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Resumen

La mayoria de las bacterias del género Lactobacillus se caracterizan por sus propiedades
probidticas. Por lo anterior, se ha encontrado que pueden tener aplicacion en el area
odontologica contra enfermedades bucales. Adicional a estas cepas probidticas, existen
los prebidticos que favorecen el crecimiento de las mismas y brindan un mejor efecto a
la salud debido a la sinergia que tienen al actuar como un simbidtico. La curva de
crecimiento microbiano brinda informacion de como crece la bacteria bajo las
condiciones y el medio que se encuentre, o que permite conocer los tiempos de ingreso
a cada fase. Se ha reportado que la suplementacion con inulina al medio de cultivo
favorece al crecimiento de los Lactobacillus.

Por lo anterior, la finalidad de este trabajo fue exponer a variables como la adicion de un
prebidtico, en este caso un suplemento comercial de inulina a una cepa de Lactobacillus
y determinar el tiempo en el cual ingres6 a cada fase en su curva de crecimiento. Para
ello, se activd una cepa previamente identificada como Lactobacillus spp, la cual se
inoculd6 en medio de cultivo liquido para determinar su crecimiento bacteriano por
densidad Optica con la presencia de inulina al 1% y con un control sin inulina. Se
monitoreo el crecimiento durante 88 h. La captura de datos y graficas se realizé en
programa excel. Se calcul6 la media del tiempo como medida de tendencia central.

De la metodologia aplicada, el medio suplementado con inulina al 1% no reduce el tiempo
en el que ingresa a su fase estacionaria en comparacion con un cultivo normal, y ademas
presenta una menor cantidad de biomasa. Ademas, estos resultados demuestran que
tanto la morfologia macro y microscoépica de la cepa de Lactobacillus no se ve alterada
por la presencia de inulina, lo que no se ha reportado anteriormente.

Palabras clave: Lactobacillus spp; inulina; probiotico; prebiético; curva de
crecimiento



Abstract

Most of the bacteria of the Lactobacillus genus are characterized by their probiotic
properties. Therefore, it has been found that they can have application in the dental area
against oral diseases. In addition to these probiotic strains, there are prebiotics that favor
their growth and provide a better health effect due to the synergy they have by acting as
a symbiotic. The microbial growth curve provides information on how the bacteria grow
under the conditions and the medium they are in, which allows knowing the time of entry
to each phase. It has been reported that supplementing the culture medium with inulin
favors the growth of Lactobacillus.

Therefore, the purpose of this work was to expose a Lactobacillus strain to variables such
as the addition of a prebiotic, in this case a commercial inulin supplement, and to
determine the time in which it entered each phase of its growth curve. For this purpose,
a strain previously identified as Lactobacillus spp was activated and inoculated in liquid
culture medium to determine its bacterial growth by optical density with the presence of
1% inulin and with a control without inulin. Growth was monitored for 88 h. Data capture
and graphing was performed in excel. The mean time was calculated as a measure of
central tendency.

From the methodology applied, the medium supplemented with 1% inulin does not reduce
the time in which it enters its stationary phase compared to a normal culture, but it does
have a lower amount of biomass. In addition, these results demonstrate that both the
macro and microscopic morphology of the Lactobacillus strain is not altered by the
presence of inulin, which has not been reported previously.

Keywords; Lactobacillus spp; inulin; probiotic; prebiotic; growth curve
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INTRODUCCION

El género Lactobacillus esta compuesto por una gran diversidad de especies y
corresponde a bacterias Gram-positivas que se pueden encontrar en diferentes
ambientes. Al someter diferentes factores de estrés ambiental o condiciones de cultivo,
se generan cambios celulares en las bacterias, por lo que, se puede dar una adaptacion
para crecer sin ningun problema, aunado a su genética que permite la activacion de

genes que favorezcan su crecimiento (1).

La aplicacion de estas bacterias en el area de la salud siempre es motivo de estudio por
los beneficios que estas puedan brindar. En el area de la odontologia, se ha reportado el
efecto que se tiene contra la caries dental y enfermedad periodontal, que son las
enfermedades bucales mas comunes, aunque su estudio va dirigido al efecto que causa

sobre los principales agentes etiolégicos de estas patologias (2).

