Curiosamente, todas las levaduras, excepto Td29, alcanzaron una Abs600 mayor que el control a pH 7,2. 

Con este experimento, se ha comprobado que el defecto de crecimiento descrito en la Figura 6 responde 

a la temperatura de incubación utilizada.  


