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RESUMEN 

En el presente trabajo se evaluó la actividad antiaflatoxigénica y la inhibición del crecimiento, de 14 bacterias 

acido lácticas sobre el moho Aspergillus flavus. Para lo cual se aislaron 13 cepas bacterianas de Quesos de cabra. Las 

cuales se identificaron morfológica y bioquimicamente por medio de una lindón de GRAM y pruebas de oxictasa. 

catalasa y fermentación de azúcares. 

Estas pruebas pennitieron identificar 8 cepas de Lactobacilllus casei pseuduplantarum, 3 cepas de 

Lactobaci/fus bulgaricus, 1 cepa de Lactobacillus lactis y 1 de Ladobacillus plantarum, se empleo una cepa ATCC de 

Lactobacil/us casci 

Se cultivó la cepa de moho Aspergillus flavus. proporcionada por la Unidad de Investigación en Granos y 

Semillas (UNIGRAS) FES-Cuautitlán, en agar Papa-dextrosa y se dejó crecer por 5 dias a temperatura ambiente. Se 

o:>secharon las esporas del cultivo y se estandarizó la ex>ncentraoón de esporas por medio de un hemocitómetro para 

obtener una ooncentración de 1 ()'.> conid1os/ mi. 

Las cepas aisladas de los Lactobadllus se sembraron en caldo Rogosa modificado (MRS) dejándolas crecer 

por 72 horas a 32ªC. Estos cultivos se inocularon con 1 mi de la suspensión de esporas estandarizadas. Se incubaron 

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

de 15días) 

Se cuantificaron cada uno de los microorganismos, lactobacilos y moho, por conteo en placa. Los conteos de tiempo 

cero mostraron que el moho estaba inhibido con la mayoría de las cepas de lactobacilos a excepción de las cepas num. 

9, 12 y 14 con las cuales el moho se adaptó y creció. Con la cepa num. 4 hubo inhibioón mutua. 

En los conteos al final de la interacción (tiempo de 15 días) se observó que en 6 de las cepas de lactobacilos, 

el bacilo se inhibió completamente frente al moho, en el resto de las cepas de lactobacilos se observO simbiosis entre tos 
Lac:tobacillus y el moho. 

Se utilizó cromatografia en capa fina y cromatografia de líquidos para detectar la presencia de aflatoxina en el 

caldo de cultivo de la mezda de lac1obacilo-moho. 

Los resultados obtenidos en cromatografia de capa fina no mostraron presencia alguna de aflatoxina, estos resultados 

fueron comparados con el cont~ (cultivo de Aflavus puro en caldo Rogosa), y un estándar de aflatoxina, no se 

obtuvieron resultados de la presencia de aflatoxina en el control, el estándar de anatoxina ftuomsció bajo la luz 

ultravioleta. 

La cromatografía de líquidos reveló la presencia de anatoxina en todos los cultivos de lac:tobacilos Inoculados 

con esporas de Aflavus. Estos resultados mostraron que con algunas cepas de bacilos, el Aflavus liberó mas toxina que 

con otras. También mostró que con las cepas num.3, 7 y 4 que resultaron ser Lbulgarirus, las dos primeras y L. casei 

pseudoplantarum la tercera, se detectó menor cantidad de aftatoxina. 



IV 

Se evaluó también el efecto del A flavus al estar en contacto oon los lactobacilos sobre la capacidad inhibitoria 

de crecimiento que poseen estos, frente a bacterias como E. coli , por medio de densidad óptica (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 oon el moho poseian 

una capacidad inhibitoria de creamienlo do E.coli da un rango del 86% al 96% de inhibición, después de 15 dlas de 

oontacto con el moho, los lactobacilos disminuyeron su capacidad, algunos hasta en un 44%, sólo en algunas cepas 

(num. 1 y 12) aumentó hgeramente su capacidad de inhibición al estar en contacto con A.flavus. 

Los resultados obtenidos con las cepas num. 3, 7 y 4 indican, que ¡xxtrian ser cepas de estudio para continuar 

la investigación y ver su efectividad en los alimentos. 
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INTRODUCCIÓN 

El hombre siempre• se. ha preocupado. por . proteger sus. alimentos;. principalmente de 

microorganismos asociados . a la de~c~mp~sicióll •. d~ es
0

to~; · pará Ío c~ál ha de~árrO:nádo métodos 

físicos, qulmicos o biológlcos que 1ej1en11itan'conse..Vár por más tier:ni>o lo~ alimentos de forma 

segura para su consumo. 

Uno de los problemas a los que se enfrenta es la contaminación de alimentos como granos y 

semillas. La alimentación humana y animal en gran parte se basa en el.· cO:llsuma:. de granos, 

principalmente de malz, de cereales como trigo, arroz, avena, sorgo y cebada, de· !rufos secos como 

nueces, cacahuates y pistaches, y de sus derivados, los que frecuentemente son i~~adidos por 

mohos, siendo el Aspergillus flavus una de las especies a las que se le ha dado más .atención por 

parte de los Investigadores, debido al riesgo que representa el consumir estos alimentos 

contaminados por este moho. (Moreno y Gil, 1991., Casanova 19g5¡ 

El Aspergil/us f/avus produce un metabolito tóxico llamado aflatoxina, el cual es un potente 

compuesto cancerigeno, teratogénico y mutagénico, que afecta diversos órganos del humano y del 

animal, principalmente el hlgado. (Pérez 1997, Kuiper-Goodman 199g, Bhatnagar y Cleveland, 2000) 

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

sanitaria. 

No sólo se ha detectado contaminación por Aspergillus f/avus en granos y semillas, sino que 

también en alimentos que tienen un periodo de maduración como embutidos, algunos tipos de 

pescado, leche y derivados lácteos (queso, yogur!, etc.). (Gourama y Bullerman, 1997) 

Diversas investigaciones se han realizado para obtener más información acerca del moho 

A.f/avus y sus metabolitos (aflatoxinas) para poder prevenir o controlar este problema. Actualmente 

una de las opciones que se han investigado es la utilización de bacterias lácticas y sus metabolitos, 

las bacteriocinas. 
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GENERALIDADES 

1. Bacterias Acido Lácticas (BAL) 

Las bacterias lácticas son microorganismos Gram-positivos, muy heterogéneos desde un punto de 

vista filogenético. Hay cuatro grupos principales de bacterias ácido lácticas tradicionales: 

Streptococcus (actualmente subdividido en Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y 

Enterococcus), Lactobacil/us, Pediococcus y Leuconostoc, a los cuales se han añadido otros como 

Weissella, Oenococcus, Atopobium, Alfoicoccus, Aerococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium. 

(Schleifer et al., 1995) 

Su clasificación se basa en las siguientes características: 

Moñologla celular: cocos o bacilos 

Modo de fermentar la glucosa: se distinguen dos vlas de fermentación entre las BAL. la 

fermentación homoláctica, que por la vla glucolltica Embden -Meyerhoff genera casi 

exclusivamente ácido láctico como producto final, y la fermentación heteroláctica, la que por 

la vía de las pentosas-fosfato (fosfogluconato·fosfocetolasa) genera otros productos además 

del ácido láctico, tales como etanol, acetato y co,. 
Configuración del ácido Láctico Producido: D, Lo ambos. 

Crecimiento a diferentes temperaturas. 

Capacidad para crecer en altas concentraciones de sal. 

Tolerancia a ácido o álcali. ( Axelsson. 1993). 

Las bacterias lácticas y sus metabolitos han sido consumidos desde tiempos remotos, 

actualmente tienen gran importancia económica ya que. bien de forma natural o adicionadas, 

desempeñan un papel importante en la fermentación de una gran variedad de alimentos. En ellos, 

sus actividades metabólicas no sólo contribuyen al desarrollo de características sensoriales y 

reológicas deseables sino que, además 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) 
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2 .. Acción Prohi6tica de Hnclcrias Li'icticns 

En los últimos años se ha demostrado el efecto terapéutico que tienen estas bacterias 
< ·: 

sobre los humanos, ya que se han usado en el mejoramiento del sistema inmunológico, digestivo y 

circulatorio, además en la prevención del cáncer y enfermedades transmitid.as pcír microorganismos 

como diarrea, vaginitis, infecciones intestinales, etc. Se consldera-que·::'un·:alime11ío :o aditivo 

alimentario es problótico cuando ayuda a mejorar la salud del hospedador, en este caso se ha visto 

que los lactobacilos mejoran la digestión del ser humano al consumir productos ·que los contienen. 

Para que los lacto bacilos sean utilizados como probióticos, es neces~·rio q~e la's 'cepas sean 

capaces de adherirse a las células intestinales y/o al mucus ya que es ·.un pr~~~~q~isito para la 

colonización. También deben soportar las barreras potenciales como: el bajo pH del estómago, la 

baja tensión superficial, la presencia de ácidos biliares y/o las. inieracclones> con ::otros 

microorganismos presentes. Otras cualidades importantes de estas cepasdeb~n'ser.ta producción 

de sustancias antimicrobianas y la resistencia a antibióticos. >.•.,_ :;•.:· .. ·::'. ' 

Se ha visto que los lactobacilos pueden requerir de complejos d~prc)té111as yÍo ca_rbohidratos 

para adherirse a las células intestinales. En algunas cepas, un material.tipa polisacárido facilita la 

unión, mientras que en otras cepas están involucrados complejos llpidi~~s y-·~r~i~l~icos. (Frag~so y 

Femández, 2000) 

3. Acción Bioconservadora de Bacterias Lácticas 

Los consumidores consideran a las bacterias lácticas como algo "natural" y "beneficioso para 

la salud", por lo que su empleo en la conservación de los alimentos tiene gran aceptabilidad. Si por 

bioconservación se entiende que, es la extensión de la vida útil e incremento de la seguridad 

sanitaria de los alimentos mediante la microflora natural o sus metabolitos, entonces las bacterias 

lácticas son los candidatos ideales para su selección como cultivos bioprotectores, y se ha llegado 

ha definir bioconservación como el empleo de bacterias lácticas. sus productos metabólicos o ambos 

para mejorar o asegurar la calidad de los alimentos. (Fragoso y Fernández, 2000). 