Por otro lado, un modelo de cinética de crecimiento es una herramienta de gran utilidad,
ya que nos brinda informacién de cdmo se va desarrollando la bacteria en el ambiente
que se encuentre (3). Para poder establecer un modelo, se requiere aislar a la bacteria
y exponerla a diferentes factores o variables para determinar sus condiciones de
crecimiento (4). Se ha reportado que la suplementacion con inulina a diferentes
concentraciones en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) favorece al crecimiento y
supervivencia de algunas cepas de Lactobacillus (5). Ademas, la adicién de otros
compuestos y/o la modificacion de un factor o variable, optimiza los tiempos de

crecimiento y produccioén celular de diferentes cepas o especies de Lactobacillus (6,7).



Por lo anterior, el género Lactobacillus debido a sus efectos probiodticos puede
favorecer a la salud bucal. Las condiciones en las que crecen estas células varia
entre especies y subtipos, y la implementacion de un factor que puede ser un
suplemento o una variable fisica puede modificar su crecimiento. Por lo que, en este
trabajo, se determind el efecto de un suplemento como inulina a una concentracién
determinada para identificar si existen cambios morfolégicos en las células y el
tiempo en que ingresé a las fases exponencial y estacionaria en la curva de

crecimiento de una cepa de Lactobacillus spp.



II.  ANTECEDENTES

Il.1.Probidticos y términos asociados

[1.1.1.Probid6ticos

Los probidticos se definen como aquéllos microorganismos vivos, los cuales al
consumirse en cantidades adecuadas brindan efectos favorables para la salud del
huésped, como puede ser la inhibicion del crecimiento de microorganismos patdgenos,
el incremento de la barrera epitelial intestinal, el mejoramiento del sistema inmunolégico
debido a la produccion de sustancias antimicrobianas, la produccion de metabolitos
secundarios como las bacteriocinas o enzimas con funciones biologicas, entre otros (8-

10).

Algunos microorganismos empleados con efecto probidtico son los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus,
Pediococcus, cepa de Escherichia coli Nissle 1917 y levaduras del género
Saccharomyces. Comunmente, se utilizan en ciertos productos que contienen una o mas
cepas microbianas, y algunos autores creen que el beneficio obtenido se debe a esta
sinergia y no por un efecto individual de las cepas. Por ello, es importante identificar el

objetivo que se quiere conseguir en cada paciente al momento de consumirlos (9-12).

I1.L1.2. Prebidticos

Los prebidticos de acuerdo con la FAO/OMS (Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura/Organizacion Mundial de la Salud), son alimentos no

digeribles que ofrecen efectos beneficiosos hacia la salud, pero esta asociado a la



modulacién de la microbiota (11). Se pueden considerar como una opcion diferente a los
probidticos o tener un papel como sustrato alimentario donde es usado de forma selectiva
por ciertos microorganismos actuando como un apoyo, es decir, actuan como un alimento
para aquellos microorganismos probidticos, estimulando su crecimiento y modificando la
microbiota. Gran parte de los prebioticos procede de fuentes de hidratos de carbono no
digeribles, como verduras, platanos, esparragos, legumbres, avena, frutas, trigo, etc.

(10,11).

Algunos prebioticos artificiales incluyen a lactulosa, lactosacarosa,

galactooligosacaridos, maltooligosacaridos, xilooligosacaridos y fructanos (10-12).

I1.L1.3. Simbidticos

Los simbidticos son una combinacion entre prebidticos y probidticos que fueron creados
para mejorar la supervivencia de los probioticos en el tracto gastrointestinal (10). Se
agregan en algunos alimentos y también son capaces de estimular la proliferacion de
microorganismos especificos presentes en la microbiota. Se toman en cuenta ciertos
criterios al momento de realizar un compuesto simbiético, el primero es que el probidtico
y el prebidtico que se vayan a emplear deban ejercer por separado un efecto positivo a
la salud, el segundo es determinar en el prebiotico propiedades especificas para mejorar
al probidtico en cuestion y por ultimo, el prebidtico debe estimular de forma selectiva el

crecimiento de otros microorganismos beneficiosos (11).



