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Evaluación de los componentes de suero de queso en la modulación del microbioma 
intestinal de sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal in vitro 

 
Nazareth Patricia Cabrera González  

 
Resumen. La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) es una alteración inflamatoria de 
las mucosas capaz de generar cronicidad en un individuo. Los alimentos funcionales 
promueven la salud intestinal, entre ellos, el suero de queso. Los compuestos bioactivos en 
el suero incluyen proteínas y galacto-oligosacáridos (GOS) conocido por sus efectos 
benéficos para la salud intestinal. El objetivo consistió en evaluar el efecto de los 
compuestos bioactivos de la proteína de suero de queso, dentro de ellos, proteína aislada de 
suero (WPI), proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacaridos (WPI-GOS), 
y glicomacropéptidos (GMP) en la modulación del microbioma intestinal en sujetos con 
IBD in vitro. El tipo de estudio fue descriptivo exploratorio. GMP, WPI y WPI-GOS se 
incubaron con enzimas digestivas, pepsina y pancreatina, para simular la digestión gástrica 
a 37 °C. Para la fermentación fecal in vitro las muestras fecales de donantes con IBD se 
incubaron con componentes de suero de queso después de la digestión in vitro (IVD) 
durante 24 h. La abundancia relativa de bacterias fecales se analizó mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa (q-PCR) y la producción de ROS se analizó mediante el ensayo de 
diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). Los compuestos bioactivos derivados del suero 
de queso modulan el crecimiento bacteriano en heces de individuos con IBD in vitro, sin 
embargo, no tienen efecto significativo en la producción de ROS.   
 
Palabras clave: Compuestos bioactivos, galacto-oligosacáridos, glicomacropéptidos, 
microbioma, proteína de suero. 
 
Abstract. Inflammatory bowel disease (IBD) is an alteration characterized by intestinal 
inflammation. There are functional foods that promote intestinal health such as whey 
protein. Whey is a byproduct of the cheese industry. Bioactive compounds in cheese whey 
include proteins and galacto-oligosaccharides (GOS) known for their beneficial effects on 
intestinal health. The objective of the study was to evaluate if  bioactive components of 
cheese whey, after in vitro digestion, such as Glycomacropeptide (GMP), whey protein 
isolate (WPI) and a galacto-oligosaccharide-rich whey protein isolate (WPI-GOS); can 
modulate microbial populations and  production of reactive oxygen species in feces from 
donors with IBD in vitro. The study was descriptive cross-sectional observational. GMP, 
WPI and WPI-GOS were incubated with digestive enzymes, pepsin and pancreatin, to 
simulate gastric and duodenal digestion at 37 ° C. For in vitro fecal fermentation samples 
from donors with IBD were incubated with cheese whey components after in vitro digestion 
(IVD) for 24 h. The relative abundance of bacteria was analyzed by real-time q-PCR and 
the production of reactive oxygen species (ROS) was analyzed by the dichlorofluorescein 
diacetate (DCFH-DA) assay. Bioactive compounds derived from cheese whey can 
modulate bacterial growth in feces from donors with IBD in vitro, however, they have no 
significant effect on ROS production. 
 
Key words: Bioactive compounds, galacto-oligosaccharide, glycomacropeptides, 
microbiome, whey protein. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD por sus siglas en inglés), es una alteración 
caracterizada principalmente por inflamación intestinal, pudiendo resultar crónica para el 
paciente. Entre los tipos más comunes de esta enfermedad se encuentra la colitis ulcerosa y 
la enfermedad de Crohn (Matsuoka y Kanai 2015). Los pacientes con IBD presentan una 
reducción significativa en las bacterias benéficas que se encuentran en el tracto intestinal 
durante los últimos años se ha observado un aumento significativo de la misma, por lo tanto, 
se ha convertido en un desafío para la salud en todo el mundo. Estudios recientes refieren 
que la IBD está relacionada con cambios en el estilo de vida, higiene e industrialización de 
los países. Entre las principales regiones con un aumento en esta enfermedad se encuentran 
América del sur, Europa del este, Asia y África.  En países en vías de desarrollo de América 
Central y Sur América los estudios sobre esta enfermedad son escasos (Simian 2014).  
 
Se define microflora intestinal al conjunto de bacterias que habitan en el intestino, de gran 
importancia para la salud en los humanos, por sus funciones, determina tanto la recolección 
de energía como el almacenamiento de las proteínas y producción de varios metabolitos 
(Moreno-Perez et al. 2018). La relación que existe entre el huésped y la microbiota 
intestinal se conoce como simbiosis, en donde el huésped, proporciona el ambiente 
adecuado para el crecimiento de microorganismos que se encuentran presentes en la 
microbiota intestinal (Matsuoka y Kanai 2015).  Además de realizar otras funciones, como 
la producción de moco, inhibiendo directamente el crecimiento de microorganismos 
patógenos perjudiciales para el huésped, compitiendo tanto por nutrientes como el espacio 
habitual de los microorganismos benéficos, aumentando la función de barrera de las células 
epiteliales, liberación de péptidos antimicrobianos y la producción de inmunoglobulinas 
(Nagao-Kitamoto y Kamada 2017).  
 
La microbiota intestinal queda determinada principalmente por la dieta habitual de un 
individuo. A lo largo de los años, se ha descubierto el uso de alimentos funcionales y 
compuestos bioactivos que promueven la salud de los individuos, estos compuestos, se 
encuentran en diferentes alimentos, entre ellos el suero de queso. El suero es el líquido 
restante que se obtiene de la precipitación y eliminación de la caseína durante la fabricación 
de queso (Flaim et al. 2017). La proteína del suero constituye aproximadamente un 20% de 
la proteína de la leche y se considera básicamente como una mezcla de proteína globular, 
como beta-lactoglobulina (β-LG), alfa-lactoglobulina (α-LA), inmunoglobulinas y 
albúmina de suero bovino (BSA) por sus siglas en inglés, la cual, al llegar al microbiota 
intestinal causa un efecto positivo en el mismo, al liberar péptidos bioactivos (Ma et al. 
2016). Los péptidos son compuestos que se encuentran presentes en la secuencia de las 
proteínas, los cuales, debido a la acción de las enzimas proteolíticas se liberan y al suceder 
esta liberación los péptidos son capaces de regular las funciones fisiológicas del cuerpo. 
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(Mohanty et al. 2016). Estos péptidos se encuentran presentes en alimentos funcionales los 
cuales pueden ser aprovechados por el sujeto, mediante la hidrólisis enzimática, 
fermentación microbiana y la digestión gastrointestinal de proteínas de alimentos (Ma et al. 
2016).   
 
La proteína de suero debido a las características que posee como antiinflamatorio, inmuno-
estimulador y antidiabético se consideran benéficas para la salud intestinal del huésped, 
(Akal 2017). No obstante, aun conociendo los beneficios que el suero posee, en la gran 
mayoría es descartado por los productores de queso, lo cual, ocasiona un problema de 
contaminación ambiental (Poveda 2013).  
 
