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Resumen

Las bacterias &cido lacticas (BAL), son ampliamente utilizadas en la industria alimentos; poseen la
capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de patdgenos. EI medio de cultivo comdnmente utilizado
para el cultivo de BAL es el MRS (Man Rogosa Sharpe), una de las fuentes de nitrogeno: el extracto de
levadura esta asociado a la produccion de compuestos con capacidad antifungica. En este trabajo se
evaluaron 3 concentraciones (2.5, 5 y7 g/l) de extracto de levadura sobre la capacidad antifungica de dos
cepas de bacterias acido lacticas (BAL 7 y BAL 031) para inhibir el crecimiento de Aspergillus
carbonarius DO162 y DO089 provenientes de Costa de Marfil. El efecto se determind midiendo el
crecimiento radial del hongo en cajas Petri utilizando la técnica de cultivos envenenados empleando agar
Czapeck-Extracto de Levadura (CYA).

Se determiné que el extracto de levadura no tiene un efecto significativo sobre la inhibicién del
crecimiento del hongo, por lo que podria ser retirado del medio de cultivo en la produccion de compuestos
antifangicos.

Introduccion

Los consumidores son cada vez mas conscientes de la calidad sanitaria de sus alimentos y estan interesados
en las practicas de produccion, transformacion y comercializacion. Se han reportado pérdidas econémicas
de hasta el 25% de alimentos [1] con la contaminacion por micotoxinas.

Uno de los factores que influyen en la contaminacion de alimentos es la presencia de hongos productores
de micotoxinas dentro de las cuales se encuentran: aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas, patulina y
ocratoxinas [2].

La ocratoxina tipo A (OTA) puede tener efectos nefrotdxicos, embriotoxicos y teratogenicos [3]. y esta
clasificada dentro del grupo 2B por la Agencia Internacional para la investigacion del cancer como posible
carcindgeno humano [4]. La exposicién de OTA de un adulto esta dado por: 44% cereales,15% otros, 10%
vino, 9% café, 7% cerveza, 5% cacao, 4% frutos secos, 3% carne y 3% especias [5].

Aspergillus carbonarius es el principal responsable de contaminacion por OTA de uvas, Aspergillus
alliaceus en higos, A. ochraceus y A. carbonarius por contaminacién en granos de café verdes [6].

Las bacterias acido lacticas (BAL) son productoras de un conservador natural, el acido lactico y de otros
compuestos por lo que han sido usadas como agentes de biocontrol en la industria alimentaria, con el fin
de reducir el consumo de sustancias provenientes de la sintesis quimica [7]; por dicha razon el control
biolégico de hongos productores de OTA, empleando BAL, es una alternativa para evitar su desarrollo.
Se han reportado diversos compuestos antifangicos (péptidos, acidos organicos, compuestos fenolicos,
compuestos de bajo peso molecular) producidos por bacterias acido lacticas, cada uno de ellos con
mecanismos de accion distinta de acuerdo a su naturaleza quimica.

El medio de cultivo utilizado para el cultivo de bacterias &cido lacticas es el medio MRS (Man Rogosa
Sharpe). Se ha reportado que algunos factores nutricionales modulan la produccion de compuestos
antimicrobianos, variaciones en las concentraciones de extracto de levadura, glucosa, asi como CaCl, y
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NaCl tienen un efecto sobre la capacidad antifingica [8]. En el caso del extracto de levadura se observa
una inhibicion optima en Lb rhamnosus y P. acidilactici al utilizar una concentracion de 1.5% en el medio
de cultivo [9].

En el presente trabajo se evalud la capacidad antifingica de dos bacterias acido lacticas: una proveniente
de Costa de Marfil (BAL 031) y la otra de México (BAL 007), sobre dos cepas de Aspergillus carbonarius
(DO089 y DO162) modificando las concentraciones del extracto de levadura en el medio MRS mediante
pruebas de inhibicion del crecimiento radial del hongo.

Metodologia

La activacion de las BAL 031y 007 se realizo a partir de criotubos con las BAL conservadas en glicerol
inoculando 50 pl del criotubo en 9 ml de medio MRS incubando 24 h a 30 °C. Posteriormente, se realizo
una primera resiembra tomando 1 ml del cultivo de activacion y 9 ml de medio MRS estéril con diferentes

concentraciones de extracto de levadura (0, 2.5, 5, y 7 g/l) incubando durante 24 h a 30 °C.