I.1.4. Aplicacién de probidtico, prebiotico y simbidtico en odontologia

Algunas cepas de Lactobacillus se han reportado que tienen efecto probidtico contra
patologias orales como son L. brevis CD2 y L. Salivarus WB21 (2). Un ejemplo de
prebidtico como el glucomanano brinda beneficios a la higiene oral, como es la
disminucién de la presencia de bacterias cariogénicas y estimula al sistema inmune para
contribuir en procesos de cicatrizacion (13). Se investigoé la combinacién de L-arginina
(prebidtico) y Lactobacillus rhamnosus GG (probidtico) para evaluar el efecto simbiotico

contra Streptococcus mutans (14).

II.2. Generalidades de Lactobacillus

Este género fue propuesto por Beijerinck en el afio 1901, son bacterias Gram-positivas,
fermentativas, anaerobias facultativas y no formadoras de esporas. De acuerdo con su
taxonomia pertenece al filo firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia
Lactobacillaceae, lo conforman mas de 200 especies (1,15). Para su crecimiento
necesitan un ambiente con los nutrientes suficientes y por lo general, los encuentran en
alimentos fermentados o descompuestos. Usualmente estan presentes en superficies de

plantas o del suelo, ademas son parte de la microbiota normal de los seres vivos (16,17)

1.2.1. Morfologia colonial y microscopica

El tamafio de cada colonia varia entre especies, pueden ser colonias planas o elevadas,
medir un diametro 0.5 a 11 mm, son de coloracién blanquecina, grisaceas o amarillentas.
Pueden ser opacas o translucidas. Forma circular, regular o irregular, los bordes pueden

ser regulares, irregulares, lisos o convexos. Su textura varia entre lisa 0 mucosa.



Presentar una depresion en el centro de la colonia o tener una ligera elevacion como si

fuera una punta (18-21).

Microscopicamente, tienen forma de bacilos, siendo alargados o cortos, se pueden
observar en forma de cadena, en pares o solitarias, sin movilidad y no debe presentar

esporas (18,20,22,23).

I1.2.2. Metabolismo

De acuerdo con la via por donde se fermentan los azucares, se clasifican en tres grupos:
el primero esta constituido por los denominados homofermentativos, los cuales sélo
producen acido lactico a través de la glucdlisis; el segundo lo representa los
heterofermentativos facultativos, donde se produce una mezcla de acido lactico y acético
a través de la glucolisis o fosfocetolasa; y el ultimo grupo que pertenece a los
heterofermentativos, los cuales producen acido lactico y acético o etanol y didéxido de

carbono a través de la fosfocetolasa (22).

El metabolismo de las pentosas varia entre especie o cepa, debido a que no todas
codifican los genes requeridos para metabolizar este monosacarido. Los lactobacilos son
capaces de fermentar una gran variedad de carbohidratos y algunos pueden fermentar
fructanos extracelulares, manitol, almidén o glucoégeno. Por lo general, los Lactobacillus

encontrados en el intestino son heterofermentativos (15,16).



I1.2.3. Genética

Las caracteristicas gendmicas son diferentes entre especies; Lb. johnsonii NC553 carece
de via biosintética y Lb. acidophilus NCFM posee una estructura unica llamada Unidad
Auténoma Potencial (PAU, por sus siglas en inglés). El tamafio del genoma varia entre
especies, este oscila de 1.23 Mbp a 4.91 Mbp. Son 73 genes que se encargan del
crecimiento y replicacion celular. De 41 genes especificos se predice que 13 codifican
para proteinas ribosémicas (16). La cantidad de guaninas y citocinas que contienen en el
ADN varia entre especies, este oscila entre el 31.93% y 57.02%. Se considera este
género como polifilético ya que engloba su descendencia de varios ancestros comunes

tales como Pediococcus, Weissella y Fructobacillus (24).

