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Resumen

Este trabajo tuvo como finalidad evaluar la capacidad antifungica de 4 cepas de bacterias acido lacticas
(BAL) en presencia de polioles (sorbitol, manitol, xilitol, glicerol) a una concentracion de 10 g/l al
medio, empleando el medio de cultivo Man, Rogosa y Sharpe (MRS). La capacidad antifungica fue
ensayada utilizando el extracto libre de células después de 48 y 96 horas de cultivo sobre el crecimiento
de Aspergillus carbonarius un hongo que se desarrolla en productos como el café de la variedad robusta
y que es productor de micotoxinas, dentro de las cuales la ocratoxina tipo A (OTA) es la de mayor
interés. En esta investigacion la variable respuesta fue el porcentaje de inhibicidn. Para este proposito, se
utilizaron las técnicas de medios envenenados y discos de difusidn en agar. Se encontro que al realizar el
cultivo en presencia de polioles el extracto libre de células aumento su capacidad antifungica. EI mayor
efecto se observo con la bacteria acido lactica 031 en presencia de glicerol, manitol y xilitol y BAL J
con xilitol.

Introduccion

La presencia de micotoxinas ha sido reportada en diversos alimentos ocasionando pérdidas econdmicas
de hasta el 25% [1]. Dentro de las principales micotoxinas reportadas se encuentran: aflatoxinas,
tricotecenos, fumonisinas, patulina y ocratoxinas [2]. Dentro de las ocratoxinas la tipo A (OTA) es de
mayor toxicidad. La OTA se encuentra clasificada por el Centro Internacional de Investigaciones sobre
el Céancer (CIIC) como posible agente carcinbgeno humano y estd relacionada con problemas
nefrotdxicos, teratogénicos e inmunotoxicos [3].

La presencia de OTA en el café causa pérdidas econdmicas importantes a los paises productores, la
legislacion europea ha establecido un nivel maximo para OTA en café tostado (5.0 mg/kg) y café
instantaneo (10 mg/kg) [4].

El control bioldgico de los hongos productores de OTA es una alternativa para evitar la contaminacién
de alimentos. Las bacterias acido lacticas han sido ampliamente utilizadas en la industria alimenticia y
se encuentran clasificadas como GRAS (generally recognized as safe) por la FDA (Food and Drug
Administration Agency). Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos Gram-positivos,
anaerobios facultativos no esporulados que fermentan un amplio rango de compuestos carbonados a
acido lactico [5].

Dentro de las bacterias acido lacticas mayormente estudiadas se encuentra Lactobacillus las cuales
metabolizan carbohidratos en &cido acético y lactico, asi como diversos metabolitos secundarios
(diéxido de carbono, etanol, peréxido de hidrogeno, acidos grasos, acetoina, diacetilo, dipeptidos
ciclicos, algunos de estos compuestos presentan capacidad inhibitoria contra hongos y levaduras [6].

De igual manera, se han reportado diversos compuestos antifungicos (péptidos, acidos organicos,
compuestos fendlicos, compuestos de bajo peso molecular, etc.) producidos por bacterias acido lacticas,
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cada uno de ellos con mecanismos de accion distinta de acuerdo a su naturaleza quimica. La presencia
de polioles en el medio de cultivo de bacterias &cido lacticas favorece la produccién de compuestos
antifangicos [7], en el caso del glicerol se ha encontrado que su fermentacién produce reuterina un
compuesto con propiedades antifangicas [8]. Por lo anterior, en este trabajo se evalud el efecto de la
adicion de polioles (sorbitol, manitol, xilitol, glicerol) al medio de cultivo MRS sobre capacidad
antifangica de 4 cepas de bacterias acido lacticas aisladas de café (J, 002, 031, y 034).

Metodologia

Preparacion de cultivos de bacterias acido lacticas (BAL)

La activacion de las bacterias acido lacticas (J, 002, 031, y 034) se realizd a partir de criotubos con el
microorganismo conservados en glicerol inoculando 50 pl del criotubo en 9 ml de medio MRS (BD
DIFCO™) estéril incubando 24 h a 30 °C. Se realizé la primer resiembra en tubos Falcon de 50 ml
inoculando 36 ml de medio MRS con 4 ml del cultivo de activacion e incubando 24 h a 30 °C. Se realiz6
una segunda resiembra trabajando en condiciones anaerobias utilizando botellas seroldgicas de 60 ml,
inoculando 36 ml con 4 ml del cultivo de la primer resiembra, posteriormente se hizo circular una
corriente de nitrégeno y se incubaron a 48, 72 'y 96 h a 30 °C. El extracto libre de células fue obtenido
centrifugando los cultivos a 8500 rpm durante 15 min a 10 °C. Se tomo una alicuota de 1ml para medir
el consumo de polioles mediante HPLC (Shimadzu) con detector de arreglo de diodos utilizando una
columna Aminex HPX-87H, utilizando como fase mévil H,SO, 5 mM a un flujo de 0.3 ml/min,
temperatura del horno de 60 °C, volumen de inyeccion de 20 pl.

