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VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD MODULADORA DE LA FLORA 
INTESTINAL DEL SIMBIÓTICO NORMODIGEST “IN VITRO”

ABSTRACT

In this study, the authors used a new method with a dynamic digester in order to check 
whether the probiotics contained in the commercial product Normodigest in biphasic vials 
resist the gastric digestion and whether they have a positive influence in the gut microbiota. 
The methodology of the test and the analytical results are discussed. The conclusion is that 
Normodigest has a positive influence in the intestinal flora.

1. Introducción

Tras evidenciarse la importancia de la flora intes-
tinal en numerosos procesos fisiológicos, bien de 
forma directa o indirecta, siempre se han plantea-
do métodos que permitan valorar la efectividad de 
un complemento alimenticio con características 
pre-, pro- o simbióticas. Esta efectividad viene 
inicialmente determinada por la capacidad de co-
lonización efectiva que tienen las bacterias com-
ponentes de la microbiota que se administran en 
los complementos alimenticios. Sin esa coloni-
zación todos los procesos fisiológicos en los que 
participan o contribuyen los microorganismos no 
son viables, por lo que si no se garantiza su capa-
cidad colonizadora, no se evidenciará su actividad 
en el organismo huésped simplemente por falta de 
sustrato en el mismo.

El Departamento de Investigación, Desarrollo e 
innovación de Derbós, Laboratorio Natural,  jun-
to al Centro Tecnológico AINIA, han evaluado la 
capacidad de colonización de un preparado sim-
biótico comercial, en concreto NORMODIGEST, y 
han evidenciado la capacidad de colonización del 
mismo por parte de los probióticos mediante la uti-
lización del Digestor “in vitro” de Fermentación 
Colónica disponible en AINIA. Dicha capacidad de 
colonización es condición indispensable para atri-
buir posteriormente cualquier actividad fisiológica 
al producto.

En primer lugar se ha determinado la capacidad de 
los probióticos para superar la barrera ácida de los 
jugos gástricos y se ha cuantificado la resistencia 
de la cubierta entérica a una digestión gastro-intes-
tinal completa de 8 horas.

Finalmente, se ha evaluado su capacidad de colo-
nización del intestino grueso.

En este artículo se resume la metodología y los re-
sultados obtenidos aplicados al producto NORMO-
DIGEST mediante la utilización de los digestores 
dinámicos diseñados por el Centro Tecnológico 
AINIA.

2. Determinación de la Resistencia Gástrica 
y Gastrointestinal de las bacterias probióti-
cas y Diseño de los Ensayos

Teniendo en cuenta que los microorganismos obje-
to de estudio tienen que ser capaces de colonizar 
el intestino grueso, inicialmente ha sido necesario 
garantizar que sean capaces de superar el medio 
ácido del estómago y llegar viables al intestino. 
En este sentido se han realizado los ensayos de 
digestión gástrica con el probiótico en estudio ya 
que una de las principales variables a controlar 
para evaluar la viabilidad de los probióticos es el 
pH ácido del estómago.  Posteriormente se han 
llevado a cabo los ensayos de digestión gástrica 
e intestinal para evaluar la resistencia gastroin-
testinal de las bifidobacterias microencapsuladas 
presentes en el producto NORMODIGEST frente 
a las condiciones de acidez del estómago y de las 
sales biliares del intestino. Finalmente, con el fin 
de verificar la relación de la concentración con la 
viabilidad del probiótico tras su paso por el tracto 
gastrointestinal se han llevado a cabo los ensayos 
de resistencia gastrointestinal partiendo de mayor 
concentración de probiótico que en los anteriores 
ensayos.
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a. Metodología
Para la realización de dichos ensayos se ha utiliza-
do el Digestor “in vitro” de Fermentación Coló-
nica, concretamente los reactores que simulan el 
estómago (R1) y el intestino (R2) (Figura 1).

Figura 1: Reactores estómago (R1) e intestino (R2).

Con el fin de reproducir la resistencia del probióti-
co a su paso por el tracto gastrointestinal hasta su 
llegada al intestino delgado se ha llevado la simula-
ción de la digestión durante 8h: Digestión gástrica 
durante 2h (tratamiento enzimático con pepsina, a 
pH ácido) y digestión intestinal durante 6h (trata-
miento enzimático con pancreatina y extracto biliar, 
a pH neutro).

Durante todo el proceso de digestión gastrointes-
tinal, se ha llevado a cabo la toma de muestras 
para evaluar la viabilidad del simbiótico mediante 
el análisis de Bifidobacterias con el recuento micro-
biano en placa. 

b. Resultados
El recuento microbiológico obtenido del probiótico 
en función del pH del estómago ha sido el mostra-
do en la Tabla 1.