La industria alimentaria ha avanzado en términos de investigación sobre cómo aprovechar 
las proteínas de suero de leche como alternativa para luchar contra las enfermedades 
intestinales (Patel 2015).  Debido al aumento de IBD, investigar sobre opciones para reducir 
esta incidencia se convierte un tema importante hoy en día (Ng, et al. 2017). Consecuencia 
de lo anterior el presente estudio evaluó el efecto de los compuestos bioactivos presentes 
en la proteína de suero de queso tales como proteína aislada de suero (WPI), proteína de 
suero aislada enriquecida con galacto-oligosacáridos (WPI-GOS), y glicomacropéptidos 
(GMP) en la modulación del microbioma intestinal en sujetos con IBD in vitro el cual contó 
con los siguientes objetivos:  
 
 Evaluar el comportamiento de los componentes del suero de queso después de la 

digestión in vitro en la producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en sujetos 
con enfermedad inflamatoria intestinal in vitro. 
 

 Determinar la capacidad de modulación bacterial de los componentes de suero de queso 
después de la digestión in vitro en heces de sujetos con enfermedad inflamatoria 
intestinal in vitro. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

3 
 

 
 
 
 
 

2. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
 
Cuadro 1. Acrónimos 
Acrónimo Significado 
IBD Inflammatory bowel disease. 
WPI Whey protein isolate. 
WPI-GOS Galacto-oligosacharide rich whey protein. 
GMP Glycomacropeptide. 
BSA Bovine serum albumin. 
ROS Reactive oxygen species. 
FBS Fetal bovine serum. 
IVD In vitro digestion. 
MPC Milk protein concentrate. 
RFU Relative Fluorescent Units 
LPS Lipopolysaccharide. 
PCR Polymerase Chain Reaction. 
PBS 
RFU 
CV 

Phosphate buffered saline. 
Relative fluorescence units. 
Coeficiente de variación. 

 
 
Localización del estudio.  
El estudio se realizó en el laboratorio de nutrición y ciencia de alimentos “AgriLife 
Research”, en la universidad de TEXAS A&M, en College Station, Texas, Estados Unidos. 
El financiamiento de este proyecto fue brindado por “The Build Dairy Program". 
 
 
Productos de suero comercial. 
Los ingredientes funcionales derivados del suero, el aislado de proteína de suero (WPI), 
glicomacropéptidos (GMP) se obtuvieron de Agropur, Eden Prairie, MN.  El aislado de 
proteína de suero rico en galacto-oligosacáridos (WPI-GOS) utilizados en experimentos in 
vitro se obtuvo de “FrieslandCampina Ingredients” (Países Bajos). La caracterización 
química de cada ingrediente de suero de leche se muestra el cuadro 2. 
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Cuadro 2. Caracterización química de los ingredientes funcionales de suero utilizados para 
experimentos in vitro de acuerdo con la hoja de datos técnicos de cada fabricante. 

(Agropur and frieslandcampina ingredientes 2019) 
GMP: glicomacropéptidos. 
WPI: proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligoscáridos.  
 
 
El lactosuero es obtenido por medio de la coagulación de la caseína, esta coagulación por 
medio del cuajo produce un fragmento k-caseína llamado glicomacropéptido (GMP), el 
cual, genera un interés debido a la composición nutricional que posee. El GMP puede 
separarse por medio de la tecnología de membranas con el objetivo de utilizarse como 
ingrediente alimenticio. La lactosa puede transformarse en diferentes productos, entre los 
cuales se encuentran los galacto-oligosacáridos, los cuales, son compuestos prebióticos 
derivados de la hidrólisis de la lactosa por medio de la enzima β-galactosidasa. En el anexo 
se puede observar la estructura de los componentes bioactivos (Gómez y Sánchez 2019). 
 
 
Fase 1. Análisis de viabilidad celular, hidrólisis enzimática de los componentes de 
suero de queso y análisis de especies reactivas al oxígeno.  
 
Cultivo celular. La línea de células de copa secretadora de moco, HT29-MTX, fue donada 
por “Vanesa Lievin le Moal” (UMRS CNRS BioCIS. Faculté de Pharmacie, Université 
Paris-Sud, Châtenay-Malabry). Las células HT29-MTX se cultivaron por separado 
rutinariamente utilizando “high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s médium” (DMEM; 
Invitrogen, Carlsbad, CA) complementado con 10% (v/v) suero bovino fetal (FBS) por sus 
siglas en inglés, 1% (v/v) aminoácidos no esenciales y 1% (v/v) penicilina-streptomicina 
(Life Technologies, Carlsbad, CA). La línea celular se mantuvo a 37 °C en una atmósfera 
humidificada de 5% de CO₂. 
 
Hidrólisis enzimática de muestras. La digestión gástrica y duodenal fue simulada 
considerando características de un individuo sano. El aislado de proteína de suero rico en 
galacto-oligosacáridos (WPI-GOS), aislado de proteína (WPI) y glicomacropéptido (GMP) 
fueron incubados con enzimas digestivas, pepsina y pancreatina para simular la digestión 
gástrica y duodenal. Los compuestos de suero de queso fueron homogenizados con agua 
purificada (20 g/200mL). A fin de simular la digestión gástrica, el pH de la solución se 

 
Tratamientos 

 GMP WPI WPI-GOS 
Proteína (%) Base seca 
 

92.8 97.8 17.5 

Lactosa 0.76 N. D 36.0 
pH 6.4 6.9 6.0-7.0 
GOS (galacto-oligosacáridos)  - - 28.5 
GMP, % de proteína 94.9 - - 
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ajustó a 3.0 utilizándose una solución a una concentración de 6 M de HCl, para ello 7.52 g 
de pepsina se añadieron con una incubación durante 40 min a 37 °C. Con el fin de detener 
la reacción de la enzima en la solución, la muestra fue colocada en un recipiente con hielo. 
La digestión duodenal fue simulada ajustando nuevamente el pH a 7 usando una solución a 
una concentración de 6 M de NaOH e incubado con 3.68 g de pancreatina durante 1 h a 37 
°C. Los compuestos de lactosuero de queso digeridos in vitro (IVD) fueron sometidos a 
diálisis durante 48 h en una membrana de celulosa con un corte de 2 kDa para eliminar el 
agua purificada (Hernandez-Ledesma 2007). El grado de hidrolisis de cada compuesto se 
muestra en el cuadro 4. 
 
Viabilidad celular. Las células HT29-MTX se sembraron en una placa inferior de 96-
orificios de fondo negro y se incubaron durante 24 h para permitir el acoplamiento de la 
célula antes del tratamiento con IBD W1 (1, 2, 3 y 4% v/v) durante 48 h. La viabilidad 
celular fue evaluada por el kit de ensayo de “Resazurin in vitro (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO)” siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. La intensidad de la 
fluorescencia se midió utilizando un lector de microplacas “FLUOstar Omega BMG 
Labtech Inc, Durham, NC”.” fijado en una excitación de 560 nm y emisión de 590 nm. Los 
resultados de viabilidad celular se cuantificaron como porcentaje de los controles tratados 
después del ajuste de fondo, como se describió anteriormente (Fang 2018). 
 
 
Fase 2. Fermentación de muestras de donantes sanos y enfermos con los componentes 
de suero de queso y análisis de producción de especies reactivas al oxígeno.  
 