I1.2.4. Condiciones de crecimiento

Se caracterizan por tener altos requerimientos nutricionales y eso se debe a su escasa
capacidad para sintetizar aminoacidos y vitaminas del grupo B, por lo que su medio debe
ser rico en carbohidratos fermentables, aminoacidos, vitaminas del complejo B y entre
otros minerales. Ademas, su crecimiento se ve afectado por diferentes factores como son
temperatura, pH y oxigenacion. La temperatura oscila entre 2 y 53°C, siendo entre 30 a

40°C la 6ptima, asi como el pH oscila entre 4.5 a 6.5, siendo entre 5.5 a 6.2 el 6ptimo (4).

En el caso de la oxigenacion, de acuerdo con la especie pueden crecer en condiciones
aerobicas o anaerdbicas, y algunas pueden crecer en ambas condiciones. (25). También

hay especies microaerdfilas que son capaces de crecer en niveles bajos de oxigeno (26).



I.3. Condiciones de crecimiento de especies del género Lactobacillus procedentes

de productos lacteos fermentados

Se tiene evidencia que el consumo de productos lacteos fermentados brinda beneficios
para la salud, esto se debe principalmente a que contienen probioticos y prebidticos. Por
lo que el queso, yogurt, kumis y kéfir son algunos ejemplos que ejercen un efecto en la
microbiota y de esta manera se contribuye a la generacién de resultados positivos a la
salud de la persona (27). El kéfir es una bebida fermentada con bajo contenido en alcohol,
este se obtiene de la fermentacion de granulos de kéfir con leche o agua (28). Su
composicibn comprende agua, azucares, proteinas, vitaminas, grasas y cepas

microbianas (29,30).

A continuacion, se presenta una tabla donde se menciona algunas especies de
Lactobacillus encontradas en productos lacteos fermentados y las condiciones de
crecimiento que se han reportado para su activacion (30,31):

Tabla 1. Condiciones de crecimiento y tiempo de incubacién para la activacion de
especies de Lactobacillus.

Especie Condiciones de crecimiento Tiempo de incubacién

L. Caldo MRS modificado el pH a 5.5, 30°C | 24h (32).
kefiranofaciens | y 200rpm (32).

Caldo MRS a 37°C (33). 72h (33).

Agar KPL modificado el pH a 5.5, 30°C y | 240h (34).
en condiciones de anaerobiosis (34).




Agar MRS, primero se incubaron en
condiciones de anaerobiosis a 37°C para
después incubar en condiciones de
aerobiosis a la misma temperatura(8).

En condiciones de
anaerobiosis fue de 72
a 96h y en condiciones
de aerobiosis fue de 48
h (8).

L. kefirgranum

Caldo MRS a una temperatura de 30°C y
después se cultivaron en agar MRS a la
misma temperatura, pero en condiciones
de anaerobiosis (35).

36h en el caldoy 72h en
el agar (35).

Caldo MRS con un pH entre 5.2 a 7 en
condiciones de anaerobiosis (36).

96h (36).

Caldo MRS a una temperatura 30°C en
condiciones de anaerobiosis (37).

72h (37).

L. parakefiri

Caldo MRS a una temperatura 30°C en
condiciones de anaerobiosis (37).

72h (37).

Caldo MRS a 37°C en condiciones de
anaerobiosis y las colonias obtenidas se
cultivaron otra vez en caldo MRS, pero a
una temperatura de 25°C (38).

48h el de temperatura
de 37°Cy 18h el 25°C
(38).

L. acidophilus

Caldo MRS con un pH de 6.5 a 37°C y
presencia de 10% de dioxido de carbono
(39).

24h (39).

Agar MRS a 37°C y presencia de 5% de
diéxido de carbono (40).

18-20h (40).

Caldo MRS suplementado con 0.05% de
hidrocloruro de cisteina a 37°C en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis
(41).

48h (41).

L. amylovorus

Caldo MRS a 37°C en condiciones
microaerdfilas (42).

24h (42).

Agar extracto de malta a 40°C en
condiciones microaerdfilas (43).

48h (43).

Agar MRS a 37°C en condiciones de
aerobiosis (44).

24-48 (44).

Agar MRS5 a 30°C (45).

48h (45).




. brevis Caldo MRS a un pH de 6.2y a 30°C (46). | 24-48h (46).
Medio MRS a 37°C en condiciones | 24-48h (26).
microaerdfilas (26).

Caldo BHI a 30°C (47). 48h (47).
Agar MRS a 26°C (48). 72h (48).