Se encuentran varias opciones para la incorporación de los bioconservantes en los alimentos: 

Uso de cultivos bacteriocinogénicos 

Uso de preparados de bacteriocinas en un producto previamente fermentado 

Uso de bacteriocinas sintéticas, purificadas o semipurificadas. 
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Por ejemplo, se ha usado como bioconservador en productos lácteos el lactacln 99 que es una 

bacteriocina producida por L. p/anfarum 99, que elimina las bacterias ácido lácticas racemasa 

positiva formadoras de cristales de lactato de calcio sobre la superficie de los quesos cheddar. 

La capacidad de producir grandes cantidades de ácidos orgánicos (fundamentalmente ácido 

láctico) por fermentación 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 

fenómenos de antibiosis de las bacterias lácticas también participan activamente otros metabolitos. 

Entre estos compuestos están las bacteriocinas, que han recibido una atención especial, tanto por 

parte de la comunidad cientifica como de la industria alimentaria. Esto se debe a que algunas 

bacteriocinas inhiben bacterias alterantes y patógenas que son resistentes a métodos de 

conservación tradicionales ya que son compuestos atractivos desde un punto de vista tecnológico 

(Fragoso y Fernández. 2000) 

4. Bacteriocinas 

Definición: Las bacteriocinas son compuestos peptidicos antimicrobianos que se sintetizan a 

nivel ribosómico y que, posteriormente, pueden sufrir modificaciones postraduccionales. 

Koninsky(1982) las definió como agentes antimicrobianos de naturaleza peptidica que varlan en su 

espectro de actividad. modo de acción, peso molecular. determinantes genéticos y características 

bioqulmicas. En condiciones normales las bacteriocinas son activas únicamente frente a otras 

bacterias Gram-positivas. 

Desde un punto de vista científico. las bacteriocinas de las bacterias lácticas se han 

clasificado en tres grandes clases. 
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Lantibióticos, péptidos pequeños (< 5 kDa), termoestables y con aminoácidos modificados, 

de los que los más comunes son la deshidroalanina (DHA) y la deshidrobutirina (DHB), originados 

por la deshidratación postraduccional de la serina y la treonina, respectivamente. La condensación 

de los residuos de DHA y DHB con el grupo sulfhidrilo de las cistelnas presentes en la .molécula 

origina los aminoácidos lantionina y b-metil-lantionina, respectivamente. 

Los !antibióticos de tipo A son péptidos formadores de poros, catiónicos y elongados que en 

algunos casos, como el de la lactacina 3147, constan de dos componentes. El prototipo de esta 

clase es la nisina, la bacteriocina de las bacterias lácticas más estudiada hasta la fecha. 

Los lantibióticos de tipo B son péptidos globulares inmunológicamente activos que actúan 

como inhibidores enzimálicos. 

Clase 11: 

Péptidos pequeños (< 10 kDa), termoestables y sin aminoácidos modificados en su 

estructura primaria. A su vez se pueden clasificar en cuatro subclases. 

Las bacteriocinas de la subclase !la se caracterizan por ser particularmente activas frente a 

los microorganismos del género Listeria. Sus secuencias aminoacldicas muestran un elevado grado 

de homologla (36-55%), que es mucho más 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 alusión a la bacteriocina más estudiada de 

este grupo, la pediocina PA-1. 

La subclase llb contiene bacteriocinas cuya actividad depende de la acción complementaria 

de dos péptidos, como la lactococina G. La subclase lle incluye a las bacteriocinas de la clase 11 que 

se transportan utilizando un sistema sec-dependiente, a pesar de que algunas, como la enterocina P 

muestran ciertas caracterlsticas propias de las bacteriocinas de la subclase !la. 

Por úllimo la subclase lld, engloba a las bacteriocinas de la clase 11 que, como sucede con 

la lactococcina A, no se pueden clasificar en ninguno de los subgrupos anteriores. Algunos autores 

han sugerido la creación de otra subclase para las bacteriocinas tiol-activadas, como la lactococcina 

B. 
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Sin embargo, estudios más recientes han demostrado que la oxidación del grupo sulfhidrilo 

no interfiere con su actividad, por lo que se trata de una propiedad sin entidad diferencial suficiente 

como para que las bacteriocinas que la posean constituyan un subgrupo propio, 

Claselll'. 

Proteinas de más de 30 kDa, termolábiles y sin aminoácÍdos rnodiÍic~dos en ;u estructura 

primaria. Estas bacteriocinas son las que poseen un menor interés indust.iiai. ~n la .ai:Íualidacl. 

Existen algunas bacteriocinas que no pueden clasificarse en· ninguna e de las clases 

mencionadas, como la enterocina AS-48 o las producidas por Enterococcus faecium L50. 

Las bacteriocinas de las clases 1 y 11 (especialmente lla) son las que han recibido mayor 

atención cientifica debido, en parte, a que son las que poseen mayor interés industrial. En general se 

trata de péptidos catiónicos y anfipáticos compuestos por entre 12 y 45 aminoácidos. Sus moléculas 

no suelen estar estructuradas en soluciones acuosas, pero poseen una propensión a formar 

estructuras cx-helicales cuando se exponen a solventes como el trifluoroetanol o cuando se mezclan 

con membranas compuestas por fosfollpidos aniónicos, 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 lantibióticos ha sido elucidada mediante resonancia 

magnética nuclear, hasta la fecha únicamente se ha resuelto la estrucíura tridimensional de una 

bacteriocina de la clase 11, la leucocina A. (Jacket al., 1gg5, Martlnez et al., 2000. B) 

Algunas bacteriocinas como Lactacin By F (de 6.3 kDa), Caseicin 80 (40 kDa), Plantaricin A, 

Plantaricin B y Bacteriocin, entre otras, son producidas por Lactobacillus acidophillus. casei y 

plantarum, respectivamente. (Hoover y Steenson, 1993) 

MODO DE ACCIÓN: La acción antimicrobiana de las bacteriocinas se debe a la desestabilización 

funcional de las membranas citoplasmáticas de las células sensibles. Las bacteriocinas actúan sobre 

las membranas, a través de un proceso que consta de tres etapas básicas: unión a la membrana, 

inserción en la misma y formación de poros, un fenómeno que. en última instancia, conduce a la 

muerte celular. 



6 

Se trata de un mecanismo compartido por la mayoria'de. las bacteriocinas producidas por 

bacterias lácticas. 

La unión inicial de las bacteriocinas a las membranas ·está gobernada por interacciones 

electrostáticas entre los residuos cargados positivamente de los :péptidÓs ·.¡ l~s ·.grupos rlegátivcís de 

los fosfollpidos de las membranas. 

Las regiones de las bacteriocinas que determinan la· espedficidaa.;ci~'t>e'ri:reconcícer e 

interaccionar de una forma especifica con entidades localizadas en las ;,;e;,;brarl~·s de las ~élulas. 
No obstante, en el caso de las bacteriocinas de amplio espectro, parece ;;,~··~,~~a~le.qúe sea un 

componente determinado de la membrana, y no un receptor como tal, el que re.~celonei con la región 

de la bacteriocina que determina la especificidad. 

La interacción no serla quiral ya que la especificidad de cepa que muestran las bacteriocinas 

no depende de interacciones estéreo-especificas. 

En la actualidad, existen dos grandes modelos que explican el mecanismo por el que las 

bacteriocinas generan poros en las membranas plasmáticas: el modelo de cui'\a, aplicable a la nisina 

y otros lantibióticos, y el modelo de duela de barril, aplicable a diversas bacteriocinas de la clase 11. 

(Martinez et al, 2000 B) 

En cualquier caso, la formación del complejo de poración en las membranas provoca la 

disipación de la fuerza protón-motriz (PMF) y, en Oltima Instancia, la muerte celular. La PMF es un 

gradiente electroqulmico necesario para que se efectúen gran parte de los procesos metabólicos 

dependientes de energla que tienen lugar en las células; consta de dos componentes: Un potencial 

de membrana (ll.'I') y un gradiente de pH (ll. pH). En los últimos ai'\os, 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 parámetro clave para comprender su 

mecanismo de acción. (Martlnez et al., 2000. B) 
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En general, el colapso de la PMF conduce a una reducción 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, como Ja· nisina, la pediocina PA-1, la lactococina A y la 

lactococina 8, condujeron a autores como Bruno Y Montiville (1gg3¡, citados por Martlnez et 

al.,(2000 B); a la conclusión de que las bacteriocinas compartlan un mecanismo de acción común: la 

disipación de la PMF en las células sensibles. 

Últimamente, se ha sugerido que la con.stitución global de las membranas, y no sólo su 

composición lipldica, podrlan ejercer una marcada influencia en la actividad. formadora de poros de 

una bacteriocina, ya que las protelnas de la membrana podrlan intervenir decisivamente en el 

ordenamiento lipidico de esta estructura. 