Fermentación fecal in vitro de compuestos de suero de queso después de la digestión 
in vitro. Se recolectaron muestras fecales de donantes sanos y de donantes con enfermedad 
inflamatoria intestinal (IBD) para ambos casos no se aplicaron recordatorios de 24 h de 
alimentos, datos antropométricos, tipo y calidad de fibra consumida. El experimento del 
cultivo fecal, un pre-cultivo fue preparado con heces diluidas con solución salina 
amortiguada con fosfato (PBS por sus siglas en inglés) en una relación de 1:10 w/w, la 
muestra fue sometida a homogenización con el objetivo de producir líquido fecal, el cual 
se utilizó para la inoculación de un pre-cultivo (1:10 v/v) en medio estéril pre-reducido con 
un pH 7,0 y fue incubado durante 13 h a 37 °C bajo anaerobiosis y agitación.  Posterior a 
dicha incubación, se preparó un cultivo con un 10% (v/v) del pre-cultivo que contenía los 
compuestos de suero liofilizado después de la IVD.  Las heces de los individuos fueron 
cultivadas con compuestos después de la digestión in vitro IVD, e incubados durante 24 h 
a 37 °C bajo anaerobiosis y agitación. (Anexo 1) como se describió anteriormente con 
ligeros ajustes (Noratto 2016). 
 
Ensayo de especies reactivas al oxígeno (ROS). La determinación de ROS fue evaluada 
como se describió previamente con ligeras modificaciones (Fang 2018). Inicialmente, las 
células HT29-MTX fueron sembradas en una placa de 96-orificios de fondo negro y 
después del acoplamiento de las células al fondo de la placa durante 24 h, las células HT29-
MTX fueron tratadas con WPI, GMP y WPI-GOS (100 μg ml-1) e incubadas durante 2 h a 
37 °C a modo de inducir la producción de Ros. La producción se detectó utilizando 10 μm 
de diclorofluorescina diacetato (DCFH-da) durante 30 min a 37 °C. Las unidades de 
fluorescencia relativa (RFU) por sus siglas en inglés, fueron monitoreadas con una emisión 
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de 520 nm y una excitación de 480 nm en un lector de microplacas “FLUOstar Omega 
BMG Labtech Inc, Durham, NC”. Luego de monitorear la señal de fluorescencia, las células 
fueron contadas y posteriormente, las células HT29-MTX fueron lavadas en dos 
oportunidades con PBS y fijadas con 100% de metanol durante 3 min. El metanol fue 
removido y las células fueron teñidas con 1mg ml-1 “Janus green” durante 3 min, se 
realizaron dos lavados con PBS y se añadió 50% metanol con 50% agua purificada. El 
conteo de células se determinó en un lector de placas fijado en una absorbancia de 654 nm. 
 
 
Fase 3. Análisis de abundancia relativa de bacterias.  
 
Extracción de ADN. El ADN fue extraído de 150 mg de cada muestra fecal después de la 
fermentación in vitro usando el catálogo no. D6010 del “Miniprep ADN fecal Zymo-
Research” (Anexo 2) y se cuantificó con el ensayo en tiempo real de reacción en cadena de 
la polimerasa (q-PCR). A cada muestra se agregó 150 mg de muestra fecal a un “ZR 
BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm)” y se diluyó con 750 uL “Bashingbead buffer”, 
posteriormente se agitó a máxima velocidad durante 3 min, y se procedió a centrifugar las 
muestras en una microcentrífuga a 11,000-x g durante 1 min. sobrenadante que resultó de 
la centrifugación se transfirió a un tubo de “Zymo-spin III-F filter” en un tubo de colección 
y fue centrifugado a 8.000-x g durante 1 min. Seguidamente, 1,200 uL de “Genomic lysis 
buffer” se añadieron al “Zymo-spin III-F filter” con el tubo de colección y se procedió a 
mezclar la solución. Posteriormente, 800 uL de la mezcla fueron transferidos a “ZYMO-
spin IIC column” en un tubo de colección, el cual se centrifugó a 10,000-x g durante 1 min. 
El flujo fue descartado a través del tubo de recolección y se repitió este paso. A 
continuación, 200 uL de “DNA Pre-Wash Buffer” se añadieron al “ZYMO-Spin column 
IIC” en un nuevo tubo de recolección y se centrifugó a 10,000-x g durante 1 min. 
Posteriormente 500 uL de “g-DNA Wash Buffer” fueron agregados al “Zymo-Spin™ IIC 
Column” y centrifugados a 10,000-x g durante 1 min. El “ZYMO-spin II-C column” fue 
transferido a un tubo de microcentrífuga limpio de 1.5 mL, y posteriormente 50 uL de 
“DNA Elution Buffer” fueron añadidos, seguidamente fue centrifugado a 10.000-x g 
durante 30 segundos.  El “Zymo-spin III-HRC” se colocó en un tubo de recolección limpio 
con el añadido de 600 uL de solución “PREP”, y centrifugado a 8,000-x g durante 3 min. 
El ADN removido se transfirió a un “Zymo-spin III-HCR” preparado y transferido a un 
tubo de microcentrífuga limpio de 1.5 mL, por último, fue centrifugado a 16,000-x g durante 
3 min. 
 
Amplificación de ADN. La amplificación de ADN fue realizada usando “iProof High-
Fidelity PCR kit” (Anexo 3) para ello se preparó una mezcla del iniciador a una 
concentración de 10uM utilizando el iniciador delantero e inverso de cada bacteria a 
analizar. Para el análisis q-PCR se realizó una mezcla en un volumen de 20 uL, incluyendo 
4uL de “5X iproof buffer HF”, 0.4 uL de “dNTP Mix”, 1uL de mezcla de iniciador, 14.4 
uL de plantilla de ADN y 0.2 uL de “Iproof DNA polymerase”. Las reacciones se 
continuaron a 98 °C durante 30 ciclos para la desnaturalización inicial, 98 °C durante 10 s 
para desnaturalización, 72 °C para extensión durante 30 s y 72 °C para una extensión final 
durante 10 min. Cada reacción se ejecutó con la temperatura de hibridación óptima para 
cada iniciador utilizando un “Eppendorf MasterCycler Gradient Thermal Cycler”. 
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La cuantificación del ADN. El análisis en tiempo real de reacción en cadena de la 
polimerasa (q-PCR) fue realizado para estudiar la abundancia relativa de bacterias presentes 
en las muestras, tanto en los donantes sanos y enfermos, así como en las muestras de los 
donantes a los cuales se les aplicó el tratamiento con WPI, WPI-GOS y GMP. Se realizaron 
análisis de q-PCR en 10 muestras de donantes sanos, 9 muestras de donantes con IBD, 9 
muestras de IBD + WPI, 9 muestras de IBD + WPI-GOS y 9 muestras de IBD + GMP. Las 
muestras fueron cuantificadas con iniciadores de bacterias utilizando el sistema “Real time 
q-PCR CFX384 BIO-RAD”.  Las muestras fueron preparadas para la lectura de abundancia 
relativa se utilizó una microplaca de 348 orificios para PCR. Inicialmente una solución de 
trabajo fue preparada a una concentración de 5 ng/uL utilizando 3 uL de cada muestra y 
agua purificada en diferentes cantidades. La mezcla principal fue preparada con 10 uL de 
“SYBR green”, 0.8 uL del iniciador y 5.2 uL de agua purificada. La solución de trabajo se 
mezcló durante 1 minuto. En la microplaca de PCR, se añadió 8 uL de mezcla principal a 
cada orificio y se completó el volumen de 10 uL con 2uL de solución de trabajo de cada 
muestra. La placa se centrifugó a 2,000 revoluciones por minuto (RPM) durante 1 minuto. 
Las condiciones para la lectura PCR fueron de 95 °C durante 2 minuto y 40 ciclos a 95 °C 
durante 5 s y 10 s a la temperatura de hibridación óptima.  
 