. buchneri Caldo MRS a 37°C en condiciones de 30h (49).
anaerobiosis (49).

Agar MRS a 30°C en condiciones | 96-120h en condiciones

anoxicas y después en condiciones de | anoxicas y 48-72h en

anaerobiosis (21). condiciones
anaerobicas (21).

Caldo MRS a 37°C en condiciones de 48h (50).

aerobiosis (50).

. casei Agar MRS a 37°C y presencia de 5% de | 24h (51).
diéxido de carbono (51).

Caldo MRS a 37°C en condiciones de 24h (52).
anaerobiosis (52).

Caldo MRS a 37°C (53). 24-48h (53).
Caldo WM en un pH de 6.8 a 37°C (54). 16h (54).

. crispatus Agar columbia a 37°C con presencia del | 48h tanto en agar como
5% de diéxido de carbono y después se | en el caldo (55).
pas6é a caldo MRS en las mismas
condiciones (55).

En medio MRS a 37°C en condiciones de | 48h (56).
anaerobiosis (56).

. gallinarum Agar MRS a 37°C en condiciones de 48h (57).
anaerobiosis (57).
Caldo MRS o BHI a 37°C en condiciones | No reportado (58).
de aerobiosis (58).

. helveticus Medio MRS a 37°C (59). 18h (59).
Caldo MRS a 37°C (60). 24h (60).
Caldo MRS a 37°C en condiciones de 48h (61).
anaerobiosis (61).

. plantarum Caldo MRS a 37°C (62). 18h (62).
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Caldo MRS a 37°C en condiciones de 24h (63).
aerobiosis (63).

Caldo MRS a 30°C y 80rpm (64). No reportado (64).

L. rhamnosus Caldo MRS 37°C (65). 24h (65).

Medio MRS a 37°C en condiciones de 48h (66).
anaerobiosis (66).

L. kefiri Caldo MRS a 30°C en condiciones de 24h (67).
aerobiosis (67).

Caldo MRS suplementado con sacarosa al | 48h (68).
4% a 37°C en condiciones de
anaerobiosis (68).

Caldo MRS a 37°C en condiciones de 48h (69).
aerobiosis (69).

MRS (Man, Rogosa y Sharpe), KPL (Lactobacilos productores de Polisacaridos en grano de Kéfir), BHI (Infusion Cerebro
Corazén), WM (Medio Weissella).

II.4. Modelos de cinética de crecimiento

Un modelo de cinética es un instrumento util que se disefia con la finalidad de obtener
informacion respecto al comportamiento de crecimiento microbiano, donde se realizan de
forma precisa una serie de experimentos repetibles, se emplean modelos matematicos
para después graficarlos y obtener la curva de crecimiento del microorganismo en
cuestion donde se registran 4 fases que son: fase de retardo, fase exponencial, fase
estacionaria y fase de muerte (3). En la fase de retardo (rezago o lag)el microorganismo
duplica sus cromosomas, sintetiza la maquinaria necesaria para transcribir y traducir su
material genético. Durante la fase exponencial (logaritmica) el microorganismo crece y
se divide, una vez agotado sus nutrientes o0 se acumulan suficientes metabolitos
inhibidores que inhiben el crecimiento, entra a la fase estacionaria, el microorganismo

no se divide, se detiene la duplicacion del ADN y
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sintetizan otras proteinas para sobrevivir. Al no tener los nutrientes suficientes para
sobrevivir disminuye el numero de células, por lo que entran a su fase de muerte (letal)

(70).

Un método que se emplea para la graficacién de curvas de crecimiento, es por medio de
la absorbancia (Abs) o conocido también como densidad optica (D.O), donde se emplea
un espectrofotdmetro que mide la turbidez del cultivo liquido, al pasar un haz de luz a

través de la suspension bacteriana y de esta manera registrar la absorbancia (71).

Las condiciones del medio donde se cultiva, como son factores de temperatura y
oxigenacion, asi como la adicion de suplementos como inulina o cloruro de sodio (NaCl),
deben considerarse al momento de establecer su curva de crecimiento, ya que pueden
acelerar o retrasar su ingreso a alguna de las fases, por la adaptacion de las células al

medio (4).

