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El empleo de la tecnología de los cultivos iniciadores es muy importante en la 

industria láctea. Se debe por tanto asegurar que el desarrollo del fermento se realice en 

las mejores condiciones y que, en el momento de su inoculación en el fermentador 

presente unas condiciones óptimas de actividad metabólica.  Para que los procesos 

fermentativos se desarrollen satisfactoriamente es interesante estudiar previamente la 

viabilidad del cultivo iniciador y analizar cómo evolucionan sus distintos estados 

fisiológicos, con el fin de poder determinar el momento más adecuado para inocular.  

Está documentada la existencia de distintos estados fisiológicos en una población 

bacteriana, que pueden variar con el tiempo, de manera que en un cultivo puro de 

microorganismos existe heterogeneidad, con un porcentaje de la población que tiene 

actividad metabólica pero no capacidad de crecimiento reproductivo. Los métodos 

clásicos suponen una infraestimación del contenido de microorganismos 

metabólicamente activos. Sin embargo, estos estudios de viabilidad se siguen realizando 

hoy día por métodos tradicionales, basándose en la capacidad o no de formar colonias 

en medio de cultivo sintético o en el aumento de la medida de turbidez en medio 

líquido. Las técnicas clásicas tienen la desventaja de que la obtención de resultados se 

prolonga en el tiempo y presentan limitaciones en cuanto a sensibilidad y 

representatividad. 

 La industria alimentaria precisa soluciones rápidas, robustas y de alta sensibilidad 

para determinar la viabilidad microbiana, que permitan hacer un seguimiento rápido de 

los procesos de desarrollo de los cultivos iniciadores y de la fermentación, teniendo la 

posibilidad de modificar las condiciones en el curso del proceso, para actuar sobre 

problemas de bajos rendimientos o paradas fermentativas. Esto permitiría optimizar las 

condiciones y aumentar el rendimiento del proceso productivo. 

La citometría de flujo se perfila como una técnica emergente de largo alcance para 

el estudio de los estados fisiológicos presentes en poblaciones microbianas. Permite 

realizar un monitoreo rápido de los estados individuales de los microorganismos durante 

las fermentaciones. Al analizar un alto número de eventos en cada análisis en tiempos 

cortos, la representatividad de la muestra es muy alta. El proceso de preparación de las 

muestras es rápido y requiere pequeños volúmenes. Por ello en este trabajo se plantea su 

aplicación para el control y la optimación del desarrollo de un cultivo iniciador típico de 
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la industria láctea, evitando laboriosos pre-tratamientos de las muestras que podrían 

alterar los resultados obtenidos.   
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The use of starter cultures in the food industry is widespread. For fermentation 

processes take their course successfully a previous study of the viability of the 

microorganisms to be used is interesting in order to be in optimum metabolic 

conditions, ensuring the process will run its course while the environmental conditions 

are kept appropriate. However, viability studies are often performed by traditional 

microbiological methods, based on the ability or not to form colonies in semi-synthetic 

culture medium or by measuring their turbidity in liquid medium. It is well documented 

the existence of different physiological states, in a heterogeneous microbial population. 

In microbial cultures, a percentage of the population shows metabolic activity but is not 

capable of division and therefore cannot form colonies, so that the classical methods 

imply an underestimation of the content of metabolically active microorganisms. 

Moreover, these conventional techniques have the great disadvantage that the outcome 

is markedly prolonged in time and have many limitations in sensitivity and 

representativeness. The food industry requires quick, robust and high sensitivity for 

studies of microbial viability having the ability to modify the conditions in a timely 

manner if necessary, avoiding malfunction problems in bioprocesses or stop or sluggish 

fermentations that would have worked in good conditions and can increase the 

performance of the production process. 

Flow cytometry, with increasing popularity in recent years, is emerging as a high 

throughput technique to study the physiological states present in a microbial population. It 

allows rapid monitoring of individual metabolic states during microbial fermentations. By 

analyzing a high number of events in each sample, the representativeness is very high and time 

analysis is low. The preparation of samples for flow cytometry is not laborious, and does not 

require a large volume of sample for analysis. Therefore, this study presents its application for 

monitoring and optimizing the development of a starter culture of the dairy industry, avoiding 

tedious pre-treatments of samples that could alter the results.
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La industria de alimentos y bebidas es una de las más importantes dentro del sector 

alimentario. Con el 16,38% del total de la producción industrial, es el primer sector de 

la industria manufacturera en España. Supuso en el año 2010 una producción bruta de 

81.369 millones de euros, ocupando el quinto puesto por ventas en la Unión Europea y 

el segundo en cuanto a creación de empleo.  

Dentro del sector lácteo español hay unas 1.695 empresas, de las cuales sólo 6 

transforman el 47,6% del total de la producción, por lo que este sector está muy 

centralizado en grandes empresas.  Dentro de este sector operan algunas de las mayores 

firmas del sector alimentario español y tras el sector cárnico es el de mayor producción 

del país (fuente: Federación Española de Industrias de Alimentos y Bebidas; FIAB). 

 El consumo de lácteos por persona y año se sitúa en casi 40 kg, los alimentos 

lácteos tienen un peso importante en la dieta actual. El consumo de bebidas lácteas 

fermentadas ha aumentado significativamente en los últimos años, se estima un 

consumo  de este tipo de bebidas superior a 2 kg por habitante al año (fuente: 

Federación Española de Industrias Lácteas, FENIL) 

El empleo de microorganismos como agentes transformadores de la materia prima 

convierte al producto final en un producto de valor añadido respecto a la materia de 

partida. La tecnología de los cultivos iniciadores se basa en la aplicación de fermentos 

constituidos por microorganismos conocidos, lo que supone un avance frente al uso 

tradicional de la microbiota presente originalmente en el alimento, a modo de 

fermentación espontánea, ya que de esta manera el proceso fermentativo es controlado y 

se obtienen producciones estables y uniformes. Así llega a los consumidores un 

producto de composición constante y de calidad a lo largo del año. En los procesos de 

fermentación industrial se utilizan cepas de microorganismos conocidos, que deben dar 

un buen rendimiento y aportar características organolépticas deseables al alimento. En 

ocasiones los fermentos industriales están formados por una sola cepa o especie, pero 

también se comercializan cultivos mixtos. Dentro de los fermentos empleados en las 

fermentaciones alimentarias, el grupo de las bacterias lácticas es uno de los más 

empleados y comercializados a nivel industrial. 
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Las bacterias del ácido láctico (BAL) son un grupo heterogéneo de 

microorganismos no relacionados taxonómicamente entre sí pero que se agrupan al ser 

frecuentes en alimentos lácteos y que tienen en común la formación de ácido láctico 

como principal componente, resultado de su metabolismo fermentativo. Dentro de este 

grupo, el género Lactobacillus sp. es de uso frecuente en la fabricación de derivados 

lácteos, pero también en cárnicos y vegetales fermentados. 

El monitoreo del bioproceso a lo largo del transcurso de la fermentación es  

fundamental, de tal forma que permite corregir problemas por paradas fermentativas o 

baja velocidad de la fermentación. Una mayor información y un mejor conocimiento del 

curso del proceso permitirían corregir los problemas por incorrecta mezcla, agotamiento 

de sustrato, etc.  que pueden llegar a ocasionar importantes pérdidas económicas y 

hacen que la producción no sea homogénea en cuanto a su calidad. El estudio de la 

viabilidad de los fermentos antes de iniciar el proceso fermentativo a escala industrial es 

muy importante, ya que en ocasiones éstos se inoculan o se almacenan en condiciones 

no adecuadas que afectan a su estado metabólico. El control de los estados fisiológicos 

de los cultivos iniciadores en los procesos de fermentación industrial puede suponer una 

mejora en el proceso fermentativo reduciendo considerablemente la fase de 

aclimatación al medio y mejorando el rendimiento del proceso.   

Los métodos microbiológicos clásicos se basan en el crecimiento de los 

microorganismos en medios de cultivo semi-sintéticos, que aportan las necesidades 

nutritivas para su crecimiento, con condiciones de aireación y temperatura óptimas para 

su pleno desarrollo. Tradicionalmente se entendía que una célula estaba viva cuando era 

capaz de multiplicarse en las condiciones adecuadas tras un cierto periodo de 

incubación y ocasionar turbidez en el medio o formar colonias en medio de cultivo 

sólido. Las técnicas basadas en formación de colonias en medio sintético son tediosas, 

limitantes, y la obtención de resultados se prolonga mucho en el tiempo, pudiendo llegar 

a extenderse varios días, lo que impide o dificulta la toma de decisiones en el curso del 

proceso industrial. 

Las nuevas tecnologías que permiten actualmente el estudio de las poblaciones 

microbianas a nivel de célula individual han demostrado que existen estados 

fisiológicos intermedios, más allá de la visión simplista tradicional de la ley del todo o 

nada (si una célula no es capaz de reproducirse, está muerta) y que hay un porcentaje de 
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la población, que en ocasiones puede ser mayoritario, que no es capaz de multiplicarse y 

formar colonias, pero que sin embargo tiene capacidad metabólica y puede intervenir en 

los procesos fermentativos. La citometría de flujo es un sistema de detección 

automatizado, que permite analizar un alto número de eventos (células) en un tiempo 

muy breve, lo cual hace que la medida sea altamente representativa frente a otras 

técnicas ópticas basadas en tinción con colorantes donde llegar a tal volumen de células 

supondría horas de trabajo. Además, en estas últimas, es el usuario el que ha de 

identificar las células y su estado fisiológico, lo que implica alta variabiliad en la 

medida  dependiendo del manipulador.  

La combinación de la citometría de flujo con la utilización de fluorocromos permite 

realizar un análisis multiparamétrico de las muestras. Esta técnica permite monitorizar 

en tiempo casi real y con alto grado de representatividad los estados fisiológicos 

individuales de las células durante las fermentaciones microbianas, permitiendo hacer 

una clasificación funcional de las células basada en su actividad metabólica, la 

integridad de la membrana u otros parámetros celulares.  

La bibliografía científica que ha estudiado fermentaciones lácteas por citometría de 

flujo, que aún es escasa, o bien los trabajos que abordan el recuento de bacterias en 

leche, recomiendan un pre-tratamiento de clarificación antes del análisis. Se han 

descrito pasos previos de clarificación de la leche antes de la tinción de las muestras con 

ácidos diluidos, soluciones comerciales clarificadoras constituidas por detergentes para 

reducir las partículas de la leche  (Bunthof y col. 2002)  o tratamientos con enzimas 

como la savinasa y la proteinasa k para evitar los glóbulos de grasa y proteínas 

(Gunasekera y col. 1999). Este tipo de tratamientos lisa las células somáticas y 

provocan la floculación de las micelas de grasa de la leche, pero también pueden dañar a 

las células de interés, de manera que el estudio de la viabilidad celular y de los estados 

fisiológicos de la población se puede ver afectado por la realización de la clarificación 

de la leche. En este trabajo se propone la optimación de un protocolo de citometría de 

flujo para estudiar los distintos estados fisiológicos durante el desarrollo de un cultivo 

iniciador en leche durante el transcurso de la fermentación, que nos permita analizar la 

heterogeneidad de la población y determinar el momento óptimo para inocular el 

fermentador, evitando realizar pre-tratamientos laboriosos de las muestras que además 

pudieran afectar sus estados fisiológicos, alterando los resultados obtenidos. 
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Además, se plantea en este trabajo la aplicación de la técnica de separación celular 

activada por fluorescencia (FACS), para recuperar las células con las propiedades 

deseadas. La separación física de las distintas subpoblaciones permitirá verificar sus 

patrones de tinción y la idoneidad del protocolo desarrollado. 

Considerando los aspectos anteriores, en en este trabajo se plantean los siguientes 

   

OBJETIVOS 

1. Poner a punto un protocolo de citometría de flujo para cultivos de Lactobacillus 

casei crecidos en medio semi-sintético, en el modo de análisis, por tinción dual con 

las combinaciones de fluorocromos de interés: carboxifluoresceína (CFDA), yoduro 

de propidio (IP) y BOX  (Bis-Oxonol) 

2. Verificar la adecuación de la tinción sobre muestras sin pre-tratamiento de 

clarificación, de cultivos crecidos en leche durante el transcurso de la fermentación 

ácido-láctica y su correcto análisis por citometría de flujo, utilizando los mismos 

colorantes seleccionados. 

3. Utilizar la técnica de FACS para separar físicamente las distintas subploblaciones 

del cultivo iniciador y verificar el patrón de tinción de las células. 

4. Estudiar la heterogeneidad de los diversos estados fisiológicos durante el desarrollo 

de cultivos de Lb. casei en leche, a lo largo del proceso de fermentación, para 

identificar el momento más adecuado para su inoculación en el fermentador en base 

a su actividad metabólica. 
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2.1.  Bacterias ácido lácticas: características generales 

 

Entre los microorganismos utilizados en la industria alimentaria como herramienta 

biotecnológica, destaca el grupo de las bacterias lácticas (BAL). Las bacterias del ácido 

láctico forman un grupo muy heterogéneo de microorganismos que comprende varios 

géneros, aunque taxonómicamente no sean similares entre sí. Tienen en común la 

formación de ácido láctico como producto final de su metabolismo y generalmente 

tienen complejos requerimientos nutricionales ya que carecen de muchas capacidades 

biosintéticas; por ello son generalmente abundantes sólo en las comunidades donde 

estos requisitos puedan ser proporcionados como vegetales, carne, leche y materia en 

descomposición. Se encuentran asimismo en la cavidad oral y el tracto intestinal de 

mamíferos y algunas especies forman parte de la microbiota vaginal habitual. 