En este sentido, aunque las bacterias naturalmente resistentes a una bacteriocina no 

puedan evitar la inserción de monómeros de uria bacteriocina, la composición global de· sus 

membranas impedirla que se formarán poros de suficiente duración y diámetro como para causar la 

muerte celular. Una vez que las moléculas de bacteriocina han formado un complejo de poración, la 

muerte de las células sensibles puede ir acampanada o no de un proceso de lisis celular. (Martlnez 

et al., 2000. B) 

Bhunia et al. (1991) sugirieron que la muerte celular puede activar sistemas autollticos que, 

a su vez, serian responsables de la lisis en algunas cepas. En este sentido, se ha observado que los 

lantibióticos nisina y Pep 5 son capaces de liberar y activar enzimas autoliticas normalmente unidas 

a los ácidos teicoicos, lipoteicoicos y teicurónicos de la pared celular de Staphylococcus simulans 

22. 

A pesar de que muchas bacteriocinas de las bacterias lácticas poseen estructuras 

primarias similares, su espectro antimicrobiano varia mucho más de lo que se podrla esperar de una 

mera interacción entre un péptido catiónico 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 análisis de las relaciones entre la estructura primaria y la especificidad celular 

podría permitir la identificación de interacciones péptido-célula claves para determinar si una célula 

es sensible o no a un péptido antimicrobiano. Por este motivo, el establecimiento de las relaciones 

estructura-función constituye actualmente uno de los grandes retos en el campo de las 

bacteriocinas. (Martinez et al .. 2000. 8) 
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La bacteriocina Plantaricin C, que es producida por L.p/antarum, comparte el mecanismo 

de acción mencionado anteriormente; actúa contra células sensibles formando poros en la 

membrana, disipando la PMF e inhibiendo el transporte de aminoácidos. (Gonzátez et al., 1996) 

Asi también la Lactacin F, producida por L. johnsonnii, induce la pérdida de k• de las.células 

de E.feaca/is, depotariza la membrana citoplasmática, y la hidrólisis interna del ATP; indicando esto 

que forma poros en la membrana en ausencia de la fuerza protón-motriz (PMF). (Abee et al., 1994). 

BIOSINTESIS: En general, las bacteriocinas se sintetizan en forma de precursores 

(prebacteriocinas), en los que la parte que dará lugar a la bacteriocina (probacteriocina) está 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 biológicamente activa mientras se encuentra en el interior de la 

célula productora y, por otra, proporcionar la sei'lal 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 e-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 efectúa mediante transportadores del tipo ABC (ATP Binding Cassette) y sus correspondientes 

protelnas accesorias. 

Los determinantes genéticos de ta bioslntesis de una bacteriocina se pueden localizar a 

nivel plasmldico o cromosómico. Además pueden residir en transposones insertados de forma 

estable en el cromosoma de las células hospedadoras, como sucede en el caso de la nisina. (Jac~ 

et al., 1995, Martlnez et al., 2000. 8) 

S .. Factores que afectan la eficacia de las hacteriocinas en los alimentos. 

A pesar del innegable potencial práctico 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 y/o de las cepas productoras en aplicaciones 

industriales. 
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Entre los factores que afectan a las bacterias láctiéas bacteriocinogénicas destacan los 

siguientes: 

1. La existencia de un ambiente inadecuado (pH, temperatura, nutrientes,' etc.) para la slritesis 

de bacteriocinas. 

2. La pérdida espontánea de la bacteriocinogenicidad, lo cual pued.é suceder:. por éjemplo, 

cuando los determinantes genéticos para la bioslntesis de la~ bactério~Ín_~s'séeiicuenÍran 
localizados en plásmidos inestables. · · :.•: · ·. ·-.:;• .. · 

3. La existencia de fagos que destruyan o impidan el crecimiento ncii;,,al:de:·1as cepas 
•.. ', >< _'• ~·· . . 

bacteriocinogénicas. 

4. Los fenómenos de antagonismo con otros microorganismos preseritese~'el ~liniento. 

En cuanto a los factores que pueden influir negativamente en la acción ·de'i1~~-bacterioci_nas, los 
principales son: ., .... 

La aparición de microorganismos resistentes. Se trata d~ ;.un :probi~.~~ particularmente 

preocupante ya que las células que adquieren resistencia frenie:a una bacterieclna suelen 

mostrar resistencias cruzadas frente a otras bacteriocinas de ía"misfiia'clas~. · 

La existencia en el alimento de condiciones (por ejemplo · pH, proteasas, procesos 

oxidativos, aditivos alimentarios), que alteren la estructura y/o función de las bacteriocinas. 

La posible unión de las bacteriocinas a ciertos componentes alimentarios como grasas o 

proteínas. 

La dificultad para lograr que la bacteriocina se solubilice o se distribuya uniformemente en la 

matriz alimentaria, especialmente en alimentos que se elaboran con materias primas sólidas 

y/o semisólidas. ( Martínez et al., 2000 A) 

6. Aflatoxinas 

Las aflatoxinas son contaminantes de origen fúngico producidas principalmente por algunas 

especies de Aspergil/us (A. llavus. 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.,1990, Moreno 

y Gil, 1g91¡ 
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El crecimiento de mohos y producción 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 agrlcolas, los mayores niveles de concentración se han encontrado en semillas 

de algodón 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 aflatoxlnas, de las cuales las más frecuentes en los 

alimentos son la 81, s,, G1, G,, M1 y M>-

La aflatoxina M1 es un metabolito hldroxilado de la aflatoxina 81, secretada en la leche de los 

animales que consumen alimentos contaminados con 81. 

La cantidad de M1 secretada es proporcional a la cantidad de 81 ingerida. La tasa de 

conversión de 81 en M1 oscila entre 0.4 y 3% aceptándose por lo general una tasa media cercana al 

1% (Cole, 1981., Moreno y Gil, 1991). 

Las aflatoxinas poseen actividad mutagénica y carcinogénica; la más tóxica es la 81 y en 

orden decreciente le siguen M1, G1, S, y G>. La Agencia Internacional para la Investigación en 

Cáncer (IARC) incluye a las aflatoxinas dentro del grupo 1, considerándolas cancerigenas para et 

hombre. Asl mismo el comité mixto de la Organización Mundial para la Salud y la Organización para 

la Agricultura y la Alimentación (FAO/ OMS) de expertos en aditivos Alimentarios (Codex alimentario) 

calificó las aflatoxinas como potentes carcinógenos humanos. 

Las concentraciones máximas permitidas de las aflatoxinas 81, 8>, G1 y G, en alimentos 

para consumo humano están regulados por el Real Decreto (RO) 475/1998 y son los siguientes: 10 

µg/Kg. para la suma de las cuatro aflatoxinas y Sµg/Kg para la aflatoxina 81. (Holmquist 1983, 

Burdaspal, et al.. 1990) 
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Se ha encontrado otro grupo de alimentos en- el cual también-suele ocurrir el crecimiento de 

mohos productores de aflatoxinas. Éste incluye IÓs alimentos que' requieren - un periodo de 

maduración como quesos, algunos tipos de pescado,· embutidos, yogurt, entre·otros: (Gourama y 

Bullerman, 1gg7¡ 

El nivel de las aflatoxinas en los alimentos puede" fluctuar considerabÍenÍente 'de un aÍlo a 

otro, en función de diversos factores-como por ejemplo l_a_s éondi_ciÓri_es'á_dver~asqúe favorecen la 

invasión por los hongos y la proliferación de éstos ya sea e~el 1:;¡;,;;.;¡;;;:o duraíliB"el almacenamiento. 

(Moreno y Gil, 1991) /'_,, "-
·'\.'·:: -

Aunque existen diferencias geográficas y climáticas ~n ·}~-~ P;C)~-~~f(Jn' e Incidencia de 

aflatoxinas. la exposición a estas sustancias se registra erl': tódó :et'> mündó·y:muchós de los 

suministros mundiales de alimentos están contaminad.;s en -afg~ría--.rié'diciá/Por.~orÍ~lguiente las 
.·-" •., - .;.:. __ ,_,_. ,_,,_. ,',,. --·--

aflatoxinas pueden hacer que nuestros alimentos sean peligrosos: Estas sustanclás-pueden afectar 

a numerosos órganos y sistemas, en particular el hlg~clo',i l.;s ri~~nes) el :sisÍe,,;a: nervio_!;º· el 

sistema endocrino y el sistema inmunitario. (Kuiper-Goodman 199_9) '' ' '-

La interacción entre mohos aflatoxigénicos y otros microorganismos es un fenómeno común 

en la naturaleza. Esta interacción resulta en cambios continuos de la disponibilidad de nutrientes y la 

producción de productos finales volátiles o no, que pueden estimular, inhibir o no tener influencia en 

el crecimiento del moho y la producción de aflatoxina. (Gourama y Bullerman, 1997, El-Gendy and 

Marth, 1981). 

7. Relación de las Aflatoxinas con las Bacterias ácido Lácticas 

Desde el descubrimiento de la aflatoxina en 1960, se ha llevado a cabo una investigación 

extensa en el campo de metabolitos tóxicos. Estas han reportado la inhibición 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 interacción de algunos microorganismos con 

A.flavus o A.parasiticus puede influir en la producción final de aftatoxina positivamente o 

negativamente. Se ha visto que A.n/ger puede inhibir la producción de aftatoxina en cacahuates 

contaminados con especies aftatoxigénicas. El Slreptococcus lactis no solamente puede inhibir la 

bioslntesis de la aftatoxina sino que también la degrada transformándola. (Coallier e ldziak 1985, 

Moss, 1989) 

Algunos investigadores, han encontrado que la levadura Hypopichia burtonii y el Bacillus 

amy/ofiquens, ambos frecuentemente aislados como contaminantes superficiales de semillas de 

malz, podían estimular la producción de aftatoxina por A. f/avus cuando crecían conjuntamente en 

malz y arroz previamente esterilizado. (Moss 1989, Gourama y Bullerman, 1997) 

Debido a la toxicidad de A.f/avus y A.parasiticus, las investigaciones sobre aftatoxlnas y su 

producción se han intensificado, desarrollando experimentos con los cuales se pueda, inhibir o 

controlar la producción, en el mejor de los casos, de la aftatoxina. 