1.4.1. Inulina

Es un polisacarido que se almacena de manera soluble en agua y forma parte del grupo
de hidratos de carbono no digeribles conocidos como fructanos. Comunmente, se puede
encontrar en las plantas, tales como el agave y la achicoria. Es considerado un prebiotico
y en conjunto con algunas bacterias puede denominarse simbidtico. Se ha reportado que
las bajas dosis de inulina suplementadas en la leche descremada alteran la cinética
bacteriana de los Lb. acidophilus y Lb. rhamnosus haciendo que estas tengan un

aumento en su crecimiento y sostenibilidad (72).
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De acuerdo con la concentracion que se emplea en el medio de cultivo, este afecta la
cinética de crecimiento de la especie en cuestidon, teniendo un efecto favorable o
desfavorable en su crecimiento y/o supervivencia. Se ha puesto a prueba la inulina en
diferentes concentraciones para determinar dicho efecto (5,7), pero ademas se ha
combinado con otros factores como la adicion de otros azucares (5), la agitacion y las

condiciones de oxigenacion (6).

1.4.2. Otros suplementos

Por otra parte, la adicion de sales como es el caso del cloruro de sodio (NaCl) lo han
implementado de igual forma en diferentes concentraciones. (73,74). Aunado al ajuste
del pH del medio (73,74). Se han agregado al medio otras fuentes de carbono como
glucosa, sacarosa, fructosa, fructooligosacaridos y almidon, para determinar y observar
los efectos que producen en el crecimiento de algunas cepas o especies de Lactobacillus

(5,75).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El género Lactobacillus ha tenido diversas aplicaciones en muchos ambitos. En el area
odontologica se ha reportado que al administrarse en cantidades adecuadas contra
algunas patologias orales puede brindar efectos favorables, modulando la microbiota
oral. Actualmente, se busca la manera de aislar y fermentar Lactobacillus, y que puedan
emplearse en la mejora de la salud oral. La cinética de crecimiento microbiano brinda
informacién de cdmo crece un microorganismo de acuerdo con las condiciones a las que
este se encuentre expuesto y en qué momento entra a cada fase de su curva de
crecimiento. Sin embargo, al dia de hoy los métodos reportados muestran tiempos
prolongados, condiciones de anaerobiosis e implemento de otros materiales que implica

un costo monetario alto, y hacen que el procesamiento sea tardado para su produccion.

IV.  JUSTIFICACION

La finalidad de realizar este trabajo fue analizar el efecto que tiene en la curva de
crecimiento de una cepa de Lactobacillus spp, la adicion de un prebiético en una
concentracion determinada, donde se espera que el tiempo de crecimiento se modifique.
Disminuir los tiempos de crecimiento de la bacteria, y determinar en qué momento estan
cerca de su pico maximo de produccion por medio de la densidad 6ptica, sera de utilidad
al momento de su cosecha, ademas de corroborar que la célula no presente cambios

morfoldgicos.
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V. HIPOTESIS

La adicion de una concentracion de inulina al medio de cultivo donde crece Lactobacillus

spp, disminuye el tiempo de ingreso a su fase estacionaria.
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VI.  OBJETIVOS

VI.1.General

Determinar el efecto de inulina en el crecimiento microbiano de una cepa de Lactobacillus

Spp.

VI.2. Especificos

7. Estandarizar las condiciones de cultivo de una cepa de Lactobacillus spp
cony sin la adicién de inulina al medio.

2. ldentificar el efecto en la morfologia de una cepa de Lactobacillus spp con
y sin la adicién de inulina al cultivo, mediante tincion de Gram.

3. Determinar el tiempo de ingreso a las fases exponencial y estacionaria del
crecimiento microbiano de una cepa de Lactobacillus spp, a través de

densidad éptica con y sin la adicion de inulina al cultivo.
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V. METODOLOGIA

VIl.1.Cepa bacteriana

Se utilizé6 una cepa de Lactobacillus, que se tenia resguardada en el laboratorio de
microbiologia en la Facultad de Odontologia Mexicali de la Universidad Autonoma de
Baja California. Esta fue sembrada en agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe), para colocarse
en la incubadora VWR modelo 1500E a 30°C, durante 72h, que son condiciones que ya
se tienen establecidas para su crecimiento. Una vez pasado el tiempose realiza una tincion

de Gram para verificar que se tiene una cepa pura de Lactobacillus.