 

Las bacterias ácido lácticas son bacterias Gram positivas, inmóviles y no 

esporuladas, que dan lugar a ácido láctico como principal (heterofermentativas) o único 

producto de su metabolismo fermentativo (homofermentativas). Estos dos procesos se 

diferencian principalmente porque el primer grupo tiene un solo tipo de producto 

fermentativo, el ácido láctico, mientras que el segundo grupo da otros productos como  

etanol y CO2. Su metabolismo se lleva a cabo en una atmósfera microaerofílica, aunque 

son aerotolerantes (pueden crecer en presencia de O2 a pesar de que no pueden utilizarlo 

como aceptor final de electrones) 

En los productos lácteos, estas bacterias desencadenan un proceso por el cual 

transforma la lactosa en ácido láctico. A medida que el ácido se acumula, la estructura 

de las proteínas de la leche va modificándose (van cuajando), y lo mismo ocurre con la 

textura del producto. Dependiendo del tipo de BAL y de otras variables tecnológicas, 

como la temperatura del proceso, la composición de la leche, aditivos etc. varían las 

cualidades particulares de los distintos productos resultantes.  

El ácido láctico que se forma en este proceso fermentativo es un fuerte esterilizador, 

inhibe el desarrollo de microorganismos patógenos, proporciona al alimento fermentado 

unas características organolépticas concretas y lo convierte en un alimento de valor 

añadido con respecto a la materia prima de partida. 
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2.1.1. El género Lactobacillus sp. 

 

Normalmente, los miembros del género Lactobacillus sp. resisten mejor las 

condiciones de acidez que las restantes bacterias del ácido láctico: son resistentes a pH 

cercanos a 4,0 – 3,6; esta propiedad les permite seguir creciendo durante las 

fermentaciones lácticas naturales, cuando el pH ha disminuido tanto que otras BAL no 

pueden crecer. Por consiguiente, los lactobacilos pueden llevar a cabo las últimas fases 

de la mayoría de las fermentaciones ácido lácticas. 

 

2.1.2.     Lb. casei 

 

Lb. casei es una especie heterofermentativa facultativa, que en general se comporta 

como homofermentativa. Es habitualmente la especie dominante de bacterias ácido 

lácticas presentes en la maduración  de algunos tipos de queso manera natural y se 

emplea como fermento en numerosas fermentaciones alimentarias de diversa índole 

(cárnicos, lácteos, vegetales, etc.) 

Las bacterias lácticas son útiles en la Industria alimentaria, no sólo por su habilidad 

para acidificar y conservar los alimentos del deterioro, sino por su contribución a las 

propiedades organolépticas de los productos fermentados.  

Además del beneficio tecnológico, las bacterias pueden tener propiedades 

beneficiosas para la salud, actuando como probióticos de la flora intestinal. Los 

probióticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como suplemento 

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

intestino (Wohlgemuth y col. 2010) Para ser considerados como tal, deben ser capaces 

de sobrevivir al paso por el tracto digestivo y ser capaces de proliferar en el intestino 

(Bertazzoni Minelli y col. 2004, Maragkoudakis y col. 2006). Por ello se añaden este 

tipo de cepas a alimentos de base láctea, ya que, por ejemplo, los fermentos que se 

emplean en la elaboración de los yogures  no sobreviven el paso por el tracto digestivo 

ni colonizan el intestino y no pueden proveer ningún beneficio para la salud. Algunas 

cepas de Lb. casei  se añaden a leches fermentadas comerciales debido a su papel como 

microorganismos probióticos. 

Otra de las aplicaciones de Lb. casei es su empleo como fermento para la 

revalorización de subproductos lácteos, como es el caso del suero lácteo. Este 

subproducto se genera durante la elaboración artesanal e industrial del queso y 



CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

18 

 

representa entre el 85-95% del volumen de la leche.  Se producen aproximadamente 145 

millones de toneladas de suero lácteo al año; esto supone un importante problema 

medioambiental, ya que al ser rico en nutrientes, presenta elevados valores de DBO y 

DQO y es preciso su adecuado procesamiento en Estaciones Depuradoras de Aguas 

Residuales (EDAR) lo que encarece el tratamiento del residuo. El ácido láctico obtenido 

de la fermentación del lactosuero puede emplearse como conservante alimentario (Serna 

Cock y col. 2005, Panesar y col. 2007), permitiendo reducir la producción de este tipo 

de residuos de alta carga contaminante y reutilizándolo con fines alimentarios. 

 

2.2. Empleo de cultivos iniciadores en la industria láctea 

 

En la elaboración de numerosos alimentos fermentados se emplean cultivos 

iniciadores o starters. Su función principal es la de fermentar la lactosa, 

transformándola en ácido láctico, lo cual baja el pH y modifica las proteínas de la leche 

haciendo coagular la caseína. Los aminoácidos presentes en la leche no son suficientes 

para favorecer el crecimiento hasta una biomasa elevada y por ello las caseínas de la 

leche se convierten en la primera fuente de nitrógeno proteico al agotarse el nitrógeno 

no proteico en el ambiente. 

Se añaden cultivos de cepas que se conoce que tienen un buen rendimiento y dan 

lugar a un producto final de buena calidad, pudiendo ser de una única especie o de 

varias especies diferentes. Cepas de Lactobacillus sp.,. Lactococcus sp., Streptococcus 

sp. entre otras, se emplean de manera habitual en la industria láctea. 

El empleo de cultivos starter está muy extendido, ya que la fermentación ocurre de 

manera más controlada que empleando la flora microbiana original en la materia prima 

de partida. Al encontrarse únicamente los microorganismos de interés en el bioproceso, 

no tienen competencia con otros tipos microbianos y se desarrollan a pleno rendimiento. 

Son además más resistentes a las infecciones por fagos, unos de los grandes problemas 

de la industria láctea, ya que al lisar los microorganismos, la fermentación se detiene. Se 

obtienen además productos más homogéneos y se evitan pérdidas económicas por 

pérdidas de tiempo y materia prima. 

Las cepas del starter se seleccionan por su alta capacidad de fermentación y la 

formación de aromas característicos, además de su resistencia durante el proceso de 

conservación y el mantenimiento en iniciadores mixtos. Los cultivos utilizados para 

fermentaciones alimentarias también contribuyen con reacciones secundarias que 
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producen sabor y textura, que es la responsable de la diferencia entre productos de 

distintas marcas, y por lo tanto contribuye significativamente al valor del producto.   

Los Lactobacillus sp. no solo realizan la fermentación acido-láctica, sino que 

además poseen sistemas proteolíticos y lipolíticos que producen compuestos como el 

diacetilo y el acetaldehído que dan aroma y aspecto diferente al producto final, 

aumentando su valor en el mercado.  

Se emplea Lb. casei como cultivo aromatizante en el proceso de maduración de 

quesos de pasta blanda, dura y semidura, como el Emmental y Edam. También se 

emplean fermentos de Lb. casei en algunas leches fermentadas comerciales y en 

complementos alimenticios por su papel probiótico de la flora intestinal. 

 

2.3. Estudio de la viabilidad en cultivos bacterianos  

 

El estudio de la viabilidad de las células en un cultivo de microorganismos es un 

método rutinario habitual en un laboratorio de microbiología. Tradicionalmente se 

consideraba que una célula era viable cuando era capaz de dividirse y formar colonias al 

sembrarla en una placa Petri u ocasionar turbidez al inocularla en un caldo de cultivo 

apropiado. Por oposición a esto, de forma habitual se venía considerando como no 

viable o muerta si esto no ocurría. 

Considerar que cada colonia se forma a partir de una única célula supone un margen 

de error muy elevado y por ello se considera que cada colonia se origina a partir de una 

unidad formadora de colonia (UFC) que no ha de ser necesariamente una única célula. 

Por otro lado, el límite de detección en este tipo de técnicas clásicas es un aspecto a 

considerar, que va ligado a la dilución original de la muestra sembrada en el medio de 

cultivo y al volumen de muestra sembrado. Algunas cepas con importantes efectos 

sobre la salud humana presentaban muchas dificultades para su aislamiento en 

condiciones de laboratorio al tener requerimientos nutricionales muy complejos o 

incluso desconocidos hasta fechas recientes (Campylobacter sp., Helicobacter sp., etc.) 

Asimismo, las colonias crecidas en la placa puede que no sean lo suficientemente 

grandes como para detectarlas a simple vista o bajo  la lupa, o que la turbidez en el 

caldo de cultivo sea difícilmente apreciable. 

Una célula puede quedar dañada por niveles subletales de calor, radiación, ácidos o 

agentes de limpieza, esto hace que sean menos resistentes a los agentes selectivos de los 

medios de cultivo o que se vean aumentados sus requerimientos para permitir el 
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funcionamiento de los mecanismos de reparación celular. Cuando esto ocurre, se ve 

aumentada  la fase de adaptación y pueden perder la habilidad de formar colonias en 

medio selectivo. De manera que el aislamiento de microorganismos en medio de cultivo 

sintético tiene muchas limitaciones y el crecimiento no se desarrolla de la misma 

manera que en ambientes heterogéneos como son los alimentos, con lo cual no se puede 

asumir un comportamiento mimético. 

Hoy en día es sabido que los microorganismos presentan estados fisiológicos 

intermedios en el intervalo desde la plena viabilidad hasta la muerte celular y que en 

ocasiones el tránsito hacia la muerte puede revertirse si las condiciones ambientales 

vuelven a ser las óptimas, de manera que el concepto de viabilidad basado la acepción 

tradicional de la capacidad o no de crecimiento en un medio de cultivo definido se 

considera demasiado simplista (Fig. 1). Incluso se plantea que estos estados metabólicos 

intermedios sean una estrategia de supervivencia bacteriana frente a condiciones 

ambientales adversas, entrando en estados de criptobiosis de manera similar  a los que 

presentan algunos microorganismos esporulados (Mukamolova y col. 2003)  

 

 

Figura  1. Transición de la célula desde la plena actividad hasta la muerte. 

(tomado de Davey 2011) 
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Existen numerosos estudios científicos que tratan de poner de manifiesto la 

capacidad de “resucitar” de microorganismos no cultivables, volviendo a ser capaces de 

multiplicarse en medio de cultivo definido. Sin embargo, no siempre se asegura las 

condiciones adecuadas para reducir al máximo posible la proporción de células 

plenamente viables en la población y cabe la posibilidad de que ese crecimiento que se 

toma en consideración sea debido a células plenamente viables que persisten en el 

cultivo de partida (Kell y col. 1998). Si parece que esto sea factible en la resucitación de 

Micrococus luteus por presencia de un factor que producen las células viables de esta 

especie (Kaprelyants y col. 1994), en Vibrio cholerae (Way y col. 1996), 

Campylobacter jejuni (Bowill y col. 1997) y Vibrio vulnificus (Whitesides y col. 1997) 

Se ha acuñado el término de viables pero no cultivables (VBNC) (Fig. 2) para 

aquellos microorganismos que a pesar de no poder cultivarse en medio de cultivo 

sintético, continúan exhibiendo signos de actividad metabólica, y por tanto viabilidad, 

pero no pueden ser recuperados por técnicas de recuperación de viabilidad tradicionales 

(como un pre-enriquecimiento en medio de cultivo altamente nutritivo) aunque otros 

autores (Kell y col. 1998) proponen emplear término de células activas pero no 

cultivables (ABNC). Este fenómeno suele ocurrir cuando las células se encuentran en 

condiciones adversas y  pueden permanecer en este estado durante periodos largos de 

tiempo (Oliver 2005) Se ha descrito este fenómeno en multitud de patógenos de 

transmisión alimentaria como Listeria monocytogenes (Besnard y col. 2002), 

Salmonella typhimurium (Caro y col. 1999), Vibrio cholerae (Colwell y col. 1996), 

entre otros, pudiendo constatarse como algunos conservan su potencial patogenicidad y 

su capacidad de alterar los alimentos. Asimismo, se ha puesto de manifiesto la presencia 

de células viables no cultivables tras el tratamiento habitual de pasteurización de la 

leche, poniendo de manifiesto la expresión génica de las mismas (Gunasekera y col. 

2000) o tras el tratamiento de cloración del agua  (Oliver y col. 2005). 

El crecimiento microbiano, el indicio más considerado en la viabilidad de la célula, 

requiere actividad metabólica e integridad de membrana. En ocasiones, este crecimiento 

no puede ponerse de manifiesto porque la célula tiene dañado su material genético, tiene 

un largo ciclo de división, tiene requerimientos de nutrientes muy estrictos, etc., pero a 

pesar de ello, mantiene su actividad metabólica (Nebe von-Caron  y col. 1998) 

Las células intactas están delimitadas por una membrana citoplasmática íntegra que 

les permite comunicarse selectivamente con el medio que las rodea, dentro de las 
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mismas algunas serán metabólicamente activas y otras no lo serán; y de entre las 

metabólicamente activas, algunas tienen capacidad de división celular  (Nebe von-

Caron y col. 2000) 

 

                                               Cultivables         No cultivables 

    

                           Viables 

                         (activas) 

 

                        No viables 

 

Figura 2. Diferentes estados fisiólogicos en un cultivo microbiano (basado en 

Kell y col. 1998) 

Pueden agruparse los estados metabólicos dentro de un cultivo microbiano de la 

siguiente manera: 

• Células intactas, que pueden ser metabólicamente activas, mostrando o 

no crecimiento reproductivo 

• Células despolarizadas incapaces de mantener el potencial de membrana, 

con la membrana intacta,  pero que puede ser recuperado temporalmente 

• Células  muertas con la membrana permeabilizada y despolarizada 

  

Cuando una célula se estresa por falta de fuente de energía, los sistemas de 

transporte activo cesan, la membrana citoplasmática se despolariza y ocurre una 

permeabilización de la misma, indicando muerte celular (Hewitt y col. 2001) Se ha 

documentado que células permeabilizadas podrían tener una mayor tasa de producción 

de ácido láctico en los procesos fermentativos (Oliver y col. 1988) lo cual podría  frenar 

el proceso de fermentación.  

Para poner de manifiesto estos diferentes estados metabólicos, se emplean una serie 

de parámetros que permiten relacionar alguna característica observable con el estado de 

la célula (Tabla 1). 