Se llevé a cabo una segunda resiembra en botellas seroldgicas colocando 2.8 ml de la primer resiembra y
25 ml de medio de cultivo con las diferentes concentraciones de extracto de levadura, el cultivo fue
incubado durante 96 h a 30 °C en condiciones anaerobias.

Se obtuvieron los extractos libres de células centrifugando los caldos de fermentacion en tubos cénicos
para centrifuga de 50 ml estériles a 3500 rpm durante 15 min a 10 °C y filtrando en membranas de nylon
estériles de 0.45 um.

Por otro lado, la activacion de Aspergillus carbonarius DO162 y DO089 se hizo inoculando 50 pl de un
conservado de esporas en glicerol en un matraz con 30 ml de Papa Dextrosa Agar (PDA) y se incubo
durante 7 dias a 30 °C, posteriormente se realizé el raspado de esporas con una solucion de Tween 80 al
0.1 % (v/v).

Se realizd una primera resiembra colocando 500 pL de la suspension de esporas del periodo de activacion
en un matraz con 30 mL de medio PDA estéril e incubar durante 7 dias a 30 °C, después se agregaron 20
ml de solucion de Tween 80 al 0.1% v/v estéril y se desprendieron las esporas con un agitador magnético
esteril.

El conteo de esporas se realizé con ayuda de una cdmara de Neubauer y se ajusté la concentracién con
Tween 80 al 0.1% (v/v) estéril para obtener una suspension de 1x108 esporas/mL que fue utilizada para
realizar las pruebas de inhibicion.

Las pruebas de inhibicion se realizaron mediante la técnica de cultivos envenenados [10] para ello se
preparé medio CYA mezclandolo con 50 % (v/v) del extracto libre de células del cultivo de BAL de cada
nivel de la concentracion del extracto de levadura y se vertieron 15 ml de la mezcla en cajas Petri de
90x90, una vez solidificado en el centro de las cajas se hicieron perforaciones con puntas para micropipeta
estériles de 1 ml formando pozos de 8 mm de didmetro donde se colocaron 100 pl de la suspension de
esporas de Aspergillus carbonarius con 1 x 10%sporas/ml.

El halo de crecimiento radial se midié cada 24 h con un vernier y se determind la actividad fungistatica
del extracto libre de células conforme a la siguiente formula:

(K—-4)
Donde:
I: porcentaje de inhibicion
K: Diametro de la colonia de hongo en la caja Petri control
A: Diametro de la colonia del tratamiento experimental
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Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el software PASW Statistic 18 utilizando prueba
de Tuckey con nivel de significancia de 0.05.

Resultados

No se obtuvo diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 1), despues de realizar el analisis a
través de una prueba de ANOVA y comparacion de medias con prueba de Tuckey con una significancia
de 0.05, los resultados indican que se obtiene una respuesta similar sobre el efecto antifingico de las
diferentes concentraciones de extracto de levadura probadas, indicando que podria ser omitido en el medio
de cultivo de las BAL 007 y 031, obteniendo una inhibicion de 62.5 + 6.2%.
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Figura 1. Actividad fungistatica del extracto libre de Eélulas de BAL 031 y 007 sobre A. carbonarius DO162 y DO089

En la Figura 2, se observa que al utilizar 7 g/l se presenta una tendencia de disminucién de la capacidad
antifungica, probablemente se deba a que con concentraciones superiores a 5 g/l se produzca una
inhibicion en el crecimiento de las BAL [11] y de igual manera disminuya la produccion de compuestos

antifangicos.
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Figura 2.|Efecto sobre la inhibicion del extracto libre de células de BAL a diferentes concentraciones de extracto de
levadura sobre A. carbonarius DO162 y DO089.
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Conclusiones

La concentracion del extracto de levadura no tiene un efecto significativo sobre la inhibicion de las dos
cepas de Aspergillus carbonarius con las cepas de BAL evaluadas, por lo que este compuesto podria ser
eliminado o reemplazado del medio de cultivo, debido a su alto costo y a que no afecta la capacidad de
inhibicion del extracto libre de células.
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