Análisis estadístico. Se usó un Diseño Completamente al Azar con un tamaño de muestra 
de 19 individuos, de los cuales, 10 fueron individuos sanos y 9 individuos con IBD La 
producción de ROS en los sujetos sanos y sujetos con IBD, IBD+GMP, IBD+WPI y 
IBD+WPI-GOS y la abundancia relativa de bacterias entre los sujetos sanos y sujetos con  
IBD, IBD+GMP, IBD+WPI, IBD+WPI-GOS se evaluaron mediante un análisis 
unidireccional de varianza (ANDEVA) p < 0.05, el análisis se realizó utilizando el 
programa “Statistical Analysis System” (SAS versión 9.4®). los tratamientos y numero de 
repeticionesse muestran en los cuadros 3 y 4. 
 
 
Cuadro 3. Número de tratamientos. 
Número de tratamiento Tratamientos 
Tratamiento 1 Sanos 
Tratamiento 2 Enfermos 
Tratamiento 3 GMP 
Tratamiento 4 WPI 
Tratamiento 5 WPI-GOS 

 
 
Cuadro 4. Número de repeticiones por análisis. 

Tratamientos Repeticiones ensayo 
ROS sujeto 
individual 

Repeticiones ensayo 
abundancia relativa. 

Repeticiones ensayo 
ROS grupos. 

5 4 10 10 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
Fase 1. Análisis de viabilidad celular e hidrólisis enzimática de los componentes de 
suero de queso. 
 
 
Se puede observar en el cuadro 5 el grado de hidrólisis obtenido de cada uno de los 
tratamientos utilizados en el estudio. 
 
 
 Cuadro 5. Grado de hidrólisis de los compuestos de suero después de la digestión in vitro. 

GMP: glicomacropéptidos 
WPI: proteína aislada de suero 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galaco-oligosacáridos. 
MPC: concentrado de proteína de leche. 
 
 
Viabilidad celular. Los ensayos de proliferación y viabilidad celular son importantes para 
poder evaluar la función celular. Estos se muestran en la figura 1. 
 
El control es igual a las células sin ningún tratamiento. Las células HT29-MTX fueron 
tratadas con diferentes concentraciones de muestras de sujetos con IBD (1, 2, 3 y 4% v/v) 
durante 48 h. la viabilidad celular se determinó mediante el kit de ensayo “Resazurin in 
vitro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)”. Los resultados estadísticos indican una P< 0.0001, 
por lo tanto, por lo menos uno de los tratamientos es diferente, un R² de 0.76 y un CV de 
15.47. Como se observa en la figura 1, existe diferencia estadística significativa en los 
tratamientos comparados con el control, encontrando así, una disminución en la viabilidad 
celular en los tratamientos, lo cual, se da, debido al estrés que las células sufren al estar en 
presencia de la muestra fecal. 
 
 
 
 
 

Muestra Grado de hidrólisis (%) 
GMP 12.55 ± 4.50 
WPI 16.34 ± 2.00 

WPI-GOS 32.21 ± 2.24 
MPC 12.20 ± 2.12 
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Figura 1. Viabilidad de las células HT29-MTX a diferentes concentraciones de muestras de 
sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal in vitro. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
 
 
Fase 2. Fermentación de muestras de donantes sanos y enfermos con los componentes 
de suero de queso y análisis de producción de especies reactivas al oxígeno.  
 
Resultados de unidades de fluorescencia relativa en la producción de ROS. Los 
mecanismos implicados en las enfermedades inflamatorias intestinales son las especies 
reactivas al oxígeno (ROS) se encuentran asociados principalmente al desequilibrio entre 
ROS y la actividad antioxidante, generando un estrés oxidativo (Balmus et al. 2016). 
Definido como un proceso de desequilibrio o perturbación en la producción y la eliminación 
de especies reactivas al oxígeno, las cuales conducen a un daño celular (Pereira et al. 2015). 
Las ROS pueden incluir superóxido (O₂), óxido nítrico (NO), radical hidroxilo (- OH), 
radical hidroperóxido (O₂H), peróxido de hidrógeno (H₂O₂) y oxígeno singlete (O₂) 
(Balmus et al. 2016). Un nivel bajo de ROS es importante para los mecanismos celulares, 
incluidos la defensa contra patógenos. El aumento en la producción de ROS puede ser 
consecuencia de factores externos, tales como, enfermedades hereditarias que afectan 
principalmente el transporte de electrones o trastornos metabólicos (Pereira et al. 2015). 
Las ROS generadas durante el estrés oxidativo, pueden ser reducidas mediante procesos 
antioxidantes (Garg et al. 2018). La proteína de suero posee diferentes características 
benéficas para la salud, entre ellas, tiene la capacidad de prevenir el estrés oxidativo y 
enfermedades relacionadas con este (Mann et al. 2019). 
  
Se ha establecido que los sujetos que sufren de enfermedad inflamatoria intestinal presentan 
una sobreproducción de ROS. Así como también, se conoce que existe una descenso en la 
abundancia relativa de los filos Firmicutes spp. y Bacteroidetes spp y un aumento en la 
abundancia relativa de actinobacteria y proteobacteria (Balmus et al. 2016). 
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Las RFU fueron determinadas por medio del ensayo “DCFH-DA” en células HT29-MTX 
con una confluencia de 80-90%, pretratadas con sobrenadantes fecales (2% v/v) de sujetos 
con IBD y sujetos con IBD+WPI, IBD+GMP y IBD+WPI-GOS durante 2 horas. 
En las figuras 2, 3 y 4 se observa un aumento en la producción de ROS en sujetos enfermos 
tratados con GMP y WPI-GOS comparados con sujetos enfermos sin ningún tratamiento. 
Del análisis estadístico individual de los nueve sujetos con enfermedad inflamatoria 
intestinal, los sujetos S3, S4, S5 y S6 muestran diferencia estadística significativa. (cuadro 
6).  
 
 
Cuadro 6. Resultados del análisis estadístico individual de los nueve sujetos enfermos, de 
especies reactivas al oxígeno (ROS) con diferencia estadística significativa y tratamiento 
que presentó dicha diferencia. 

Sujeto Probabilidad R² % CV % Tratamiento con 
diferencia estadística  

S3 <0.044 82 10.08 GMP 
S4 <0.010 82 6.94 WPI-GOS 
S5 <0.045 73 8.32 WPI-GOS 
S6 <0.001 89 6.62 * 

(*) todos los tratamientos, poseen diferencia estadística significativa, comparados con los 
sujetos con IBD.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en donantes con IBD y donantes 
enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, sujetos 1, 2 y 3.  
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
IBD: sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal. 
GMP: glicomacropéptidos. 
WPI: proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
S1: sujeto número 1.  S2: sujeto número 2 S3: sujeto número 3 
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Figura 3. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en donantes con IBD y donantes 
enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, sujetos 4, 5 y 6. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
IBD: sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal. 
GMP: glicomacropéptidos. 
WPI: proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
S1: sujeto número 1. S2: sujeto número 2. S3: sujeto número 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en donantes con IBD y donantes 
enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, sujetos 7, 8 y 9. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa  
IBD: sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal. 
GMP: glicomacropéptidos. 
WPI: proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
S1: sujeto número 1. 
S2: sujeto número 2. 
S3: sujeto número 3. 
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Los resultados estadísticos obtenidos muestran que no existe diferencias estadísticas 
significativa en los tratamientos comparados con los sujetos que padecen IBD. En el análisis 
realizado individualmente a los nueve sujetos con IBD tratados con GMP, WPI y WPI-
GOS, sí se observó diferencia estadística significativa en cuatro de ellos, por lo tanto, los 
resultados de cada grupo se ven afectados por los cinco sujetos que no presentaron 
diferencia estadista significativa. La variación entre individuos se debe a que la microbiota 
intestinal, características antropométricas, genética y tipo de dieta difiere entre individuos 
(Kim et al. 2017).  los resultados estadísticos se muestran en el cuadro 7. 
 