Inactivas Muertas 

VBNC 
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Estudio de funcionalidad celular 

Criterio 
División 

celular 

Actividad 

metabólica 

Integridad de 

membrana 

Permeabilidad de       

membrana 

Métodos 

de 

detección 

Conteo 

celular 

 

Actividad 

enzimática 

 
Permeabilidad 

selectiva de la 

membrana 

Entrada indiscriminada 

de colorantes 

intracelulares 
Formación 

de 

colonias 

Potencial de 

membrana 

 

Tabla 1. Algunos de los criterios y métodos de detección de la funcionalidad celular 

(basado en Nebe-von Caron y col. 1998) 

 

La presencia de VBNC es importante, no sólo desde el punto de vista de que puede 

suponer un problema de salud pública, si no que estas células pueden intervenir en los 

procesos fermentativos (Quirós y col. 2009).  Esto hace que puedan modificar las 

condiciones de los mismos,  afectar al proceso, contribuir a que el alimento se altere e 

incluso intercambiar genes con otros microorganismos cercanos, aspecto a considerar si 

se trabaja con cepas modificadas genéticamente. 

El estrés por presencia de ácido es importante en las bacterias del ácido láctico, ya 

que el crecimiento exponencial y la transición a fase estacionaria va acompañada de su 

producción, que acidifica el medio, detiene la multiplicación de las células y lleva a la 

muerte celular (inhibición por producto) Esta situación puede llevar a ese estado de 

VBNC y a la larga, a la muerte de los microorganismos. También se ha podido 

cuantificar la contribución de la subpoblación de BAL en estado VBNC al proceso 

fermentativo (Quirós y col. 2009), estimando que la subpoblación  VBNC puede llegar 

a ser mayoritaria en la población total (del 70% al 90%) y que la velocidad específica de 

consumo de sustrato de dicha subpoblación fue aproximadamente la mitad de la 

correspondiente a la subpoblación viable (mostrando crecimiento reproductivo junto 

con actividad metabólica) 
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2.4. Control at-line de bioprocesos 

 

Cuando los procesos fermentativos se llevan a cabo en biorreactores a gran escala, 

existen gradientes de concentración del sustrato y de oxígeno si la mezcla no se realiza 

adecuadamente. Por este motivo,  la composición del microambiente de las células no 

será el mismo para todas ellas, tendremos una población heterogénea con 

subpoblaciones en diferente estado fisiológico. En el transcurso de cualquier bioproceso 

es esencial la monitorización de la proliferación celular y la viabilidad. Las 

determinaciones de la concentración de biomasa son cruciales en la toma de decisiones 

durante el control del proceso. Esto requiere métodos analíticos modernos para lograr 

un rápido seguimiento del estado metabólico y la actividad de las células en el 

biorreactor, incluyendo la posibilidad de actuar sobre el proceso si fuera necesario. 

Los métodos de microbiología clásica basados en densidad óptica, peso seco o 

contaje de colonias dan una indicación de crecimiento asociado a división celular, pero 

no sobre el estado fisiológico de los microorganismos. Además, los resultados de los 

mismos requieren un tiempo relativamente prolongado y puede que en caso de existir 

algún problema en la fermentación ya no se pueda solucionar. Las técnicas 

microbiológicas clásicas de aislamiento en medio de cultivo son tediosas y se requieren 

tiempos de incubación, de manera que la obtención de resultados se demora en el 

tiempo pudiendo llegar incluso a varios días. La microscopía de fluorescencia no se 

extiende tanto en el tiempo, pero al no realizarse de manera automática  requiere un 

mayor manejo y entrenamiento del usuario para discriminar lo que está observando en 

la muestra. Además, no permite realizar análisis multiparamétricos y al manejar un 

número menor de eventos, la representatividad de la muestra es menor. Otras técnicas 

como la tecnología NIRS (Espectroscopía en el Infrarrojo Cercano) se han propuesto 

para la monitorización de la biomasa en las fermentaciones industriales (Alison y col. 

2002, Crowley y col. 2005) pero esta metodología no discrimina los diferentes estados 

fisiológicos en el cultivo, aunque permite obtener información on-line a tiempo real. 

La mayoría de los modelos matemáticos utilizados para estimar la evolución de la 

biomasa a lo largo de la fermentación se basan en una población de microorganismos 

homogénea desde el punto de vista fisiológico y de su capacidad de división (Hewitt y 

col. 2001) aunque en los últimos tiempos estos modelos han evolucionado e incluyen 

los distintos estados fisiológicos en la población (Quirós y col. 2007, 2009) 
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 El crecimiento celular, ciclo celular y los estudios de viabilidad en citometría de 

flujo se realizan habitualmente para investigar el efecto de las diferentes estrategias en 

bioprocesos y tratar de maximizar la eficiencia de  los mismos (Laplace y col. 1993, 

Rieseberg y col. 2001, Lopes da Silva y col. 2004, Herrero y col. 2006). A través de la 

utilización de mezclas de fluorocromos en citometría de flujo en condiciones casi a 

tiempo real, at-line, se ha puesto de manifiesto la reducción de la viabilidad al final de  

los procesos fermentativos por el agotamiento de los nutrientes en el medio (Hewitt y 

col. 1999 y 2001, Reis y col. 2004) o por defectos en la oxigenación en el biorreactor 

(Hewitt y col. 1998).  

Uno de los primeros controles que ha de realizarse a un cultivo starter es la 

evaluación del número de microorganismos viables y el estado de metabólico de los 

mismos. Las condiciones de almacenamiento, antes de su empleo, pueden afectar la 

viabilidad del fermento y por ello también al transcurso del proceso fermentativo. La 

citometría de flujo se perfila como una herramienta de interés para ese propósito 

(Laplace y col. 1993, Bunthof y col. 2001 y 2002) 

El acoplamiento de la citometría de flujo al estudio de la fermentación permite un 

significativo aumento de la productividad del proceso; acoplándolo a una estrategia de 

control del proceso basada en la adición de fuente de energía dependiente del número de 

células con bajo potencial de membrana (subpoblación de células despolarizadas con la 

capacidad de repolarizar su membrana en presencia de fuente de energía suficiente) 

permitirá reducir el número de células que no contribuyen al proceso en la medida 

esperada (Hewitt y col. 1999, Nebe von- Caron y col. 2000) y por consiguiente, a 

aumentar la productividad global del mismo y evitar un desenlace no deseado. La 

obtención de resultados de la citometría de flujo es a tiempo casi real y permite 

solucionar a tiempo cualquier inconveniente que pudiera surgir en el discurrir del 

bioproceso, permitiendo asimismo, poner de manifiesto los distintos estados 

metabólicos en la población microbiana y obteniendo resultados con alto grado de 

representatividad. Ya se comercializan equipos de citometría de flujo especializados en 

busca de cumplir este propósito y muy probablemente esta tecnología se irá extendiendo 

en las industrias alimentarias al ser equipos de manejo sencillo.  

Otras posibles aplicaciones de la técnica de CMF para la industria alimentaria sería 

la detección de patógenos en alimentos como Listeria monocytogenes  (Ikeda y col. 

2009) o cepas patógenas de Escherichia coli (Yamaguchi y col. 2003), recuentos de 
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microorganismos indicadores de calidad alimentaria (Gunasekera y col. 2000, Holm y 

col. 2004, Flint y col. 2006, Ramsahoi y col. 2011), detección de microorganismos 

alterantes (Gunasekera y col. 2003), el estudio de cepas con potencial probiótico (Ben 

Amor y col. 2002, Bunthof y col. 2002) o el estudio de la viabilidad de los fermentos 

antes de su utilización (Laplace- Builhé y col. 1993, Bunthof y col. 2002) 

Las ventajas del empleo de  la citometría de flujo incluyen la objetividad, elevada 

sensibilidad y velocidad de análisis, posibilidad de realizar mediciones simultáneas 

sobre una sola célula y la capacidad de separación celular en los citómetros separadores 

o sorters. Se analizan grandes números de células individuales y esto aumenta la 

representatividad de las muestras estudiadas y la precisión de las medidas. Las 

desventajas y limitaciones son los costes de instrumentación, la necesidad de disponer 

de células disgregadas en medio líquido, la susceptibilidad de cada tipo de 

microorganismo a la tinción con los fluorocromos, y las posibles interferencias con 

otros componentes de las muestras. Por eso, para poner a punto cualquier método de 

análisis por citometría de flujo, es indispensable establecer los controles adecuados 

puesto que la interpretación y validación de los resultados obtenidos pueden ser muy 

complejos.    

 

 

2.5.  Fundamentos citometría de flujo 

  

La citometría de flujo (FCM) es una técnica de análisis celular multiparamétrico 

que permite medir las características de dispersión de luz y fluorescencia que poseen las 

células conforme se las hace pasar a través de un haz de láser focalizado.  El citométro 

de flujo está constituido por un sistema fluídico en el que el líquido donde está 

resuspendida la muestra se hace pasar por el centro de un caudal de líquido isotónico 

que a gran velocidad y en condiciones de flujo laminar es obligado a pasar a través del 

orificio estrecho de un embudo. La diferencia de presión entre ambos líquidos permite 

regular el caudal de la muestra y con ello se evita el paso simultáneo de más de una 

célula. 

Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con este causando dispersión 

de la misma (Fig. 3). Basándose en la difracción de la luz en sentido frontal, se puede 

evaluar el tamaño de las células que pasan (Forward Scatter) y al medir la reflexión de 
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la luz de en ángulo de 90º, se evalúa la granularidad o complejidad de estas (Side 

Scatter).  

 

Figura 3.  Representación del concepto de Side Scatter y Forward Scatter 

 

Además, si previamente al análisis se realiza una tinción de las células con una 

molécula fluorescente, un anticuerpo conjugado a un fluorocromo u oligonucleóticos 

marcados de la misma manera, se pueden evaluar otro tipo de parámetros como estado 

fisiológico de las células (Nebe von-Caron y col. 1998, Hewitt y col. 2000, Amor y col. 

2002, Herrero y col. 2006), identificar y enumerar subpoblaciones celulares (Bunthof y 

col. 2002) , detección específica de un determinado grupo taxonómico (Donnelly y col. 

1986, Ueckert y col. 1995, Seo y col. 1998) etc. El uso de moléculas fluorescentes 

distintas permite analizar la presencia de varios marcadores de manera simultánea. Es 

posible combinar a la vez dos o tres colorantes fluorescentes siempre que emitan en 

diferente longitud de onda y el citómetro sea capaz de excitarlos a la vez y discriminar 

los fotones emitidos por ellos. Asimismo los fluorocromos debe ser seleccionados de tal 

manera que el solapamiento entre ellos sea el menor posible.  

Los aparatos de citometría de flujo pueden hacer análisis multiparamétrico, 

simultáneo y en un corto periodo de tiempo; se pueden combinar las medidas de 

distintos parámetros medidos sobre la misma célula y relacionarlos.  

Los conocidos como separadores o sorters pueden también purificar poblaciones de 

características determinadas en distintas fracciones finales a la vez que realizan el 

conteo del número de células presentes en la muestra, permitiendo separar y recuperar 

físicamente la subpoblación de interés del resto de células de la muestra (Davey y col. 

1996, Nebe von-Caron y col. 1998 y 2000, Amor y col. 2002, Mattanovich y col. 2006)  

En resumen, el citómetro de flujo detecta como las células interactúan con un rayo 

láser en términos de cómo la célula:  
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• desvía la luz incidente (parámetros FS y SS)  

• emite fluorescencia: parámetros FL1 (verde), FL2 (naranja), FL3 (rojo),  

FL4 (rojo) el número total de detectores depende del citómetro en 

cuestión. 

 

Tubos fotomultiplicadores detectan tanto la luz desviada y las emisiones 

fluorescentes y convierten  la luz dispersa en señales eléctricas que son interpretadas por 

el software de adquisición de datos del citómetro de flujo (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de un citómetro de flujo 

 

 

2.5.1. Fluorescencia 

 

La fluorescencia identifica a las sustancias que son capaces de absorber energía en 

forma de radiaciones electromagnéticas y luego emitir parte de esa energía en forma de 

radiación electromagnética de distinta longitud de onda. Las sustancias que son capaces 

de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipos de radiación se denominan 

fluorocromos  o fluoróforos. La energía total emitida en forma de luz es siempre menor 

a la energía total absorbida por el fluorocromo  y la diferencia entre ambas es disipada 
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en forma de calor. Es posible obtener una amplia variedad de colores por fluorescencia, 

dependiendo de la longitud de onda que emita el compuesto fluorescente. 

 

El mecanismo de fluorescencia (Fig. 5) es el resultado de un proceso en tres etapas: 

 

 

Figura 5. Mecanismo de fluorescencia (Diagrama de Jablonski) 

 

1: Excitación: se entrega un fotón de energía por una fuente externa a un 

fluorocromo que absorbe, pasando a un estado electrónico excitado S1’ 

2: Duración del estado excitado: por un período de tiempo finito, sufre cambios 

conformacionales y puede interaccionar con su ambiente molecular. Consecuencias: La 

energía de S1’ es parcialmente disipada produciendo un estado excitado relajado desde 

el que se emite la fluorescencia; no todas las moléculas inicialmente excitadas del 

estado 1 vuelven al estado S0 por fluorescencia, existen otros procesos. 

3: Emisión de fluorescencia: un fotón se emite, lo que permite el retorno del  

fluorocromo al nivel S0. A causa de la disipación de energía durante el estado excitado, 

la energía de este fotón es menor. 

A la hora de seleccionar los fluorocromos, han de tenerse en cuenta una serie de 

consideraciones: 

• Los valores de absorción y emisión del fluorocromo deben ser adecuados para el 

citómetro que se vaya a emplear 

• Para una intensidad satisfactoria de fluorescencia han de utilizarse como 

excitadoras radiaciones de longitud de onda correspondientes a los máximos de 

absorción del fluorocromo 

• La detección de autofluorescencia puede ser minimizada por la selección de 

filtros adecuados 
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•  En muestras biológicas el fluorocromo está en solución y puede interaccionar 

con otras moléculas; como consecuencia de esta interacción se puede producir una 

pérdida de emisión fluorescente. 