Tabla 1: Recuento microbiológico en función del pH 
a diferentes pH’s.

Tras el proceso de digestión gástrica, las bifidobac-
terias tienen una alta viabilidad y no hay apenas 
diferencias significativas entre la digestión a pH 3.5 
y a pH 2, demostrando que la cápsula entérica de 
la Bifidobacteria le ofrece una resistencia frente al 
pH ácido del estómago.

Tras la evidencia del paso efectivo por el estómago 
se llevan a cabo los ensayos de digestión gas-
trointestinal  por triplicado observándose que con 
la incorporación de 1 vial (con niveles de 1.4x106 
ufc/ml de Bifidobacterias), se logran detectar nive-
les de 102 ufc/ml en el digerido intestinal. Ello sig-
nifica que la digestión gástrica afecta levemente a 
la viabilidad del microorganismo, pero la digestión 
intestinal provoca un descenso en la concentración 
del probiótico hasta niveles, en algunos casos, no 
detectables con la técnica analítica.

En este sentido, se ha llevado a cabo otro ensayo 
de resistencia gastrointestinal partiendo de ma-
yor concentración de probiótico con el fin de conse-
guir mayor número de Bifidobacterias viables tras 
el paso por el tracto gastrointestinal. En este caso 
la muestra de referencia de NORMODIGEST con-
tiene 1.8 x 108 ufc/ml. La toma de muestra se lleva 
a cabo tras la digestión gástrica (2 horas) y tras la 
digestión intestinal (8 horas).

Los resultados obtenidos tras la realización del 
ensayo de resistencia gastrointestinal con mayor 
concentración de probiótico de partida se indica en 
la Tabla 2.

Tabla 2: Resultados tras mayor concentración de 
probiótico de partida.

Tal y como se observa en la tabla, la incorporación 
de mayor cantidad de probióticos en la muestra de 
referencia no da lugar a una mayor viabilidad del 
probiótico tras la digestión gastrointestinal. Por lo 
tanto, para llevar a cabo los ensayos de fermenta-
ción colónica se ha utilizado la cantidad de probió-
tico recomendada por la empresa (1 vial/día).Muestra Ufc/ml pH

Muestra de Referencia
Digerido Gástrico

Digerido Gástrico

1.7 x 106

2.6 x 105

1.8 x 105

5
3.5
2

Muestra Ufc/ml

Muestra de Referencia
Digerido Gástrico

Digerido Intestinal

1.8 x 108

< 1.0 x 103

< 10

R1
(Estómago)

R2
(Intestino)
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 3. Determinación de la capacidad de colo-
nización “in vitro” de la flora intestinal

a. Metodología
El principal grupo microbiano a testar son las Bifi-
dobacterias. Para ello se ha partido de muestras 
de NORMODIGEST (simbiótico) monitorizando la 
viabilidad de las Bifidobacterias tras el proceso de 
digestión gastrointestinal y durante el periodo de 
estabilización y fermentación colónica. 

Para la realización de dichos ensayos se ha utiliza-
do el Digestor “in vitro” de Fermentación Coló-
nica diseñado y desarrollado por el Centro Tecno-
lógico AINIA. El equipo destinado a la simulación 
del proceso de digestión del intestino grueso está 
constituido por cinco reactores: estómago (R1), in-
testino delgado (R2), colon ascendente (R3), trans-
versal (R4) y descendente (R5), conteniendo los 
últimos 3 reactores una alta densidad de microflora 
activa de origen humano (Figura 2).

Figura 2: Equipo de simulación del proceso digestivo.

La descripción del funcionamiento del Digestor “in 
vitro” de Fermentación Colónica es la siguiente: 
Los tres reactores del colon se inoculan con una 
solución fecal al 20% de voluntarios adultos sanos, 
población microbiana que se asemeja a la que se 
encuentra en el tracto gastrointestinal humano. Las 
bacterias presentes en cada fase del colon tienen 
un pH óptimo de actuación siendo el pH en el colon 
ascendente de 5,5 - 6; en el colon transversal de 6 
- 6,4 y en el colon descendente de 6,4 - 6,8. Con el 
fin de regular los cambios de pH que se producen 
durante la digestión y mantenerlos en los intervalos 
óptimos para cada fase, se incorpora ácido o base 
a cada uno de los reactores. El volumen de los 
reactores es determinado por el tiempo de resi-
dencia “in vivo”, en la correspondiente región del 
tracto gastrointestinal. Los flujos entre el estómago 
e intestino funcionan de forma semicontínua, mien-
tras que el funcionamiento del sistema del colon 
ascendente, transversal y descendente se lleva a 
cabo de modo contínuo, simulando las condiciones 

reales del tracto digestivo.

