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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antiaflatoxigénica y la inhibicion del crecimiento, de 14 bacterias
acido lacticas sobre el moho Aspergillus flavus. Para lo cual se ai 13 cepas t ianas de de cabra. Las

cuales se identificaron morfoldgica y bioquimicamente por medio de una tincion de GRAM y pruebas de oxidasa,
catalasa y fermentacion de azucares.

Estas pruebas permitieron identificar 8 cepas de L ililus casei i ., 3 cepas de
Lactobacillus bulgaricus, 1 cepa de Lactobacillus lactis y 1 de Lactobadilius plantarum, se empleo una cepa ATCC de
Lactobadillus casei

Se cultivd la cepa de moho Aspergillus flavus, proporcionada por la Unidad de Investigacién en Granes y
Semillas (UNIGRAS) FES-Cuautitlan, en agar Papa-dextrosa y se dejo crecer por 5 dias a temperatura ambiente. Se

cosecharon las esporas del cultive y se estandarizé la concentracion de esporas por medio de un hemocitometro para
obtener una concentracion de 10® conidios/ ml.

Las cepas de los L bacillus se 1 en caldo Rogosa modificado (MRS) dejandolas crecer
por 72 horas a 32°C. Es!os cultivos se inocularon con 1 ml de la suspension de esporas estandarizadas. Se incubaron

por 15 dias a temperatura ambiente. Se tomaron muestras al inicio (tiempo cero) y al final de la experimentacion (tiempo
de 15 dias)

Se cuantificaron cada uno de los microotganismos, tactobacilos y moho, por conteo en placa. Los conteos de tiempo
cero mostraron que el moho estaba inhibido con la mayoria de las cepas de lactobacilos a excepcion de las cepas num.
9, 12 y 14 con las cuales el moho se adaptd y crecid, Con la cepa num. 4 hubo inhibicién mutua.

En los conteos al final de la interaccion (tiempo de 15 dias) se observd que en 6 de las cepas de lactobacilos,
el bacilo se inhibid completamente frente al moho, en el resto de 1as cepas de lactobacilos se observo simbiosis entre tos
Lactobacillus y el moho.

Se utilizd cromatografia en capa fina y cromatografia de liquidos para detectar la presencia de aflatoxina en el

caldo de cultivo de la mezcia de lactobacilo-moho.
Los resultados obtenidos en cromatografia de capa fina no mostraron presencia alguna de aftatoxina, estos resultados
fueron comparados con el control {cultivo de A flavus puro en caldo Rogosa), y un estandar de aflatoxina, no se
obtuvieron resultados de la presencia de aflatoxina en el control, el estandar de aflatoxina fluorescid bajo la luz
ultravioleta.

La cromatografia de liquidos reveld la presencia de aflatoxina en todos los cultivos de lactobacilos inoculados
con esporas de A flavus. Estos resultados mostraron que con algunas cepas de bacilos, el A.flavus liberd mas toxina que
con otras. También mostrd que con las cepas num.3, 7 y 4 que resultaron ser L lgari las dos pri y L. casei
pseudoplantarum |a tercera, se detectd menor cantidad de aflatoxina.




Se evalud también el efecto det A flavus al estar en contacto con los ilos sobre la ] inhibitoria
de crecimiento que poseen estos, frente a bacterias como E.coli , por medio de densidad optica (absorbancia). Esta
prueba fue realizada a los lactobacilos antes y después de estar en contacto con el A.flavus.

Los resultados obtenidos de esta prueba muestran que los lactobacilos antes de estar en contacto con el moho poseian
una capacidad inhibitoria de crecimiento de £E.coli de un rango del 86% al 96% de inhibicién, después de 15 dias de
contacto con el moho, los lactobacilos disminuyeron su capacidad, algunos hasta en un 44%, sdlo en algunas cepas
{(num. 1 ¥y 12) aumento ligeramente su capacidad de inhibicion al estar en contacto con A.flavus.

Los resultados obtenidos con las cepas num. 3, 7 y 4 indican, que podrian ser cepas de estudio para continuar
la investigacion y ver su efectividad en los alimentos.
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segura para su consumo.

Uno de Ios problernas a Ios que se enfrenta esla contammacién de allmentos como granos Yy
semillas. La ahmentacnén humana y animal en gran parte se basa en el consumo de granos
principalmente de maiz, de cereales como trigo, arroz, avena, sorgo y cebada, de frutos secos como
nueces, cacahuates y plstaches. y de sus derivados, los que frecuentemente son lnvadldos por
mohos, siendo el Aspergillus flavus una de las especies a las que se le ha dado més__atencibn por
parte de los investigadores, debido al riesgo que representa el consumyi'r‘ estos  alimentos
contaminados por este moho. (Moreno y Gil, 1991., Casanova 1995)

El Aspergillus flavus produce un metabolito toxico llamado aflatoxina, el cual es un potente
compuesto cancerigeno, teratogénico y mutagénico, que afecta diversos 6rganos del humano y del
animal, principalmente el higado. (Pérez 1997, Kuiper-Goodman 1999, Bhatnagar y Cleveiand, 2000)

A las semillas les reduce su viabilidad y a los granos los afecta en su calidad nutricional y
sanitaria.

No sélo se ha detectado contaminacidn por Aspergilius flavus en granos y semillas, sino que
también en alimentos que tienen un periocdo de maduracidon como embutidos, algunos tipos de
pescado, leche y derivados lacteos (queso, yogurt, etc.). (Gourama y Bullerman, 1897)

Diversas investigaciones se han realizado para obtener mas informacion acerca del moho
A.flavus y sus metabolitos (aflatoxinas) para poder prevenir o controlar este problema. Actualmente

una de las opciones que se han investigado es |a utilizacion de bacterias lacticas y sus metabolitos,
las bacteriocinas.
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GENERALIDADES
1. Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las bacterias lacticas son microorganismos Gram-positivos, muy heterogéneoys desde un punto de
vista filogenético. Hay cuatro grupos principales de bacterias  acido “lacticas tradicionales:
Streptococcus (actualmente subdividido en ~ Streptococcus, Lécrqdoccus, Vagococcus ' y
Enterococcus), Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc, a los cuéieé se han anadido otros como
Weissella, Oenococcus, Atopobium, Alloicoccus, Aerococcus, Tétrabenococcus y Carnobacterium.
(Schieifer et al., 1995) ’

Su clasificacion se basa en las siguientes caracteristicas:

e Morfologia celular: cocos o bacilos

e Modo de fermentar la glucosa: se distinguen dos vias de fermentacién entre las BAL, la
fermentacion homolactica, que por la via glucolitica Embden —Meyerhoff genera casi
exclusivamente éacido lactico como producto final, y la fermentacion heterolactica, la que por
la via de las pentosas-fosfato (fosfogluconato-fosfocetolasa) genera otros productos ademas
del acido lactico, tales como etanol, acetato y COa.

« Configuracién del acido Lactico Producido: D, L 0 ambos.

e Crecimiento a diferentes temperaturas.

« Capacidad para crecer en altas concentraciones de sal.

e Tolerancia a acido o alcali. ( Axelsson. 1993).

Las bacterias lacticas y sus metabolitos han sido consumidos desde tiempos remotos,
actualmente tienen gran importancia econdmica ya que, bien de forma natural o adicionadas,
desempedian un papel importante en la fermentacién de una gran variedad de alimentos. En ellos,
sus actividades metabélicas no sélo contribuyen al desarrollo de caracteristicas sensoriales y
reolégicas deseables sino que, ademas permiten conservar o aumentar el valor nutritivo. Esto ha
contribuido a que hayan sido designadas por la Food Drug Administration (FDA) como ingredientes
Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS). (Martinez et al., 2000, A)



2. Acciéon Probidtica de Bacterias Licticas

En los ultimos afios se ha demostrado el efecto terapéutlco que’ tlenen estas bacterias

sobre los humanos, ya que se han usado en el mejoramiento del s:stema ‘nmunolé»gl ;!lgesuvo y

colonizacién. También deben soportar ias barreras potenciales como: el
baja tension superficial, la presencia de acidos biliares ylo:la

para adherirse a las células intestinales. En algunas cepas, un.m facilita la

unién, mientras que en otras cepas estan involucrados complejos "pldlcos protelmcos (Fragoso Yy
Fernandez, 2000)

3. Accion Bioconservadora de Bacterias Lacticas

Los consumidores consideran a las bacterias lacticas como algo “natural” y “beneficioso para
la salud”, por lo que su empleo en la conservacién de los alimentos tiene gran aceptabilidad. Si por
bioconservacion se entiende que, es la extension de l1a vida util e incremento de la seguridad
sanitaria de los alimentos mediante la microflora natural o sus metabolitos, entonces las bacterias
lacticas son los candidatos ideales para su seleccidon como cultivos bioprotectores, y se ha llegado
ha definir bioconservacion como el empleo de bacterias lacticas, sus productos metabélicos o0 ambos
para mejorar o asegurar la calidad de los alimentos. (Fragoso y Fernandez, 2000).



Se encueniran varias opciones para la incorporacion de los bioconséwéntés en los ‘alimentos:

e Uso de cultivos bacteriocinogénicos ‘

« Uso de preparados de bacteriocinas en un producto previamente fermentado

« . Uso de bacteriocinas sintéticas, purificadas o semipurificadas.
Por ejemplo, se ha usado como bioconservador en productos lacteos el lactacin 99 que es una
bacteriocina producida por L. plantarum 99, que elimina las bacterias &cido lacticas racemasa
positiva formadoras de cristales de lactato de calcio sobre 1a superficie de los quesos cheddar.