• La longitud de onda de la emisión fotónica no es rigurosamente exacta sino que 

sigue una distribución de gauss centrada sobre la longitud de emisión media. Por tanto, 

cuando detectamos a la vez dos fluorescencias es muy posible que además de ser 

detectada la longitud de onda emitida por un fluorocromo con una alta intensidad, 

también sea detectada en otra longitud de onda de otro fluorocromo, aunque con menor 

intensidad. Este solapamiento se puede reducir, en gran manera, filtrando la luz con lo 

que el rango de longitud de onda que puede pasar a través del filtro es más estrecho. 

Pese al filtrado, existen fotones emitidos por un fluorocromo que atraviesan el filtro 

donde se había recogido la emisión del otro, haciendo que sea imposible saber que 

fluorocromo ha emitido esos fotones y se produce un solapamiento en los espectros de 

emisión. Los solapamientos son inevitables, aunque se dispone de estrategias para 

compensar el error, ha de seleccionarse una combinación de fluorocromos apropiada 

para reducir al mínimo la zona de solapamiento. 

Los resultados pueden ser presentados a manera de histogramas o  bien mediante 

citogramas. Se establece un gate o región para que el citómetro discrimine sólo aquellos 

eventos que entran dentro del campo de interés (Fig. 6) 

 

 

 

Figura 6. Representación de datos de Citometría de Flujo (tomado de Centro de 

Biología Molecular Severo Ochoa, Servicio de Citometría de flujo) 
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Al realizar citometría de flujo con microorganismos, el tamaño celular es muy 

pequeño y por eso se debe fijar de forma precisa a la hora de fijar el umbral (threshold) 

que permita distinguir las células de interés con el ruido de fondo ya que es probable 

que alguna partícula presente en nuestra muestra pueda ser de tamaño similar a donde 

fijamos el umbral. Se establece un gate o región para que el citómetro discrimine sólo 

aquellos eventos que entran dentro del campo de interés. El citómetro de flujo detecta 

eventos, de manera que debe reducirse lo máximo posible la posibilidad de que los 

eventos que detecta no sean células individuales, sino partículas o agregados celulares 

tomando las precauciones pertinentes. 

 

2.5.2  Fluorocromos para citometría de flujo 

 

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener información acerca de la 

estructura, función y vitalidad de las células. 

Hay dos  modos de uso: 

I. Fluorocromos que se unen no covalentemente a estructuras celulares: Son 

fluorocromos que debido a su especial composición molecular se unen a 

determinados componentes celulares: marcadores del contenido en ADN y 

ARN, del potencial de membrana, marcadores que diferencian compartimentos 

con distinto pH, etc. 

II.  Marcadores fluorescentes que son sensibles al microambiente que les 

rodea: Ciertos fluorocromos pueden ser empleados para estimar las propiedades 

del ambiente en el que se encuentran, puesto que varían su espectro de 

absorción o emisión en función de las características del microambiente que les 

rodea. Se emplean para la determinación de diversos estados funcionales 

celulares: pH, calcio, potencial red-ox, actividad enzimática, polaridad y 

viscosidad/fluidez.      

 

   Existen multitud de tipos de fluorocromos en el mercado, pero ha de seleccionarse 

aquella combinación de los mismos que mejor se ajuste a cada aplicación y que sean 

adecuados para el citómetro de flujo del que se dispone (Tabla 2).  
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Fluorocromo Función celular medida 

Bis- Oxonol (BOX) 
Se acumula intracelularmente en células 

despolarizadas 

Bromuro de etidio Unión a ácidos nucleicos 

Diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) 
Actividad enzimática, integridad de 

membrana 

Rodamina Potencial de membrana 

SYTOX Green Unión a ácidos nucleicos 

Yoduro de propidio (IP) Unión a ácidos nucleicos 

Tabla 2. Algunas pruebas fluorescentes usadas para estudiar la viabilidad 

bacteriana por CFM (basado en Porter 1999) 

 

Una membrana intacta polarizada y sistemas de transporte activo son fundamentales 

para una célula plenamente funcional.  

Algunos fluorocromos pueden atravesar la membrana plasmática de células intactas 

y ponen de manifiesto integridad de la membrana; si además son metabolizados por la 

célula, dando lugar a un compuesto fluorescente que se pueda observar por citometría 

de flujo, microscopía de fluorescencia o similares, se puede poner de manifiesto que la 

célula es activa metabólicamente. Tal es el caso por ejemplo del diacetato de 

carboxifluoresceína (CFDA) que es hidrolizado por esterasas del citoplasma celular, 

dando lugar a un compuesto fluorescente, de color verde, la carboxifluoresceína (CF), 

que se puede observar por las técnicas descritas anteriormente (Bunthof y col. 2002,  

Amor y col. 2002, Ananta y col. 2004) 

 Por otro lado, otros fluorocromos no pueden atravesar la membrana celular porque 

los sistemas de transporte activo de la misma lo expulsan, de manera que si el gradiente 

de protones que se genera por dichos sistemas de transporte activo se ha perdido (y la 

célula está por tanto, despolarizada) estas moléculas entran en la citosol y se acumulan 

en el interior uniéndose a componentes del citosol. Un ejemplo de este tipo de 

fluorocromos es el Bis-Oxonol o BOX (Nebe von- Caron y col. 1998, Hewitt y col. 

2001) que se une a componentes ricos en lípidos del interior celular, emitiendo 

fluorescencia verde. 

El yoduro de propidio es un agente intercalante, se une ácidos nucleicos, tanto ADN 

como ARN y emite fluorescencia roja al unirse a estas moléculas, pero no puede 

atravesar la membrana celular, de manera que pone de manifiesto células con su 
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membrana comprometida y por ello, presumiblemente muertas. (Gunasekera y col. 

2000,  Amor y col. 2002, Ananta y col. 2004) 

 

2.5.3. Separación celular  

Se conoce como sorters o separadores a aquellos citómetros de flujo que permiten 

separar físicamente distintas subpoblaciones en la muestra. 

La técnica conocida como Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) o 

separación celular activada por fluorescencia, se basa en la separación de distintas 

subpoblaciones celulares según el tipo de fluorescencia que emitan. Cuando una 

partícula dispersa en el sistema fluídico pasa a través del rayo de luz, se mide la luz 

dispersada y la fluorescencia y el sistema decide separar o no esa partícula en base al 

criterio fijado previamente por el usuario. Después de que la partícula de interés pasa el 

láser, se le aplica una carga eléctrica positiva o negativa en el instante después de que la 

gota se forme. La gota pasa a través de un espacio entre dos placas deflectoras cargadas 

con polaridad opuesta a las cargas aplicadas (las gotas cargadas positivamente, se 

orientarán hacia la placa con carga negativa y viceversa). Finalmente, se recogen las 

células de interés en un tubo colector estéril, una placa microtiter, placa de Petri, 

portaobjetos o similares para los análisis posteriores pertinentes (Fig. 7). La vibración 

de la boquilla a través de la cual pasa la muestra, usando un cristal piezoeléctrico o un 

transductor electromagnético provoca la formación de gotas (que idealmente contienen 

una única célula) Al emplear este sistema, la frecuencia de la formación de las mismas 

es más estable y no tiene grandes variaciones en el tiempo y el espacio. 

 

El citómetro separador es capaz de clasificar partículas (con carga positiva, negativa 

o neutra) después del análisis citométrico y tiene el potencial de producir muestras 

enriquecidas en las células objetivo. 
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Figura 7. Esquema de un citómetro separador (tomado de B. Alberts y col. 2002. 

Molecular Biology of the Cell) 
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3.1. MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Para los experimentos de fermentación se utilizó la cepa Lb. casei ATCC 393.  Esta 

cepa se mantuvo congelada en glicerol como crioprotector (20% v/v) a -20 ºC. Para 

reactivarla, se cultivó en medio semi-sintético de Man-Rogosa- Sharpe (MRS) (Biokar 

Diagnostics) bajo condiciones microaerófilas (sin agitación) a 30ºC durante 12 horas, y 

posteriormente, se procedió al aislamiento de colonias en medio sólido MRS 

(incubación a 30ºC 44-48 horas). 

3.1.1. Condiciones de fermentación  

Para la fermentación ácido-láctica, se utilizó leche desnatada comercial UHT. Como 

pre-inóculo, se utilizó un volumen del cultivo en MRS, que se centrifugó, descartando 

el sobrenadante. Se utilizaron botellas de 500 mL, conteniendo 350 mL de medio medio 

de fermentación, que se inoculó en condiciones de esterilidad a D.O 600 nm de 107 

UFC/mL. Los ensayos de fermentación se realizaron en estático a 30ºC, y 

alternativamente, a baja agitación (100 rpm) para favorecer las condiciones de mezcla. 

Todas las fermentaciones se realizaron por duplicado, en experimentos independientes. 

la precipitación de la biomasa y  coágulos de caseína y favorecer la transferencia de 

materia durante el bioproceso. Desde el punto de vista de la aireación no se tomó 

ninguna medida especial, ya que aunque la bacteria sea microaerofílica, tolera el 

oxígeno. Se realizó el proceso fermentativo por cuadruplicado.  

3.1.2. Determinación de la absorbancia en medio líquido 

La evolución de la biomasa en medio líquido se determinó siguiendo la densidad 

óptica (D.O.) a 600 nm en un espectrofotómetro (Shimazdu, UV 1203) frente a un 

blanco (el mismo medio, solución salina estéril al 0,7% (p/v), pero sin células). Los 

datos obtenidos se convirtieron en UFC/mL utilizando la curva de calibrado 

correspondiente, obtenida previamente en nuestro laboratorio. Para Lb. casei se había 

determinado previamente que una unidad de D. O. equivale a 3 x 107 UFC/mL).   
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3.1.3. Toma de muestras 

A lo largo de las fermentaciones, se tomaron muestras de 5 mL en condiciones de 

esterilidad, a distintos tiempos. En cada tiempo, se midió el pH del medio y la biomasa 

por medida de la densidad óptica para el seguimiento del proceso de fermentación.  

En el caso de las fermentaciones en estático, la toma de muestra se realizó sin 

homogeneizar previamente el medio, con lo cual la medida correspondió 

exclusivamente a la biomasa en suspensión en el medio de fermentación. Cuando las 

fermentaciones se realizaron con agitación, se procedió a resuspender bien las células en 

el medio previamente a la toma de muestrea, para conseguir una muestra homogénea 

que permitiese determinar la biomasa total. 

3.2. DESARROLLO DE LA TÉCNICA DE CITOMETRÍA DE FLUJ O 
 

3.2.1 Protocolo de tinción de las muestras para citometría de flujo 

Se tomaron alícuotas de 1 mL de las muestras, correspondientes tanto a cultivos 

puros de la bacteria láctica en medio semi-sintético como a las fermentaciones en leche,  

realizándose tres lavados por centrifugación (13.000g, 5 min), descartando el 

sobrenadante. Los lavados de las muestras se hicieron en PBS (tampón fosfato salino) 

10 mM (1.42g  Na2HPO4 y 7.8 g NaCl por litro; pH 7.4) filtrado membrana de 0.22 µm 

de diámetro de poro, y posteriormente esterilizado en autoclave. Se prepararon 

diluciones 1:10,  para la medida de densidad óptica. Se ajustó la concentración de 

células en las muestras a un determinado valor correspondiente a 2-3x106  UFC/mL, en 

un volumen final de 500 µL en PBS 10 mM.  

Previamente al análisis en el citómetro, y con el fin de obtener suspensiones 

celulares homogéneas y disgregar las cadenas que tiende a formar la cepa de Lb. casei 

en cultivo, se dio un pulso a las muestras en un baño de ultrasonidos (Selecta, 

Barcelona) durante 5-6 s. Este tratamiento de disgregación celular por ultrasonidos se 

había optimizado previamente (Herrero y col, 2006). 
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Se realizó la tinción con tres fluorocromos diferentes, en dos ensayos de tinción 

dual. Las principales propiedades de los fluorocromos utilizados se muestrn en la Tabla 

3.   

• Bis-oxonol (BOX, Molecular probes Inc.): a partir del preparado comercial 

líquido se preparó una  disolución stock a concentración 1 mM en PBS 10 mM, que se 

conservó a -20ºC de la que se obtuvo una disolución de trabajo a concentración 25µM 

en PBS 10mM que se empleó para el marcaje de las células, que se conservó a 4ºC . Se 

añadieron 15,5 µL a cada muestra de 500 µL. Las muestras se incubaron 15 minutos a 

30ºC.  Este fluorocromo tiene un máximo de excitación de  488 nm y de emisión de 530 

nm. 

 

• Diacetato de carboxifluoresceína (CFDA, Molecular probes Inc.): A partir del 

stock en polvo, se preparó una disolución a concentración 1 mM en PBS 10 mM, que se 

mantuvo a  -20 ºC. A partir de la misma se preparó una solución de trabajo 10 µM en 

PBS 10 mM, que se mantuvo a 4ºC y se utilizó tras 24 h. Se añadieron 5 µL a cada 

muestra de 500 µL. Las condiciones de incubación fueron 15 minutos a 30ºC. Este 

colorante presenta un máximo de excitación de 492 nm y máximo de emisión a 517 nm. 