La temperatura es constante en todo momento du-
rante el proceso de digestión, ya que se mantiene y 
controla a 37ºC en todas las etapas del proceso, ya 
que temperaturas diferentes pueden afectar al cre-
cimiento y metabolismo de los microorganismos. 
Todos los reactores se mantienen en condiciones 
anaeróbicas durante todo el proceso de fermenta-
ción.

En los ensayos de fermentación colónica llevados 
a cabo, el proceso fermentativo tiene una duración 
de 26 días. Durante el periodo basal (12 días), se 
lleva a cabo la estabilización de la microbiota fe-
cal humana en el colon ascendente, transversal y 
descendente. La microbiota se adapta a las condi-
ciones “in vitro” impuestas hasta alcanzar niveles 
similares a los presentes en cada región específica 
del colon. Durante el periodo basal se adiciona me-
dio de cultivo al estómago tres veces al día (con el 
fin de simular las tres comidas principales del día).

Durante el periodo de tratamiento (14 días), con el 
fin de simular la toma diaria de 1 vial de simbiótico, 
en la primera toma del día se incorpora en el medio 
de cultivo 1 vial de simbiótico, con los microorga-
nismos objeto de estudio con el fin de evaluar la 
colonización y efecto del probiótico en la microbio-
ta fecal, siendo las dos siguientes adiciones de me-
dio de cultivo sin probiótico.

Debido a que el producto testado se consume en 
ayunas, para llevar a cabo las incorporaciones del 
simbiótico durante el periodo de tratamiento, se ha 
modificado ligeramente el proceso de digestión 
gastrointestinal descrito en los ensayos de resis-
tencia gastrointestinal, en base a las siguientes 
consideraciones:

1) Tras la ingesta de la dosis recomendada de sim-
biótico no se produce el proceso de masticación 
(obviándose dicha fase durante los ensayos).

2) La digestión gastrointestinal es más rápida, 
considerándose por tanto la duración de la diges-
tión gástrica de 60 minutos (en vez de 120 minutos, 
tal y como se indicó en los ensayos de resistencia 
gastrointestinal)

3) No se lleva a cabo la fase de digestión intes-
tinal ya que al pasar  el simbiótico directamente 
al colon no se produce la  liberación de enzimas 
intestinales en el intestino delgado. 

R1
(Estómago)

R2
(Intestino)

R3
(Colon

Ascendente)

R4
(Colon

Trasversal)

R5
(Colon

Descendente)
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Periódicamente durante todo el proceso de diges-
tión gástrica y de fermentación colónica se han 
tomado alícuotas en cada uno de los tres reactores 
del colon a intervalos regulares y se ha llevado a 
cabo la caracterización de los grupos microbianos 
de la flora bacteriana presente en las distintas re-
giones del colon (Género Lactobacillus, Género 
Bífidobacterium, Familia Enterobacteriácea, Anae-
robios totales, Género Clostridium) con técnicas 
clásicas de recuento bacteriano. 

b. Resultados
En el periodo de tratamiento se ha incorporado 1 
vial de NORMODIGEST una vez al día en el es-
tómago (R1). Con el fin de verificar la cantidad de 
probiótico que llega viable al colon, se ha llevado 
a cabo la toma de muestras antes y después de 
la digestión gástrica (60 minutos). Tras el proce-
so de digestión gástrica se observa que las Bifido-
bacterias tienen una alta viabilidad (1.4x106 ufc/ml 
muestra de referencia vs. 2.1x105 ufc/ml tras la di-
gestión gástrica),  demostrando que el menor tiem-
po de exposición de la bifidobacteria al pH ácido de 
la digestión gástrica (60 minutos vs. 120 minutos) y 
la no exposición a la digestión intestinal, no afecta 
a la viabilidad de dicha cepa.

Los resultados obtenidos durante los ensayos de 
fermentación colónica correspondientes a la evo-
lución de la microbiota en los tres reactores del 
colon, se muestran en las siguientes tablas de las 
Figuras 3, 4 y 5.

Inicio del tratamiento con simbiótico

Figura 3: Evolución de la microbiota en el Reac-
tor 3 (colon ascendente), tras la incorporación de 
NORMODIGEST durante 14 días de tratamiento.

Figura 4: Evolución de la microbiota en el Re-
actor 4 (colon transversal), tras la incorporación de 
NORMODIGEST durante 14 días de tratamiento.

Inicio del tratamiento con simbiótico

Figura 5: Evolución de la microbiota en el Reac-
tor 5 (colon descendente), tras la incorporación de 
NORMODIGEST durante 14 días de tratamiento.