La capacidad de producir grandes cantidades de &cidos organicos (fundamentalmente acido
lactico) por fermentacion de los carbohidratos presentes en los alimentos y el consecuente descenso
del pH son los factores primarios en los que se basa la actividad antimicrobiana de estas. En los
fendmenos de antibiosis de las bacterias lacticas también participan activamente otros metabolitos.
Entre estos compuestos estan 1as bacteriocinas, que han recibido una atencién especial, tanto por
parte de la comunidad cientifica como de la industria alimentaria. Esto se debe a que algunas
bacteriocinas inhiben bacterias alterantes y patégenas que son resistentes a métodos de
conservacion tradicionales ya que son compuestos atractivos desde un punto de vista tecnologico
(Fragoso y Fernandez, 2000)

4. Bacteriocinas

Definicion: Las bacteriocinas son compuestos peptidicos antimicrobianos que se sintetizan a
nivel ribosomico y que, posteriormente, pueden sufrir modificaciones postraduccionales.
Koninsky(1982) las definio como agentes antimicrobianos de naturaleza peptidica que varian en su
espectro de actividad, modo de accion, peso molecular, determinantes genéticos y caracteristicas
bioquimicas. En condiciones normales las bacteriocinas son activas unicamente frente a otras
bacterias Gram-positivas.

Desde un punto de vista cientifico, las bacteriocinas de las bacterias lacticas se han
clasificado en tres grandes clases.



Clase |: \
Lantibiéticos, péptidos pequefos (< 5 kDa), termoestables y con aminoacidos modificados,
de los que los mas comunes son |a deshidroalanina (DHA) y la deshidrobutirina (DHB), originados .
por la deshidratacion postraduccional de la serina y la treonina, respectivamente. La condensacuén
de los residuos de DHA y DHB con el grupo sulfhidrilo de las cisteinas presentes en Ia molécula
origina los aminoacidos lantionina y b-metil- Iantlomna respecﬂvamente. E :

Los lantibidticos de tipo A son péptidos formadores de poros; catnbmcos y elongados que en
algunos casos, como el de la lactacina 3147 constan de dos componentes El prototlpo de esta
clase es la nisina, la bacteriocina de las bactenas lacticas mas estudiada hasta la fecha.

Los lantibidticos de tipo B son péptidos globulares inmunolégicamente activos que actuan
como inhibidores enzimaticos.

Clase Il:

Peéptidos pequenos (< 10 kDa), termoestables y sin aminoacidos modificados en su
estructura primaria. A su vez se pueden clasificar en cuatro subclases.

Las bacteriocinas de la subclase lla se caracterizan por ser particularmente activas frente a
los microorganismos del género Listeria. Sus secuencias aminoacidicas muestran un elevado grado
de homologia (38-55%), que es mucho mas pronunciado en la parte N-terminal de los péptidos. De
hecho todos los miembros de esta subclase comparten la secuencia consenso N-terminal. Esta
subclase también se conoce como “familia pediocina”, en alusion a la bacteriocina mas estudiada de
este grupo, la pediocina PA-1.

La subclase llb contiene bactefiocinas cuya actividad depende de la accion complementaria
de dos péptidos, como la lactococina G. La subclase lic incluye a las bacteriocinas de la clase Il que
se transportan utilizando un sistema sec-dependiente, a pesar de que algunas, como la enterocina P
muestran ciertas caracteristicas propias de las bacteriocinas de la subclase lla.

Por altimo la subclase lid, engloba a Ias bacteriocinas de la clase |l que, como sucede con
la lactococcina A, no se pueden clasificar en ninguno de los subgrupos anteriores. Algunos autores
han sugerido la creacién de otra subclase para las bacteriocinas tiol-activadas, como a lactococcina
8.



Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que la‘oxidacién ael grupo sulmidriio"

nointerfiere con su actividad, por lo que se trata de una propledad sin entndad dlferenclal suﬁclente‘
como para que las bacteriocinas que la posean constituyan un subgrupo prop > ; 2

Clase 1 .
Proteinas de mas de 30 kDa, termolabiles y sin ammoécidos modificados en su estructura

primaria. Estas bacteriocinas son las que poseen un menor nnterés mdus ial en la’r ctualldad

Existen algunas bacteriocinas que no pueden clasificarse“en” nlnguna de Ias clases
mencionadas, como la enterocina AS-48 o las producidas por Enrerococcus faec:um L50 i

Las bacteriocinas de las clases | y |l (especialmente Ila) son. las que han recibido mayor
atencion cientifica debido, en parte, a que son las que poseen mayor Interés industrial. En general se
trata de péptidos catidnicos y anfipaticos compuestos por entre 12 y 45 aminoacidos. Sus moléculas
no suelen estar estructuradas en soluciones acuosas, pero poseeﬁ una propension. a formar
estructuras «-helicales cuando se exponen a solventes como el triflucroetanol o cuando se mezclan
con membranas compuestas por fosfolipidos anibnicos, algunas bacteriocinas poseen ciertas
restricciones estructurales debido a la presencia de puentes de disulfuro { por ejemplo pediocina PA-
1) o anillos tioéter (nisina) intramoleculares. :

Aunque la estructura de diversos lantibidticos ha: sido elucidada mediante resonancia
magnética nuclear, hasta la fecha unicamente se ha resuelto la estructura tridimensional de una
bacteriocina de la clase I, 1a leucocina A. (Jack et al., 1995. Martinez et al., 2000. B)

Algunas bacteriocinas como Lactacin B y F (de 6.3 kDa), Caseicin 80 (40 kDa), Plantaricin A,
Piantaricin B y Bacteriocin, entre otras, son producidas por Lactobacillus acidophillus, casei y
plantarum, respectivamente. (Hoover y Steenson, 1993)

MODO DE ACCION: La accién antimicrobiana de las bacteriocinas se debe a la desestabilizaciéon
funcional de las membranas citoplasmaticas de las células sensibles. Las bacteriocinas actuan sobre
las membranas, a través de un proceso que consta de tres etapas basicas: unidn a la membrana,
insercion en la misma y formacion de poros, un fenémeno que, en ultima instancia, conduce a la
muerte celular.
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Se trata de un mecanismo compartido por ia mayona de Ias bactenocmas produc|das por
bacterias lacticas.

La uniodn inicial de las bacteriocinas a las membranas esta gobernada -por mteraccnones
electrostaticas entre los residuos cargados positivamente de Ios pépndos Y los grupos negauvos de
los fosfolipidos de las membranas.

Las regiones de las bacteriocinas que determinan ia' "especn
interaccionar de una forma especifica con entidades Iocali'zadais‘eﬁ‘la‘s: N
No obstante, en el caso de las bacteriocinas de amplio espectro, parece m
componente determinado de 1a membrana, y no un recepior como tal, el que [{
de la bacteriocina que determina la especificidad. : SR .

La interaccion no seria quiral ya que la especificidad de cepa que muestran las bactenocunas
no depende de interacciones estéreo-especificas.

En la actualidad, existen dos grandes modelos que exphcan el mecanismo por el que las
bacteriocinas generan poros en {as membranas plasmaticas: el modelo de cufia, aplicable a la nisina
y ofros lantibidticos, y el modelo de duela de barril, aplicable a diversas bacteriocinas de la clase .
(Martinez et al, 2000 B)

En cualquier caso, la formacion del complejo de poracién en las membranas provoca la
disipacion de la fuerza protén-motriz (PMF) y, en gltima instancia, la muerte celular. La PMF es un
gradiente electroquimico necesario para que se efectien gran parte de los procesos metabolicos
dependientes de energia que tienen lugar en las células; consta de dos componentes: Un potencial
de membrana (A¥) y un gradiente de pH (A pH). En los ultimos afios, el desarrollo de técnicas para
estudiar por separado ambos componentes y de sistemas de membranas artificiales ha permitido
evaluar el efecto de diversas bacteriocinas sobre la PMF, un parametro clave para comprender su
mecanismo de accion. (Martinez et al., 2000. B)



En general, el colapso de la PMF conduce a una reduccion significativa del contenido de
ATP intracelular, inhabilita el transporte - activo “de nutrientes e impide el mantenimiento de
concentraciones adecuadas de ciertos iones, como los K+.y Mg?-. En este sentido, los resultados
obtenidos con diversas bacteriocinas, comola'niéina la ‘pediocina PA-1, la lactococina A y la
lactococina B, condujeron a autores como Bruno Y Montiville  (1993), citados por Martinez et
al.,(2000 B); a la conclusion de que las bactenocnnas comparﬂan un mecanismo de accién comn: la
disipacién de la PMF en ias células sensibles.

Ultimamente, se ha sugerido que la consmuclén global de las membranas, y.no sélo su
composicion lipidica, podrian ejercer una marcada mﬂuenma en la actnv:dad formadora de p S de:
una bacteriocina, ya que las proteinas de la membrana podrlan mtervemr dec:swamente en el
ordenamiento lipidico de esta estructura. : ;

En este sentido, aunque las bactenas naturalmente resstentes a un

puedan evitar la insercién de monémeros de una bactenocma la composncuén global de susv .

membranas impediria que se formaran poros de sufi ciente duracion y diametro como para causar la
muerte celular. Una vez que las moléculas de bacteriocina han formado un complejo de poraéién. la:-
muerte de las células sensibles puede ir acompafada o no de un proceso de lisis celular. (Martinez
et al., 2000. B)

Bhunia et al. (1991) sugirieron que la muerte celular puede activar sistemas autoliticos que,
a su vez, serian responsables de !a lisis en algunas cepas. En este sentido, se ha observado que los
lantibiéticos nisina y Pep 5§ son capaces de liberar y activar enzimas autoliticas normalmente unidas
a los acidos teicoicos, lipoteicoicos y teicuronicos de la pared celular de Staphylococcus simulans
22.