 

 

• Yoduro de propidio (IP): Se empleó como disolución de trabajo alícuotas del 

stock proporcionado por el fabricante (1mg/mL en agua destilada estéril, conservado en 

oscuridad a 4ºC) y se añadió 2,5 µL a cada muestra de 500 µL (concentración para la 

tinción 0,2 mg/mL). Las muestras se incubaron 30 minutos a 30ºC. Este fluorocromo 

tiene un máximo excitación 535 nm y máximo emisión 617 nm. 
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Fluorocromo Funcionamiento Pone de manifiesto Fluorescencia 

CFDA 

Entra por difusión 

pasiva a la célula, 

esterasas citoplasmáticas  

hidrolizan los grupos 

acetato dando en un 

compuesto fluorescente 

Actividad enzimática, 

integridad de membrana 
Verde (FL1) 

BOX 

Entra en las células 

despolarizadas y 

muertas y se une a 

componentes internos 

del citoplasma 

Membrana celular 

despolarizada 
Verde (FL1) 

IP 
Unión a ácidos 

nucleicos 
Muerte celular Rojo (FL4) 

Tabla 3. Fluorocromos empleados para el marcaje de las células 

Todas las incubaciones de los fluorocromos se realizaron en estufa a 30 ºC en 

oscuridad. 

3.2.2. Preparación de las muestras control para los protocolos de tinción dual 

Se realizaron una serie de controles para desarrollar y optimizar los protocolos 

multiparamétricos de tinción dual CFDA/IP y BOX/IP.   

Para fijar el umbral del ruido de fondo (threshold), se utilizaron como control  

muestras de PBS sin células, conteniendo los colorantes en las mismas condiciones de 

trabajo. Como controles de actividad metabólica (CFDA+) se utilizaron cultivos del 

microorganismo correspondientes a la fase exponencial de crecimiento (tras 18-24 horas 

de incubación a 30ºC en caldo MRS). Se realizó asimismo un control de muerte celular 

(IP+), aplicando un tratamiento térmico a las muestras de 90 ºC durante 30 minutos, que 

inmediatamente se mantuvieron en hielo (como mínimo durante 3 min antes de la 

tinción). También se prepararon mezclas de los dos tipos de controles, en proporción 

1:1, conteniendo células en crecimiento exponencial y células tras el tratamiento 

térmico. 
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Como control de las muestras en la tinción con BOX, que se basa en la 

despolarización de la membrana plasmática, se añadió a cultivos en fase exponencial de 

crecimiento un iónoforo (carbonilcianida m-clorofenilhidrazona, CCCP). Este ionóforo 

anula el potencial de membrana por destrucción del gradiente de protones que existe en 

la misma, provocando la despolarización de la célula.  

Para preparar el ionóforo (CCCP) (Molecular probes Inc.) se partió de una solución 

stock de 1mM en dimetilo sulfóxido (DMSO), ensayándose varias concentraciones para 

lograr una despolarización significativa de las células, lo cual se logró empleando una 

solución stock 0.75 mM en PBS 10 mM. Las muestras se incubaron 30 min en 

oscuridad. Posteriormente se realizó un lavado para eliminar los restos de ionóforo y se 

resuspendió al volumen original en 500 µL en PBS 10 mM. 

3.2.3.  Condiciones de adquisición de los datos 

Una vez concluido el periodo de incubación, las muestras se analizaron 

inmediatamente en el citómetro de flujo Cytomics FC 500 (Beckman Coulter) (Fig. 8) 

con una fuente de excitación de 488 nm procedente de un láser de Argón y otra de 633 

nm procedente de un láser de He-Ne. Se empleó FL1 (525 nm) como detector para la 

fluorescencia verde y FL4 (675 nm) para la fluorescencia roja, con menor necesidad de 

compensación por un inferior solapamiento de la señal entre los distintos fluorocromos. 

 

 

Figura 8. Citómetro de flujo Cytomics FC 500 (Beckman Coulter) (Área de 

Citometría, Servicios Científico Técnicos Universidad de Oviedo) 
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Se estableció una región o ventana (gate) para discriminar el ruido de fondo de 

la zona de interés donde se localizan las células en su mayoría, basándose en el tamaño 

celular (FS, Forward Scatter) y la emisión de fluorescencia. Todos los análisis se 

realizaron a baja velocidad y se emplearon velocidades de adquisición correspondientes 

a 500-800 eventos por s. (condición de parada para 50.000 eventos o 5 minutos), 

alcanzando siempre en todo caso un mínimo de total eventos de 20.000 en la ventana de 

interés, requiriéndose un mínimo de 3.000 eventos para obtener datos estadísticamente 

significativos. Los parámetros se expresaron en escala logarítmica en forma de 

histogramas y citogramas. 

 

3.2.4.  Análisis de los datos 

Se empleó el programa de análisis de datos Summit 5.0 (Dako Colorado Ink.) Este  

programa permite realizar los ajustes necesarios en los datos obtenidos tras la 

adquisición en el citómetro (Fig. 9). 

 

 

Figura 9. Programa análisis de datos Summit 5.0 (Dako Colorado Ink.) 
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3.2.5. Análisis por FACS (separación celular activada por fluorescencia) 

Se empleó para la separación celular el citómetro de flujo FACStar plus (Beckton 

Dickinson) equipado con tres láser: diodo violeta 405nm,  láser de estado sólido azul 

488nm y láser diodo rojo 635nm (Fig. 10). 

 La separación se realizó simultáneamente en tubos estériles con caldo MRS, placas 

de agar MRS y también sobre portaobjetos para contrastar los resultados por 

microscopía de fluorescencia. Las células se analizaron a velocidad de flujo menor de 

500 eventos/s, previo a la separación. Se separaron las cuatro subpoblaciones 

observadas en los citogramas obtenidos tras la tinción con dos fluorocromos 

simultáneamente. 

En el caso de los tubos, se añadió una alícuota a cada uno, correspondiendo a unos 

2.000 eventos, para verificar el crecimiento celular tras 30 horas de incubación a 30ºC, 

por medida de turbidez en medio líquido. En las placas de medio sólido se realizaron 

diluciones de 50,  20,  10,  5,  2 y  1 célula por gota respectivamente, haciendo un 

duplicado de cada dilución en una misma fila, en una matriz de 96 gotas (6 diluciones x 

2 x 8 columnas) en toda la superficie de la placa Petri. Se empleó con este fin el 

accesorio del citómetro empleado para placas microtiter de 96 pocillos con un adaptador 

específico para placas Petri. Tras 24-48 horas de incubación a 30ºC, se valoró la 

aparición o no de colonias en la superficie del agar. Los portaobjetos se cubrieron 

rápidamente con un cubreobjetos y se visualizaron lo más rápido posible en un 

microscopio de fluorescencia para evitar el secado de la muestra. 

 

Figura 10. Citómetro de flujo separador MoFlo XDP (Beckton Dickinson) 

(Área de Citometría, Servicios Científico Técnicos Universidad de Oviedo) 
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3.3. MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA 

Las muestras tras la separación celular (sorting) se observaron en un 

microscopio óptico automatizado (Fig. 11) que permite observar tanto fluorescencia 

como transmisión (Olympus BX 61) acoplado a un procesador de imágenes 

(Olympus CAST2) para confirmar la correcta separación de los diferentes marcajes 

y verificar los patrones de tinción en cada caso. 

 

                                     

 

 

Figura 11. Microscopio automático Olympus BX 61 (Microscopía Fotónica y Proceso 

de Imágenes Servicio Científico Técnico, Universidad de Oviedo). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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4.1. UTILIZACIÓN DE LOS CONTROLES 

Previamente al análisis de las muestras fue preciso establecer una serie de controles 

que permitieron optimizar los protocolos de adquisición. 

El marcaje con fluorocromos y el tamaño celular (FS) permitió distinguir las células 

del ruido de fondo y establecer un valor umbral de detección en el citómetro de flujo. 

Existen numerosas publicaciones en las que se emplean estos fluorocromos (CFDA, 

BOX e IP) para poner de manifiesto la heterogeneidad fisiológica en cultivos 

bacterianos (Nebe von-Caron y col. 1998, Hewitt y col. 2001, Amor y col. 2002, 

Bunthof y col. 2002, Lopes da Silva y col. 2004, Herrero y col. 2006, etc) 

En esta fase previa, se utilizaron como controles i) cultivos en fase exponencial de 

crecimiento en medio semi-sintético tras 18-22 horas de incubación a 30ºC, ii) células 

sometidas a tratamiento térmico a 90ºC durante 30 minutos (como control de muerte 

celular) iii) mezclas en proporción 1:1 de ambos tipos para confirmar la correcta tinción 

de los fluorocromos y la separación e identificación de las diferentes subpoblaciones, 

sobre muestras conocidas y iv) muestras de leche inoculadas con el microorganismo tras 

18-22 horas de incubación a 30ºC 

 

i) Cultivos en fase exponencial de crecimiento 

Primeramente, se realizó un protocolo de tinción basado en dos fluorocromos: 

CFDA e IP, que permitió distinguir células metabólicamente activas y células con la 

membrana dañada. Inicialmente se utilizaron de forma individual sobre las mismas 

muestras. 

Al encontrarse en condiciones óptimas de actividad metabólica, se observó un 

fuerte marcaje con CFDA (97,2% del total de eventos) (Fig. 12) La organización en 

cuadrantes de los citogramas permitió distinguir las cuatro subpoblaciones posibles: 
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a) R5, corresponde con aquellos eventos que no se han marcado con 

ninguno de los fluorocromos 

b) R3, correspondiente a células que emiten fluorescencia verde (CFDA+),  

indicativo de actividad metabólica. 

c) R4, correspondiente a la subpoblación doblementente marcada (CFDA+ 

IP+) con fluorescencia verde (CFDA) y roja (IP) 

d) R6, subpoblación que emite fluorescencia roja (IP+) Este marcaje permite 

poner de manifiesto células con su membrana severamente comprometida y 

por tanto, consideradas como muertas. 

Todos los datos se representan en escala logarítmica. 

 

Figura 12. Citograma cultivo en crecimiento exponencial marcado con CFDA 

 

 

El histograma de FL1 (fluorescencia verde, debida a CFDA) mostró dicha 

fluorescencia, mientras que en FL4 (fluorescencia roja, debida a IP) no se adquirió 

fluorescencia. (Fig.13) (Nótese que el eje de ordenadas no tiene la misma escala en 

todos los histogramas) 
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Figura 13. Histogramas FL1 y FL4 para cultivo en crecimiento exponencial 

marcado con CFDA 

En el marcaje con IP, no se observó apenas fluorescencia roja (2,24% IP positivas 

del total de eventos) (Fig.14), lo cual era esperable, al tratarse de un cultivo en fase 

exponencial de crecimiento, la mayoría de las células deberían encontrarse 

metabólicamente activas. La distribución de las subpoblaciones en cuadrantes es igual 

que en la figura anterior. 

 

 

Figura 14. Citograma del cultivo en crecimiento exponencial marcado con IP  
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Los histogramas correspondientes a ambos detectores (Fig. 15) también pusieron de 

manifiesto el reducido número de eventos marcado con fluorescencia roja debida a IP 

(FL4) 

 

Figura 15. Histogramas fluorescencia roja y verde, cultivo en crecimiento 

exponencial marcado con IP 

 

En el cultivo en fase exponencial se tiñó con CFDA e IP simultáneamente, la 

mayoría de las células estaban en condiciones óptimas de actividad enzimática y por eso 

el porcentaje de fluorescencia debido al marcaje con CFDA fue muy elevado y apenas 

se observó marcaje con IP (CFDA+ e IP+; 1,94% del total de eventos) (Fig.16)  

 

 

Figura 16. Citograma doble marcaje CFDA e IP, cultivo en fase exponencial 
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Los histogramas pusieron de manifiesto lo que ya se observó en las tinciones 

individuales, alta proporción de células metabólicamente activas (FL1) y proporciones 

muy bajas del resto de subpoblaciones (Fig. 17) 

 

Figura 17. Cultivo en crecimiento exponencial marcado con CFDA e IP 

 

Se realizó también un marcaje dual con BOX e IP para discernir células con la 

membrana despolarizada y células con la membrana comprometida (muertas) La 

despolarización de la membrana es un estado reversible que acontece cuando la célula 

se estresa energéticamente y que en condiciones ambientales favorables puede revertir 

en un alto porcentaje de casos (Hewitt y col. 2001). 

Para poner de manifiesto que efectivamente el marcaje con BOX se debía a 

despolarización de la membrana, se añadió un ionóforo (CCCP) a cultivos en fase 

exponencial de crecimiento con el fin de provocar la despolarización de las células al 

anular el potencial de membrana por destrucción del gradiente de protones (Wu y col. 

1999, Novo y col. 2000, Amor y col. 2002). En este caso (Fig.18), la ventana R7 del 

citograma representa la subpoblación de células con la membrana despolarizada 

(BOX+); R3 las células doble positivas (BOX+ e IP+) y R2 refleja fluorescencia roja 

(IP+) Los eventos sin marcar se encuentran en la parte inferior izquierda.  

La separación de las subpoblaciones facilitó estableciendo las diferentes 

subpoblaciones en ventanas con forma de polígono, en vez de organizándolas en 

cuadrantes como en el caso anterior. Esta misma representación se empleó para la 
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adquisición en el citómetro y el análisis de los datos en cada ocasión que se realizó la 

tinción con BOX/IP. 

 Como se esperaba, cuando no se añadió el ionóforo a cultivos en fase exponencial, 

el marcaje con BOX no fue significativo, correspondiendo con el 0,35% del total de 

eventos (Fig. 18) 

 

Figura 18. Cultivo en crecimiento exponencial marcado con BOX sin ionóforo 

En los histogramas no hubo un aumento de fluorescencia verde, ni tampoco roja 

(Fig. 19) Al tratarse de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, la mayoría de la 

población se encuentra en condiciones fisiológicas de actividad metabólica, con 

membranas intactas y polarizadas. 