 
Cuadro 7. Resultados de análisis estadístico de especies reactivas al oxígeno (ROS) por 
cada tratamientos. 
Tratamiento Probabilidad  R²  CV% 
SANOS vs IBD 
IBD+WPI vs IBD 
IBD+WPI-GOS vs IBD 
IBD+GMP vs IBD 

<0.1811 
<0.4171 
<0.6900 
<0.1538 

56 
44 
32 
56 

11.69 
11.46 
4.990 
10.41 

SANOS: individuos sanos  
IBD: individuos con enfermedad inflamatoria intestinal. 
WPI: proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
 
 
Para el análisis de la producción de especies reactivas al oxígeno las RFU fueron 
determinadas por medio del ensayo “DCFH-DA” en células HT29-MTX con una 
confluencia de 80-90%, tratadas con sobrenadantes fecales (2% v/v) de sujetos sanos y 
sujetos enfermos durante 2 horas. Las células sin tratamiento con sobrenadante fecal se 
utilizaron como control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en sujetos sanos comparados con sujetos 
enfermos. Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
Control: células sin ningún tratamiento. Sanos: muestra de los individuos sanos. 
IBD: muestra de los individuos con enfermedad inflamatoria intestinal  
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Figura 6. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en sujetos con enfermedad inflamatoria 
intestinal (IBD) comparados con sujetos enfermos (IBD) tratados con WPI.  
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa. 
Control: células sin ningún tratamiento. 
IBD: muestra de los individuos con enfermedad inflamatoria intestinal  
WPI: individuos enfermos tratados con proteína aislada de suero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Unidades de fluorescencia relativa (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en sujetos enfermos (IBD) comparados 
con sujetos con IBD tratados con WPI-GOS.  
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa. 
Control: células sin ningún tratamiento. 
IBD: muestra de los individuos con enfermedad inflamatoria intestinal  
WPI-GOS: individuos enfermos tratados con proteína aislada de suero enriquecida con 
galacto-oligosacáridos. 
 
 
 

1.2e+5

1.4e+5

1.6e+5

1.8e+5

2.0e+5

2.2e+5

RF
U

 
 

Control WPI IBD 

a 

a 
a 

1.55e+5

1.60e+5

1.65e+5

1.70e+5

1.75e+5

1.80e+5

1.85e+5

1.90e+5

1.95e+5

RF
U

 
 

Control WPI-GOS IBD 

a 

a 
a 



 

14 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 8. Unidades de fluorescencia relativas (RFU) corregidas con “Janus green” en la 
producción de especies reactivas al oxígeno (ROS) en sujetos enfermos con IBD 
comparados con sujetos con IBD tratados con GMP.  
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa. 
Control: células sin ningún tratamiento. 
IBD: muestra de los individuos con enfermedad inflamatoria intestinal  
GMP: individuos enfermos tratados con glicomacropéptidos. 
 
 
Fase 3. Análisis de abundancia relativa de bacterias.  
 
Resultados obtenidos de abundancia relativa de bacterias. Pese a que, se desconoce aún 
la causa principal de IBD, ésta puede estar asociada a factores como la genética del paciente 
y sus antecedentes, así como, los factores ambientales (Matsuoka 2015).  De la misma 
manera factores endógenos y exógenos tienen influencia sobre la microbiota intestinal, 
como ser, tipo de dieta, respuesta inmune del huésped e infecciones (Lynch et al. 2016).  
 
La microbiota intestinal se encuentra densamente poblada por una gran cantidad de 
bacterias, no obstante, la diversidad de la microbiota intestinal difiere entre individuos. 
Dentro de los cuatro filos que predominan en la microbiota intestinal, se encuentran, 
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. Los dos primeros filos 
representan aproximadamente el 90% de la composición total de la microbiota, por otra 
parte, Actinobacteria y Proteobacteria se presentan regularmente en bajas cantidades (Kim 
et al. 2017).  Estudios indican que los glicomacropéptidos cumplen un papel importante en 
la modulación de la microbiota intestinal de los sujetos (Kavadi et al. 2017). Así como 
también se ha demostrado que los galacto-oligosacáridos promueven el crecimiento de 
bacterias benéficas para la salud de los sujetos, que ayudan a prevenir y a tratar la disbiosis 
gastrointestinal que se relaciona con enfermedades autoinmunes (Smith 2018). 
 
Inicialmente se identificó la abundancia relativa de los filos Bacteroidetes spp. y Firmicutes 
spp. ya que, estos representan el mayor porcentaje de la microbiota intestinal. Los resultados 
obtenidos en el análisis estadístico que se muestran en los cuadros 8 y 9 indican que sí existe 
una diferencia estadística significativa dentro de estos filos, por lo tanto, se procedió a 
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estudiarlos de una forma más específica. Esto se realizó mediante la evaluación de la 
abundancia relativa de especies de bacterias que se encuentran dentro de estos filos.  
 
 
Cuadro 8. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) y sujetos con IBD tratados con GMP, WPI y 
WPI-GOS con diferencia estadística significativa. 
Filo Género /especie/familia P < 0.05 R²  CV% 
Bacteroidetes spp. 
Firmicutes spp. 
Proteobacteria 
Bacteroidetes 
Firmicutes 
Firmicutes 
Firmicutes 

- 
- 
Escherichia coli. 
Bacteroides fragilis 
Roseburia hominis 
Roseburia intestinalis 
Eubacterium rectale 

0.0019 
0.0242 

  <0.0001 
0.0050 

  <0.0001 
0.0268 
0.0269 

58.8 
48.8 
65.0 
55.0 
68.0 
48.0 
50.0 

15.35 
5.540 
16.97 
28.14 
18.00 
11.60 
34.00 

Firmicutes Ruminococcaceae 0.0015 59.0 9.300 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
Cuadro 9. Influencia de los tratamientos en la abundancia relativa de bacterias en sujetos 
sanos, sujetos enfermos y sujetos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS con diferencia 
estadística significativa. 
Tratamiento Filo Especie/familia  Efecto  
GMP Firmicutes spp  Aumento  
WPI-GOS Bacteroidetes spp  Disminución   
 Proteobacteria E. coli Aumento  
 Bacteroidetes B. fragilis Disminución   
 Firmicutes E. rectale  Disminución   
 Firmicutes Ruminococcaceae Disminución  
 Firmicutes R. intestinalis  Disminución  
WPI Firmicutes Ruminococcaceae Disminución  

R. hominis posee diferencia estadística significativa entre sujetos sanos comparados con 
sujetos enfermos, los tratamientos no poseen diferencia estadística significativa comparado 
con los sujetos enfermos. 
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
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Tal como se observa en la figura 9, existe una reducción significativa de Bacteroidetes en 
sujetos con IBD tratados con WPI-GOS en comparación con los sujetos sanos.  El filo 
Bacteroidetes es uno de los más predominantes en la microbiota intestinal. Se ha 
demostrado que existe una diversidad reducida en la microbiota intestinal de pacientes con 
IBD (Matsuoka et al. 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Abundancia relativa de Bacteroidetes spp. expresada en log de ADN en fg/10ng 
en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS.  
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa.  
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero WPI-GOS: Proteína aislada de 
suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. IBD: enfermedad inflamatoria intestinal. 
 
