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Resumen

El uso de bacterias acido lacticas como agente de biocontrol de patdgenos presentes en productos de
consumo humano tiene ventajas en comparacion a métodos fisicos y quimicos. Estos microorganismos
producen compuestos antifiungicos durante su metabolismo primario y secundario. La biosintesis se
favorece mediante la adicion de factores nutricionales al medio de cultivo. En este trabajo se evalua el
efecto de la adicion de polioles sobre el crecimiento y capacidad antifungica del extracto libre de células
de cultivos de Lactobacillus plantarum. Se utilizaron dos cepas de L. plantarum provenientes de procesos
de ensilaje en Costa de Marfil y México, los polioles empleados fueron glicerol, xilitol, manitol y sorbitol;
las curvas de crecimiento fueron ajustadas al modelo de Gompertz y la capacidad antifungica fue
determinada midiendo el crecimiento radial en cajas Petri de Aspergillus carbonarius utilizando la técnica
de medios envenenados. En este trabajo, la mejor inhibicion se obtuvo con la cepa 031 adicionando
glicerol al medio de cultivo, las cepas en estudio fueron capaces de asimilar sorbitol y manitol, mientras
que el xilitol y glicerol no fueron consumidos.

Introduccion

La presencia de hongos productores de micotoxinas ha sido reportada en diversos alimentos ocasionando
pérdidas econdmicas de hasta el 25% [1]. Dentro de las principales micotoxinas reportadas se encuentran:
aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas, patulina y ocratoxinas [2].

En cuanto a las ocratoxinas, la A (OTA) es la de mayor toxicidad. La OTA se encuentra clasificada por el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) como posible carcinégeno humano y esta
relacionada con problemas nefrotoxicos, teratogénicos e inmunotoxicos [3]. Los principales alimentos
afectados son: nueces, café, cereales, uvas, entre otros [4].

El problema de contaminacion debida a hongos se puede controlar utilizando métodos quimicos y
fisicoquimicos [5]. Sin embargo, el dafio potencial al ambiente y salud humana ha promovido la aplicacion
de técnicas de control bioldgico como alternativa. Uno de estos métodos es el uso de microorganismos
generalmente reconocidos como seguros (GRAS) y sus metabolitos [6], como las bacterias acido lacticas
(BAL).

Las BAL son microorganismos gram-positivos que producen 4cido lactico como el principal producto del
metabolismo y exhiben propiedades antimicrobianas, producen varios metabolitos que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos durante el metabolismo primario (4cido lactico, acido acético,
peroxido de hidrogeno) y secundario, incluidos diacetil, reutericiclina, acido 3-fenilactico, acido benzoico,
metilhidantoina, 4cido bencenoacético, éster 2-propenilico, mevalonolactona, 2,6 -difenil-piperidina,
dicetopiperazinas y otros compuestos de bajo peso molecular [7].

La composicion del medio de cultivo modula el metabolismo y la produccion de compuestos antimicoticos
en cultivos LAB [8] y se ha demostrado que la adicion de polioles al caldo MRS promueve la produccion
de compuestos antimicrobianos [9].
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento y actividad antifungica de dos cepas de Lactobacillus
plantarum modificando la fuente de carbono por distintos polioles.

Metodologia
Cultivo de bacterias acido lacticas y obtencion del extracto libre de células (CFE)

La activacion de las cepas BAL 31 (Costa de Marfil) y BAL 7 (México) se realizé a partir de conservados
en glicerol inoculando 50 pL en 9 mL de medio MRS incubando 24 h a 30 °C. Se realiz6 una resiembra
en medio MRS estéril incubando durante 24 h a 30 °C. Para evaluar el crecimiento de las BAL en los
distintos polioles se prepard una segunda resiembra con medio MRS sustituyendo la fuente de carbono
con 20 g/1 de polioles (glicerol, manitol, sorbitol y xilitol). Se prepararon curvas de crecimiento midiendo
unidades formadoras de colonias (UFC) por cuenta en placa y los resultados se correlacionaron con la
densidad dptica a 600 nm. Los datos de crecimiento fueron ajustados al modelo de Gompertz utilizando
el software OriginPro 2018. Se obtuvieron extractos libres de células (ELC) centrifugando los caldos de
fermentacion en tubos para centrifuga de 50 mL estériles a 7 000 rpm durante 15 min a 10 °C y filtrando
a 0.45 pm.

Activacion y resiembra de Aspergillus carbonarius DO162

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 30 mL de agar papa dextrosa (PDA) y fueron
inoculados con 50 pL de suspension de esporas de Aspergillus carbonarius DO162 proveniente de medio
crioprotector e incubados durante 7 dias a 30 °C. Se agregaron 20 mL de solucion Tween 80 al 0.1% (v/v)
estéril al matraz con cultivo de hongos de 7 dias y se desprendieron las esporas con un agitador magnético
estéril.