VIl.2.Condiciones de crecimiento y espectrofotometria de la cepa.

Se realizaron tres experimentos con dos métodos diferentes, por duplicado y de manera
independiente. El primer método consistié en cultivar la cepa activada en 30 ml de caldo
MRS en matraces con capacidad de 50ml, y el segundo método, ademas de las
condiciones anteriores, se le adicion6 inulina comercial (Inulina organica comercial en
polvo de la marca Microingredientes). Para ello, se realizd una solucion stock del 10%,
de la cual se anadié 3 ml a 27ml de caldo MRS, para obtener una concentraciéon del 1%.
Los matraces se colocan en una incubadora MAXQ 4450 Thermo Scientific a 30°C, con
agitacion de 50rpm durante 30h con condiciones de aerobiosis. Posteriormente, se
realizo el inoculo del cultivo en otros matraces de la misma capacidad, considerando un
10% del preinéculo y bajo las mismas condiciones durante 3h. Finalmente, se hizo otro
inodculo, con la adicion del 10% del inoculo anterior, modificando el volumen del medio
liquido de los matraces con capacidad de 125ml para un volumen final de 75ml. Lo

anterior, dio inicio a la curva de crecimiento de la cepa, donde, por medio de diluciones
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(1:2, 1:5, 1:10, 1:20) se midio la absorbancia del cultivo con ayuda del espectrofotometro
SPECTRONIC 20D+ Spectronic instruments, durante un lapso de 88h. Cada lectura se
registra en el programa Excel, se realizo la gréfica en el mismo programa para obtener la
cinética de crecimiento microbiano de la cepa. Al final se analizd y determinoé el efectode
la inulina. Hay que mencionar que durante las lecturas en el espectrofotometro pasadas
las 48h se cultivaron las cepas en agar MRS para verificar su pureza y que no hubo

contaminacion.
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo presenta conocimientos basicos de como es el crecimiento bacteriano de

cepas del género de Lactobacillus spp empleando prebidticos.

VIIl.1. Crecimiento y activacion de la cepa de Lactobacillus spp

Como ya se mencion6 anteriormente, la activacion de cepas pertenecientes al género
Lactobacillus depende de la especie en cuestidn. Para este trabajo, las cepas seactivaron
por un periodo de 72h para poder ser empleadas en los cultivos liquidos e iniciar la curva
de crecimiento. En la figura 1, se muestra el crecimiento de la cepa en agar MRS donde
se observaron colonias de color blanquecina, elevadas y algunas de forma circular. Como
puede observarse en la figura 2, se muestra la tincion de Gram, donde se ve
microscépicamente células Gram-positivas, con forma de bacilos alargadosy algunos
cortos, esto coincide con la morfologia tipica del género Lactobacillus spp taly como se

describe en el apartado de “Morfologia colonial y microscopica” (pag.6) de este trabajo.
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Figura 1. Morfologia colonial de la cepa de Lactobacillus activada en agar MRS.
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Figura 2. Morfologia microscépica de la cepa de Lactobacillus (Objetivo 40X). La imagen
fue observada en un microscopio 6ptico convencional.
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VIIl.2. Efecto de inulina sobre cepas de Lactobacillus spp

El crecimiento colonial de las cepas que fueron cosechadas a las 48 h, tanto de inulina
como sin inulina, presentd la morfologia colonial tipica de Lactobacillus descrita
anteriormente (Figura 3). Se realizo tincion de Gram en ambas muestras, sin mostrar
ninguna diferencia respecto a su morfologia microscopica, tal como se puede observar
en la figura 4. Por lo anterior, tanto macro y microscopicamente no hay diferencias, se
presentan las caracteristicas morfolégicas tipicas de Lactobacillus. Esto no se hace

mencidn en los articulos reportados donde se suplementa con inulina (6,7).

