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RESUMEN. En esta investigacion se trabajé con un aislado nativo
de Lactobacillus brevis obtenido de leche fermentada, al cual se le
midi6 la viabilidad en dos bebidas l4cteas fermentadas, las cuales se
diferenciaban por la presencia de harina de avena al 0.5% p/v como
ingrediente prebiético, con el fin de observar su efecto en la viabili-
dad del probidtico. Después de elaboradas cada una de las bebidas,
se les realizé un seguimiento de pH y %p/v de acidez (expresada
como 4cido lactico), durante los dias 2, 7, 14 y 21 y la prueba de
viabilidad en los dfas 7, 14 y 21. El Lactobacillus brevis present6
viabilidad en ambas bebidas, al obtenerse recuentos mayores de 10°
UFC/mL hasta el dia 21, encontrandose un aumento en la velocidad
de crecimiento del dfa 7 al 14 en la bebida con avena, aunque
estadisticamente no hubo diferencia significativa.
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INTRODUCCION

En la actualidad, los microorganismos probiéticos,
principalmente Lactobacilos y Bifidobacterias han despertado
un gran interés por la importancia que tienen en la salud de las
personas que consumen alimentos que contienen estos
microorganismos. Se han reportado resultados positivos en la
prevencién de infecciones quirtirgicas (1) proteccién contra
infecciones respiratorias (2,3) 1a produccién de sustancias con
actividad anticancerigena frente al cdancer de colon (4,5),
disminucién en la incidencia del eczema atépico (6,7)
mejoramiento en el sistema inmunolégico al promover la barrera
de defensa endégena del intestino y desplazar la microbiota
patégena gastrointestinal en el consumidor, se utilizan en
tratamientos contra infecciones gastrointestinales (8,9).

Para lograr sus efectos, estos microorganismos deben pre-
sentar y mantener, unas caracteristicas que garanticen su cre-

cimiento y supervivencia en el alimento, como también du-

rante su trinsito a través del estémago e intestino delgado. La
primera caracteristica es que sean viables, ésta es la capaci-
dad que tienen los microorganismos probiéticos de permane-
cer vivos, tanto en el alimento como en el intestino del consu-
midor, por un tiempo determinado. En Colombia, se ha esta-
blecido que en bebidas fermentadas este tiempo debe ser mi-
nimo de 21 dias (10), el cual depende del método de produc-
cién y de la cepa utilizada (11).

SUMMARY. Viability of a native isolate of Lactobacillus brevis
in a fermented milky drink. The objective of this research was to
test the viability of a native isolate of Lactobacillus brevis in two
fermented milky drinks: a drink without prebiotic ingredient and
another drink with oat flour (0.5%, p/v) as prebiotic ingredient. The
viability of L. brevis was tested at 7, 14, and 21 after inoculation.
Drink pH and lactic acid concentration was measured as a function
of time (2, 7, 14, and 21 days after inoculation). The isolate was
viable in both drinks because its counting plates was higher than 10¢
CFU/mL until day 21%. Between the 7" and 14" day, the rate of
growth was higher in the drink that included oat flour, however, at
the day 21* the colony density was similar in both drinks.
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Ademas de garantizar su viabilidad, ellos deben tolerar un
pH=2 y la acci6n de proteasas del estémago, sobrevivir y cre-
cer en presencia de sales biliares (11,12), para luego adherir-
se a la mucosa intestinal y de esta manera estimular el sistema
inmunolgico; ésta capacidad de adherirse es un prerrequisito
para la colonizacién del intestino, porque es en la pared intes-
tinal donde el microorganismo va a competir con la microbiota
patégena por nutrientes y espacio fisico, como también la in-
hibicién de la proliferacién en las células cancerigenas Caco-
2 (11,13,14).