Ahora se conocen diferentes bacterias ácido lácticas que poseen actividad· anti;;,icroblana 

contra organismos patógenos. Rutzinksi y Marth (citados por Coallier-Ascah, 1985), ~~tificaron los 

efectos inhibitorios de Streptococcus /actis y S. cremoris contra Enterobacter y Hafnia especies, 

Asl como también muchas han sido reportadas por afectar la producción de aflatoxina, como el 

Lactobacillus ssp se ha encontrado que inhibe la bioslntesis de la aflatoxina, sin embargo la adición 

de Lactococcus lactis a cultivo de moho estimula la producción de aftatoxina. 

JUSTtFICACION 

Debido a que el consumo de alimentos contaminados con aftatoxinas, 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 contaminación. 

Por las investigaciones antes mencionadas, se ha visto que las Bacterias Lácticas pueden 

ayudar a controlar o inhibir la producción de la aflatoxina de Aspergillus flavus. 

Con este trabajo se pretende contribuir al conocimiento sobre la interacción Lactobacilo

moho, y sea considerado para estudios posteriores, en relación con el control de la contaminación 

de los alimentos, por aflatoxina. 

TESif; C:"r! 
FALL.f .. :U.G v.i:~11..iEN 
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OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar el efecto de 14 bacterias ácido lácticas sobre la inhibición del crecimiento del moho 

Aspergil/us f/avus y su actividad aflatoxigénica. 

OBJETIVO PARTICULAR 1: 

Determinar el efecto de las células de 14 bacterias ácido lácticas, sobre el crecimiento del 

moho y/o producción de su aflatoxina. 

OBJETIVO PARTICULAR 2: 

Determinar la presencia de aflatoxina producida por A. f/avus en la interacción con las 

bacterias lácticas. 

OBJETIVO PARTICULAR 3: 

Determinar la influencia que ejerce A. flavus sobre las bacterias tácticas en su capacidad 

de inhibir el crecimiento de E.coli. 
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MATERIAL Y Mt::TODOS 

1.1 MATERIALBIOLÓGICO 

• La cepa de Aspergillus flavus obtenida de granos de maíz fue proporcionada por la Unidad de 

Investigación de Granos y Semillas {UNIGRAS) FES-Cuautitlán UNAM. 

• Las cepas de bacterias lácticas se obtuvieron de quesos de cabra producidos artesanalmente. 

1.2MÉTODOS 

1.2.1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS LÁCTICAS 

Para obtener las cepas, se tomó una pequeña muestra de diferentes quesos, la cual se 

sembró directamente en agar sangre con pH ácido y se incubó a 32"C por 24 horas; después de las 

cuales se procedió a su purificación e identificación. 

1.2.1.1 IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA Y BIOQUfMICA DE BACTERIAS 

La morfología fue determinada a cada una de las cepas mediante la Unción de GRAM, por 

medio de la coloración de su pared celular. (Speck 1g04¡ 

Se purificaron las cepas cuya morfología era de bacilos, ya que son las que tienen interés en 

este estudio, y mediante la tinción de GRAM se verificó su pureza. 

Pruebas Bioqulmicas: A cada cepa se le realizaron las siguientes pruebas para su identificación: 

prueba de oxidasa, catalasa { Alvarez y Mendoza 1gg4, Anexo 1), y para la fermentación de los 

azúcares se preparó una base de caldo rojo fenal con 1 % de los siguientes carbohidratos: celobiosa, 

rafinosa. xilosa, trealosa, maltosa. glucosa. manitol, melezitosa, sorbitol, melibiosa. suerosa. manosa 

y lactosa, en los cuales se inoculó cada bacilo y fueron incubados a 32"C. Los tubos fueron 

examinados cada 24 horas para detectar vire del indicador Rojo de fenal por disminución del pH, 

debido a la fermentación o no del azúcar, esto se realizó hasta un tiempo máximo de 10 dias. (según 

el manual Bergey·s. ya que es el más antiguamente reconocido en el área de microbiologla; aunque 

existen diversos criterios para clasificarlos). Los resultados de la prueba se compararon con una 

tabla de identificación de Lactobacillus. Según Bergey·s. (Holt, 1g7g¡ 
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1.2.2 ESTANDARIZACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ESPORAS DE Aspergilfus f/avus 

1.2.2.1 CULTIVO DE Aspergil/us flavus 

EL moho Aspergillus f/avus se cultivo en Agar Papa-Dextrosa el cual se preparó como 

indica el fabricante. y después se esterilizó a 121ºC por 15 min. 

Una vez realizado esto se sembró el moho Aspergillus f/avus dejándolo crecer a una 

temperatura ambiente de aproximadamente 28ºC por 5 dlas. 

1.2.2.2 COSECHA DE ESPORAS 

Para poder obtener las esporas del A.f/avus se preparó una solución estéril de tweeri 80 al 

1%. 

Se tomó una de las cajas en las cuales ya habla producción de esporas, se colocó dentro de 

un campo estéril, se abrió la caja cuidadosamente y se le agregó un volumen conocido de tween 80 

al 1 % , tratando de que la superficie de la caja quedara cubierta totalmente, con un asa se raspó 

suavemente la superficie hasta que se desprendieron en su totalidad las 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 suspensión de esporas. este filtrado se realizó para retener tos restos de 

micelio y agar que se pudieron desprender durante el raspado. El matraz se cerró de manera estéril 

y se guardo en refrigeración para posteriormente realizar la estandarización de la concentración de 

esporas. (Gilchrist et at., 1 gg5) 

1.2-2.3 ESTANDARIZACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ESPORAS 

La estandarización de la concentración de esporas se realizó mediante el empleo de un 

hemocitómetro de la siguiente manera: se tomó una gota de la suspensión con una pipeta Pasteur y 

se colocó en cada extremo del hemocitómetro. enseguida se colocó el cubreobjetos cuidando de que 

no quedaran burbujas y que la gota no se derramara ni se saliera de los campos de conteo. Esto 

darla un dato erróneo, ya que el excedente arrastraría las esporas. 
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El hemocitóinetro consta de dos campos de conteo; en cada campo se tienen nueve 

cuadros, que.a su vez están divididos en cuadros más pequeños. (Figura 1) 

Tanto los cuadros grandes como los pequeños tienen dimensiones conocidas, de tal modo que por 

medio de fórmulas se puede obtener el número de esporas· por mi. 

Con los datos obtenidos, se calculó un valor de la· media; éste se multiplica por una 

constante que depende del hemocitómetro que se utilice, en éste cas·o el valor de la constante es de 

2000. De ese producto se obtuvo la concentración· en conidios/ml. Se utilizaron las siguientes 

fórmulas para obtener una concentración de 1 os conidios/ml (Gilchrist et al., 1995) 

Fórmula para obtener la concentración de esporas: 

Donde: 

C1 =concentración inicial (conocida en el conteo) 

V1 =volumen inicial (establecido arbitrariamente al preparar el inóculo) 

C2 = concentración final deseada (según el estudio a realizar) 

V2 =volumen final (desconocido) 

Despejando: 

V2 = -9.iJl¡ 
C2 
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~ l lcmocitóml.-tro. muestra lo' campos de conteo para 
lu cstwldnri;.ación de la concl."Tllr.1ción Je l.-Spor.L"· 

1.2.3 PRUEBA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO DE A.flavus 

Las 14 cepas de Lactobaci//us spp .• se sembraron en tubos con 5ml de caldo Rogosa 

Modificado (MRS), se incubaron a 37ºC por 72 hrs. después se inocularon con 1ml de la suspensión 

de espora obtenida anlerionnenle y se dejaron a temperatura ambiente (2B-30ºC aprox.). Se 

realizaron observaciones 5. 10 y 15 días post-inoculación anotándose los cambios ocurridos del 

crecimiento del moho. durante este periodo. 

Todo esto se realizó por triplicado. 

1.2.3.1 CUANTIFICACIÓN DE Lactobacil/us y Aspergi//us navus 

El conleo en placa se realizó usando la 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 las muestras, hasta 1 Q-3. Se 

tomaron 10µL de las diluciones 10-2 y 10-3 para el conteo bacteria!, sembrando por duplicado cada 

dilución, en agar MRS preparado con anterioridad y se colocó la gota dejandlo secar, enseguida se 

incubaron a 37°C por 24 hrs. después se realizó el conteo. 

TESIS r:oN 
"FALLA Dh v~u.UiN 
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Para el conteo de moho se tomaron 400µL de las mismas diluciones y se colocaron de 

manera estéril en cajas petri, vaciando en cada una agar Papa-dextrosa estéril y se homogenizó la 

caja adecuadamente. Cada dilución se realizó por duplicado. 

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

Todo esto se realizó para cada una de las cepas de lactobacilos y para cada una de las 

repeticiones hechas. 

1.2.4 INTERACCIÓN ENTRE Lactobacillus Y Aspergillus f/avus 

Cada cepa de lactobacilo se sembró en tubos de ensaye con tapas de rosca, sin agitación, 

conteniendo cada tubo 5ml de caldo MRS, se incubaron a 32ºC por 72 hrs y después se Inocularon 

con 1 mi de la suspensión de espora obtenida anteriormente. Se cerraron parcialmente y se dejaron 

a temperatura ambiente (28-30" C aprox.). Se tomaron muestras a los O, 5, 10 y 15 dlas de 

inoculación. 

Todas las muestras se hicieron por triplicado. 