 

 

Figura 19. Citograma e histograma del cultivo en crecimiento exponencial al que 

no se le añade ionóforo CCCP 
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Cuando se hizo el tratramiento con un ionóforo a un cultivo en el mismo estado, se 

apreció como el porcentaje de células con su membrana despolarizada (6,91% BOX 

positivas) es superior a las células sin ionóforo (Fig. 20), poniendo de manifiesto que el 

marcaje con BOX se debe a despolarización de la membrana El ionóforo destruye el 

gradiente de protones que existe en la membrana plasmática, causando la 

despolarización de la célula. Cuando esto ocurre, los sistemas de transporte activo de la 

célula no funcionan y no pueden expulsar el fluorocromo (BOX) 

 

Figura 20.  Citograma cultivo en crecimiento exponencial marcado con BOX, al 

que se añadió ionóforo (CCCP)  

En los histogramas también se puso de manifiesto y un aumento de la fluorescencia 

verde en FL1  (ventana R4) debido a la tinción con BOX (fig. 21) 

 

Figura 21. Cultivo en crecimiento exponencial al que se añade ionóforo y marcaje 

con BOX 
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Se repitió de nuevo la tinción con IP para esta nueva ventana y se obtuvo un 

resultado similar al obtenido en los citogramas organizados en cuadrantes (IP positivas 

correspondientes al 2,27 % del total de eventos) 

 

Figura 22. Citograma cultivo crecimiento exponencial con IP 

 

Los histogramas de ambos detectores reflejaron la misma situación, con ligero 

aumento de fluorescencia roja en FL4 (Fig. 23) 

 

 

 

Figura 23. Histogramas cultivo crecimiento exponencial con IP 
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En la tinción dual de BOX e IP se obtuvo un porcentaje bajo de BOX+ IP+ (2,18% 

del total), algo esperable en un cultivo en condiciones metabólicas óptimas (Fig.24) 

Como también se observó en los histogramas (Fig.25) 

 

Figura 24. Cultivo en fase exponencial doble marcaje con BOX e IP 

 

Figura 25. Histogramas doble marcaje BOX e IP cultivo en crecimiento 

exponencial 

ii)  Control de muerte celular: 

Se empleó como control de muerte celular un cultivo con células en fase de 

crecimiento exponencial al que se aplica un tratamiento térmico, esto hace que la 

mayoría de la población la constituyan células muertas, con la membrana 

comprometida. La organización de los cuadrantes es la misma que en los ejemplos 

anteriores. 
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 En el marcaje con CFDA se observó como apenas había fluorescencia verde 

(CFDA positivas 1,82% del total), la mayoría de la población no se marcó con el 

fluorocromo (Fig. 26). Está documentada la existencia de cierta actividad esterasa 

residual en las células (Jepras y col. 1995, Ananta y col. 2004, Paparella y col. 2007) de 

manera que ese pequeño porcentaje de marcaje podría atribuirse a ese fenómeno. 

 

Figura 26. Control de muerte celular marcado CFDA 

En los histogramas (Fig. 27) se pudo apreciar el mismo patrón de marcaje 

 

 

Figura 27. Histogramas del control de muerte celular marcado con CFDA 
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En la tinción con IP, la mayoría de la población se marcó con el fluorocromo 

(96,15%), como cabía esperar (Fig. 28). El tratamiento térmico fue efectivo al causar la 

muerte de la mayoría de la población. 

 

Figura 28. Control de muerte celular marcado con IP 

Lo mismo se apreció en los histogramas, en FL4 se observó un pico de 

fluorescencia roja (Fig. 29) correspondiente al IP. 

 

Figura 29. Cultivo en fase exponencial al que se le aplica un tratamiento térmico 

(control de muerte celular) marcado con IP 

 

La tinción dual CFDA e IP, de nuevo arrojó resultados similares a los marcajes con 

los fluorocromos individualmente. La mayoría de la población se marcó únicamente con 

IP (Fig. 30) y únicamente un 2,26% de los eventos correspondieron a la subpoblación 

doblemente  positivas para CFDA e IP. 
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Figura 30. Control de muerte celular doblemente marcado con CFDA e IP 

En los histogramas se observó un pico de fluorescencia roja en FL4, debido al 

marcaje con IP (Fig.31) 

 

 

Figura 31. Histogramas control de muerte celular doblemente marcado CFDA e IP 

La tinción con BOX de los controles de muerte térmica ilustró un porcentaje 

mayoritario de la población (93,35%) con la membrana despolarizada (Fig. 32) 
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Figura 32. Control de muerte celular marcado con BOX 

En el histograma correspondiente a FL1 (fluorescencia verde) puede verse el 

incremento de dicha fluorescencia debido al BOX (Fig. 33, izquierda) 

 

Figura 33. Histogramas control de muerte celular marcados con BOX 

 

El empleo de IP en los controles de muerte celular sirvió para confirmar que este 

fluorocromo pone de manifiesto células con su membrana dañada, al entrar pasivamente 

al interior de la misma y unirse al ADN. Un 95,3% de la población fue IP positiva (Fig. 

34). 
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Figura 34. Control de muerte celular marcado con IP 

En el histograma del detector FL4 pudo verse el aumento de fluorescencia roja 

debido al IP (Fig. 35). 

 

Figura 35. Histogramas control de muerte celular marcado con IP 

iii)  Mezclas vivas-muertas en  la misma proporción  

 Se realizaron también mezclas (1:1) correspondientes a controles de bacterias 

vivas-muertas para verificar que en poblaciones fisiológicamente heterogéneas la 

tinción con dos fluorocromos simultáneamente permite separare identificar als 

diferentes subpoblaciones. 

El marcaje con CFDA puso de manifiesto como aproximadamente la mitad de la 

población se tiñó (células metabólicamente activas, 55,19% del total) y el porcentaje 

restante no se tiñó (células presumiblemente muertas) (Fig. 36) 
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Figura 36. Mezcla células en crecimiento exponencial y células sometidas a 

tratamiento térmico en la misma proporción marcada con CFDA 

Los histogramas también permitieron apreciar dos subpoblaciones en FL1, una sin 

marcar y otra marcada con CFDA (ventana R2) (Fig. 37, izquierda) 

 

Figura 37. Histogramas mezcla marcada con CFDA 

Al marcar con IP una mezcla equivalente a la anterior, se apreció como una parte de 

la población (59,04% del total de eventos) se marcó con IP mientras el resto no se 

marcó con dicho fluorocromo. (Fig. 38). 
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Figura 38. Mezcla células vivas y muertas marcada con IP 

 

Los histogramas permitieron comprobar la presencia en FL4 de dos subpoblaciones: 

una sin marcar y otra marcada con IP (ventana R2) (Fig. 39) 

 

Figura 39. Mezcla marcada con IP 

 

La doble tinción con CFDA e IP permitió distinguir entre cuatro subpoblaciones en 

la muestra: marcadas con CFDA (R3; 31,30% del total de eventos), doblemente 

marcadas con CFDA e IP (R4; 27,97% del total), sin teñir (R5) y marcadas únicamente 

con IP (R6; 24,20%) (Fig. 40). 
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Figura 40. Mezcla 1:1 células en crecimiento exponencial y células con tratamiento 

térmico y  doblemente marcadas con CFDA e IP. 

 

Los histogramas  permitieron discernir entre células no marcadas y marcadas con 

CFDA (ventana R2) o con IP (ventana R7) (Fig. 41). 

 

Figura 41. Histogramas mezclas en igual proporción células en crecimiento 

exponencial y células con tratamiento térmico 

 

También se estudió el marcaje con BOX en las mezclas, para poner de manifiesto la 

despolarización de la membrana. En el citograma se apreciaron dos subpoblaciones, 

marcadas con BOX (R7; 67,8% del total) y no marcadas (Fig. 42). 
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Figura 42. Mezcla 1:1 células en crecimiento exponencial y células sometidas al 

tratamiento térmico marcadas con BOX 

 

Los histogramas permitieron detectar la presencia en FL1 de un porcentaje de la 

población marcado con BOX (ventana R3) y otra subpoblación no marcada. Sin 

embargo, en FL4 no se apreció aumento de fluorescencia roja, como cabía esperar ya 

que no se habían marcado con IP (Fig. 43) 

 

Figura 43.  Histogramas mezcla 1:1 marcada con BOX 
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En el caso del marcaje con IP, los resultados de la adquisición, pusieron de relieve 

la presencia de una parte de la población sin marcar y otra marcada con IP (ventana R2; 

54,3% del total) (Fig. 44) 

 

Figura 44. Mezcla vivas- muertas marcada con IP 

 

El histograma en FL4 también permitió ver esta diferenciación (fig. 45, derecha) La 

ventana R4 muestra la parte de la población marcada con IP 

 

Figura 45. Histogramas correspondientes a la mezcla 1:1 marcada con IP 

En el citograma de la mezcla marcada con BOX e IP (fig. 46) se pueden observar 

cuatro subpoblaciones, siendo las más numerosas la correspondiente a las células sin 

marcaje, formada por las células en crecimiento exponencial y las células doblemente 

marcadas con BOX e IP, constituída por  células presumiblemente muertas.  
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Figura 46. Citograma mezcla marcada con BOX e IP  

Los histogramas ponen de manifiesto la presencia de cuatro subpoblaciones: sin 

marcar con BOX, despolarizadas (ventana R5 en FL1) marcadas con IP (ventana R4 en 

FL4) y sin marcar con IP (Fig. 47) 

 

Figura 47. Mezcla 1:1 marcada con BOX e IP 
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iv) Controles de cultivos en leche: 

En este caso, las fueron procesadas de la misma forma que los controles de 

cultivos crecidos en MRS. Se comprobó que el marcaje con CFDA permitió poner 

de manifiesto las células metabólicamente activas de la población. En el citograma 

se observó, de manera similar a los controles en crecimiento exponencial en MRS, 

un alto número de eventos (87,21% del total) en el cuadrante R3 (Fig. 48) 

correspondiente a las células CFDA+ 

 

Figura 48. Citograma de cultivo de fase exponencial de crecimiento en leche 

marcado con CFDA 

En los histogramas, en FL1 se vio un aumento de fluorescencia verde debido al 

marcaje con CFDA, mientras en FL4 no se apreciaron cambios (Fig. 49) 

 

Figura 49. Histogramas fluorescencia verde (FL1) y roja (FL4) control crecimiento 

en leche marcado con CFDA 
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Con IP y de nuevo de manera similar a los controles realizados en crecimiento en 

medio de cultivo MRS, el porcentaje marcado en rojo fue bajo, (R6; 3,12%) al tratarse 

de un cultivo en fase de crecimiento exponencial (Fig. 50) 

 

Figura 50. Cultivo en leche marcado con IP 

Los histogramas llevaron a la misma conclusión, no se apreció ningún aumento 

significativo de fluorescencia ni en FL1 ni en FL4 (Fig. 51) 

 

Figura 51. Histogramas células cultivadas en leche y marcadas con IP 

El doble marcaje CFDA e IP (Fig, 52) puso en relieve un patrón de marcaje similar 

al de los fluorocromos individualmente. La subpoblación mayoritaria es la marcada con 

CFDA (89%) y por tanto, metabólicamente activa (R3) La población doblemente 

marcada (R4) supuso sólo el 0,74% del total. 
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Figura 52. Cultivo crecimiento en leche doblemente marcado con CFDA e IP 

Los histogramas apuntaron en la misma dirección, se apreció un aumento de 

fluorescencia verde, debido al CFDA (FL1) mientras la roja debida al IP apenas sufrió 

cambios (FL4) (Fig. 53) 

 

Figura 53. Histogramas cultivo en leche doblemente marcado (CFDA e IP) 

 

El marcaje con BOX (Fig. 54) indicó un porcentaje de células despolarizadas bajo 

(ventana R7; 6,51%), aunque ligeramente superior al presentado en los cultivos en 

medio semi-sintético. Esto era esperable, ya que los medios de cultivo artificiales 

proporcionan todos los nutrientes necesarios para el crecimiento; esto hace que la fase 

de aclimatación a un medio de crecimiento diferente como es la leche sea más 

prolongada y cause cierto estrés energético a las células, provocando la despolarización 

de las mismas. 
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Figura 54. Crecimiento en leche y marcaje con BOX 

 

En el histograma de FL1 (Fig. 55)  también se apreció esa pequeña proporción de 

células despolarizadas (ventana R4) mientras no se observaron cambios en FL4. 

 

 

Figura 55. Histogramas crecimiento en leche y marcaje con BOX 

 

En el marcaje con IP, se apreció un porcentaje bajo de células marcadas con IP 

(ventana R2; 1,42%) (Fig. 56) 
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Figura 56. Crecimiento en leche marcado con IP 

 

El histograma en FL4 permitió observar el mismo patrón de marcaje (Fig. 57) 

 

Figura 57. Histogramas crecimiento en leche marcaje con IP 

 

El marcaje simultáneo con BOX e IP (Fig. 58) permitió distinguir las cuatro 

subpoblaciones, siendo mayoritaria la que no se marcó, de manera que la población que 

tiene su membrana comprometida fue minoritaria. Las doblemente positivas BOX e IP 

supusieron únicamente el 1,94% del total de eventos. 
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Figura 58. Distribución de las diferentes subpoblaciones en el crecimiento en 

leche, marcaje simultáneo con BOX e IP 

 

Esta distribución del conjunto de la población fue muy similar al obtenido en los 

controles en medio de cultivo semi-sintético. Los histogramas (Fig. 59) también 

mostraron la misma distribución.  

 

 

Figura 59. Histogramas crecimiento en leche, marcaje con BOX e IP 

Como se señaló, los controles en leche se comportaron en cuanto a patrón de 

marcaje fluorescente de manera similar a los controles realizados con cultivo en medio 

de cultivo semi-sintético. El funcionamiento del sistema fluídico del citómetro no se vio 

afectado, de manera que obviar los pretratamientos de clarificación de la leche 

publicados  en otros trabajos (Gunasekera y col. 2000, Bunthof y col. 2001 y 2002) no 
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trajo mayores problemas en la consecución de la labor experimental de este trabajo, 

dentro del propósito del mismo. 