A pesar de que muchas bacteriocinas de las bacterias lacticas poseen estructuras
primarias similares, su espectro antimicrobiano varia mucho mas de lo que se podria esperar de una
mera interaccion entre un péptido cationico y los lipidos de la membrana celular. Este hecho sugiere
que diferencias muy sutiles en la estructura de los péptidos pueden provocar diferencias notables en
su especificidad. El analisis de las relaciones entre la estructura primaria y la especificidad celular
podria permitir la identificacion de interacciones péptido-célula claves para determinar si una célula
es sensible o no a un péptido antimicrobiano. Por este mativo, el establecimiento de las relaciones
estructura-funcion constituye actualmente uno de los grandes retos en el campo de las
bacteriocinas. (Martinez et al., 2000. B)
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La bacteriocina Plantaricin C, que es producida por L.pfantarum, comparte el mecanismo
de accibn mencionado anteriormente; actua contra células - sensibles formando. poros en -la
membrana, disipando la PMF e inhibiendo el transporte de aminoacidos. (Gonzalez ‘et al., 1996) .,

Asi también la Lactacin F, producida por L. johnsonnii, induce la pérdida de k* de Iésfcélulas
de E.feacalis, depolariza 1a membrana citoplasmatica, y fa hidrélisis interna del ATP; indicando esto
que forma poros en la membrana en ausencia de la fuerza protdn-motriz (PMF). (Abee et él.. 1 '9—94).’

BIOSINTESIS: En general, las bacteriocinas se sintetizan en forma de precursores
(prebacteriocinas), en los que la parte que dar lugar a la bacteriocina (probacteriocina) esta unida a
una secuencia lider N-terminal, de entre 14 y 30 residuos. Las funciones del lider son, por una parte,
prevenir que |la bacteriocina sea bioldgicamente activa mientras se encuentra en el interior de la
célula productora y, por otra, proporcionar la sefial de reconocimiento al sistema de transporte de la
bacteriocina. En muchos casos, se trata de un lider del tipo “doble glicina”, apelativo referido a los
dos residuos conservados de glicina en su extremo C-terminal y, por ende, contiguos al lugar de
procesado de la prebacteriocina.

El transporte de las bacteriocinas que poseen este tipo de lideres, y el procesado del lider,
se efectia mediante transportadores del tipo ABC (ATP Binding Cassette) y sus correspondientes
proteinas accesorias.

Los determinantes genéticos de fa biosintesis de una bacteriocina se pueden localizar a
nivel plasmidico o cromosomico. Ademéas pueden residir en transposones insertados de forma
estable en el cromosoma de las células hospedadoras, como sucede en el caso de la nisina. (Jack
et al., 1995, Martinez et al., 2000. B)

5. Factores que afectan la efi ia dc las b ioci en los alimentos.

A pesar del innegable potencial practico de las bacteriocinas, no es conveniente extraer
conclusiones directas de resultados obtenidos en experimentos “in vitro™ para predecir la eficacia de
las bacteriocinas en sistemas “in vivo". Ello se debe a que existe una serie de factores que pueden
comprometer la eficacia de las bacteriocinas yf/o de las cepas productoras en aplicaciones
industriales.



Entre los factores que afectan a Ias bactenas Iéctlcas bactenocmogémcas destacan los’
siguientes:

1. La existencia de un ambiente inadecuado (pH temperatura nutnentes
de bacteriocinas.

tc)’ an‘é ia sihtesis )

En cuanto a los factores que pueden influir negativamente en la acclbn ' jocinas, los

principales son: :
e La aparicion de microorganismos resistentes. Se trata de ‘duvlarmente

preocupante ya que las células que adquieren resistencia fi Séina suelen

mostrar resistencias cruzadas frente a otras bacteriocinas de .

= La existencia en el alimento de condiciones (por e;emplo pH proteasas procesos
oxidativos, aditivos alimentarios), que alteren la estructura y/o funcién de tas bacteriocinas.

e La posible unién de las bacteriocinas a ciertos componentes alimentarios como grasas o
proteinas.

« Ladificultad para lograr que |a bacteriocina se solubilice o se distribuya uniformemente en la
matriz alimentaria, especialmente en alimentos que se elaboran con materias primas sdlidas
ylo semisélidas. ( Martinez et al., 2000 A)

6. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son contaminantes de origen fingico producidas principalmente por algunas
especies de Aspergillus (A. flavus, parasiticus y nominus). Estos mohos toxigénicos son capaces de
desarrollarse en gran variedad de sustratos, pudiendo contaminar los alimentos cuando éstos son
cultivados, procesados, transformados o almacenados en condiciones que favorezcan su
desarrollo.(Cole, 1981., Moreno, 1988., Burdaspal y Gorostidi, 1989, Burdaspal, et al.,(1980, Moreno
y Gil, 1991)
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El crecimiento de mohos y produccién de aflatoxina dependen de muchos factores como el
sustrato, la temperatura, el pH, la humedad relativa y la presencia de microflora competidora.
(Moreno y Gil, 1991). :

Aunque los mohos y por consecuencia la presencia de aflatoxinas pueden encontrarse en
muchos productos agricolas, los mayores niveles de concentracion se han encontrado en semillas
de algoddén y maiz, cacahuates, nueces y avellanas. En cereales como el trigo, arroz, centeno o la
cebada, los niveles son generalmente bajos.

Se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, de las cuales las mas frecuentes en los
alimentos son 1a By, B2, G1, G2, M1y Ma.
La aflatoxina M1 es un metabolito hidroxilado de la aflatoxina Bi, secretada en la leche de los
animales que consumen alimentos contaminados con Bi. '

La cantidad de M, secretada es proporcional ala cantidad‘de B ingerida. La tasa de
conversion de 81 en M oscila entre 0.4 y 3% aceptandose por lo general una tasa media cercana al
1% (Cole, 1981., Moreno y Gil, 1991).

Las aflatoxinas poseen actividad mutagénica y carcinogénica; la mas toxica es la B1 y en
orden decreciente le siguen My, Gy, B> y G2. La Agencia Internacional para la Investigacion en
Cancer (IARC) incluye a las aflatoxinas dentro del grupo 1, considerandolas cancerigenas para el
hombre. Asi mismo el comité mixto de la Organizacién Mundial para la Salud y la Organizacion para
la Agricultura y la Alimentacion (FAQO/ OMS) de expertos en aditivos Alimentarios (Codex alimentario)
califico las aflatoxinas como potentes carcinogenos humanos.

Las concentraciones maximas permitidas de las aflatoxinas B¢, B2, G1 y G2 en alimentos
para consumo humano estan regulados por el Real Decreto (RD) 475/1998 y son los siguientes: 10
Hg/Kg. para la suma de las cuatro afiatoxinas y 5pg/Kg para la afiatoxina Bs. (Holmquist 1983,
Burdaspal, et al., 1990)



11

Se ha encontrado ofro grupo de alimentos en el cual también"éuelé ocurrir él crécimiénto de"
mohos productores de ~ aflatoxinas. Este mcluye los ahmentos que requleren un: per:odo de
maduracién como quesos, algunos tipos de pescado \embundos ogurt entre’ otros (Gourama y
Bullerman, 1997)

El nivel de Ias aﬂatoxmas en Ios allmentos puede fluctuar: col suderablemente de un‘ afo a ‘
otro, en funcién de diversos factores’ como’ por ejempl ) e
invasién por-los hongos y la prollferaclén de éstos ya sea
(Moreno y Gil; 1991)

Aunque - existen diferencias geograﬁc‘asr y '(’:‘Ul:n
aflatoxinas, la exposicion a esfas sustancias se réQist
suministros’ mundiales de alimentos estan contamlnados en
aflatoxinas pueden hacer que nuestros allmentos sean pe
a numerosos 6rganos y sistemas, en particular: el higad
sistema endocrino y el sistema inmunitario. (Kunper—Good'man 1999 4

La interaccion entre mohos aflatoxigénicos y otros microorganismos es un fenomeno comun
en la naturaleza. Esta interaccién resulta en cambios continuos de la disponibilidad de nutrientes y 1a
produccion de productos finales volatiles o no, que pueden estimular, inhibir o no tener influencia en
el crecimiento del moho vy la produccion de aflatoxina. (Gourama y Bullerman, 1997, El-Gendy and
Marth, 1981).

7. Relacion de las Aflatoxinas con las Bacterias dacido Liacticas

Desde el descubrimiento de la aflatoxina en 1960, se ha llevado a cabo una investigacion
extensa en el campo de metabolitos téxicos. Estas han reportado la inhibicién del crecimiento del
moho y de aflatoxinas por muchos microorganismos incluyendo bacterias, levaduras, mohos y
actinomicetos. (Coallier, 1985., Gourama y Bullerman, 1997)
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Muchos estudios han demostrado que la interaccion ‘de algunos microorganismos con
A.flavus. - o Aparasmcus puede influir en la produccnén final de aflatoxina positivamente o
negativamente. Se ha visto que A.niger puede inhibir Ia producc:én de aflatoxina en cacahuates
conlamlnados con especies aflatoxigénicas. El Slreptococcus Iactts no solamente puede inhibir la
biosintesis de la aflatoxina sino que también' la degrada‘transformandola. (Coallier e ldziak 1985,
Moss, 1989)

Algunos investigadores, han encontrado que la levadura Hypopichia burtonii - y el Bacillus 3
amylofiquens, ambos frecuentemente aislados como contaminantes superficiales de semillas de
malz, podian estimular 1a produccion de aflatoxina por A. flavus cuando crecian conjuntah'ienté en:
maiz y arroz previamente esterilizado. (Moss 1989, Gourama y Bullerman, 1997) :

Debido a la toxicidad de A.flavus y A.parasiticus, las investigaciones sobre aﬂatoxinas Y. su‘
hlbll’ [+ 350

produccibn se han intensificado, desarrollando experimentos con los cuales se pued
controlar la produccion, en el mejor de los casos, de la afiatoxina.

Ahora se conocen diferentes bacterias acido lacticas que poseen actwndad an mlcrobiana
contra organismos patodgenos. Rutzinksi y Marth (citados por Coalher—Ascah. 1985).v uﬁcaron los
efectos inhibitorios de Streptococcus lactis y 8. cremoris contra Enterobacter y Hafnia éspecies.
Asi como también muchas han sido reportadas por afectar ia producciéon de aflatoxina, como el
Lactobacillus ssp se ha encontrado que inhibe la biosintesis de la aflatoxina, sin embargo la adicién
de Lactococcus lactis a cultivo de moho estimula la produccién de aflatoxina.