1.2.5 DETECCIÓN DE AFLATOXINA 

1.2.5.1 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE AFLATOXINA 

Para la extracción y purificación de la Aflatoxina, de los cultivos de moho-laclobacilo, 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 

utilizó el método de cromatografia en capa fina (TLC). 

Una muestra de 0.1 mi de caldo fue tomada cada 5, 10 y 15 dlas para el análisis. 

Las toxinas fueron determinadas en el caldo solamente. Un volumen de 3µL se aplicó 

directamente por duplicado en la placa de silica gel. Siguiendo el método usado por Tsai et al, 

(1984) 



Como disolventes de corrida se emplearon 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 método descrito p°'r el AOAC (1990), para la detección de aflatoxinas, y la tercer 

mezcla tolueno-acetato de etilo 88%-ácido fórmico 60:30:10 usado porTsai et. al. (1984) 

Las muestras (3µL) se aplicaron en placas Whatman precubiertas de sllica gel 

fluorescentes de 2x7 cm de !amano, con base de aluminio de 250µm de grosor. Se dejó secar la 

muestra en la placa y esta se· colocó en una cámara con cada una de las diferentes mezclas de 

disolventes y se. desa"rrolló por cromatografla ascendente. Cuando el frente del disolvente(s) alcanzó 

una altura de 5cin en la placa, esta se sacó de la cámara y se dejó secar. Se realizó la lectura 

examinando las placas bajo.luz Ultravioleta con longitud de onda de 360 nm. 

Se manejaron 3 controles de. A. flavus : , los. cual~s se compararon con. un estándar de 

aflatoxina. Asl también tÓdas las muestras fueron comparadas con éste. 

1.2.5.3 CROMATOGRAFIA DE LIQU IDOS (HPLC) 

Las muestras tomadas para este análisis se centrifugaron a una velocidad de 2500 rpm por 

20 minutos, después se decantaron y se filtraron a través de membrana millipore de 0.22 µm, y se 

guardaron para su posterior análisis. 

Cada una de las muestras se diluyó en metano! grado HPLC, en proporción de 10:90. Se tomaron 

50 ~·I de esta dilución y se inyectaron en el equipo de HPLC, el cual se estandarizó previamente, al 

hacer varias inyecciones del disolvente empleado en la fase móvil. 

Se empleó una columna de C1a de 4.6 x 150 mm, con las siguientes condiciones de trabajo: 

velocidad de flujo 0.8 ml/min. fase móvil: metano! 100% grado HPLC, volumen de inyección 50µ1, 

longitud de onda: 360nm. (Método de HPLC públicado por el Diario oficial, Junio 2000) 

Se tomaron como referencia la lectura de un estándar de aflatoxina 81 y la del control de 

A.flavus (Anexo 3) 
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1.2.6 PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO 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 sembró E.coli en caldo nutritivo, dejándolo crecer por el mismo tiempo. 

Transcurrido este tiempo se centrifugaron los cultivos de lactobaci.los· á una velocidad de 2500 rpm 

por 15 minutos, el sobrenadante obtenido se separó por. deca_ntac.ión .. y se guardaron en 

refrigeración por 24 hrs para utilizarlos posteriormente. Después sé t.omaron 100µ1 ·del cultivo de 

E.coli y se inocularon en caldo nutritivo a temperatura de 37°C en bkn·~ ·María: con:·agitación por 3hrs, 

esto se realizó para estandarizar el cultivo de E.co/i. Una vez realizad~'esto; se Inocularon 200µ1 de 

E.coli estandarizado a 5 mi de cada uno de los sobrenadantes deLacto6acillus y se incubaron a 

32ºC por 24hrs. (Meyer et al., 1992) 

1.2.6.1 DENSIDAD OPTICA 

Los sobrenadantes inoculados con E. coli estandarizado e incubados a 32º C por 24 horas, 

se colocaron después en el espectrofotómetro, modelo 390 Tumer, el cual se calibró con agua 

destilada y caldo MRS. Las lecturas se hicieron a una longitud de 590 nm. Al final se realizaron los 

cálculos 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 inhibición. (Meyer et al., 1992) 

1.2.7 RECUPERACION DE LACTOBACILOS 

Una vez que transcurrió 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 tomó 1 mi y se 

sembró por estria en agar MRS, se incubaron a 32°C por 24 hrs. Después se tomó una colonia de 

cada bacilo y se sembró de nuevo. (Speck. 1984) 

Los lactobacilos recuperados se sembraron nuevamente en caldo Rogosa, a 32ºC por 24 

hrs., después se centrifugaron a 2500 rpm/15min y el sobrenadante se separó por decantación, y se 

les determinó su capacidad de inhibición de crecimiento de Eco/i como se describió anteriormente. 
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RESULTADOS 

Los resultados que se obtuvieron de la identificación morfológica y bioquimica de las cepas aisladas 
se muestran en la siguiente tabla: 

Tabla 1. Resultados de la Prueba Bioquimic• (fennentación de azúcares por las bacterias 
lácticas) 
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Se aislaron 13 cepas de bacterias lácticas, las cuales por su morfología son bacilos GRAM 

positivos. La identificación bioquímica dio los siguientes resultados: de los 13 bacilos aislados 8 son 

Lactobacillus casai pseudop/antarum, 3 son Lactobacil/us bulgaricus, 1 Lactobacil/us p/antarum y 1 

Lactobaci/lus /actis. Se utilizó una cepa ATCC de Lcasei.(cepa num. 5) 

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

ESTANDARIZACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ESPORAS 
Con la estandarización de la concentración de esporas se obtuvo una concentración de 1 Q5 

conidios/ml, la cual se inoculó a cada bacilo. 

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

Tabla 3: Variación del crecimiento fung•I por cont.c:to con los Lactobacillus 
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Después de estar en contacto con los lactobacilos el moho mostró estructuras de 

resistencia, esclerocios, cuando las muestras de tiempo cero y de 15 dias post-inoculación del moho 

fueron sembradas en agar MRS y en agar Papa-dextrosa para el conteo de cada microorganismo, 

se observó que el moho creció en ambos medios de cultivo y que presentaba acumulación de 

micelio, llamado esclerocio. 

Esto se observó en casi la totalidad de las cepas en el tiempo de 15 dias, en donde con agar 

MRS el micelio pennaneció de color blanco, no llegó a la madurez, mostrando escierocios. 

En agar Papa-dextrosa el moho creció hasta la madurez, mostrando el color verde 

caracteristico, y también presentó esclerocios con las cepas de 2, 11, 13 y 14 a los 15 dias post

inoculación. El moho creció bien con las cepas 9, 12 y 14 desde el inicio (tiempo cero). Como se 

muestra en la tabla 2. 

Gráfica 1: Comparación del crecimiento de moho A.navus y Lactobacil/us en su medio óptimo 
de crecimiento en tiempo cero 
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Como se puede observar en la gráfica 1 el crecimiento del hongo está inhibido· en la 

mayoría de las cepas, sólo en las cepas número 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. /actis y 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 9 y 

marcadamente con la cepa 14. 

Gráfica 2. Comparación del crecimiento de Lactobaci/lus y moho A.flavus en su medio óptimo 
en tiempo de 15 días 

5, 

5 

lag UFC/ml ~'I 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

# Lactobacillua 

Al comparar en general, el crecimiento de lactobacilos y de hongo después de haber estado 

en contacto por 15 dlas, 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, 

dándose una simbiosis, en la cual ambos se beneficiaron, no totalmente ya que la cantidad de bacilos 
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no es igual a la cantidad de hongo presente, con excepción del bacilo# 14 que al parecer la cantidad 

de bacilo y de hongo están muy cercanas. 26 

Las cepas ·1, 4 y 6. que re~ult~ron.~er'de la.misma es~cie L. casei pseudoplantarum al 

parecer el bacilo estar presente casi en la ;,,i~;,,apr~p~r~i6n~AUgu~I que en la cepa 5 que es L.casei 

ATCC, pero no tienen un comportamient~ igÚal, ;~qu~~·en'1~s d~pa~· 1 y 5.predomina el hongo sobre 

el bacilo, no as! en las cepas 4 y 6 ya que. el ¡,;;11~;; p~es~llte'es menor al bacilo, lo que nos puede 

indicar que de cierta manera el bacilo está actuando sobre el moho ya sea para inhibirlo o ayudarlo. 

En las cepas 3, 7 y 14 son L. bu/garicus 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 (gráfica 2) que se adaptaron bien ambos microorganismos, 

y que la simbiosis entre ambos tuvo una tendencia benéfica para el bacilo. 

CROMATOGRAFÍA 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 utilizó como disolventes acetona-cloroformo-agua destilada en 

proporción de 12:88:1.5, se desarrolló 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 observó 

fluorescencia alguna. 

Mezcla 2: Se utilizaron disolventes como xileno, alcohol isopropilico y metano! 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 observó fluorescencia de las 

muestras. 

Con la mezcla 3 donde tolueno-acetato de etilo 88% - ácido fórmico en proporción de 6:3:1 

(v/v/v) fueron utilizados para revelar las placas, según Tsai et al, (1984), tampoco se obtuvo alguna 

fluorescencia de las muestras ni en los controles del experimento, que fueron comparados con un 

estándar de aflatoxina, la cual si mostró fluorescencia bajo la luz ultravioleta, con los tres sistemas 

utilizados. 
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CROMATOGRAFÍA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC) 

Los resultados obtenidos de las muestras por HPLC se observan en las gráficas (7 a21). Las 

gráficas son expresadas en minutos por milivolts. Para identificar el pico que pertenece a la 

anatoxina se obtuvo una gráfica del control, y después se adicionaron 10 µI de una solución de 

aflatoxina estándar a la muestra control para mostrar el pico correspondiente a esta. (Gráficas 3 y 4) 

Cada gráfica se ha agrupado por las cepas de la misma especie. Las graficas (6, 7.y 8) 

corresponden a las cepas núm. 3, 7 y 14 las cuales son L.bu/garicus. La intensidad det 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, mostró tener un máximo 

efecto inhibitorio en la liberación de toxina, en segundo término la cepa 7 su gráfica muestra una 

intensidad de pico de o.g 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 comportó muy diferente frente al moho, en la liberación de toxina. Que al 

compararse con la obtenida con A.flavus crecido sólo, en caldo MRS, la liberación de toxina fue 

baja. Con la cepa 14 el moho aumenta la liberación de toxina con la presencia de este lactobacilo. 