Inicio del tratamiento con simbiótico

A continuación, para que pueda ser observada de 
modo más gráfica la evolución de cada uno de 
los grupos microbianos (Figura 6, 7, 8 y 9), se 
representa el crecimiento de los microorganismos 
por separado, en las tres porciones del colon (as-
cendente: reactor 3; transversal: reactor 4; descen-
dente: reactor 5): 
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Los niveles de Anaerobios totales se mantienen 
estables durante el tiempo de estudio (108 ufc/ml) y 
puede observarse un ligero incremento (0.5-1 log) 
en los días finales del tratamiento. El nivel de en-
terobacterias se mantiene estable en el primer y 
último Reactor, mientras que las condiciones del 
Reactor 4 parecen propiciar el incremento de los 
niveles de Enterobacterias en 1 ciclo logarítmi-
co, posiblemente porque las condiciones de pH de 
este tramo favorecen este grupo microbiano.

Inicio del tratamiento con simbiótico

Figura 6: Evolución de cada uno de los grupos 
microbianos en el conjunto de reactores.

Inicio del tratamiento con simbiótico

Figura 7: Niveles del género Clostridium.

Los niveles del género Clostridium (Figura 7) tam-
bién se incrementan ligeramente durante el tiempo 
de estudio, acorde con el incremento de los nive-
les globales de anaerobios en el colon, siendo el 
colon descendente en el que se detecta un mayor 
incremento. El último tramo del colon con un pH 
más alto y una alta concentración de metabolitos, 
podría favorecer el crecimiento de este grupo mi-
crobiano.

Si analizamos en los tres tramos del colon el desa-
rrollo de las bacterias ácidolácticas de los géne-
ros Bifidobacterium y Lactobacillus, asociadas 
con la flora beneficiosa intestinal, por su capacidad 
de fermentación y producción de ácidos grasos de 
cadena corta se observan los resultados de las Fi-
guras 8, 9.

Inicio del tratamiento con simbiótico

Figura 8: Niveles de Bifidobacterias.

Durante el periodo de tratamiento y tras el perio-
do de estabilización, se ha llevado a cabo la in-
corporación de 1 vial de NORMODIGEST al día. 
En este periodo, los microorganismos anaerobios 
y enterobacterias, indicadores de la flora intestinal 
total se mantienen estables respecto a los niveles 
basales en todas las porciones del colon, con un 
ligero incremento de los niveles de enterobacterias 
en el colon transversal. Ello indica que las condi-
ciones son favorables para el desarrollo de la flora 
intestinal durante las dos semanas de incorpora-
ción del producto de interés (Figura 6). 
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Inicio del tratamiento con simbiótico

Por lo tanto, se detecta un incremento de los ni-
veles de bifidobacterias y lactobacilos en las 
tres porciones del colon, que superan los dos ci-
clos logarítmicos en el caso de las Bifidobacterias 
y llegan a incrementarse más de 3 logaritmos, en 
el caso del género Lactobacillus. Estos resultados 
evidencian que el tratamiento produce un aumento 
significativo de los niveles de bacterias lácticas en 
el colon, y por tanto, se pone en evidencia el efec-
to beneficioso de la incorporación del simbiótico 
en la microbiota intestinal.

4. Conclusiones

Con respecto a los ensayos de fermentación coló-
nica con NORMODIGEST, las principales conclu-
siones son las siguientes:

Resistencia gástrica y gastrointestinal. La di-
gestión gástrica afecta levemente a la viabilidad de 
la bifidobacteria. La digestión intestinal provoca un 
descenso en la concentración del probiótico hasta 
niveles, en algunos casos, no detectables con la 
técnica analítica. Por ello, consideramos recomen-
dable que la ingesta del probiótico se realize en 
ayunas. Por otro lado, la incorporación de mayor 
cantidad de simbiótico en la muestra de referencia 
no da lugar a una mayor viabilidad de la bifidobac-
teria tras la digestión gastrointestinal.
 
Fermentación colónica. El consumo en ayunas 
del simbiótico supone un menor tiempo de exposi-
ción de la bifidobacteria al pH ácido del estómago 
(60 minutos vs. 120 minutos) y la no exposición a la 
digestión intestinal. Debido a ello, se ha observado 
que tras el proceso de digestión gástrica las Bifido-
bacterias tienen una alta viabilidad.

Figura 9: Niveles de Latobacilos.

Respecto a la evolución de la microbiota intestinal 
en los tres reactores del colon, se observa que la 
incorporación de 1 vial de NORMODIGEST al día 
tiene una influencia notable en la flora fecal hu-
mana, ya que produce una mejora de los nive-
les generales de microflora fecal, sobre todo de 
aquellos grupos microbianos con efecto beneficio-
so en el colon humano.
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