Se realiz6 la primera resiembra colocando 500 pL de la suspension de esporas del periodo de activacion
en un matraz con 30 mL de medio PDA estéril y se incub6 durante 7 dias a 30 °C. De igual manera al
paso anterior las esporas fueron desprendidas con Tween 80 al 0.1% (v/v) estéril. Se hizo recuento de
esporas con camara de Neubauer y se ajust la suspensién para obtener una concentracién de 1x10°
esporas/mL.

Efecto antifungico del extracto libre de células mediante la técnica de medios de cultivo envenenado.

Las pruebas de inhibicion fueron realizadas por triplicado en cajas Petri (90 x 15 mm) empleando una
mezcla de 30 mL (50:50 v/v) de ELC y PDA. En el centro de las cajas se realizaron pozos de 8 mm de
diametro, en donde se inocularon 100 puL de suspension (1x10° esporas/mL) de 4. carbonarius DO162.
El didmetro del halo de crecimiento fingico se midi6 cada 24 h durante 4 dias.

El efecto antifingico se estim6 mediante la siguiente ecuacion:

. Dc — Ds
Inhibicion (%) = e * 100

Donde Dc y Ds son los didmetros de crecimiento en el control y las muestras, respectivamente. Los
controles se prepararon como sigue: se inocularon cajas Petri con 15 mL de PDA y 15 mL de caldo MRS
con 100 pL de Aspergillus carbonarius DO162 (1x10° esporas / mL).
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Resultados
Las Figuras 1 y 2 muestran el ajuste lineal entre densidad optica vs UFC/mL con un coeficiente de
correlacion superior al 99 %, estas curvas fueron utilizadas para construir las cinéticas de crecimiento con

cada condicioén (polioles como fuente de carbono).
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Figura 1.- Curva de calibracion DO vs UFC/mL para la
cepa BAL 7

Figura 2 Curva de calibracion DO vs UFC/mL para la cepa
BAL 31)

La cepas de L. plantarum utilizadas en este trabajo mostraron una disminucién en la tasa de crecimiento
al reemplazar la glucosa como fuente de carbono por los polioles (Figura 3) en el caso de la cepa BAL 7
se obtuvieron valores de 0.22, 0.17, 0.15, 0.10, 0.07 h'! y para la cepa BAL 31de 0.27, 0.13, 0.10, 0.07 y
0.09 h! con glucosa, manitol, sorbitol, xilitol y glicerol respectivamente, dicha disminucién en el
crecimiento corresponde con los perfiles de consumo de la fuente de carbono (Figura 4) donde se observa
un consumo cercano al 100 % con glucosa, seguido por el manitol y sorbitol, con xilitol del 20 % y con
glicerol no hubo consumo.
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento de L. plantarum utilizando
como fuente de carbono diferentes polioles, a) cepa BAL 7y b)
cepa BAL 31

Figura 4. Consumo de la fuente de carbono por L.
plantarum. Los cuadros llenos corresponden a la cepa
BAL 31y los vacios a la cepa BAL 7

En cuanto a los resultados de inhibicion cuando es utilizada glucosa como fuente de carbono los ELC en
ambas cepas de BAL producen una inhibicion del 40%. Cuando se adiciond xilitol y glicerol al medio de
cultivo, para la cepa BAL 31 se obtuvo una inhibicion del crecimiento radial cercana al 90%, y para la
BAL 7 del 50%. Ambas bacterias son capaces de utilizar manitol y sorbitol como fuente de carbono,
probablemente estos son asimilados a través de su conversion a fructosa-6P [10]. No obstante la actividad
antifingica de los ELC resulta disminuida obteniendo inhibiciones menores al 15 % (Figura 5).
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius después de 96 h de cultivo
utilizando ELC de BAL 7'y BAL 31 con distintos polioles como fuente de carbono

Conclusion

Las dos cepas de Lactobacillus plantarum consumen manitol y sorbitol como fuente de carbono,
mostrando un crecimiento menor al que se obtiene utilizando glucosa como fuente de carbono y un
porcentaje de inhibicidn bajo (<15%). El xilitol fue consumido en un 20% mientras que el glicerol no fue
asimilado, no obstante, se obtiene una mayor inhibicion del ELC al utilizar xilitol y glicerol (90% para la
BAL 31 y 50% para la BAL 7), posiblemente se deba a que los compuestos antifiingicos producidos se
formen durante el metabolismo secundario de las bacterias.
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