El siguiente grupo de gráficas (11 a 19) pertenece a L.case/ pseudoplantarum, que lo forman 

las cepas núm. 1, 2, 5, 6, 8, 9, 11 y 13. (Exceptuando la número 14 que pertenece a la cepa 5 que 

esATCC.) 

En general, también estas cepas mostraron un comportamiento diferente ante el moho, ya 

que la producción de toxina varió en diferentes niveles. Las cepas 1, 4, y 13 fueron en las que se 

detectó menor producción de toxina por el moho, de estas tres cepas, la número 4 parece ser que 

controló mejor el crecimiento del moho y la producción de toxina. 

Las cepas 5, 6, 8, 9 y 11 muestran un comportamiento similar entre ambas, en la liberación 

de toxina por el moho. (Ver gráficas 14 a 18) 

En las cepas 10 y 12 (gráficas 20 y 21), que son L. plantarum y L. /actis respectivamente, por 

lo que se puede observar, el comportamiento de ambas cepas es parecido, ya que la intensidad del 

pico de cada una de ellas esta entre 1.5mV y ligeramente arriba de 1.5mV, encontrándose en un 

porcentaje menor siendo la mayor altura de pico obtenida de todos los resultados la de 4.8mV. 
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Gráficas 3 y 4: Identificación de Aflatoxina por cromatografía de Líquidos 
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Gráficas 5 y 6: Estándar de Aflatoxina y contr,;9;...l_A_.n~a_v_u~s~----------¡¡ 
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Gráficas 7, 8, 9 y 10: Influencia de la interacción de Lactobacil/us bulgaricus y A.flavus en la 
liberación de toxina 
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Gráficas 11,12, 13 y 14: Influencia de la interacción de Lactobacillus pseudoplantarum y A.flavusen 
la liberación de toxina 
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Gráfica 19: Influencia de la interacción de Lactobaci/lus pseudoplantarum y A.flavus en la liberación 
de toxina 
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liberación de toxina 
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Los resultados de esta prueba realizada a cada uno de los bacilos antes y después de estar en 

contacto con el hongo mostraron la siguiente actividad inhibitoria del crecimiento de E.coU: 

Tabla4. Influencia del A.flavus sobre la actividad antibaeteriana de 
Las cepas de Lactobacll/us 

L. casei pseudoplantarum 92.8 97.5 
(1) 

~~~,~~~~,~r~~t~~~~~~~~~~~· 
L. bulgaricus (3) 94.8 93.7 

!J~~J#l:i~::!t~''JIJ~.~~ 
L. casei (5) 96.6 92.2 

~~~,~~fm~~;~~~~ 
L. butgaricus (7)" 92.1 71.1 -- ~ .... : ..... -· -- ,.. . - ... 