 
Tal como se observa en la figura 10, los sujetos con IBD tratados con GMP muestran una 
similitud con sujetos sanos, representando una mayor abundancia relativa de este filo, en 
comparación con los sujetos con IBD y sujetos con IBD+WPI y IBD+WPI-GOS. Se conoce 
que el filo firmicutes es predominante en la microbiota intestinal, sin embargo, los pacientes 
con enfermedad inflamatoria intestinal, consecuencia de esta patología, a nivel colónico 
presentan una reducción característica de este filo (Balmus et al. 2016). 
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Figura 10. Abundancia relativa de Firmicutes spp. expresada en log de ADN en fg/10ng en 
sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS. 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa.   
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal. 
 
 
Puede observarse en la figura 11, que el tratamiento de IBD+WPI-GOS presenta una 
diferencia significativa comparada con los sujetos sanos, al existir una reducción de 
abundancia relativa de B. fragilis, el colon presenta una estructura formada por dos capas,  
la capa externa, está compuesta principalmente por bacterias que degradan la mucina y se 
caracteriza por la presencia de Bacteroides acidifaciens, Bacteroides fragilis, 
Bifidobacteiaceae y Akkermancia muciniphila, mientras que la capa interna se caracteriza 
por presentar una comunidad más restringida, la cual incluye Bacteroides fragilis y 
Acinetobacter (Donaldson et al. 2015). Puede observarse que en pacientes con enfermedad 
inflamatoria intestinal presentan niveles bajos de Bacteroides fragilis (Zhou 2016). 
Paradójicamente se ha demostrado que B. fragilis ayuda en la formación del sistema 
inmunitario del huésped, sin embargo, también es responsable de la formación de abscesos, 
por lo tanto, se considera una bacteria tanto benéfica como patógena que se encuentra en el 
microbioma intestinal (Wexler HM 2007). 
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Figura 11. Abundancia relativa de Bacteroides fragilis expresada en log de ADN en fg/10ng 
en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS. 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa.  
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
En los pacientes con IBD, existe una reducción en la diversidad de la microbiota intestinal 
observada, diversos estudios han informado una reducción en el filo firmicutes. Dentro de 
este filo se observa una disminución significativa en el grupo de Clostridium leptum 
especialmente en F. prausnitzii (Matsuoka et al. 2015). Sin embargo, en la figura número 
12 no se presentó diferencia estadística significativa entre tratamientos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii expresada en log de ADN 
en fg/10ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
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En la figura 13, puede observarse una diferencia estadística donde se muestra una 
disminución entre los pacientes enfermos comparados con los pacientes sanos, sin embargo, 
no existe diferencia estadística entre los tratamientos, comparados con los sujetos enfermos, 
La presencia de R. hominis en el intestino, promueve la salud intestinal al momento de 
fomentar la función de la barrera intestinal y la inmunidad innata (Patterson et al. 2017).  
En pacientes con IBD existe una reducción en cuanto a bacterias productoras de butirato, el 
cual, actúa como una fuente de energía para la células y el mantenimiento de la salud en la 
mucosa colónica, dentro de estas bacterias encontramos R.hominis y E.rectale, que 
pertenecen al filo de firmicutes (Nagao-kitamoto et al. 2017).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Abundancia relativa de Roseburia hominis expresada en log de ADN en zg/10ng 
en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS. 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa.   
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero WPI-GOS: Proteína aislada de 
suero enriquecida con galacto-oligosacáridos IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
En la figura 14, puede observarse una diferencia estadística significativa entre la abundancia 
relativa en sujetos enfermos tratados con WPI-GOS comparados con los sujetos sanos, 
existiendo una reducción en la abundancia relativa de R.hominis en el tratamiento con WPI-
GOS. Especie directamente vinculada con IBD, al demostrarse una disminución de R. 
intestinalis en pacientes con la enfermedad de Crohn (Quan et al. 2018). No obstante, R. 
intestinalis juega un papel importante en el control de los procesos inflamatorios 
intestinales, especialmente con la producción de butirato (La Rosa et al. 2019).  
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Figura 14. Abundancia relativa de Roseburia intestinalis expresada en log de ADN en 
zg/10ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS.  
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa. 
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero. IBD: enfermedad inflamatoria 
intestinal WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
 
 
En la figura 15, puede observarse una disminución significativa de la abundancia relativa 
de Ruminococcaceae en los sujetos enfermos tratados con WPI-GOS comparados con los 
sujetos enfermos sin ningún tratamiento y los sujetos sanos, también se observa que los 
sujetos enfermos tratados con WPI muestran una diferencia estadística significativa en 
comparación con los sujetos sanos. En pacientes que sufren enfermedad inflamatoria 
intestinal, se ha demostrado que existe una reducción en Ruminococcaceae como 
consecuencia de dicha patología (Lo Presti A et al. 2019). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Abundancia relativa de Ruminococcaceae expresada en log de ADN en ag/10ng 
en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS. 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa. 
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero. WPI-GOS: Proteína aislada de 
suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 

a 

SANOS IBD IBD+GMP IBD+WPI IBD+WPI-GOS 

Lo
g 

D
N

A
 (z

g)
/1

0 
ng

 
 

a a a 
b b b 

b 

IBD+GMP IBD+WPI-GOS IBD+WPI IBD SANOS 

Lo
g 

D
N

A
 

(f
g)

/1
0 

ng
 

a a a b 

c 

b b 



 

21 
 

En la figura 16, puede observarse una disminución de R. torques en pacientes con 
enfermedad inflamatoria intestinal, sin embargo, no se observan diferencia estadística 
significativa.   R.torques es una especie que se encuentra presente en la microbiota intestinal 
normal de los individuos; en pacientes que presentan enfermedad inflamatoria intestinal, se 
presenta una reducción de esta especie (Nishida et al. 2018).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Abundancia relativa de Ruminococcus torques expresada en log de ADN en 
ag/10 ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.   
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero. IBD: enfermedad inflamatoria 
intestinal WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
 
 
En la figura 17, puede observarse una diferencia estadística entre los sujetos sanos y los 
sujetos con IBD+WPI-GOS, este último se ve en menor abundancia relativa comparada con 
los sujetos sanos. Anteriormente mencionado, E. rectale es una bacteria productora de 
butirato, por lo tanto, promueve la salud intestinal, afectada en sujetos con enfermedad 
inflamatoria intestinal, presentando una reducción de la especie (Nagao-Kitamto et al. 
2017).  
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Figura 17. Abundancia relativa de Eubacterium Rectale expresada en log de ADN en 
zg/10ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS.  
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa. 
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero. WPI-GOS: Proteína aislada de 
suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
En la figura 18, puede observarse que los sujetos con IBD+WPI-GOS presentan una mayor 
abundancia relativa similar a los sujetos sanos, comparada con la disminución en los sujetos 
con IBD.  Escherichia coli forma parte del filo proteobacteria, el cual se presenta en 
pequeñas cantidades en la microbiota intestinal. En pacientes con enfermedad inflamatoria 
intestinal, se presenta un aumento de E.coli, debido a los cambios que resultan en la 
microbiota intestinal como consecuencia de esta patología (Matsuoka et al. 2015). Sin 
embargo existe una gran cantidad de cepas de E.coli, dentro de las cuales se encuentran 
tanto patógenas como benéficas, dentro de estas cepas benéficas  se encuentra Escherichia 
coli Nissle (EcN) 1917 es una cepa gramnegativa no patógena utilizada en muchos 
trastornos gastrointestinales (Scaldaferri et al. 2016). 
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Figura 18. Abundancia relativa de Escherichia coli expresada en log de ADN en fg/10ng 
en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos tratados con 
GMP, WPI y WPI-GOS. IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa. WPI: Proteína aislada de suero. 
GMP: Glicomacropéptidos. WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-
oligosacáridos.  
 