Se ha encontrado que los prebi6ticos son la fuente de car-
bono y de energia de los probi6ticos por ser carbohidratos de
cadena corta, algunas veces reconocidos como oligosacdridos,
no digeribles por las enzimas del epitelio intestinal o de las
gldndulas anexas debido a su estructura quimica, y llegan al
intestino grueso donde alcanzan a estar disponibles para la
fermentaci6n por las bacterias sacaroliticas, que son especial-
mente Lactobacilos y Bifidobacterias, dando origen a com-
puestos que ejercen efectos funcionales sobre la mucosa del
tubo digestivo (15). Algunos fructooligosacaridos,
isomaltooligosacaridos, oligomato, palatinosa, polidextrosa,
polidextrina, raftilina, presentes en: soya, avena, cebolla, aj0,
banano, puerros, derivados del trigo, achicoria, esparrago, al-
cachofa entre otro, se les considera prebiéticos (16).
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Cuando se incorporan a la dieta en cantidades determina-
das, alteran la microbiota intestinal disminuyendo los recuen-
tos de coliformes, bacteroides y cocos, y aumentando las bac-
terias probidticas hasta en diez veces, ademds, modifican la
actividad metabélica del colon, logrando una disminucién del
pH y un incremento en el contenido fecal de 4cidos grasos de
cadena corta como el acético, propidnico y butirico. El butirato
aumenta el grosor de la pared del colon e intestino delgado,
estimula el crecimiento de la mucosa del colon y aumenta su
flujo sangufneo, inhibe el crecimiento de lineas tumorales
epiteliales de origen colénico, induce la diferenciacién de sus
células y la apoptosis, entre otros (15,16).

En estudios hechos en simuladores del intestino humano,
utilizando como sustrato productos de avena fermentados, se
encontré que tanto los lactobacilos como las bifidobacterias
colonizaron y se mantuvieron por varias semanas; y en el caso
de estas dltimas se incrementé la produccién de los 4cidos:
acético, propidnico y butirico, lo que incide sobre la implan-
tacién de probidticos e inhibe el crecimiento de otro tipo de
microorganismos (13,17,18).

Por todos los beneficios anteriormente mencionados y por
el poco estudio reportado de la especie Lactobacillus brevis
en el Ambito internacional y nacional, se plante como objeti-
vo, estudiar la viabilidad de este aislado nativo en dos bebidas
de leche fermentada con avena como prebi6tico y sin prebidtico
y ademds comparar la incidencia en esta viabilidad. Se esco-
gi6 la avena como prebidtico porque es un alimento de facil
acceso para grupos poblacionales de escasos recursos, ade-
mads de presentar un sabor agradable para nifios y adultos.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con un aislado nativo proveniente de leche cru-
da fermentada, que presenté caracteristicas bioquimicas si-
milares en un 96.3% a Lactobacillus brevis cuando se le
realiz la prueba en un kit API 50 CHL Medium Ref. 50410.
Ademds, mostré resistencia a pH=2 y sales biliares 0.3% p/v,
dos condiciones importantes en los microorganismos
probidticos. Todos los ensayos se hicieron por cuadruplicado.

Preparacion de la muestra

Se tomé 1mL de un cultivo de Lactobacillus brevis, a una
concentracion de 27x108 UFC/mL segiin la escala de Mac Farland
inoculado en caldo MRS (Man Rogosa Sharpe) Marca Merck
Ref.1.10661 y se adicion6 a 9mL de leche pasteurizada, se dejé
incubando bajo condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 ho-
ras. Se hizo un proceso de adaptacién del indculo hasta comple-
tar 1 Litro de la bebida y se dej6 en fermentacién a una tempera-
tura de 37°C hasta obtener una acidez entre 0.4% y 0.5% p/v
expresada como 4cido lactico. La bebida con prebidtico tuvo el
mismo procedimiento, pero adicionalmente, se agreg6 harina
de avena a una concentracién de 0.5% p/v.

Después de alcanzar el % de acidez en ambas bebidas, se
almacenaron a 4°C, por 24 horas. Se envasaron en frascos de
vidrio, y se les hizo un seguimiento de pH y % acidez los dias
2,7, 14 y 21 y recuento de UFC/mL Lactobacillus brevis, los
dias 7, 14 y 21.