Figura 3. Morfologia colonial de la cepa de Lactobacillus spp cosechada de caldo MRS
alas 48 hrs. A) y B) sininulina 'y C) y D) inulina al 1%.
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Figura 4. Morfologia microscépica de la cepa de Lactobacillus spp cosechada de caldo
MRS a las 48h (Objetivo 100x). La imagen fue observada en un microscopio optico
convencional. A) sin inulina B) con inulina 1%

VIIL.3. Cinética de crecimiento de las cepas de Lactobacillus spp

Con la finalidad de alcanzar el objetivo numero 3 se realizaron curvas de crecimiento de
la cepa. Las curvas de crecimiento de la cepa bajo las condiciones ya descritas
anteriormente en el apartado de metodologia mostraron que la cepa ingresa a su fase
exponencial a las 24h y la estacionaria a las 48h en ambos casos (Figura 5 y 6). Se
calculo la medida de tendencia central correspondiente a la media, con inulina al 1% y el

control sin inulina, en ambos casos el valor fue 48h.
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Cepa de Lactobacillus spp sin inulina
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Figura 5. Curva de crecimiento de cepa de Lactobacillus spp Condicién de aerobiosis,
50rpmy a 30°C.
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Figura 6. Curva de crecimiento de cepa de Lactobacillus spp Condicién de aerobiosis,
50rpm, 30°C y concentracion de inulina al 1%.



Los resultados de este trabajo difieren con los de Silva S. y colaboradores donde se
realiz6 una curva de crecimiento bajo condiciones de agitacion, 30°C, tanto en aerobiosis
como anaerobiosis e inulina integrada al 1% de una cepa de Lactobacillus plantarum
donde esta ingres6 a su fase estacionaria alrededor de las 9 o 10h (6). De igual forma
con el trabajo realizado por Iraporda C. y colaboradores, donde se realizd cuatro curvas
de crecimiento de 4 diferentes especies de Lactobacillus (paracasei, plantarum,
acidophilus y casei) las cuales alrededor de las 6 y 12h entran a sus fases estacionarias,
pero las condiciones de crecimiento consistieron en una incubaciéon a 37°C, suplementar
solamente con inulina comercial de raices de achicoria y/o inulina rica en carbohidratos

extraido de tubérculos de pataca (alcachofa) al 1% (7).

Una razon por la que hay tanta diferencia en los resultados, puede deberse a que el
suplemento de inulina que se emple6 es obtenido de diferente producto comercial o
fuentes de donde se extrae dicho prebidtico. De igual forma, un cambio en algun factor
como oxigenacion, temperatura o pH condiciona un cambio a la cinética de crecimiento
de la bacteria. Ademas, se debe considerar la especie 0 cepa que se esta tratando,
debido a que cada una puede diferir un poco en sus condiciones de crecimiento y su

adaptabilidad a un medio diferente, lo que puede o no favorecer su desarrollo (4).
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IX. CONCLUSIONES

La morfologia colonial y microscopica de las células vegetativas del cultivo
corresponde a una cepa de Lactobacillus spp por las caracteristicas tipicas del

geénero.

La cepa de Lactobacillus cultivado en medio MRS con Inulina comercial al 1%, no
reduce el tiempo en que ingresa a su fase estacionaria ni exponencial, ademas no
aumenta la biomasa del cultivo, esto demuestra que esta concentracién no es la

ideal para la cepa estudiada en comparacion a condiciones sin inulina.

La morfologia colonial y microscopica de la cepa de Lactobacillus spp del método
con inulina es semejante con el control, demostrando que no hay cambios

morfolégicos aparentes en presencia del prebidtico.
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X. PERSPECTIVAS

Identificar la especie de la cepa de Lactobacillus.

Comparar diferentes concentraciones de inulina y determinar cual es la mejor para

la produccién de células para cepas de Lactobacillus spp.

Determinar las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mI) en las

cosechas de cultivo en diferentes tiempos.

Emplear otros suplementos y modificar un factor de crecimiento para estudiar el

comportamiento de la cinética microbiana de cepas de Lactobacillus spp.

Realizar ensayos in vitro contra las bacterias mas comunes presentes en las
patologias bucales mas conocidas para evaluar actividad antimicrobiana de cepas

de Lactobacillus spp.
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