 
En la figura 19, puede observarse que no existe diferencia estadística significativa entre los 
tratamientos comparados con los sujeto enfermos. La enfermedad inflamatoria intestinal y 
su papel en la patogénesis de la microbiota no está totalmente claro, sin embargo, 
microrganismos potencialmente patógenos, están asociados con dicha enfermedad, dentro 
de los cuales encontramos; Listeria monocytogenes, Clostridioides difficile, Salmonella 
spp. Y Campylobacter spp. Estudios han demostrado que existe un posible vínculo entre la 
infección de C.jejuni y un futuro riesgo de incidencia de la enfermedad inflamatoria 
intestinal (Nielsen et al. 2019).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Abundancia relativa de Campylobacter jejuni expresada en log de ADN en 
zg/10ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa. 
GMP: Glicomacropéptidos. WPI: Proteína aislada de suero. IBD: enfermedad inflamatoria 
intestinal. WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
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Akkermansia muciniphila se localiza en el moco y representa aproximadamente un 3 % de 
la microbiota intestinal. Esta especie es importante tanto para el huésped como también, 
para la comunidad microbiana intestinal, ya que, es esencial para una capa saludable de 
moco.  Estudios han demostrado que existe una reducción de esta especie en pacientes con 
trastornos como la enfermedad inflamatoria intestinal, obesidad y diabetes tipo 2 (Lopez et 
al 2018). Sin embargo, en la figura número 20 no se muestra diferencia estadística 
significativa entre tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Abundancia relativa de Akkermansia muciniphila expresada en log de ADN en 
fg/10ng en sujetos sanos comparados con sujetos enfermos con IBD y sujetos enfermos 
tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. 
Diferentes letras indican diferencia estadística significativa.  
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.35

0.40

0.45

0.50

0.55

0.60

0.65

SANOS IBD IBD+GMP IBD+ WPI IBD+WPI-GOS 

a 

a 
a a 

a 



 

25 
 

 
 
 
 
 

4. CONCLUSIONES 
 
 
 Los componentes derivados de suero de queso después de digestión in vitro no tienen 

efecto significativo en la modulación de la producción de las especies reactivas al 
oxígeno de individuos con enfermedad inflamatoria intestinal. 

 
 Los péptidos liberados a partir de componentes de suero de queso después de la 

digestión in vitro son capaces de modular el crecimiento bacteriano de individuos con 
enfermedad inflamatoria intestinal. 
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5. RECOMENDACIONES 
 
 
 Incluir en estudios futuros criterios de inclusión en la selección de los participantes, 

tales como, características antropométricas, antecedentes genéticos, tipo de dieta y 
recordatorio de 24 h. 

 
 Conocer el estadio de la enfermedad inflamatoria intestinal al momento del estudio. 

 
 Identificar en estudios similares características como, presencia de enfermedades 

autoinmunes relacionadas o hereditarias que permitan obtener nuevas asociaciones.   
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7. ANEXOS 
 
 
Anexo 1. Fermentación fecal in vitro de compuestos de suero de queso después de la IVD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal. 
PBS:Phosphate buffered saline. MWCO: membrane with a cut off 

WPI GMP WPI-GOS 

In vitro gastrointestinal digestion 

48 h dialysis 2kDa MWCO against distilled water 

Effect of compounds that resist GD on fecal fermentation 

IVD WPI IVD WPI-GOS IVD GMP 

Fecal slurry (1:10 w/w) PBS 

1:10 v/v pre-culture medium (13 h, 37°C under anaerobiosis and agitation) 

1:10 v/v culture medium (24 h, 37°C under anaerobiosis and agitation) 

0.2% WPI 0.2% WPI-GOS 0.2% GMP 0.2% peptone 

Feces from 
IBD donors 

Feces from 
healthy 
donors 
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.Anexo 2. Protocolo catálogo no. D6010 del “Miniprep ADN fecal Zymo-Research”. 
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Anexo 3. iProof High-Fidelity PCR kit. 
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Anexo 4. Resultados del analisis estadistico de la produccion de especies reactivas al 
oxígeno (ROS) en sujetos con enfermedad inflamatoria intestinal y sujetos con dicha 
enfermedad, tratados con GMP, WPI, WPI-GOS. 

Sujeto Probabilidad R²  CV % Tratamiento   
S1 >0.2637 58.0 10.87 - 
S2 >0.6574 40.0 7.430 - 
S3 >0.0440 81.9 10.08 GMP 
S4 >0.0105 82.0 6.940 WPI-GOS 
S5 >0.0450 73.0 8.320 WPI-GOS 
S6 >0.0015 89.0 6.620 (*) 
S7 >0.1000 65.8 8.600 - 
S8 >0.8300 24.0 14.45 - 
S9 >0.3150 55.0 10.77 - 

(*) todos los tratamientos, poseen diferencia estadística significativa, comparados con los 
sujetos con IBD. 
GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
Anexo 5. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
enfermos y sujetos enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. 
Bacteria Probabilidad R²  CV% 
Bacteroidetes spp. 0.0019 58.8 15.35 
Firmicutes spp 0.0242 48.8 5.54 
Escherichia coli. <0.0001 65 16.97 
Faecalibacterium prausnitzii 0.0846 42.2 23.46 
Akkermansia muciniphila 0.11 40 1.22 
Bacteroides fragilis 0.005 55 28.14 
Roseburia hominis <0.0001 68 18.48 
Roseburia intestinalis 0.0268 48 11.60 
Campylobacter jejuni 0.2065 36 7.5 
Ruminococcus torques 0.0724 43          36 
Eubacterium rectale 0.0269 50 34 
Ruminococcaceae 0.0015 59 9.3 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
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Anexo 6. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
enfermos y sujetos enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS. expresando la media en 
log ADN (fg)/10ng y desviación estándar 
 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
Anexo 7. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
enfermos y sujetos enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, expresando la media en 
Log AD (zg)/10ng y desviación estándar. 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
 
 
 

Bacteria Log ADN (fg)/10ng 
SANOS ENFERMOS GMP WPI WPI-GOS 

 Media   DS Media DS Media DS Media DS Media DS 
Bacteroidetes 
spp. 