Preparacion de Aspergillus carbonarious DO16

La activacién de Aspergillus carbonarius se realizo a partir de un conservado de esporas en medio CYA:
glicerol (50:50 v/v) inoculando 50 pl en un matraz con 30 ml de agar PDA (BD BIOXON™) e
incubando durante 7 dias a 30 °C. Se realizd una resiembra colocando 500 pl en un matraz con 30 ml e
incubando a 30 °C durante 7 dias. Fue realizada una segunda resiembra inoculando 1 ml de una
suspension de esporas con una concentracion de 1x10° esporas/ml en cajas petri con 20 ml de agar
Czapeck Extracto de Levadura (CYA) cuya composicion fue: 0.1 g de K;HPOy, 0.5 g de extracto de
levadura, 3 g de sacarosa, 100 de agua destilada y 1 ml de Czapek concentrado (KCI 5 g, NaNO3 30g,
FeSO, 0.1g, MgSQO, 0.5 g, agua destilada 100 ml).

Los medios de cultivo envenenados se prepararon en cajas Petri (90 x 15 mm) con agar CYA y el
extracto libre de células de la segunda resiembra de las bacterias acido lacticas (50% v/v). En el centro
de las cajas fueron colocados discos de 8 mm de diametro del cultivo de A. carbonarius en cajas Petri.
Durante 4 dias se evaluo el crecimiento radial del hongo con un vernier midiendo el didmetro del halo de
crecimiento (mm), después fue calculado el porcentaje de inhibicion con respecto al crecimiento de
Aspergillus carbonarius en cajas Petri con medio control CYA:MRS (50% v/v).

Resultados

El consumo de polioles se muestra en la Tabla 1. Se puede observar una disminucion de la
concentracion después de las 96 h de cultivo. El glicerol resultd ser el compuesto que fue consumido en
menor cantidad, no obstante a las 96 h se observa un aumento en la capacidad antifangica (Figura 2)
bajo este tratamiento, indicando que su presencia es importante para la produccion de metabolitos con
capacidad antifungica [5]. Los resultados indican que la adicion de polioles al medio de cultivo MRS
modifica el metabolismo de las bacterias acido lacticas hacia la produccion de metabolitos con
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capacidad antifangica, posiblemente el manitol, sorbitol y xilitol fueron utilizados como fuente de

carbono debido a que después de las 96 h, las cantidades presentes en los extractos resultaron ser bajas.
Tabla 7. Consumo de polioles por bacterias acido lacticas cultivadas en medio MRS.
La concentracion inicial de polioles fue de 10 g/L.

Cepa Poliol Concentracién | Concentracion
P a48h (g/l) a 96 h (g/l)

Sorbitol 4.84 3.71
Xilitol 3.67 1.15
BAL 031 Glicerol 7.45 6.35
Manitol 3.10 0.38
Sorbitol 4.72 0.66
Xilitol 3.75 0.87
BAL Glicerol 8.35 6.86
Manitol 3.48 0.28
Sorbitol 4.72 2.21
Xilitol 3.82 1.34
BAJ002 Glicerol 8.22 6.74
Manitol 3.10 0.23
Sorbitol 4.88 3.47
Xilitol 3.78 1.88
BAL 034 Glicerol 7.77 7.07
Manitol 3.48 0.14

Los resultados muestran que la inhibicion aumenta cuando el extracto libre de células se obtiene después
de 96 h de cultivo como se observa en las Figuras 1 y 2, donde al menos en tres tratamientos la
inhibicidn es cercana al 100% (BAL 031 con xilitol, BAL 031 con manitol y BAL J con xilitol). Los
demas tratamientos de igual manera presentan un aumento en la inhibicion, probablemente debido a que
después de las 48 h comienza a predominar el metabolismo secundario y como consecuencia hay un
aumento de la produccion de compuestos antifangicos [5]. En el caso del glicerol es probable que como
en otros trabajos se produzca reuterina [8].

En cuanto a la BAL 002 se observa un aumento en la capacidad antifingica en presencia de sorbitol y en
la BAL 034 con manitol, no obstante ambas cepas resultaron ser las menos efectivas.

Conclusiones

En este trabajo se encontrd que la adicion de polioles aumenta la capacidad antifingica de los extractos
libres de células, dichos resultados reflejan que los tratamientos BAL 031 con la adicion de xilitol y
manitol en el medio MRS y BAL J con xilitol son los mas propicios para inhibir el crecimiento de
Aspergillus carbonarius DO162.

Es necesario profundizar en mas estudios para identificar los principales metabolitos producidos en estos
tratamientos, asi como las rutas metabdlicas por las que se producen.
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