La acidez se determiné por titulacién acido base repor-
tando como % de acidez, el volumen de NaOH.

Analisis estadistico ]
A los datos obtenidos en la medicién de pH, % acidez, y

,él recuento de UFC/mL de Lactobacillus brevis realizados a

los dos tratamientos, se les aplic6 la prueba t-student, para
evaluar si habfa diferencia estadisticamente significativa para
los dos tratamientos Tablas 1,2 y Figura 1.

TABLA1 _
- Comparacién de medias para pH

Dias Sin avena Con avena Tc p (valor)
2 5.14 5.14 0 1.0

7 4.39 4.44 -1.61 0.159
14 4.37 4.38 -0.70 0.510
21 4.38 434 5.28 0.0019 **

** Diferencia altamente significativa

TABLA?2
Comparacién de medias para acidez

Dias -Sin avena Con avena Tc p (valor)

2 0.572 0.572 0 1.0

7 0.727 0.720 1.19 0.278

14 0.818 0.875 -6.38 0.00070 **
21 0.77 0.91 ~12.12 0.000019 **

** Diferencia altamente significativa

FIGURA 1 :
Comparacién de medias para Log. Lactobacillus

135 .
. 3 /'—"__—- | —e=BacSin
',g 125 1 / avena
@ ’ M : | -=— Bac con
g” 12 I avena
11,5 T

Dias



352 SALAZAR ALZATE et al.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se puede observar que el pH en el dia dos, es
igual en los dos tratamientos y empieza a descender rdpida-
mente para estabilizarse a partir del dia 7, y con la prueba t se
aprecia una diferencia altamente significativa en los dos tra-
tamientos para el dia 21 (p<0.05). En la Tabla 2, se puede
evidenciar un aumento hasta el dia 14 y luego trata de
estabilizarse; la prueba t muestra una diferencia altamente sig-
nificativa para los dias 14 y 21 (p<0.05).

En la Tabla 3 y en la Figura 1, se puede observar el incre-
mento en el recuento del microorganismo, en ambas bebidas,
sin embargo, en la bebida con la avena el crecimiento fue mas
rapido. Aunque, al aplicar la prueba t-student, al recuento en
Log de Lactobacillus, no se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa entre los dos tratamientos, te-
niendo en cuenta que se partié de un inoculo de 27x 10 8UFC
/' mL de Lactobacillus brevis.

TABLA3
Recuento Promedio de UFC/mL de Lactobacillus brevis
Dias Sin avena Con avena
7 1.689 x 1012 1.615 x 10*2
14 2.5125 x 102 3.8x 10"
21 1.044x10" 4.28 x 10
DISCUSION

El aumento en el recuento microbiano, influyé en la dis-
minucién del pH y en el incremento de la acidez, debido ala
fermentacién que realizan los Lactobacillus, sobre los
oligosacéridos presentes en la avena produciéndose una ma-
yor cantidad de icidos grasos de cadena corta, raz6n por la
cual hubo diferencias significativas (15-17).

Aunque, no se encontré efecto significativo de la avena
sobre la viabilidad del Lactobacillus brevis, se present6 un
aumento mds rdpido en el recuento de éstos, porque el
prebiético es una fuente de carbono y de energia para su cre-
cimiento, estos resultados son similares a los obtenidos por
Jaskari J. et al. (18).

El microorganismo cumple con el requisito de viabilidad
al presentar recuentos mayores de 10° durante los 21 dias de
seguimiento (10).

CONCLUSIONES

El aislado nativo de leche fermentada, identificado como
Lactobacillus brevis, y utilizado para elaborar una bebida fer-
mentada sin y con avena como ingrediente prebidtico, pre-
sentd viabilidad en ambas bebidas, al permanecer con un re-

cuento mayor de 10 UFC/mL durante 21 dias de seguimien-
to. No hubo efecto de 1a avena en el recuento microbiang
aunque, esta influyo positivamente en la velocidad de su cre-
cimiento
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