0.88 
 

0.09 
 

0.75 
 

0.123 
 

0.81 
 

0.139 
 

0.79 
 

0.139 
 

0.63 
 

0.038 
 

Firmicutes spp 0.80 
 

0.017 
 

0.77 
 

0.05 
 

0.82 
 

0.03 
 

0.79 0.05 0.74 
 

0.04 
 

Escherichia coli. 0.67 
 

0.02 
 

0.636 
 

0.065 
 

0.62 
 

0.072 
 

0.60 
 

0.0790 
 

0.672 
 

0.037 
 

Faecalibacterium 
prausnitzii 

0.64 
 

0.119 
 

0.59 
 

0.15 
 

0.58 
 

0.127 
 

0.58 
 

0.135 
 

0.55 
 

0.117 
 

Akkermansia 
muciniphila 

0.54 
 

0.057 
 

0.49 
 

0.057 
 

0.53 
 

0.056 
 

0.52 
 

0.06 
 

0.51 
 

0.08 
 

Bacteroides 
fragilis 

0.70 
 

0.117 
 

0.52 
 

0.19 0.59 
 

0.203 
 

0.59 
 

0.189 
 

0.33 
 

0.095 
 

Bacteria Log ADN (zg)/10ng 
SANOS ENFERMOS GMP WPI WPI-GOS 

 Media   DS Media DS Media DS Media DS Media DS 
Roseburia 
hominis 

0.574 
 

0.121 
 

0.413 
 

0.104 
 

0.382 
 

0.093 
 

0.438 
 

0.093 
 

0.396 0.099 
 

Roseburia 
intestinali 

0.775 
 

0.08 
 

0.717 
 

0.092 
 

0.706 
 

0.094 
 

0.729 
 

0.100 
 

0.653 
 

0.093 
 

Campylobacter 
jejuni 

0.451 
 

0.042 
 

0.46 
 

0.022 
 

0.482 
 

0.032 
 

0.485 
 

0.04 
 

0.447 
 

0.02 
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Anexo 8. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
enfermos y sujetos enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, expresando la media en 
log ADN (ag)/10ng y desciación estandar 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
Anexo 9. Análisis estadístico de abundancia relativa de bacterias en sujetos sanos, sujetos 
enfermos y sujetos enfermos tratados con GMP, WPI y WPI-GOS, expresando la media en 
log ADN (yg)/10ng y desviación estándar. 

GMP: Glicomacropéptidos. 
WPI: Proteína aislada de suero. 
WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 
IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
 
 
Anexo 10. Resultados del análisis estadístico de la producción de especies reactivas al 
oxígeno (ROS) en sujetos con IBD sometidos a los diferentes tratamientos, media y 
desviación estándar expresados en RFU. 

GMP: Glicomacropéptidos. IBD: enfermedad inflamatoria intestinal 
WPI: Proteína aislada de suero. WPI-GOS: Proteína aislada de suero enriquecida con galacto-oligosacáridos. 

 
 

Log ADN (ag)/10ng 
SANOS ENFERMOS GMP WPI WPI-GOS 

 Media   DS Media DS Media DS Media DS Media DS 
Ruminococcus 
torques 

0.445 
 

0.157 
  

0.347 
 

0.162 
 

0.367 
 

0.142 
 

0.387 
 

0.091 
 

0.255 
 

0.122 
 

 Log ADN (yg)/10ng 
SANOS ENFERMOS GMP WPI WPI-GOS 

 Media   DS Media DS Media DS Media DS Media DS 
Eubacterium 
rectale 

0.595 
 

0.084 
 

0.407 
 

0.229 
 

0.427 
 

0.233 
 

0.539 
 

0.149 
 

0.391 
 

0.212 
 

Sujeto Unidades de fluorescencia relativa. 

ENFERMOS GMP WPI WPI-GOS 
 Media DS Media DS Media DS Media DS 

S1 132865 7399.23 150787 23990.71 144831.8 14606.76 167947.8 7566.921 

S2 158910 14847.82 163145 13842.69 - - 165502 5568.644 

S3 142201 6056.36 211309 19038.04 6056.36 14542.91 170730.5 15311.5 

S4 140345 9506.66 157290 15148.11 145721.1 15145.47 179166.46 13316.70 

S5 153063 26590.73 147640 9130.669 149909.1 10714.72 181474.2 10071 

S6 133216 8682.661 187268 14506.397 168570.52 17265.67 188174.5 10407.78 

S7 153797 13779.18 176089 15508.73 161915.57 17189 182704 18772.87 

S8 169645 12698.26 195579 23330.09 175732.099 32038.4 185391.2 23778.8 

S9 162855 22560.39 161632 20118.206 142952.879 12808.6 173682.58 13742.52 



 

8 
 

Anexo 11. Estructura de los componenetes bioactivos. 
Estructura química de algunos galacto-oligosacáridos. 
 

  
 
Fuente: (Guerrero y Illanes 2016) 
 
Estructura química de oligo-sacáridos no digeribles derivados de lactosa 
 

 
 
 
 
 
Fuente (Gomez y Sánchez 2016).



 

 
 

Anexo 12. Bacterias utilizadas para PCR, secuencia de iniciadores y temperatura de hibridación. 

ID Phylum Class/Family/genus Species/group Primer sequence (5´-3´) Annealig 
temperature 
°C 

Reference 

5 Bacteroidetes Bacteroides fragilis CTGAACCAGCCAAGTAGCG 68 (Nagao-Kitamoto et 
al. 2017) 

        CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA     
32 Firmicutes all all TGAAACTYAAAGGAATTGACG 60 (Bacchetti De 

Gregoris et al. 2011) 
        ACCATGCACCACCTGTC     
27 Bacteroidetes all all GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT 60 (Guo et al. 2008) 
        AGTCGACGACAACCATGCAG     
11 Proteobacteria Escherichia coli CATGCCGCGTGTATGAAGAA 60 (Huijsdens et al. 2002) 
        CGGGTAACGTCAATGAGCAAA     
3r Firmicutes  Ruminococcaceae faecalibacterium 

prausnitzii 
CCATGAATTGCCTTCAAAACTGTT 60 (Sokol et al. 2008) 

        GAG CCT CAG CGT CAG TTG GT     
13 Verrucomicrobia akkermancia muciniphila CAGCACGTGAAGGTGGGGAC 50 (Collado et al. 2007) 
        CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT     
1 Firmicutes Roseburia hominis CCGCAGCAAACGCAATAAG 60 (Machiels et al. 2013) 
        GAACCGCTGGCTACTAAGAATAG     
4 Firmicutes Roseburia intestinalis CCCTTATGACTTGGGCTACAC 56 (Larsen et al. 2013) 
        TCACTGACTTCGGGCATTAC     
2r Firmicutes  Ruminococcaceae all ACTGAGAGGTTGAACGGCCA 

CCTTTACACCCAGTAAWTCCGGA 
59 (Garcia-Mazcorro et 

at. 2012) 
5 Firmicutes Ruminococcus  torques GACTAAGAAGCACCGGCTAAA 65 (Kassinen et al. 2007) 
        CCACTGGTGTTCCTCCTAATATC     
7 Proteobacteria Campylobacter  jejuni AGCGCAACCCACGTATTTA 55 (Man et al. 2010) 
        AGCATGGCTGATCTACGATTAC     
9 Firmicutes Eubacterium rectale CTAGAGAGACTGCCAGGGATAA 60 (Rivière et al. 2015) 
        CAGCTCCTTCCTTTCGGTTAG            
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