Al manejar un número tan elevado de eventos (50.000 eventos en cada adquisición) 

la representatividad de las muestras fue muy elevada. 

 

4.2. Separación celular activada por fluorescencia (FACS) 

Se ensayó esta técnica para separar las cuatro subpoblaciones obtenidas con las  

tinciones duales con los fluorocromos seleccionados, y verificar sus estados 

fisiológicos, como su capacidad o no de crecer en medio de cultivo semi-sintético.  

Se seleccionó para la separación en placas Petri el modo purify, que permite 

discriminar mejor a la hora de realizar la separación: al formarse las gotas por la 

vibración de la boquilla en el equipo, el láser las atraviesa y detecta si la célula está 

marcada por uno u otro fluorocromo o ambos. La célula debe encontrarse en el centro 

de la gota, y una vez detecta una gota adecuada, selecciona justo la siguiente para 

comenzar la separación. En caso de duda con respecto al marcaje de la gota o si la 

célula no se encuentra en el centro de la misma, el citómetro la desecha. Este modo de 

operación del aparato requiere mayor cantidad de muestra, ya que la mayoría va a ser 

descartada durante el análisis, pero ofrece una alta fiabilidad a la hora de discriminar 

eventos con distinta fluorescencia. 

Para la separación, se establecieron una serie de ventanas en el citograma de 

fluorescencia verde frente a fluorescencia roja, dentro de las ventanas correspondientes 

a cada subpoblación, para que dentro de dichas áreas seleccionara los eventos marcados 

con determinado fluorocromo, con ambos o con ninguno. Se separaron las regiones de 

una en una y se dispuso el resultado de cada separación en una placa Petri diferente. 

El análisis FACS se realizó primeramente en placa Petri. En el citograma (Fig. 60, 

izq.) se observaron las cuatro subpoblaciones, obteniéndose porcentajes de IP positivas 

(R1; 4,58%); BOX positivas (24,58%), doble positivas BOX e IP (16,36%) y eventos 

sin marcar el 56,30%.  

Al observar las placas, tras 72 horas de incubación a 30ºC se comprobó la correcta 

separación de las colonias formadas (Fig. 60, derecha)  
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Figura 60. Citograma de la muestra que se separó e imagen de las placas 

procedentes de FACS   

 Se pudo apreciar como en las placas correspondientes a BOX positivas y las doble 

positivas para ambos fluorocromos, la matriz y el número de colonias era muy similar. 

Está demostrado que células bacterianas inicialmente despolarizadas pueden volver a 

repolarizarse e incluso formar colonias (Kaprelyants y col. 1993) esto pareció concordar 

con la capacidad observada de células marcadas con BOX (despolarizadas) tras el 

FACS de formar colonias en el medio de cultivo empleado (parte superior izquierda 

Fig. 60) 

Se observaron algunas colonias también en la placa correspondiente las IP positivas, 

aunque en baja proporción, cuando no era esperables que tuviesen capacidad de 

recuperación y crecimiento (Amor y col. 2002). Este hecho podría explicarse por la 

presencia de algunas células no teñidas, como se observa en parte superior izquierda de 

la ventana R3 de la figura del citograma (Fig. 60).   

 En el caso de doblemente negativas (BOX negativas e IP negativas) no hubo  tantas 

colonias como las esperadas, ya que en esa ventana deberían encontrarse las células en 

condiciones óptimas de actividad metabólica. Estaba descrito previamente que  la 

técnica FACS puede llegar a ocasionar daños a las células durante el proceso de 

separación y siembra en la placa de cultivo, pudiendo afectar por tanto a su viabilidad y 

disminuyendo su capacidad de recuperación en el medio de crecimiento (Porter y col. 

1993, Bunthof y col. 2001, Amor y col. 2002). Esto podría explicar la baja formación de 

colonias respecto a los resultados esperados. 

 

R2 R1 

R3 
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Se repitió la separación, con el mismo procedimiento anterior (Fig. 61) realizando 

además la separación también en tubos conteniendo medio líquido MRS. 

Los resultados de esta nueva separación de las cuatro subpoblaciones en placas Petri 

arrojaron resultados muy similares a la anterior, aunque en esta ocasión no se separó la 

subpoblación IP+ (R3) al no haber eventos en dicha región. 

 

 

Figura 61. Citograma de la muestra que se separó e imagen de las placas 

procedentes de FACS   

 

Se separaron asimismo las subpoblaciones en el doble marcaje CFDA/IP, de nuevo 

no se encontraron eventos dentro de la subpoblación IP+ por tanto no se pudo separar 

dicha subpoblación. Los resultados en placa fueron muy similares a la separación 

realizada con BOX e IP. (Fig. 61) 

Para la separación en tubos se usó el modo normal del sorter, el cual tiene menor 

poder de discriminación, separándose en cada tubo 2000 eventos, lo que requería menor 

cantidad de muestra y el porcentaje de error no era muy significativo. 

Los tubos de FACS permitieron cuantificar la capacidad de crecimiento tras la 

separación en medio MRS. Junto con los tubos donde se recogieron las subpoblaciones 

separadas, se incluyó un tubo como control (Fig.62) con caldo de cultivo pero sin 

microorganismos.  

R2 
R1 
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Figura 62. Tubos caldo MRS tras FACS y 30 horas de incubación. De izquierdaa 

derecha: tubo control, el tubo conteniendo la subpoblación separada correspondiente a 

la región CFDA positiva, a la región CFDA e IP positivas, y a la región BOX positiva 

respectivamente.  

Todos los tubos presentaron turbidez tras 30 horas de incubación a 30ºC (a 

excepción del control,  IP+ y BOX+IP+), siendo la turbidez mayor en el correspondiente 

a la subpoblación CFDA positiva. Cuando se repitió el mismo procedimiento con  

cultivos de Lb. casei en las mismas condiciones pero sin el sorting, a las 18 horas de 

incubación ya había turbidez aparente en el medio líquido, sin embargo, en las muestras 

obtenidas de la separación, la turbidez no fue patente hasta las 30 horas. Esto podría 

apuntar a la posible pérdida de viabilidad tras FACS que se comentó anteriormente, 

haciendo que las células precisen tiempos más largos de recuperación antes de ser 

capaces de dividirse en medio líquido. 

Para confirmar que no hubo contaminación en los tubos tras la separación, ya que la 

misma no se realizó en condiciones estrictas de esterilidad debido a la mínima pero 

necesaria manipulación del equipo, se sembró una alícuota de los mismos cultivos en 

placas de agar MRS, que se incubaron 48 horas a 30ºC, como control. Las colonias 

obtenidas tras este periodo presentaron únicamente la morfología típica del género 

Lactobacillus sp, sin observarse en ningún caso colonias con distintas morfologías. 
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4.3. Microscopía 

 

Para confirmar que la separación había sido correcta, se realizó de manera 

simultánea a la separación en placas y tubos una separación de 2.000 eventos que fueron 

recogidos en portaobjetos. Las muestras obtenidas en el portaobjetos se observaron 

inmediatamente en el microscopio de fluorescencia, para evitar en la medida de lo 

posible que dichas muestras se secaran, pero a pesar de ello, no fue posible observar 

todas las preparaciones. 

La muestra marcada simultáneamente con BOX/IP si se pudo observar al 

microscopio de fluorescencia y se confirmó que las células presentes habían 

incorporado simultáneamente ambos colorantes, tanto BOX (fluorescencia verde) como 

IP (fluorescencia roja) simultáneamente (Fig. 63). 

 

Figura 63. Imagen al microscopio de fluorescencia de las células procedentes de la 

separación celular de las células doblemente marcadas con BOX e IP. En la parte 

superior aparece  una célula marcada con ambos fluorocromos.  

 

4.4. Proceso fermentativo 

La fermentación ácido-láctica se realizó en matraces conteniendo un volumen de 

350 mL de leche desnatada UHT comercial, a 30º C. En un primer momento, se realizó 

por duplicado la fermentación en condiciones estáticas, sin agitación, tomando para el 

muestreo únicamente la biomasa en suspensión. Alternativamente se repitió la 

fermentación, también por duplicado, en las mismas condiciones pero bajo condiciones 

de ligera agitación (100 rpm), para favorecer las condiciones de mezcla y comprobar su 
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influencia en el proceso aunque el metabolismo fermentativo de las bacterias lácticas no 

requiere aireación al ser microarófilas, sin que el oxígeno resulte tóxico.  

A lo largo del proceso fermentativo se observó junto con el crecimiento de la 

biomasa un descenso del pH (Fig. 64  y Fig. 65), debido a la producción asociada de 

ácido láctico. La curva de crecimiento a lo largo del tiempo se obtuvo midiendo la 

densidad óptica a 600 nm obtenida en el transcurso del bioproceso (Fig. 66). Los 

descensos de pH de durante el muestreo fueron más pronunciados cuando la 

fermentación se realizó con agitación, lo que indicó unas mejores condiciones del 

proceso. En ambos casos, se mantuvo la misma temperatura de incubación y el nivel de 

inoculación fue el mismo, correspondiendo a 107  UFC/mL.  

 

 

Figura 64. Variación de la medida de pH a lo largo del transcurso del proceso 

fermentativo (sin agitación). En la gráfica se muestran los valores correspondientes a 

cada uno de los experimento por duplicado (fermentación 1 y 2). 
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Figura 65. Variación de la medida de pH a lo largo del transcurso del proceso 

fermentativo (con agitación). Se mustran los resultados del mismo experimento por 

duplicado (fermentación 3 y 4). 

Comparando ambas gráficas de variación de pH, se pudo observar cómo la 

disminución del pH fue menor cuando no hubo agitación. Por esta razón, a partir de este 

momento, se todos los experimentos realizaron con agitación. La agitación favorece el 

intercambio de materia y por ello, la acidificación ocurre en menor tiempo El 

seguimiento de la biomasa en las fermentaciones en estático mostró oscilaciones 

importantes entre los duplicados, ya que, al considerar únicamente la biomasa en 

suspensión, la toma de muestra fue poco homogénea, y los resultados fueron poco 

representativos. 

Se hizo un seguimiento de la D.O. en los experimentos por duplicado de las 

fermentaciones con agitación (Fig. 66) mostró la evolución de la  biomasa a lo largo del 

tiempo. Se observó un aumento de la biomasa hasta las 100-148 horas, momento en que 

se estabilizó, entrando en fase estacionaria. La misma conclusión se pudo comprobar 

mediante el seguimiento del pH (Fig. 64) donde se vio también la estabilización a las 

100-148 horas, indicando el final del proceso. 
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Figura 66. Curva de evolución de la DO a lo largo de la fermentación (con 

agitación) con Lb. casei. 

 

4.4.1. Estados fisiológicos a lo largo del proceso fermentativo 

En paralelo, en cada toma de muestra, se aplicó la técnica de citometría de flujo 

para identificar y estudiar la evolución de los diferentes estados fisiológicos del cultivo 

iniciador presentes a lo largo del proceso.  

Otros trabajos publicados habían aplicado distintos tratamientos clarificadores a la 

leche antes del análisis por citometría de flujo (Gunasekera y col. 2000, Bunthof y col. 

2001 y 2002, Yamaguchi y col. 2003) para reducir la posible interferencia de partículas 

procedentes de la leche que pudieran afectar a la representatividad de los resultados o 

incluso comprometer el funcionamiento del sistema fluídico del citómetro. Este tipo de 

tratamientos se realizan con enzimas y/o ácidos diluidos, que pueden dañar las células, 

de manera que este paso previo podría alterar los resultados obtenidos en la citometría 

de flujo, siendo precisamente el objeto de este trabajo el estudio y seguimiento de los 

estados fisiológicos del cultivo iniciador durante el proceso de fermentación.  

Una vez comprobado que el protocolo desarrollado se podía aplicar tanto a 

controles de Lb. casei crecidos en medio líquido MRS como en leche desnatada 

directamente y que la fluorescencia emitida por las partículas procedentes de la leche no 

era significativa, como ya habían observado Bunthof y col. (2002), sin que se detectaran 
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interferencias ni variaciones en los resultados esperados, no se aplicó ningún pre-

tratamiento de clarificación. Se pudo comprobar que el protocolo de tratamiento de las 

muestras desarrollado en este trabajo para el análisis por citometría de flujo permitía 

omitir un pre-tratamiento previo de clarificación de la leche, sin afectar a la tinción, 

adquisición o análisis de las muestras, ni al funcionamiento del citómetro. Por el 

contrario, el protocolo de procesamieto y tinción de las muestras para su análisis por 

citometría de flujo puesto a punto en este trabajo pudo ser aplicado durante el desarrollo 

del cultivo iniciador, sin interferencias con los componentes de la leche ni con los 

cambios en el medio de fermentación (cambios de densidad y textura) producidos 

durante el proceso. 

Por tanto, las muestras tomadas durante el proceso de la fermentación recibieron el 

mismo tratamiento que los controles realizados previamente en medio de cultivo 

semisintético para poner a punto los protocolos de adquisición. Los protocolos de 

adquisición y análisis definidos con los controles, el valor umbral, las ventanas o gates 

y la compensación fueron los mismos para las muestras de cultivos crecidos en medio 

líquido semi-sintético,  en leche y las muestras obtenidas a lo largo de la fermentación. 

4.4.2. Identificación de las distintas subpoblaciones durante el proceso 

En el primer día del proceso fermentativo, la proporción de la población marcada 

con CFDA no fue muy elevada (74,01% aproximadamente) (Fig, 67). Asimismo, en 

este momento, la concentración celular se mantuvo todavía por debajo de 2 unidades de 

D.O) (Fig. 66) 

 

Figura 67. Muestra de la fermentación en el primer día marcada con CFDA 
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En el caso del IP, el porcentaje de células marcadas no fue excesivamente alto 

(5,15%), lo cual concuerda con una población al inicio de un proceso de fermentación 

(Fig. 69). 