JUSTIFICACION

Debido a que el consumo de alimentos contaminados con afiatoxinas, representa un riesgo
tanto para la salud del hombre como la de los animales, es necesario prevenir o controlar de alguna
manera este tipo de contaminacion.

Por las investigaciones antes mencionadas, se ha visto que las Bacterias Lacticas pueden
ayudar a controlar o inhibir la produccion de 1a aflatoxina de Aspergillus flavus.

Con este trabajo se pretende contribuir al conocimiento sobre la interaccion Lactobacilo-
moho, y sea considerado para estudios posteriores, en relacién con el control de la contaminacion
de los alimentos, por aflatoxina.
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OB ENNNOS

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar e! efecto de 14 bacterias &cido lacticas sobre fa inhibicion del crecimiento del moho
Aspergillus flavus y su actividad aftatoxigénica.

OBJETIVO PARTICULAR 1:
Determinar el efecto de las células de 14 bacterias acido lacticas, sobre el crecimiento del
moho y/o produccion de su aflatoxina.

OBJETIVO PARTICULAR 2: -
Determinar la presencia de aﬂa(oxma pmductda por-A.- ﬂavus en . la interaccién. con las

bacterias lacticas.

OBJETIVO PARTICULAR 3: :
Determinar la influencia que ejerce | A. ﬂavus sobre las bactenas lécucas en su capactdad
de inhibir el crecimiento de E.coli.
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MATERIAL Y METODOS
1.1 MATERIAL BIOLOGICO

e La cepa de Aspergillus flavus obtenida de granos de maiz fue proporcionada por la Unidad de
Investigacion de Granos y Semillas (UNIGRAS) FES-Cuautitian UNAM.

e Las cepas de bacterias lacticas se obtuvieron de quesos de cabra producidos artesanalmente.
1.2 METODOS
1.2.1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS LACTICAS

Para obtener las cepas, se tomd una pequeia muestra de diferentes quesos, 1a cual se
sembrd directa'menteren agar sangre con pH acido y se incubd a 32°C por 24 horas, después de las
cuales se procedi6 a su purificacion e identificacion.

1.2.1.1 IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE BACTERIAS

La morfologia fue determinada a cada una de las cepas mediante la tincion de GRAM, por
medio de la coloracion de su pared celular. (Speck 1984)

Se purificaron las cepas cuya morfologia era de bacilos, ya que son las que tienen interés en
este estudio, y mediante la tincion de GRAM se verificd su pureza.

Pruebas Bioquimicas: A cada cepa se le realizaron las siguientes pruebas para su identificacion:
prueba de oxidasa, catalasa ( Alvarez y Mendoza 1994, Anexo 1), y para la fermentacion de los
azlicares se prepard una base de caldo rojo fenol con 1% de los siguientes carbohidratos: celobiosa,
rafinosa, xilosa, trealosa, maltosa, glucosa, manitol, melezitosa, sorbitol, melibiosa, sucrosa, manosa
y lactosa, en los cuales se inoculd cada bacilo y fueron incubados a 32°C. Los tubos fueron
examinados cada 24 horas para detectar vire del indicador Rojo de feno! por disminucion del pH,
debido a 1a fermentacion o no del azicar, esto se realizd hasta un tiempo maximo de 10 dias. (segan
el manual Bergey's, ya que es el mas antiguamente reconocido en el area de microbiologia; aunque
existen diversos criterios para clasificarlos). Los resultados de la prueba se compararon con una
tabla de identificacion de Lactobacillus. Segun Bergey's. (Holt, 1979)
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1.2.2 ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE ESPORAS DE Aspergillus flavus

1.2.2.1 CULTIVO DE Aspergillus flavus

EL moho ' Aspergillus flavus se cultivo en Agar Papa-Dextrosa el cual se preparé como
indica el fabricante, y después se esterilizé6 a 121°C por 15 min.

Una vez realizado esto se sembrd el moho Aspergillus flavus dejandolo crecer a una

temperatura ambiente de aproximadamente 28°C por 5 dias.

1.2.2.2 COSECHA DE ESPORAS
Para poder obtener las esporas del A.favus se prepard una solucion estéril de tween 80 al

1%.

Se tomd una de las cajas en las cuales ya habia produccion de esporas, se coloco dentro de
un campo estéril, se abrié la caja cuidadosamente y se le agregé un volumen conocido de tween 80
al 1%, tratando de que la superficie de la caja quedara cubierta totalmente, con un asa se raspé
suavemente la superficie hasta que se desprendieron en su totalidad ias esporas, una vez terminado
esto, el liquido se hizo pasar a través de papel filtro de poro mediano colocado en un embudo y en
un matraz para contener la suspension de esporas, este filtrado se realizd para retener los restos de
micelio y agar que se pudieron desprender durante el raspado. El matraz se cerrd de manera estéril
y se guardo en refrigeracion para posteriormente realizar la estandarizacion de la concentracion de

esporas. (Gilchrist et al., 1995)
1.2.2.3 ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE ESPORAS

La estandarizacion de la concentracion de esporas se realizd mediante el empleo de un
hemocitometro de la siguiente manera: se tomoé una gota de la suspensién con una pipeta Pasteur y

se coloct en cada extremo del hemocitdmetro, enseguida se coloco el cubreobjetos cuidando de que
no quedaran burbujas y que la gota no se derramara ni se saliera de los campos de conteo. Esto

daria un dato erréneo, ya que el excedente arrastraria las esporas.



El' hemocitémetro consta de dos camposde’ conteo; en ‘cada campo se tienen nueve
cuadros; que a su véi estan divididos en cuadros mas pequéﬁos. (Figura 1) :

Tanto fos cuadros grandes como |os pequeﬁos tlenen dlmenswnes conoc:das de tal modo que por
med:o de formulas se puede obtener el namero de esporas por mI : :

Con los dalos obtenidos, se. calculdé. un valor de Ia media; éste se multlphca por una
constante que depende del hemocitometro que se utlhce, en éste caso el valor de la constanle es de
2000.; De: ese producto se obtuvo la concentracion: en COnIdIOS/ml Se utilizaron las siguientes
férmulas para obtener una concentracion de 105 conidioslmi'(Gilchrist et al.,, 1995)

Férmula para obtener la concentracion de esporas:
' 7 CiVi= Csz -
Donde:
C1.= concentracion inicial (conocida en el conteo)
V1 = volumen inicial (establecido arbitrariamente al preparar el inéculo)
C2= concentracion final deseada (segun el estudio a realizar)
V2 = volumen final (desconocido)
Despejando:

V2=C1 Vi
Ca
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TEE

Figura 1  llemocitometro, muestra los campos de conteo para
s estundurizacion de la concentraciton de espors,

1.2.3 PRUEBA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE A.flavus

Las 14 cepas de Lactobacillus spp., se sembraron en tubos con 5m! de caldo Rogosa
Modificado (MRS), se incubaron a 37°C por 72 hrs, después se inocularon con 1mi de 1a suspensién
de espora obtenida anteriormente y se dejaron a temperatura ambiente (28-30°C aprox.). Se
realizaron observaciones 5, 10 y 15 dias post-inoculacion anotandose los cambios ocurridos del
crecimiento del moho, durante este periodo.

Todo esto se realizd por triplicado.

1.2.3.1 CUANTIFICACION DE Lactobacillus y Aspergillus flavus

El conteo en placa se realizd usando ia técnica de sembrado en superficie para las
bacterias, en agar MRS, y conteo en profundidad para el moho en agar Papa-dextrosa. (Speck,
1984)

Para cada conteo se hicieron diluciones decimales de !as muestras, hasta 10-3. Se
tomaron 10pL de las diluciones 102y 103 para el conteo bacterial, sembrando por duplicado cada
dilucion, en agar MRS preparado con anterioridad y se colocé la gota dejando secar, enseguida se
incubaron a 37°C por 24 hrs, después se realizé el conteo.

TESIS CON
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Para el conteo de moho se tomaron 400pL de las mismas diluciones y se-colocaron de
manera estéril en cajas petri, vaciando en cada una agar Papa-dextrosa estéril y se homogenizé la
caja adecuadamente. Cada dilucion se realizé por duplicado. )

Las cajas se incubaron a temperatura ambiente por 5 dias, y después se realiz6 el conteo.

Todo esto se realizd para cada una de las cepas de lactobacilos y para cada una de las
repeticiones hechas.

1.2.4 INTERACCION ENTRE Lactobacillus Y Aspergillus flavus

Cada cepa de lactobacilo se sembré en tubos de ensaye con tapas de rosca, sin agitacion,
conteniendo cada tubo 5ml de caldo MRS, se incubaron a 32°C por 72 hrs y después‘se Inocularon
con 1ml de la suspension de espora obtenida anteriormente, Se cerraron parcialmente y se dejaron
a temperatura ambiente (28-30° C aprox.). Se tomaron muestras a los 0,'5, 10 y 15 dias de
inoculacién. g
Todas las muestras se hicieron por triplicado.

1.2.5 DETECCION DE AFLATOXINA

1.2.5.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE AFLATOXINA
Para la extraccion y purificacion de la Aflatoxina, de los cultivos de moho-lactobacilo, se
empleo el método de Aflatest. (Anexo 2)

1.2.5.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Para detectar la presencia de la toxina producida por el moho en el medio de cultivo se
utilizé el método de cromatografia en capa fina (TLC).
Una muestra de 0.1 m! de caldo fue tomada cada 5, 10 y 15 dias para el anélisis.