L.casei pseudoplantarum 95.1 96.2 
(9) 

~~~wwwm.ma111m1il1!!111••••••••••••••• 
L. casei pseudop/antarum 92.9 44.15 

(11). 
~~ll\iil§í9'Q __________ lilll~ 

L. casei pseudoplantarum 94.6 93.3 
(13) 

~Z•DiJllll!lllm _ _, .................. .. 

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

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

86.3%. 

TESIS r.nN 
"FALLA LJ!<., us.uGEN 
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Los resultados obtenidos de densidad óptica después de haber estado en contacto 

lactobacilos y hongo, se muestran también en la tabla 3. 

Los resultados obtenidos después de la interacción con el moho, muestran que algunas 

cepas disminuyeron notablemente su capacidad de inhibir al E. co/i, mientras que otras mejoraron 

ligeramente su actividad frente a E. coli. 

Las cepas 2, 4, 7, 10 y 11 (tabla 3) mostraron una disminución marcada en su actividad 

inhibitoria del E coti; por ejemplo la 2 de un g6.4% bajo hasta un 85.8% de Inhibición, y la cepa 4 de 

86.3% hasta un 69% siendo ambas L. casei pseudoplantarum. La diferencia más notable fue con la 

cepa 11 que de un 92.9% bajo hasta un 44.15%, su actividad disminuyó en más del 50%, y también 

es L. casei pseudop/antarum. 

Asl también las cepas 3, 7 y 14 que son L.bulgaricus, y sólo en la cepa 7 se afectó la 

actividad inhibitoria del bacilo, que disminuyó en un 21 % , la 3 y la 14 fueron llgeramen.te af~ctadas 

por el hongo. 

La cepa 1 incrementó su actividad para inhibir E.coli; y en las cepas. 6 y. 9 ·sólo lo hicieron 

ligeramente, siendo la misma especie, L.casei pseud?p/ant";rum: .· .··• .· '.;. . .. •·.: .•. : . .. · 
La cepa número 12 que es un L. tai:tis aúm~ntó·li~er~mente.súcapacid~d Jara inhibir a un 

98.3%; y el reisto de las cepas no alteraron su. i:omportalJlientCl i~hibitorlo. dEl E.cotÍ marcadamente 

por estar en contacto con el moho. 



37 

DISCUSIÓN 

La contaminación de los alimentos tanto de consumo humano como animal, con aflatoxinas, 

ha suscitado la preocupación de las autoridades sanitarias, debido a que han demostrado su 

peligrosidad como agentes causales de toda una serie de alteraciones y cuadros patológicos que 

afectan a hombres y animales. Lo cual ha hecho necesario tomar medidas para prevenir este tipo de 

contaminación en los alimentos, y limitar de alguna manera la exposición de la población a las 

aflatoxinas. (Blanco 1 g8g¡ 

Con este trabajo se pretende de alguna manera sentar bases que ayuden a encontrar 

soluciones para este problema, por medio del empleo de bacterias lácticas, las cuales como se ha 

visto poseen actividad para inhibir bacterias patógenas como E.co/i y otras especies relacionadas. 

Se ha encontrado en diversos trabajos realizados por Gourama y Buiierman .. 1gg7, 

Karunaratne 19go, Hoimquist 1983, El-Gendy y Marth 1g81, entre otros; que al cultivar ciertas 

bacterias lácticas con Aspergil/us flavus, estas actuaban de alguna forma inhibiendo. el crecimiento 

del moho y la liberación 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 Aspergil/us flavus, al parecer de alguna forma el 

moho utilizó las sustancias presentes en el medio de cultivo, tanto las producidas por algunas de las 

cepas lácticas como las propias del medio de cultivo, para crecer y producir más toxina, que la 

generada por si sólo. 

También revelan, que en el inicio de la experimentación (gráfica 1) al estar en contacto los 

dos microorganismos se inhibieron mutuamente "in vitre", pero a los 15 dlas de contacto (gráfica 2) 

el moho mostró haberse adaptado al medio y pudo crecer, aunque el crecimiento del micelio no fue 

adecuado, ya que no llegó a la madurez totalmente, sólo se observaron pequeñas zonas verdes, que 

es el color caracteristico del moho e indica producción de esporas, esto se observó con algunas de 

las cepas de lactobacilos. 
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Las cepas de L.casei pseudoplantarum, bulgaricus, /actis y plantarum aisladas de quesos, 

dieron resultados muy diferentes. aun siendo de la misma especie. Al parecer ninguna tuvo un efecto 

drástico sobre el crecimiento del moho y la producción de aflatoxina. 

Gourama y Bullerman (1997) encontraron que con L.casei pseudoplantarum y Aspergi/lus 

flavus, el lactobacilo inhibla tanto el crecimiento del moho como la producción de la aflatoxina. 

De las 9 cepas de L.casei pseudoplantarum, de esta investigación, ninguna inhibió 

totalmente el crecimiento del moho y la producción de aflatoxina. La cepa num.4 que pertenece a 

esta especie de lactobacilo, parece que no afectó al hongo en ningún aspecto, ya que la toxina 

producida por el moho en presencia de este lactobacilo fue casi igual a la cantidad liberada por el 

moho cuando este creció como cultivo puro en caldo MRS. 

Karunaratne et. al. (1997) trabajaron con L.bulgaricus y L.plantarum, encontraron que con 

L.bu/garicus se reducla el crecimiento del moho y por consecuencia la liberación de toxina;_ 

En contraposición en este trabajo se encontró que con las cepas num. 3, 7. y 14, que son 

L.bulgaricus, el crecimiento del moho no se redujo, mostrado esto por los conteós en pÍaca y las 

observaciones realizadas durante la interacción de ambos microorganismos, en presen-da de las 

cepas num., 3 y 14 el moho llegó en su crecimiento hasta la madurez, produciendo esporas. Con la 

cepa 7 el moho creció aunque no llegó a la madurez. 

Por medio de cromatografia de liquidas en las tres cepas de L.bulgaricus se detectó toxina 

en el medio de cultivo. En la cepa num.3 se detectó menor cantidad de aflatoxina liberada, en 

presencia de la cepa num.7 el moho libera toxina en una cantidad más alta que la detectada con la 

cepa 3, y no hay una disminución significativa de la cantidad de moho. 

Por otra parte, con la cepa num.14 el moho creció más rápidamente llegando a la madurez 

y producción de esporas durante la interacción, que en comparación con las cepas num. 3 y 7, et 

crecimiento del moho tue mas lento. Con esta cepa de lactobacilo, tampoco se detectó una 

disminución de la cantidad de moho, y la liberación de toxina fue la más alta que la detectada en las 

cepas de su misma especie, incluyendo las cepas de las especies de Lcasei pseudoplantarum, 

/actis y plantarum. 
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Esto sugiere, que la simbiosis dada entre el A.f/avus y la cepa nuni.14 de L.bulgaricus 

favoreció el moho, ayudándole tanto a crecer como a producir toxina. El moho no afectó al bacilo ya 

que en el conteo en placa no mostró una disminución de la cantidad de éste. (Gráfica 2) 

Con los resultados obtenidos de estas cepas de L.bulgaricus e~. c·uariio a 1Íberación de toxina y 

crecimiento de moho, se puede decir que no hay un~ [elación dir~ct~. ~on I~ cantidad. presente de 

micelio y la producción de aflatoxinas, como lo mencionan Morena yGÍi.• (1991{ 

En cuanto a lo encontrado por Karunaratne(1990) ~6~ L:.~/~~iai~m. ié~o~Óque el moho no 

segula viable más allá de de 4 dlas en presencia de est~ l~c_;t6tia~il.;~as1'•6(l~ci'.iam~lén,que el 

conteo de este moho se reducla. 

En este trabajo se encontró que con la cepa num,10 cíJe pertenece a·unfpla~tarum, habla 

una simbiosis ligera con el A.flavus, ya que el moho pudo producir .toÍdna, .aunque e(!· i:nicnor ca~tidad 

al parecer por lo reflejado en la gráfica num.20, en compa~clón cC>~ C>tras ce
0

pas\:1C>ricie se detectó 

una mayor cantidad de toxina. 

En presencia de esta cepa el micelio del moho no creció adecuadamente, ni siquiera cubrió 

la superficie del recipiente que contenía tanto el medio de cultivo y a ambos microorganismos, aún al 

final de los 15 dias de interacción, el micelio permanecla de color blanco, no llegó a la madurez y 

tampoco se observaron zonas verdes que indicaran alguna producción de esporas. Esta cepa redujo 

la cantidad de moho presente, de acuerdo con lo obtenido en el conteo después de estar en 

contacto por 15 dias ambos microorganismos. (Gráfica 2) 

Esto parece indicar, que el lactobacilo actuó de alguna forma que no permitió que el moho 

se desarrollara y liberara toxina en cantidad como con otras cepas, asl mismo el moho también 

actuó sobre el bacilo inhibiéndolo bacteriostáticamente, ya que aunque al final no se detecta la 

presencia de éste en el conteo, pudo recobrarse de la mezcla de cultivo moho-lactobacilo al final de 

la interacción. 
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Por otra parte con la cepa num.12, identificada en este experimentación como L.lactis, 

ocurrió que el moho se adaptó muy bien, tal vez por las sustancias producidas por el lactobacilo, 

creció hasta la madurez produciendo esporas, se detectó aflatoxina también en menor cantidad, 

similar a la producida en presencia de L. p/antarum. El A.f/avus también inhibió al L.lactis 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 la cepa num.2 se detectó más 

cantidad de toxina, siendo con esta cepa la más 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 comparación con 

la num.4, aunque tampoco llegó a la madurez, a los 15 dlas de interacción se notaron pequeñas 

zonas de color verde, las cuales indicaban producción de esporas. Podrla esto sugerir que la toxina 

también es liberada por el micelio como lo menciona Tsai et al. (1g84) 

Las cepas num. 1 y 13, siendo ambas L.casei pseudop/antarum, parecen tener. un 

comportamiento similar en cuanto a la producción de toxina por A.f/avus, ya "que en las_.dos la 

cantidad detectada de esta es casi igual, no asl en cuanto a su actividad de Inhibición de crecimiento 

de E.coli, mientras que el moho afectó de forma ligeramente negativa a la_ cepa num.13, ·afectó de 

forma positiva a la cepa num.1 en forma significativa. (Tabla 3). 

En este trabajo se encontró, que cada una de las bacterias lácticas aisladas peseta actividad 

inhibitoria de crecimiento contra . bacterias como E.coli (tabla 3). Estas bacterias poselan una 

actividad de hasta un g5% de inhibición de crecimiento de E.coli antes de estar en contacto con el 

moho, puede decirse por esto, que estas bacterias tenlan una buena actividad inhibitoria contra 

E.coti. 

Después de estar en contacto con el A.flavus, algunas cepas disminuyeron 

significativamente su actividad para inhibir el crecimiento de E.coli, mostrando la disminución más 

drástica de esta actividad la cepa num.11, la cual disminuyó su actividad hasta un 44% ya que su 

actividad antes de estar en contacto con el moho era de un g2%. 
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La cepa num. 1 al parecer mejoró su actividad de inhibición; antes de estar en contacto con 

A.flavus su efectividad contra la bacteria E.coli era de un g2%, y después del contacto con el moho 

su actividad fue de un g7%. Lo anterior sugiere. que el moho y/o sus -metabolitos influyen 

positivamente a algunas especies de lactobacilos y negativamente. en ·afras cepas_· sobre esta 

actividad en particular de las bacterias lácticas. Aún si.ende de la misma especie. la~ cepa.s nu.TI_. 1 y 

11 el moho las afectó de diferente manera. 

De igual forma con las cepas de L.bulgaricus (cepas num.3,-/y 14),:au~·¿ue ;J~recto ~el 
moho sobre estas no fue tan drástico como con la cepa num.11; ya·:qué· sóloºla:'cépa·.:¡,um.7 

disminuyó su efectividad contra E.cali en un 21%, pasando de un g2% ~11te~ ele e~t~;~n c~nt~cto 
conelmoho,aun71%despuésdesucontactoconelmoho .• ·· .. ;;·.· :(··:_· '.:\: .:" 

En la cepa num.14, ta simbiosis del moho con ésta fue total, ya que' no afectÓal bacii¿/ de nÍnguna 

forma, ninguno se inhibió desde el momento en que estuvieron é~ conta~t~·a;;;t:iós'mlér~ÓrganismC>s. 

Con la cepa num.12 que es L.lactis, el efecto que.:tuvo.e(moho' sobre-·su-·actividad· de 

inhibición de E.cali fue positivo, ya que mejoro en un.so;.:'córitrariainérite á~esicicónia ~epa de 
- . -~ -- _- .-e: ... -.; __ , __ '--- ·' ._ .. - ~' .. --_ . ·--- - .. ~. ' .. -

L.plantarum la influencia del moho sobre este y su metabolitó lúe n~¡¡átiva, ya que.disminuyó en un 

6.7% 

Algo similar obtuvieron Coallier e ldziak ¡1g55¡ aiudiéro~· ·que lá aflaioxina destruye las 

células de Streptococcus lactis, éste crece elongado en presencia de· A.flavus, lo que puede indicar 