 

Figura 69. Primer día de la fermentación marcado con IP 

 

Con ambos fluorocromos a la vez, CFDA e IP, se pudieron identificar dos 

subpoblaciones, correspondientes a células con la actividad metabólica y a células 

doblemente teñidas, dañadas (damaged cells) pero que mantenían actividad enzimática. 

Como cabía esperar, en el primer día de la fermentación la proporción de células 

metabólicamente activas (R3) fue superior al de células dañadas (R4) (Fig. 70) 

 

 

Figura 70. Primer día de la fermentación, marcaje con CFDA e IP 
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Los histogramas obtenidos para ambos detectores se muestran en la Fig. 71. 

 

Figura 71. Histogramas primer día de la fermentación, marcaje con CFDA e IP 

 

En el caso del BOX, se encontró un valor que fue algo más alto de lo que se obtuvo 

en los días posteriores (R7; 9,31% del total de eventos). Esto puede ser debido a una 

fase de aclimatación al cambio de condiciones ambientales, tras la inoculación, que 

ocasiona que los microorganismos se estresen provocando que se despolarice su 

membrana. 

 

 

Figura 72. Primer día de la fermentación, marcaje con BOX 
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En el caso del IP, como se esperaba, el porcentaje de células positivas no fue 

elevado (R3; 3,15%) (Fig. 73) 

 

Figura 73. Primer día fermentación, tinción con IP 

 

El doble marcaje con BOX e IP permitió distinguir e identificar las cuatro 

subpoblaciones posibles (Fig. 74). La región R7 corresponde a las células 

despolarizadas (12,05%), en R3 las doblemente marcadas (BOX e IP positivas) y en R2 

las IP positivas (2,24%)  

 

 

Figura 74. Citograma primer día fermentación con BOX e IP 
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Figura 75. Histogramas primer día de la fermentación, marcaje con BOX e IP 

 

A las 148 horas desde el inicio de la fermentación, se produce la estabilización de 

pH y DO. Al analizar en ese momento de la fermentación por CMF con CFDA, la 

mayoría de la población resultó ser metabólicamente activa (R3; 95,73 %) (Fig. 76) 

como vino ocurriendo desde que se inició la fermentación. 

 

 

Figura 76. Citograma muestra marcada con CFDA tras 148 horas de fermentación 

 

Con IP, el porcentaje de fluorescencia roja se mantuvo similar a días anteriores (IP 

positivas, R6; 6,20 %) (Fig. 77) 
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Figura 77. Citograma muestra marcada con IP tras 148 horas de fermentación 

 

Con marcaje dual con CFDA e IP se observaron resultados concordantes con los 

marcajes individuales (Fig. 78), la mayoría de la población se encontraba 

metabólicamente activa (CFDA positivas) R4 representando las células doblemente 

positivas (2,46 % del total). 

 

Figura 78. Citograma muestra marcada con CFDA e IP tras 148 horas de 

fermentación 

 

Cuando las muestras se tiñeron con BOX, se observó un aumento progresivo del 

porcentaje de BOX positivas (R7) (10,79%)  (Fig. 79) 
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Figura 79. Citograma muestra marcada con BOX tras 148 horas de fermentación 

El doble marcaje con BOX e IP reveló una subpoblación doblemente teñida, BOX+ 

e IP+ en R3 del 2,27% (Fig. 80). Se observó de nuevo un alto porcentaje de la 

subpoblación de células BOX positivas en la región R7.  

 

 

Figura 80. Citograma muestra marcada con BOX e IP tras 148 horas de 

fermentación 

En el último día de la fermentación, una vez estabilizado el pH, el porcentaje de la 

subpoblación CFDA positivas se redujo considerablemente (R3; 51,49%) lo cual 

concuerda con la transición hacia la fase correspodiente a la inhibición celular por 

producto con pérdida de la actividad metabólica (Fig. 81) El agotamiento de nutrientes y 

el bajo pH, causa un descenso de la actividad metabólica y la viabilidad de las células. 
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Figura 81. Citograma muestra marcada con CFDA tras 172 horas de fermentación 

(último día) 

En concordancia con lo anterior, se vio asimismo un aumento en el marcaje por IP, 

aunque no muy significativo (Fig. 82) en la región R6, que correspondió con un 10,90% 

de la población. 

 

Figura 82. Citograma muestra marcada con IP tras 172 horas de fermentación 

(último día) 

 

La tinción dual con CFDA e IP, como cabía esperar, reveló una subpoblación de 

células que incorporaban ambos colorantes, en la región R4, que fue más alto que todos 

los días previos analizados (Fig.83, Tabla 4). 
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Figura 83. Citograma muestra marcada con CFDA e IP tras 172 horas de 

fermentación (último día) 

 

El BOX siguió aumentando desde el inicio de la fase estacionaria (Fig. 84), el 

último día se obtuvo el valor más alto de BOX positivas (R7; 36,12%). 

 

Figura 84. Citograma muestra marcada con BOX tras 172 horas de fermentación 

(último día) 

En cuanto a la subpoblación teñida con IP, se pudo observar un ligero aumento 

respecto a días anteriores (Fig. 85, Tabla 4)  
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Figura 85. Citograma muestra marcada con IP tras 172 horas de fermentación 

(último día) 

 

En el último día del proceso, la tinción doble con BOX e IP puso de nuevo de 

relieve como el porcentaje de células despolarizadas aumentó significativamente, 

debido al progresivo agotamiento de los nutrientes en el medio y la acumulación de 

ácido en el medio, como producto de inhibición (Fig. 86). En el histograma se refleja la 

presencia de dos subpoblaciones mayoritarias claramente diferenciadas, una marcada 

con BOX (R7), correspondiente a las células despolarizadas y otra que no se ha 

marcado con ninguno de los dos fluorocromos. El porcentaje de células marcadas con IP 

y doblemente marcadas es superior a días anteriores, pero dicho aumento no es muy 

elevado como se comprobó en la tinción con cada fluorocromo de manera individual. 

 

Figura 86. Citograma muestra marcada con BOX e IP tras 172 horas de 

fermentación (último día) 
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4.4.3. Evolución de las subpoblaciones celulares durante el proceso 

 

En la Tabla 4 se recogen los resultados obtenidos a lo largo de todo el proceso de 

fermentación. En ocasiones, se pudo apreciar que la suma de todos los porcentajes no 

fue ligeramente superior al 100%, esto puede ser debido a que se emplearon dos 

protocolos de tinción distintos, en análisis diferentes sobre dos muestras independientes. 

HORAS 

% 

marcadas 

CFDA 

% 

marcadas 

IP 

% 

marcadas 

CFDA +  IP 

% 

marcadas 

BOX 

% 

marcadas 

BOX + IP 

24 74,01 5,15 2,85 9,31 1,63 

28 62,53 1,66 0,81 12,91 1,94 

48 80,62 1,87 1,02 3,80 7,30 

52 64,58 5,77 2,09 5,97 5,55 

72 75,37 6,29 2,59 4,50 1,55 

76 65,87 5,41 1,77 6,30 2,44 

96 75,52 3,28 1,19 4,50 1,55 

100 89,27 5,89 4,80 3,75 2,14 

148 91,73 6,20 2,46 10,79 2,27 

152 88,33 1,20 7,03 16,58 2,39 

172 51,49 10,90 7,40 36,12 4,78 

Tabla 4. Resultados FCM durante la fermentación láctica (con agitación) 

El seguimiento de los cambios de pH, densidad óptica y las diferentes 

subpoblaciones permite explicar la evolución del estado fisiológico de las células 

presentes en la leche a lo largo del bioproceso. La evolución del pH a lo largo de la 

fermentación permite hacer una estimación de la evolución  la concentración de ácido 

láctico en el medio relacionándose con la actividad metabólica. 
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Haciendo una valoración global del proceso y comparando los resultados 

presentados de la evolución de la biomasa (Fig. 66), la variación de pH (Fig.65) y la 

Tabla 4 se realizaron una serie de observaciones que se pasan a discutir. El agotamiento 

de los nutrientes, el descenso del pH y el propio ácido láctico que ejerce un efecto 

inhibitorio sobre Lb. casei explican la evolución con el tiempo de las distintas 

subpoblaciones.  

En las primeras de la fermentación (24 y 28 horas desde el inicio) se observaron 

valores de fluorescencia verde debidos a tinción con BOX superiores a los valores en 

los periodos de tiempo inmediatamente siguientes. Esto se pudo corresponder con una 

fase de aclimatación al medio del inóculo. El cambio de condiciones ambientales, 

produce cierto estrés metabólico a los microorganismos, ocasionando un aumento en la 

despolarización celular y por consiguiente, el marcaje con BOX aumentó. 

A partir de las 48 horas desde el inicio del proceso, se corresponde con la fase 

exponencial de crecimiento (Fig. 66) y la proporción de células despolarizadas (BOX 

positivas) se vió reducida (Tabla 4), coinciendo con un cambio brusco de pH en ese 

momento (Fig. 65) que indica un buen desarrollo del proceso. 

La curva se estabiliza en cuanto a DO y pH (pH medio de 3,82), entrando en fase 

estacionaria. A las 148 del inicio del proceso, se obtiene el mayor valor de células 

metabólicamente activas (CFDA+). A partir de las 148, 152 y 172 horas (fase 

estacionaria), el porcentaje de células BOX positivas fue aumentando progresivamente 

hasta llegar a un valor superior al 35% de la población y la proporción de células IP 

positivas más elevado se dio precisamente en el punto correspondiente a las 172 horas 

desde el inicio de la fermentación (10,90% del total de la población). Este patrón de 

marcaje concuerda con los bajos valores de pH en el medio, al efecto inhibidor que 

ejerce el ácido láctico y al agotamiento de los nutrientes, ya que se ha realizado la 

fermentación de manera discontinua. Cuando las células sufren estrés por falta de 

energía, los sistemas de transporte activo se interrumpen y esto ocasiona la 

despolarización de la membrana (Hewitt y col. 2001). Esta despolarización de la 

membrana indica descenso de la actividad metabólica, pero no muerte celular (Nebe 

von-Caron y col. 2000) y no es hasta las fases finales de la fermentación cuando la 

fluorescencia roja debido a IP aumentó significativamente. Es interesante destacar que 

se pudo comprobar que el porcentaje de células muertas al final del proceso fue menor 
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que el porcentaje de células despolarizadas (10,90% frente a 36,12%), de forma que la 

inhición del proceso se refleja en un aumento de la subpoblación de células con la 

membrana despolarizada (BOX+) en vez de células muertas (IP+) ya que las BAL son 

muy resistentes a pH muy bajos. 

A partir de los resultados obtenidos, el mejor momento para inocular el cultivo 

iniciador en el fermentador sería a las 148 horas tras el inicio del proceso, aunque no se 

corresponda con el máximo valor de DO, ya que corresponde con la mayor  

subpoblación de células métabólicamente activas, que empieza a disminuir a partir de 

ese momento. 

Se ha puesto de manifiesto que tanto los protocolos de tinción de las muestras y 

como los de adquisición se han podido aplicar sobre todas las muestras, de cultivos en 

medio semi-sintético y en leche desnatada, pudiendo emplearse esta metodología para el 

control a tiempo casi real de un bioproceso. La monitorización de las fermentaciones 

industriales por citometría de flujo facilita un mejor control del proceso, permitiendo la 

toma de decisiones en el curso del mismo. A la vista de los resultados obtenidos se 

podría proponer esta técnica como método rutinario de análisis y acoplarlo a una 

estrategia de control basada en el seguimiento de las subpoblaciones de los distintos 

estados fisiológicos identificados durante el proceso. El análisis del porcentaje de las 

subpoblaciones de células metabólicamente activas y que presentan despolarización de 

membrana son claves a la hora de decidir el momento de inocular el fermentador con el 

starter. De esta manera, se reduciría la duración del proceso, y el estado fisiológico del 

cultivo inciador para conducir el fermentador podría ser optimizado. 
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La realización de este proyecto ha permitido llegar a las conclusiones que se indican 

a continuación: 

 

1. Fue posible evitar un pretratamiento de clarificación a la leche, ya que con el 

protocolo de procesamiento y tinción de las muestras desarrollado en este trabajo, 

el análisis por citometría de flujo de muestras crecidas en leche no causó problemas 

en el funcionamiento del citómetro ni afectó a los resultados obtenidos, como se 

comprobó tras comparar los controles en leche con los controles en medio de 

cultivo semi-sintético líquido.  

 

2. La combinación de fluorocromos ensayada (tinciones duales CFDA/IP y 

BOX/IP) y las separaciones por la técnica FACS permitió identificar diferentes 

estados fisiológicos a lo largo de la fermentación ácido-láctica.  

 

3. Con el primer protocolo de tinción CFDA/IP, se pudieron identificar durante el 

proceso tres subpoblaciones simultáneamente: una subpoblación de células 

metabólicamente activas (CFDA+), otra de células dañadas que incorporaban 

ambos colorantes pero mantenían la actividad metabólica (CFDA+IP+), y una 

subpoblación constituida por células muertas (IP+).  

 

4. Con el segundo de tinción dual BOX/IP se identificaron en las muestras de la 

fermentación: una subpoblación de células con la membrana despolarizada 

(BOX+IP-) que podía recuperarse y mostrar crecimiento, otra subpoblación que 

incorporaba ambos colorantes (BOX+IP+), y una última subpoblación 

correspondiente a células muertas (IP+). 

 

5. Los protocolos de análisis por citometría de flujo puestos a punto en este trabajo 

se aplicaron a la optimización del desarrollo de un cultivo iniciador de Lb. casei en 

leche. Los resultados obtenidos mostraron que el mejor momento para inocular el 

starter en el fermentador sería a las 148 horas desde el inicio del proceso, momento 

que correspondió con la mayor proporción de células en estado metabólicamente 

activo, acortando así la duración del proceso y evitando el aumento de las 

subpoblaciones de células despolarizadas y muertas observadas a tiempos finales.  
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