Las toxinas fueron determinadas en el caldo solamente. Un volumen de 3uL se aplicod
directamente por duplicado en la placa de silica gel. Siguiendo el método usado por Tsai et al,
(1984)
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Como disolventes de corrida se 'empleéron tres mezclas diferentes: Mezcla 1: cloroformo-agua
destilada-acetona 12:88:1 .5 ; Mezcla 2: xileno-alcohol isopropilico-etanol 7:15:5 estas dos mezclas
utilizadas en el metodo - descrito por el AOAC (1990), para la deteccién de aflatoxinas, y la tercer
mezcla tolueno-acetato de etilo 88%-acido formico 60:30:10 usado por Tsai et. al. (1984)

Las mubestraé' (épLi ée “aplicaron en . placas Whatman precubiertas de silica gel
fluorescentes de 2x7 cm de tamaho con base de aluminio de 250um de grosor. Se dej6 secar [E]
muestra en la placa y esta se colocod enuna camara con cada una de las diferentes mezclas de
d:solventes y'se desarrollé por cromatograﬁa ascendente. Cuando el frente del disolvente(s) alcanzé
una altura de 5cmen la placa esta se saco de la camara y se dejb secar. Se realizd la lectura
examinando las placas bajo luz Ultravioleta con Iongllud ‘de onda de 360 nm.

Se. manejaron 3 controles de A: ﬂavus =los: cuales se compararon con un estandar de
aflatoxina. Asi también todas las muestras fueron comparadas con éste.

1253 CRQMATOGRAFIA DE LIQUIDOS (HPLC) :

Las muestras tomadas para este analisis se centnfugaron a una velocidad de 2500 rpm por
20 minutos, después se decantaron y se filtraron a través de membrana millipore de 0.22 yum, y se
guardaron para su posterior analisis.

Cada una de las muestras se diluyd en metanol grado HPLC, en proporcion de 10:90. Se tomaron
50 ! de esta dilucion y se inyectaron en el equipo de HPLC, el cual se estandarizé previamente, al
hacer varias inyecciones del disolvente empleado en la fase movil.

Se empled una columna de Cisde 4.6 x 150 mm, con las siguientes condiciones de trabajo:
velocidad de flujo 0.8 ml/min, fase moévil: metanol 100% grado HPLC, volumen de inyeccion 50ul,
longitud de onda: 360nm. (Método de HPLC publicado por el Diario oficial, Junio 2000)

Se tomaron como referencia la lectura de un estandar de aflatoxina B y la del control de
A.flavus (Anexo 3)
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1.2.6 PEUEBA DE ESTABILIDAD DEL EFECTOvINH|BITOR|O DE LAS CEPAS DE Lactobacillus
ssp. :

Las cepas'obtenidas de los quesos se sembraron cada una en caldo MRS por 24 hrs, al
mismo :: tiempo se _sembré E.coli en caldo nutritivo, -dejandolo : crecer - por el mismo tiempo.
Transcurrido este tiempo se centrifugaron los cultivos de lactobacﬂos a una velomdad de 2500 rpm
por 15 minutos, el sobrenadante obtenido se separd por decanta bn ~'y. se guardaron en

: v 110041 det cultivo de
con ag:lac:én por 3hrs,

refrigeracion por 24 hrs para utilizarlos posteriormente. Después
E.coliy se inocularon en caldo nutritivo a temperatura de 37°C en
esto se realiz6 para estandarizar el cultivo de E.coli. Una vez reahzado eslo, se inocularon 2001 de
E.coli estandarizado a 5 ml de cada uno de los sobrenadantes de Lactobac:llus y se incubaron a
32°C por 24hrs. (Meyer et al., 1992) .

1.2.6.1 DENSIDAD OPTICA

Los sobrenadantes inoculados con E. coli estandarizado e incubados a 32° C por 24 horas,
se colocaron después en el espectrofotometro, modelo 390 Turner, el cual se calibré con agua
destilada y caldo MRS. Las lecturas se hicieron a una longitud de 580 nm. Al final se realizaron los
calculos con respecto a la lectura obtenida del cultivo de E.coli crecido por 24 hrs (tomado como
control positivo) y se obtuvo el porcentaje de inhibicion. (Meyer et al., 1992)

1.2.7 RECUPERACION DE LACTOBACILOS

Una vez que transcurrié el tiempo en que estuvieron en contacto el moho y cada uno de los
lactobacilos, estos se recuperaron de las muestras de 15 dias, de las cuales se tomdé 1ml y se
sembrd por estria en agar MRS, se incubaron a 32°C por 24 hrs. Después se tomd una colonia de
cada bacilo y se sembr¢ de nuevo. (Speck, 1984)

Los lactobacilos recuperados se sembraron nuevamente en caldo Rogosa, a 32°C por 24
hrs., después se centrifugaron a 2500 rpm/15min y el sobrenadante se separd por decantacion, y se
les determiné su capacidad de inhibicion de crecimiento de E.coli como se describid anteriormente.

~r3l

- i GEN
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RESULTADOS

Los resuitados que se obtuvieron de la identificacion morfologica y bioquimica de las cepas aisladas
se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 1. Resuitados de la Prueba Bioquimica (fer 6n de azucares por las bacterias
lacticas)
1 manosa QICOS ) ool TR oD o Mesneosd CIONT | TONOeD ooy
8 BACILO REDENTIFICAGION SIOQUIMICAZS SIDENTIFIOACION MORFOLOGICA:
1 L. casei pseudoplantarum Bacilo G~
Py """I'Eé o . - B L

55 :;M‘u,,;

L. bulgaricus
l_casel pseudoplanfamm

L casei pseudoplantarum

L. casei pseudoplantarum

‘ﬂ%@ﬁﬁ
Tabla 2. identificacién bioquimica y morfologica de las bacterias
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Se aislaron 13 cepas de bacterias lacticas, las cuales por su morfologia son bacilos GRAM
positivos. La identificacion bioquimica dio los siguientes resultados: de los 13 bacilos aislados 8 son
Lactobacillus casei pseudoplantarum, 3 son Lactobacillus bulgaricus, 1 Lactobacillus plantarum y 1
Lactobacillus lactis. Se utiliz6 una cepa ATCC de L.casei.(cepa num. 5)

Como se puede ver en la tabla 1 mas del 64% de los bacilos aislados son L. casei pseudoplantarum.

ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE ESPORAS
Con la estandarizacion de la concentracion de esporas se obtuvo una concentracion de 105

conidios/ml, ia cual se inocul6 a cada bacilo.

CONTEO EN PLACA
Del crecimiento y conteo tanto de bacilos como de moho se muestra o siguiente:

Tabla 3: Variacién del crecimiento fungal por contacto con los Lactobacillus

11

13
SRRy BT s

*= tiempo ccro **= ticmpo 15 dias
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Después de estar en contacto con los lactobacilos el moho  mostrd ‘estrucluras de
resistencia, esclerocios, cuando las muestras de tiempo cero y de 15 dias post-inocuiacién del moho
fueron sembradas en agar MRS y en agar Papa-dextrosa para el conteo de cada microorganismo,

.se observé que el moho crecidé en ambos medios de cultivo y que presentaba acumulaciéon de
micelio, lamado esclerocio. )

Esto se observo en casi la totalidad de las cepas en el tiempo de 15 dias, en donde con agar
MRS el micelio permanecio de color blanco, no llego a la madurez, mostrando esclerocios.

En agar Papa-dextrosa el moho crecid hasta la madurez, mostrando el color verde
caracteristico, y también presentd esclerocios con las cepas de 2, 11, 13y 14 alos 15 dias post-
inoculacién. El moho crecié bien con las cepas 9, 12 y 14 desde el inicio (tiempo cero). Como se
muestra en la tabla 2.

Grafica1: Comparacion del crecimiento de moho A.flavus y Lactobacillus en su medio dptimo

decr en ti PO cero

Mlacto To

s

@ hongo To ‘;
log UFC/mI .
O hongo control.:

N

1. 2 3 a4 S5 6 7 B 9 10 11 12 13 14
# Lactobacillus
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Como se puede observar en la grafica 1 el ciecimienlo aél' hongo’ esta iflhibido:"eri la
mayoria de las cepas, solo en las cepas nﬂﬁefo 9, 12 y 14 se detecta crecimiento del hongo, estas
tres cepas son de especie diferente, la 9 es un L. casei pseudoplantarum, la 12 es un L. lactisy la 14
es un L. bulgaricus.

En la cepa 4 tanto el bacilo como el hongo se inhibieron mutuamente, en la cepa 12 el hongo parece
estar actuando de alguna manera sobre el bacilo.
En las cepas 9 y 14 se observa simbiosis entre ambos microorganismos, ligeramente con la cepa S y

marcadamente con la cepa 14.

Grafica 2. Comparacién del crecimiento de Lactobacillus y moho A.flavus en su medio éptimo
en tiempo de 15 dias

i
- lacto
l mnongo ||

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 i
# Lactobacillus i

log UFC/m1

O = N W A OO

)

Al comparar en general, el crecimiento de lactobacilos y de hongo después de haber estado
en contacto por 15 dias, se puede observar que el crecimiento de lactobacilos esta inhibido en la
mitad de las cepas y en la otra mitad el lactobacilo y el hongo aprendieron a sobrevivir mutuamente,
dandose una simbiosis, en la cual ambos se beneficiaron, no totaimente ya que la cantidad de bacilos

e ST e
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no es igual a la cantvdad de hongo presente con excepclén del bacnlo # 14 que al parecer la cantidad
de bacilo y de hongo estén muy cercana 126 e

Las cepas: 1 ‘4 y 6 que resultaron ser- de 1a mlsma espec:e L: casel pseudoplantarum al

parecer. el bacilo estar presente cas: en Ia misme proporc n, Al igual que. enla cepa 5 que es L.casei
ATCC, pero no tienen un’ comportamlen!o |gu y 5 predomma el hongo sobre
go p se s menor al bacilo, lo que nos puede
indicar que de cierta manera el bacilo esta actuando sobre el moho ya sea para inhibirlo o ayudarlo.

el bacnlo noasi en las cepas 4y 6 ya que el

En las cepas 3, 7 y 14 son L. bulgaricus y sucede algo parecido, los bacilos 3 y 7 parecen
tener el mismo comportamiento ya que la presencia de bacilos es menor que la del hongo, pero no
con el bacilo 14 ya que puede observarse (grafica 2) que se adaptaron bien ambos microorganismos,
y que la simbiosis entre ambas tuvo una tendencia benéfica para el bacilo.