un cambio en las funciones metabólicas. Asl también Sutic y Banina ¡1ggo¡ reportan que bacterias 

lácticas homofermentativas cambiaban su comportamiento a heterofermentativas en presencia de 

aflatoxina. 

Los lactobacilos usados en esta experimentación, no se volvieron a clasificar para ver si 

hubo cambio en la actividad metabólica de degradación de azúcares, 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, aún siendo de la misma especie. 
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Si la aflatoxina es mutagénica, posiblemente tamlnima ca~·tidad liberada por.el moho durante esta 

experimentación, pudo haber causado daño genético· y no solo fenotipico en las cepas: Esto serla 

sujeto de un estÚdio sobre mutagenicidad para comprobarlo. 

Algunos.autores como Gourama y Bullerman ¡1g97¡, Kaiunaratne et. al. (1990) y Holmquist 

(1S83), mencionan· que el bajo pH que se presenta en el :·medió, ·ocasionado por la actividad 

metabólica del: lactobacilo, la competencia microbiana y la falta de algún nutriente pueden ser 

factores que intervengan en la inhibición del crecimiento del moho y la liberación de. toxina. 

Karunaratne (1990) reporta que con pH de 4 no se observó crecimiento del moho. 

En este trabajo, el pH medido en los cultivos de moho-lactobacilo fue de entre 4.5 a 5 y no 

se encontró una inhibición 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 producción de toxina fue menor en el control, que cuando se puso en 

contacto el moho con los lactobacilos, ya que en presencia de estos aumentó su crecimiento, con 

algunos no llegó a la madurez, pero con otros si lo logro. 

El desarrollo del moho no fue adecuado, no· llegó ·a la madurez por lo que no produjo 

esporas, cuando este fue crecido por si sólo en el medio de cultivo y disponla de todos los nutrientes 

empleados en el cultivo para crecer. 

En cuanto a la microflora asociada en el medio de cultivo de A. f/avus, este se ha clasificado 

como mal competidor frente a otros microorganismos y se caracteriza mas como un microorganismo 

saprofito (Moreno y Gil, 19g1¡ 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 anterior, en esta experimentación el moho creció adecuadamente hasta la 

madurez, en presencia de algunos de los lactobacilos, como con las cepas num. 14, 3 y 12. 
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También se ha reportado, que el oxigeno puede ser un factor que afecte.la liberación de 

toxinas y el crecimiento del moho. Tsai et. al. c1gs4¡ observó que en los cultivos bien aireados de 

A.f/avus se producen mas bajas cantidades de toxina, y que cuando se .tienen cultivos con cantidad 

de oxigeno menor hay una cantidad mayor de toxina. 

En contra posición a esto Moreno y Gil (1gg1¡, mencionan que las especies.de A.flavus son aerobias 

y que a niveles de 1% de oxigeno en el medio ambiente, se detiene el.desarrollo de.este molio y 

como consecuencia la producción de aflatoxina. 

En el presente trabajo, la mezcla de bacilo-moho, cultivados sin agitación favoreció que el 

oxigeno presente en el tubo fuera consumido poco a poco por los microorganismos, lo que creó 

condiciones que pudieron favorecer la liberación de toxina, según lo encontrado porTsai (1g84). 

Los resultados obtenidos mostraron, que habla una variación con respecto a este 

comportamiento del moho, ya que los niveles de toxina liberada varian considerablemente, debido 

probablemente a la interacción con el bacilo, y no por la cantidad de oxigeno presente. 

Con esta condición adversa para el moho (nivel reducido de oxigeno), aún creció y produjo 

toxina; con esto podría sugerirse que el A.flavus teniendo otras condiciones favorables para su 

desarrollo, pueda comportarse como un microorganismo aerobio facultativo y no totalmente aerobio, 

y que le basten pequei'las cantidades de oxigeno para crecer y producir toxina. 

La posible presencia de pequei'los péptidos o bacteriocinas de bacterias lácticas podrlan 

estar afectando también la liberación de aflatoxina, como lo reportan Gourama y Bullerman (1997), y 

también Karunaratne et al. (1990). 

TESIS C0W 
~ALLA Dg Gfü.GEN 
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En esta investigación, once de las cepas resultaron ser de la misma especie, distribuidas de 

la siguiente manera: 6 son L.casei pesudoplantarum y 3 L.butgaricus. Cada una de estas cepas 

mostraron diferente comportamiento frente al A.flavus, esto sugiere que dependiendo del medio del 

que provienen, las condiciones a las que hayan sido sometidas, todo esto en conjunto pudo influir de 

alguna manera en ellas y provocar que reaccionaran en diverso grado frente al moho, y que aún 

siendo de la misma especie no poseen un metabolismo totalmente idéntico. 

Martlnez et. al., (2000, B) reportó que diversas cepas de una misma especie pueden 

producir más de una bacteriocina. 

Ahora bien en este trabajo, se contó con diversas cepas de una misma especie, las cuales 

actuaron diferente contra el ,mismo moho, bajo iguales condiciones de temperatura, tiempo, 

humedad, medio de cultivo, etc. Esto sugiere, que los diferentes resultados obtenidos de esta 

interacción de microorganismos, pudieron ser debidos a las bacteriocinas producidas por los 

lactobacilos, y que al estar en contacto ccin e,I moho no liberaron los mismos metabolitos, afectando 

asi la producción de toxina en diferentes niveles. 

Magnusson et. al. (2001) encontraron que con dos cepas de L.coryniformis subespecie 

coryniformis obtenian resultados diferentes en su actividad contra especies fungaies como A. 

fumigatus. 

En general, la interacción de bacterias lácticas en el medio, pueden afectar el 

comportamiento del A.flavus y viceversa. El crecimiento del A.flavus y la producción de aflatoxina 

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 características ya sea de su origen, de su "habilidad" para competir, de los 

metabolitos que liberen, entre otras. (Hom, 1g9g) 
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CONCLUSIONES 

;;.. La interacción entre Aspergillus flavus y Lactobacillus, mostró .que el .moho tuvo un 

comportamiento diferenle en cuanto a su crecimiento y liberación de toxina con cada una de 

las 14 cepas de Lactobacil/us, aún cuando algunas de estas cepas eran· de la misma 

especie. 

;;.. El Aspergillus flavus es considerado más como .un microorganismo saprofito .y mal 

compelidor. En este trabajo se encontró que lejos de ser mal competidor, al estar en 

contacto con los lactobacilos, el moho mostró simbiosis con algunas de estas bacterias, lo 

cual le permitió crecer adecuadamente y liberar toxina en mayor cantidad que cuando este 

creció por si sólo. 

;;.. Se encontró que las cepas num. 3 y 7 (Lbulgaricus) y la cepa num.4 (Lcasei 

pseudoplantarum) lograron controlar mejor la liberación de toxina por el A.flavus, que el 

resto de las cepas de bacilos. 

;;.. La interacción de las bacterias lácticas con A.flavus, fue benéfica con algunas cepas de 

bacilos para el crecimiento del moho y/o liberación de aflatoxina, y fue nociva para él porque 

con otras cepas de bacilos su producción de toxina fue menor. 

;.. La falta de crecimiento del moho, as1 como la liberación en menor proporción de _aflatoxina, 

con algunas de las cepas de bacterias lácticas, pudo ser debida a la actividad de estas y a 

los metabolitos que liberaron. 

;;.. La Aflatoxina no pudo detectarse en Cromatografla de Capa fina, debido a que este 

metabolito pudo haber perdido su caracterlstica de fluorescer. 

;;.. La presencia de A.flavus en el cultivo de lactobacilos afectó negativamente la actividad de 

inhibición de crecimiento de E.co/i que poseen las bacterias lácticas, ya que disminuyó 

significativamente. 

,... Las cepas de L.casei pseudoplantarum y L. bu/garicus, tienen un comportamiento muy 

variable, aparentemente pueden tanto ayudar al crecimiento del moho como a detenerlo en 

la producción de toxina, en ambas especies hay extremos. 

;;.. Se sugiere que el uso de las cepas. 3, 7 y 4 podrla ser una buena opción para controlar la 

contaminación de alimentos por Aspergil/us flavus. 

TESW· r.f\1-"{ 

"FA.u.un .JI:: v.i.u\Ji!;Ñ 
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,_ Se concluye que no todas las• cepas de Lactobaci//us tienen el mismo comportamiento 

antagónico frente al Aspergi//us flavus: 

,_ Las condiciones para que un microorganismo se desarrolie dependen de la región, tipo de 

sustrato y m.icroorganismos asoéiados, y como conseé:Üencia el étecto de un 

microorganismo en particular es impredecible: 

Recomendaciones 

,_ Para emplear cepas lacticas con fines antimicrobianos es necesario evaluarlas antes, para 

seleccionar las de mayor actividad, ya que pueden variar sus caracterlsticas según las 

condiciones donde vayan a ser empleadas. 

,_ Se recomienda realizar la investigación directamente en alimentos y ver la variación en el 

comportamiento de las bacterias lacticas interactuando con el moho. 

,_ Dado que la información sobre el A.flavus y aflatoxinas se ha obtenido en el laboratorio, es 

necesario realizar las investigaciones en el alimento en particular, para establecer 

condiciones en cuanto al crecimiento y producción 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 investigación para ver su 

posible optimización en el control de la producción de aflatoxina y/o crecimiento de A.flavus. 

:,;.. Se sugiere realizar también conteo de E.coli, sólo si se quiere confirmar los datos obtenidos 

por Densidad óptica. 

TESIS CON 
FALLA DE üfUGEN 
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Anexo 1 

PRUEBA DE LA CATALASA 

Reactivos: 
Peróxido de Hidrógeno 30% 
Agua destilada 

Procedimiento: 
Método del Portaobjetos 

APÉNDICE 

Con aguja de inoculación recoger una colonia pura de 18 a 24 hrs., y colocarla en un 
portaobjetos. Agregar una gota de peróxido de hidrógeno al 30% sobre la colonia. 
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Observar si hay formación 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 impregnado con el reactivo se 
coloca la colonia en estudio utilizando el asa de platino. 
Resultado positivo: indicado por la aparición de un color púrpura, en un lapso no mayor de 10 seg. 
Resultado negativo: no hay cambio de color o bien este ocurre después de los 1 O seg. 
"Para los Lactobacillus debe ser negativo. 
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ANEX02 

AFLATEST 

1. Preparar una dilución de metanol:agua 80:20 
2. Extracción de la muestra. 

-Pesar 50g de la muestra, adicionar 5g de NaCI (sal) y agitar. 
-Adicionar 100ml de metanol 80%, agitar por 1 minuto. 
-Filtrar en papel Whatman #1 hasta obtener 50 mi. 
-Del filtrado tomar 1 Oml y adicionar 40 mi de agua destilada. 
-Filtrar a través de papel lana de vidrio. 

3. Tomar 10ml del filtrado y pasarlo por la columna de inmunoafinidad. 
4. Lavar dos veces la columna con agua destilada en volúmenes de 10ml. 
5. Pasar por la columna 1 mi de metano! grado HPLC y colectarlo. 
6. Del colectado de la columna se toma para leer en Cromatografia de capa fina. 
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ANEX03 

Método: Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución HPLC. 

-Preparación de la muestra. 

Las muestras se centrifugaron a 2500rpm por 15 minutos. Se filtraron a través de filtro de 
0.22 micrometros. 

Después de cada filtrado se hizo una solución en metanol grado HPLC en una relación 
go:10 metanol: mueslra. 
Condiciones de trabajo por equipo. 
Columna: C1a de 4.6 x 150 mm., 5µm de tamaño de partlcula .. 
Velocidad de flujo: O.B ml/min. 
Fase móvil: metanol 100%, grado HPLC. 
Volumen de inyección: 50µ1. 
Longitud de onda: 360 nm. 
Tiempo de retención: 15 min. 

Caracterlsticas del equipo: 
Equipo marca Thermo Separation Productos (TSP). 
Desgasificador con filtro para 4 liquidas. 
Bomba de gradientes para mezclado automático de 4 disolventes. 
Inyector automático de muestras con Loop de 50µ1. 
Columna HPLC de C1a de 4.6 x 150 mm, 5µm de tamaño de partlcula. · 
Detector de UV1000 TSP. 
Computadora con Software adecuado para el control de equipo y procesamiento de datos. 
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