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Los resultados obtenidos en la cromatografia de capa fina (TLC) de las muestras tomadas a
los 5, 10 y 15 dias, empleando diferentes disolventes son los siguientes:

Mezcla 1: En este sistema se utilizé como disolventes acetona-cloroformo-agua destilada en
proporcion de 12:88:1.5, se desarrolld como se describe en el AOAC para determinar aflatoxinas. Se
obtuvieron resultados negativos ya que en las placas donde se aplicaron las muestras no se observo
fluorescencia alguna.

Mezcla 2: Se utilizaron disolventes como xileno, alcoho! isopropilico y metanol en 7:15:5,
aunque en este sistema las muestras se hicieron pasar por columnas de inmunoafinidad (Aflatest).
Los resultados fueron los mismos que con el primer sistema, no se observd fluorescencia de las
muestras.

Con la mezcla 3 donde tolueno-acetato de etilo 88% - acido férmico en proporcion de 6:3:1
(v/viv) fueron utilizados para revelar las placas, segun Tsai et. al, (1984), tampoco se obtuvo alguna
fluorescencia de las muestras ni en los controles del experimento, que fueron comparados con un
estandar de aflatoxina, la cual si mostro fiuorescencia bajo 1a luz ultravioleta, con los tres sistemas
utilizados.
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'CROMATOGﬁAFiA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Los resultados obtenidos de las muestras por HPLC se observan en las graficas (7 a21). Las
graficas’ 'soﬁ 'expi'ésadas en minutos por milivolts. Para identificar el pico que pertenece a la
aflatoxina se obtuvo una grafica del control, y después se adicionaron 10 ui de una soluciQn de
aflatoxina estandar a la muestra control para mostrar el pico correspondiente a esta, (Graficas. 3y 4)

Cada grafica se ha agrupado por las cepas de la misma especie. Las graficas (6; 7.y 8)
corresponden a las cepas num. 3, 7 y 14 las cuales son L.bulgaricus. La intensidad del pico es
relativa a la cantidad del compuesto que se analiza, en este caso la aflatoxina.

De este grupo (L.bulgaricus) la cepa 3 es la que, cualitativamente, mostrd tener. un maximo
efecto inhibitorio en la liberacién de toxina, en segundo término la cepa 7 su grafica muestra una
intensidad de pico de 0.9 mV, y en la cepa 14 la intensidad del pico de la grafica fue de 4.8 mV
aproximadamente.

Cada una de las cepas se comportd muy diferente frente al moho, en la liberacién de toxina. Que al
compararse con la obtenida con A.flavus crecido solo, en caldo MRS, la liberacion de toxina fue
baja. Con la cepa 14 el moho aumenta la liberacién de toxina con la presencia de este lactobacilo.

El siguiente grupo de graficas (11 a 19) pertenece a L.casei pseudoplantarum, que lo forman
las cepas nom. 1, 2, 5, 6, 8, 9, 11y 13. (Exceptuando !a nimero 14 que pertenece a la cepa 5 que
es ATCC))

En general, también estas cepas mostraron un comportamiento diferente ante el moho, ya
que la produccion de toxina varié en diferentes niveles. Las cepas 1, 4, y 13 fueron en las que se
detectd menor produccién de toxina por el moho, de estas tres cepas, la nGmero 4 parece ser que
controld mejor el crecimiento del moho y la produccion de toxina.

Las cepas §, 6, 8, 9 y 11 muestran un comportamiento similar entre ambas, en {a liberacion
de toxina por el moho. (Ver graficas 14 a 18)

En las cepas 10y 12 (graficas 20 y 21), que son L. plantarum y L. lactis respectivamente, por
lo que se puede observar, el comportamiento de ambas cepas es parecido, ya que |a intensidad del
pico de cada una de ellas esta entre 1.5mV y ligeramente arriba de 1.5mV, encontrandose en un
porcentaje menor siendo la mayor altura de pico obtenida de todos los resultados la de 4.8mV.

’ﬂ?“’x" AL
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Graficas 3 y 4: Identificacion de Aflatoxina por cromatografia de Liguidos
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Grafica 19: Influencia de la interaccion de Lactobacillus pseudoplantarum y A.flavus en la liberacion

de toxina
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PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIQO DE LAS CEPAS DE Lactobacillus
frente a E.coli.

Los resultados de esta prueba realizada a cada uno de los bacilos antes y después de estar en

contacto con ef hongo mostraron la siguiente actividad inhibitoria de! crecimiento de E.cofi :

Tabla 4, Influencia del A.flavus sobre la actividad antibacteriana de
Las cepas de Lactobacillus

SRR IRctobBCHO TR POV de BICISH B

L. casei pseudoplantarum 92.8 97.5
(1)

sei pseudoplan!arum

mmm
L casei pseudoplantarum 4415
(11)*
L. casei pseudoplantarum 94.6 933
(13)

En general todas las cepas mostraron estar en un buen rango de inhibicion antes de estar

en contacto con el moho, ya que fue arriba del 90%, solamente la cepa 4 tuvo una capacidad del
86.3%.

\ TESIS CON
FALLA L u;gl(GEN



36

Los resultados obtenidos de densidad optica después de haber estado en contacto
lactobacilos y hongo, se muestran también en la tabla 3.

Los resultados obtenidos después de la interaccion con el moho, muestran que algunas
cepas disminuyeron notablemente su capacidad de inhibir al E. coli, mientras que otras mejoraron
ligeramente su actividad frente a E. coli.

Las cepas 2, 4, 7, 10 y 11 (tabla 3) mostraron una disminucién marcada en su actividad
inhibitoria del E coli; por ejemplo la 2 de un 96.4% bajo hasta un 85.8% de inhibicion, y l1acepa 4 de
86.3% hasta un 69% siendo ambas L. casei pseudoplantarum. La diferencia mas notable fue con la
cepa 11 que de un 92.9% bajo hasta un 44.15%, su actividad disminuyé en mas del 50%, y también
es L. casei pseudoplantarum.

Asi también las cepas 3, 7 y 14 que son L.bulgaricus, y s6lo en la cepa 7 se 'éfeqté la
actividad inhibitoria de! bacilo, que disminuy6 en un 21%, 1a 3 y la 14 fueron ligéramente afé‘ctadas' =
por el hongo, * ! : [ S e
La cepa“1:incrementd su actividad para. inhibir "E,vcbli;",y en las cepas. 6.y 9 s¢lo.lq.hlciéroﬁ
ligeramente, siendo la misma especie, L.case/ pseudoplantarus

La cepa nimero 12 que es un L. lactis aum

98.3%; y el resto de las cepas no alteraron su.co
por estar en contacto con el moho. i
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DISCUSION

La contaminacién de los alimentos tanto de consumo humano como animal, con aflatoxinas,
ha suscitado la preocupacion de las autoridades sanitarias, debido a que han demostrado su
peligrosidad como agentes causales de toda una serie de alteraciones y cuadros patol6gicos que
afectan a hombres y animales. Lo cual ha hecho necesario tomar medidas para prevenir este tipo de
contaminacién en los alimentos, y limitar de alguna manera la exposicion de la poblacion . a las
aflatoxinas. (Blanco 1989)

Con este trabajo se pretende de alguna manera sentar bases que ayuden a encontrar
soluciones para este problema, por medio del empleo de bacterias lacticas, las cuales como se ha
visto poseen actividad para inhibir bacterias patégenas como E.coli y otras especies re|a:clonadas. :

Se ha encontrado en diversos trabajos realizados por Gourama'y Bullerman 1997
Karunaratne 1990, Holmquist 1983, El-Gendy y Marth 1981, entre otros; que al culuvar cnertas N
bacterias lacticas con Aspergillus flavus, estas actuaban de alguna forma lnhubuendo el crec:mlento
del moho y la liberacién de la aflatoxina producida por este.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran diferencias en cuanto a la forma
de actuar de las cepas de lactobacilos frente a Aspergillus flavus, al parecer de alguna forma el
moho utilizd las sustancias presentes en el medio de cultivo, tanto las producidas por algunas de las
cepas lacticas como las propias del medio de cultivo, para crecer y producir mas toxina, que la
generada por si solo.

También revelan, que en el inicio de la experimentacién (grafica 1) al estar en contacto los
dos microorganismos se inhibieron mutuamente “in vitro”, pero a los 15 dias de contacto (grafica 2)
el moho mostré haberse adaptado al medio y pudo crecer, aunque el crecimiento del micelio no fue
adecuado, ya que no llegé a la madurez totalmente, solo se observaron pequefas zonas verdes, que
es el color caracteristico del moho e indica produccién de esporas, esto se observo con algunas de
las cepas de lactobacilos.
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Las cepas de L.casei pseudoplantarum, bulgaricus, lactis y plantérum aisla&as de'duesos'.
dieron resultados muy diferentes, aun siendo de la misma especie. Al parecer ninguna tuvo un efecto
drastico sobre el crecimiento del moho y la produccion de aflatoxina. S L

Gourama y Bullerman (1997) encontraron que con L.casei pseudoplantarum y Aspergillus
flavus, el lactobacilo inhibia tanto el crecimiento de! moho como la produccién de la aﬂatoxina.

De las 9 cepas de L.casei pseudoplantarum, de esta investigacion, ningim'a inhibio
totaimente el crecimiento del moho y la produccion de aflatoxina. La cepa num.4 que pertenece al
esta especie de lactobacilo, parece que no afectdé al hongo en ningun aspecto, ya que la toxma .
producida por el moho en presencia de este lactobacilo fue casi igual a la cantidad liberada por.el
moho cuando este crecid como cultivo puro en caldo MRS. Sk

Karunaratne et. al. (1997) trabajaron con L.bulgaricus y L.plantarum, ehcontraroh 'qﬁécon
L.bulgaricus se reducia el crecimiento del moho y por consecuencia la liberacion dé toxina !
En contraposicidn en este trabajo se encontrd que con las cepas num. 3, 7, 'y 14_' jue sbn
L.bulgaricus, el crecimiento del moho no se redujo, mostrado esto por los conteos en : 'y

observaciones realizadas durante la interaccién de ambos microorganismos, en presencua ‘de’las
cepas num., 3 y 14 el moho llegd en su crecimiento hasta la madurez, produciendo esporas. Conla
cepa 7 el moho crecié aunque no llegé a la madurez.

Por medio de cromatografia de liquidos en las tres cepas de L.bulgaricus se detecto toxina
en el medio de cultivo. En la cepa num.3 se detectdé menor cantidad de aflatoxina liberada, en
presencia de la cepa num.7 el moho libera toxina en una cantidad mas alta que la detectada con la
cepa 3, y no hay una disminucion significativa de la cantidad de moho.

Por otra parte, con la cepa num.14 el moho crecié mas rapidamente llegando a la madurez
y produccion de esporas durante la interaccion, que en comparacion con las cepas num. 3y 7, el
crecimiento del moho fue mas lento. Con esta cepa de lactobacilo, tampoco se detectd una
disminucién de la cantidad de moho, y la liberacion de toxina fue la mas alta que la detectada en las
cepas de su misma especie, incluyendo las cepas de las especies de L.casei pseudoplantarum,
lactis y plantarum.
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Esto sugiere, que la simbiosis dada entre el A.flavus.y-la cepa num.14 de L.bulgaricus
favorecié el moho, ayudandole tanto a crecer como a produc:r toxlna El moho no afectd al bacilo ya
que en el conteo en placa no mostrd una disminucion de la cant|dad de & (Grafca 2) - :

Con los resultados obtenidos de estas cepas de L. bulg‘ beramén de toxma Yy
acién’ -antidad presenle de

cantldad

al parecer por o reflejado en la grarca num.20, en comparacién con otras cepas onde se detecté
una mayor cantidad de toxina. :

En presencia de esta cepa el micelio de! moho no creci6 adecuadamente nl siquiera cubrié
la superficie del recipiente que contenia tanto el medio de cultivo y a ambos mncroorgamsmos aun al
final de los 15 dias de interaccion, el micelio permanecia de color bianco, no llegd a ta madurez y
tampoco se observaron zonas verdes que indicaran alguna produccién de esporas. Esta cepa redujo
ia cantidad de moho presente, de acuerdo con lo obtenido en el conteo después de estar en
contacto por 15 dias ambos microorganismos. (Crafica 2)

Esto parece indicar, que el lactobacilo actué de alguna forma que no permitié que el moho
se desarrollara y liberara toxina en cantidad como con otras cepas, asi mismo el moho también
actud sobre el bacilo inhibiéndolo bacteriostaticamente, ya que aunque al final no se detecta la
presencia de éste en el conteo, pudo recobrarse de la mezcla de cuitivo moho-lactobacilo al final de
1a interaccién.
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Por:otra parte con la cepa num.12, identificada en este experimentacion como L.lactis,
ocurrié que el moho se adapté muy bien, tal vez por las sustancias producidas por el lactobacilo,
creci6 - hasta la madurez produciendo esporas, se detectd aflatoxina también en menor cantidad,
similar a !a‘producida en presencia de L. plantarum. El A.flavus también inhibié al L./actis al final, y
la cantidad de moho presente fue mayor que la encontrada con L.plantarum.

Con respecto a las especies de L.casei pseudoplantarum, en 1a cepa num.2 se detectd mas
cantidad de toxina, siendo con esta cepa la mas alta que la liberada con el resto de las cepas de la
misma especie, hubo mayor crecimiento de micelio en presencia de esta cepa en comparacion con
la num.4, aunque tampoco llegd a la madurez, a los 15 dias de interaccion se notaron pequeias
zonas de color verde, las cuales indicaban produccion de esporas. Podria esto sugerir que la toxina
también es liberada por el micelio como lo menciona Tsai et al. (1984)

Las cepas num. 1 y 13, siendo ambas L.casei pseudoplantarum, parecen -tener un
comportamiento similar en cuanto a la produccion de toxina por A. ﬂavt)s, ya ‘que ‘en‘ias;dos I'a‘
cantidad detectada de esta es casi igual, no asi en cuanto a su acuvndad de inhlbi(:«bn de crecnm|emo
de E.coli, mientras que el moho afecté de forma llgeramente negatlva ala cepa num. 13 afecto de .
forma positiva a la cepa num.1 en forma sngmf catlva (T abla 3)

En este trabajo se encontrd, que cada una de Ias bactenas lacticas aisladas poseia actividad
inhibitoria de crecimiento. contra bactenas como E.coli (tabla 3). Estas bacterias poseian una
actividad de hasta un 96% de lnhlblctén de crec:mlento de E.coli antes de estar en contacto con el
moho, puede decirse por esto, que estas bacterias tenian una buena actividad inhibitoria contra
E.coli.

Después de estar en contacto con el A.flavus, algunas cepas disminuyeron
significativamente su actividad para inhibir el crecimiento de E.cofi, mostrando la disminucidn mas
drastica de esta actividad la cepa num.11, la cual disminuyé su actividad hasta un 44% ya que su
actividad antes de estar en contacto con el moho era de un 92%.
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La cepa num. 1 al parecer mejord su actividad de inhibicion; antes de éstar en contacto con
A.flavus su efectividad contra la bacteria E.coli era de un 92%, y después del contacto con el moho
su actividad fue de un 97%. Lo anterior sugiere: que ‘el moho y/o: sus metabolitos - influyen -
positivamente a algunas especies de lactobacilos y negativémente' ‘en ‘ofras cepés’ sdbre esta
actividad en particular de las bacterias lacticas. Aun siendo de la mlsma espec-e Ias cepas num. 1 y'
11 el moho las afectd de diferente manera. ’

De igual forma con las cepas de L.bulgaricus (cepas ni.gm.3,.‘—,7;y~ 4) éunque‘el efecto del -7
moho sobre estas no fue tan drastico como con la  cepa num.11; ya séloila cepa num
disminuyd su efectividad contra E.coli en un 21%, pasando de un 92
con el moho, aun 71% después de su contacto con el moho.

L.plantarum la influencia del moho sobre este y su metabolnto e negativa, ya que disminuﬂ; enun

Algo similar obtuvieron Coallier e Idziak (1985) aludiero  ‘que| Ia aﬂatoxma destruye las
células de Streptococcus lactis, éste crece elongado en presencia de A, ﬂavus lo que puede indicar
un cambio en las funciones metabdlicas. Asi también Sutic'y Banina (1990) reportan que bacterias
lacticas homofermentativas cambiaban su comportamiento a heterofermentativas en presencia de
aflatoxina.

Los lactobacilos usados en esta experimentacion, no se volvieron a clasificar para ver si
hubo cambio en la actividad metabdlica de degradacién de azucares, pero si mostraron cambio en
su actividad para inhibir el crecimiento de E.coli en diverso grado, en algunas cepas de lactobacilos
parece ser que este cambio fue mas significativo que en otras, ain siendo de la misma especie.
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Si la aflatoxina es mulagémca postblemente la mtnlma cantldad llbe ada por el moho durante esta
expenmentacuon, pudo haber causado daﬁo genétuco y no solo fenotiplco en las cepas Esto seriav
su1eto de un esludlo sobre mutagemcsdad para comprobarlo : g ;

- Algunos autores como Gourama y Bullerman (1997), Karunaratn
(1983) mencnonan ‘que. el bajo pH que se presenta enel’ med:o ocasionado por la’ actividad
metabéhca del:lactobacilo,” la competencia: microbiana 'y 'la falta: de algun nutriente pueden ser
factores que intervengan en la inhibicion del ‘crecimiento del moho y la hberac:én de. toxina.
Karunaratne (1990) reporta que con pH de 4 no se observé crecimiento del moho.

En este trabajo, el pH medido en los cultivos de moho-lactobacilo fue de ehtre 45a5yno
se encontrd una inhibicion total del crecimiento del moho.

La falta de un nutriente, tampoco pudo haber influido en los resultados obtenidos en este
trabajo, ya que al comparar los cultivos de moho-lactobacilo con el control. cultivo de Aspergillus
flavus puro en caldo rogosa, la produccion de'loxina fue menor en el control, que cuando se puso en
contacto el moho con los lactobacilos, ya que en presencua de estos ‘aumenté su crecimiento, con

algunos no llegé a la madurez, pero con otros silo Iogro"’

El desarrollo del moho no fue ‘adecuado. n'o'\ |Iegéy"a' la: madurez por lo que no produjo
esporas, cuando este fue crecido por si sélo en el medlo de cultivo y disponia de todos los nutrientes
empleados en el cultlvo para crecer.

En cuanto a fa microflora asociada en el medio de cultivo de A. flavus, este se ha clasificado
como mal competidor frente a otros microorganismos y se caracteriza mas Como un microorganismo
saprofito (Moreno y Gil, 1991) el cual no crece si en el medio se encuentran otros microorganismos
creciendo bajo las mismas condiciones (temperatura, humedad, nutrientes, etc.) y por lo tanto no
produce toxina. .

Contrariamente a lo antén‘or, en esta experimentacion el moho crecid adecuadamente hasta la
madurez, en presencia de algunos de los lactobacilos, como con las cepas num. 14, 3y 12,
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También se ha reportado, que el oxigeno puede ser un factor que Vafe(':teja liberacion de
toxinas y el crecimiento del moho. Tsai et. al. (1984) observd que en los cultivosj’byie‘n aireédos de
Aflavus se producen mas bajas cantidades de loxina, ¥ que cuando se tienen cultivos"’c:‘oh“cantidad
de oxigeno menor hay una cantidad mayor de toxina. i e :
En contra posicién a esto Moreno y Gil (1991), menc|onan que las espemes de A ﬂavus son aeroblas
¥y que a niveles de 1% de oxigeno en el medio ambuente, se detlene el desarrollo de’ este moho Yy
como consecuencia la produccion de aflatoxina: :

En el presente trabajo, la mezcla de bacilo-moho, chtivados sin agitacion favorecio que el
oxigeno presente en el tubo fuera consumido poco a. poco’ por los microorganismos, lo que cred
condiciones que pudieron favorecer la liberacidn de toxina, segun lo encontrado por Tsai (1984).

Los resultados obtenidos mostraron, ‘que. habla una variaciéon con respectoc a este
comportamiento del moho, ya que los niveles de toxina liberada varian considerablemente, debido
probablemente a la interaccion con el bacilo, y no por la cantidad de oxigeno presente.

Con esta condicién adversa para el moho (nivel reducido de oxigeno), atin crecid y produjo
toxina; con esto podria sugerirse que el A.flavus teniendo otras condiciones favorables para su
desarrollo, pueda comportarse como un microorganismo aerobio facultativo y no totalmente aerobio,
¥ que le basten pequefias cantidades de oxigeno para crecer y producir toxina.

La posible presencia de. pequefios péptidos o bacteriocinas de bacterias lacticas podrian
estar afectando también la liberacion de aflatoxina, como o reportan Gourama y Bullerman (1997), vy
también Karunaratne et al. (1990).
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En esta investigacion, once de las cepas resultaron ser de la misma especie, distribuidas de
la siguiente manera: 8 son L.casei pesudoplantarum y 3 L.bulgaricus. Cada una de estas cepas
mostraron diferente comportamiento frente al A.flavus, esto sugiere que dependiendo del niediq del
que provienen, las condiciones a las que hayan sido sometidas, todo esto en conjunto pudd inﬂuir d'e'
alguna manera en ellas y provocar que reaccionaran en diverso grado frente al moho. Yy, que aun
siendo de la misma especie no poseen un metabolismo totalmente idéntico.

Martinez et. al., (2000, B) reportd que diversas cepas de una misma especie pueden
producir méas de una bacteriocina.

Ahora bien en esie trabajo, se contd con diversas cepas de una misma especie, las cuales
actuaron_diferente - contra. el mismo moho, bajo iguales condiciones de temperatura, tiempo,
humedad, medio de cuilivd. étc.{ Esto éugiere. que los diferentes resultados obtenidos de esta
interaccién . de microorganishds.‘ pudieron ser. debidos a las bacteriocinas producidas por los
lactobacilos, y que al estar en contacto r':dn'e'_l moho no liberaron los mismos metabolitos, afectando
asi la produccion de toxina en difergﬁges' niveles.

Magnuéson et. al. (2001) encontraron que con dos cepas de L.coryniformis subespecie
coryniformis obtenian resultados diferentes en su actividad contra especies fungales como A.
fumnigatus. )

En general, la interaccidn de bacterias lacticas en el medio, pueden afectar el
comportamiento del A.flavus y viceversa. El crecimiento del A.flavus y la produccion de afiatoxina
pueden ser favorecidos, retardados o permanecer sin cambio como el resultado de la presencia de
otro microorganismo en el ambiente. El efecto que estas bacterias tengan sobre el moho puede
depender de sus caracteristicas ya sea de su origen, de su “habilidad" para competir, de los
metabolitos que liberen, entre otras. (Hom, 1999)
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CONCLUSIONES

La interaccidon entre Aspergillus flavus y Lactobac:llus mostrb que el moho tuvo un
comportamiento diferente en cuanto a su crecimiento y Ilberacnén de toxma con ‘cada una de
las 14 cepas de Lactobacillus, ain cuando algunas de estas - cepas eran ‘de’la misma
especie. Co ; :

El Aspergillus flavus es considerado ma&s  como .un . microorganismo saprof to y mal’
competidor. En este trabajo se encontrd que le]OS de ser mal competidor, al estar en
contacto con los lactobacilos, el moho mostré simbiosis con algunas de estas bacterias, lo
cual le permitid crecer adecuadamente y liberar toxina en mayor cantidad que cuando este‘
creci6 por si solo. : :
Se encontrd que fas cepas num. 3 y 7 (Lbulgaricus) y la cepa num4 b(L casei .’
pseudoplantarum) lograron controlar mejor la liberacién de toxina por el A. ﬂavus. que el
resto de las cepas de bacilos. : 1(
La interaccion de las bacterias lacticas con A.flavus, fue benéfica con algunas cepas de i
bacilos para el crecimiento del moho y/o liberacién de aflatoxina, y fue noclva para &l porque’
con otras cepas de bacilos su produccién de toxina fue menor. -

La falta de crecimiento del moho, asi como !a liberacion en menor proporcién de aflatoxina,
con algunas de las cepas de bacterias lacticas, pudo ser debida a la actlwdad de estas ya
los metabolitos que liberaron.

La Aflatoxina no pudo detectarse en Cromatografia de Capa: fina, debido ‘a que este
metabolito pudo haber perdido su caracteristica de fluorescer.

La presencia de A.flavus en el cultivo de lactobacilos afecté negativamente la actividad de
inhibicion de crecimiento de E.coli que poseen las bacterias lacticas, ya que disminuyo
significativamente.

Las cepas de L.casei pseudoplantarum y L. bulgaricus, tienen un comportamiento muy
variable, aparentemente pueden tanto ayudar al crecimiento del moho como a detenerio en
la produccion de toxina, en ambas especies hay extremos.

Se sugiere que el uso de las cepas. 3, 7 y 4 podria ser una buena opcidn para controlar la
contaminacion de alimentos por Aspergillus flavus.

TESIR CON
Phiun JE o rudi
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Se concluye que nortodas la‘s:cepas'def Lactobaciilus tienen el mismo comportamiento
antagénico frente al Aspergillus ﬂa’vus_. : : o

Las condiciones para que un microorganismo se desarrolle dependen de 1a regién, tipo de
sustrato Y ‘kmicrdorgannism‘os asociados, y como ’t‘:o‘nseé‘uencia ‘el efecto . ‘de. un

~ microorganismo en ‘panicular es impredecible.

Recomendaciones

rd

Y

Y

Para emplear cepas lacticas con fines antimicrobianos es'necesario e'valuayriés aﬁteé.‘ para
seleccionar las de mayor actividad, ya que pueden variar sus carécterislica§ segﬂ‘n las
condiciones donde vayan a ser empleadas.

Se recomienda realizar la investigacion directamente en alimentos y ver. la variacion en el
comportamiento de las bacterias lacticas interactuando con et moho.

Dado que la informacién sobre el A.flavus y aflatoxinas se ha obtenido en el laboratorio, es
necesario realizar las investigaciones en el alimento en paricular, para establecer
condiciones en cuanto al crecimiento y produccidn de toxina de A.flavus, ya que esto varia
dependiendo del tipo de sustrato, humedad y temperatura.

Las cepas num. 3, 7 y 4 de lactobacilos requieren de trabajo de investigacién para ver su
posible optimizacién en el control de la produccion de aflatoxina y/o crecimiento de A.flavus.
Se sugiere realizar también conteo de E.coli, s6lo si se quiere confirmar los datos obtenidos
por Densidad 6ptica.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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APENDICE

Anexo 1

PRUEBA DE LA CATALASA

Reactivos:
Peroxido de Hidrogeno 30%
Agua destilada

Procedimiento:
Metodo del Portaobjetos

Con aguja de inoculacidn recoger una colonia pura de 18 a 24 hrs., y colocarla en un
portacbjetos. Agregar una gota de peroxido de hidrégeno al 30% sobre la coloma

Observar si hay formacién de gas o no, El resultado de esta prueba debe ser negativo para
los Lactobacillus.

PRUEBA DE LA OXIDASA

Reactivos:
Diclorohidrato de tetrametil-p-fenilendiamina 1% ( reactivo de Kovac)

Procedimiento:
Prueba en caja Petri.

En un trozo de papel filtro colocado dentro de una caja Petri e |mpregnado con eI reactivo se
coloca la colonia en estudio utilizando el asa de platino.
Resultado positivo: indicado por 1a aparicién de un color purpura, en un Iapso no mayor de 10 seg.
Resultado negativo: no hay cambio de color o bien este ocurre después de los 10 seg. -
*Para los Lactobacillus debe ser negativo. .
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ANEXO 2

AFLATEST

N =

a0 hw

Preparar una dilucion de metanol:agua 80:20

Extraccion de la muestra.

-Pesar 50g de la muestra, adicionar 5g de NaCl (sal} y agitar.
-Adicionar 100ml de metano! 80%, agitar por 1 minuto.

-Filtrar en papel Whatman #1 hasta obtener 50 mi.

-Del filtrado tomar 10ml y adicionar 40 ml de agua destilada.

-Filtrar a través de papel 1ana de vidrio.

Tomar 10ml del filtrado y pasarlo por la columna de inmunoafinidad.
Lavar dos veces la columna con agua destilada en volumenes de 10ml.
Pasar por {a columna 1ml de metanol grado HPLC y colectarlo.

Del colectado de la columna se toma para leer en Cromatografia de capa fina.
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ANEXO 3

Método: Crématograﬁa‘de Liquidos de Alta Resolucién HPLC.
-Preparacién de la muestra.

Las muestras se centrifugaron a 2500rpm por 15 mmulos Se f itraron a través de filtro de
0.22 micrometros.

e . Después de cada filtrado se hizo una solucién. en metanol grado HPLC en una relacnén
90:10 metanol: muestra. ”

Condiciones de trabajo por equipo.

Columna: Cig de 4.6 x 150 mm., 5pm de tamaifio de pamcula

Velocidad de flujo: 0.8 ml/min. :

Fase movil: metanol 100%, grado HPLC.

Volumen de inyeccidn: 50pl.

Longitud de onda: 360 nm.

Tiempo de retencion: 15 min.

Caracteristicas del equipo:

Equipo marca Thermo Separation Productos (TSP).

Desgasificador con filtro para 4 liquidos.

Bomba de gradientes para mezclado automatico de 4 disolventes.

Inyector automatico de muestras con Loop de 50ul.

Columna HPLC de C4s de 4.6 x 150 mm, Spm de tamadio de particula

Detector de UV1000 TSP.

Computadora con Software adecuado para el control de equipo y procesam:ento de datos.
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