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Resumen

La pérdida de alimentos causada por la contaminacion de microorganismos es una
problematica importante para atender la demanda creciente de la poblacion humana.
Especificamente la contaminacion por hongos es un tema de interés puesto que producen
micotoxinas a las que se les atribuye diversas enfermedades. Para resolver la problematica
antes mencionada se propone el uso de bacterias acido lacticas (BAL) como antagonistas del
crecimiento del hongo Aspergillus carbonarius. En el trabajo se busca potenciar el efecto
antifingico de cepas de BAL mediante la modificacion de la formulacion del medio de

cultivo, asi como identificar metabolitos con actividad antifungica.

En una primera etapa se realizé un andlisis de los productos de fermentacion de las
BAL. Se encontr6 que son homofermentativas, por producir principalmente acido lactico con
bajas concentraciones de acido propidnico, etanol y en el caso de la cepa BAL 31 también se
produjo acido butirico. Se determind que la mayor actividad antifungica se presentd cuando
el sobrenadante libre de células fue obtenido entre las 72 y 96 h de cultivo de las BAL bajo
condiciones anaerobias. En una segunda fase se evalu¢ la actividad antifungica cuando se
modifican la cantidad de fuente de nitrogeno y algunos factores nutricionales. Se encontro
que la BAL 7 de México y la BAL 31 de Costa de Marfil son las que presentan mayor
actividad antiflingica, también se encontrd que tanto el extracto de levadura y citrato de
amonio pueden ser eliminados del medio de cultivo sin afectar el crecimiento y la actividad
antifngica. Por ultimo, el cloruro de calcio tiene un efecto negativo en la inhibicion y el

cloruro de sodio no tiene ningun efecto sobre la inhibicion.

La tltima seccion corresponde al estudio del efecto de la adicion de polioles al medio
de cultivo MRS sobre la produccion de metabolitos con actividad antifingica. La mayor
inhibicidn del crecimiento de 4. carbonarius se obtuvo cultivando L. plantarum MZ809351
en presencia de xilitol y glicerol. En estas condiciones, ademas del acido 9-octadecenoico,
se identificaron 3 dicetopiperazinas o dipéptidos ciclicos, entre ellos ciclo (Leu-Leu), ciclo
(Pro-Gly) y ciclo (Val-Phe), compuestos que han sido relacionados con actividad antifingica.
Por otro lado, la adicion de xilitol y glicerol al caldo MRS redujo el contenido de ocratoxina
A (OTA) a 56.8 y 54.7%, respectivamente. Este estudio muestra el potencial para usar L.

plantarum MZ809351 como agente de biocontrol.
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Abstract

The lost food caused by the contamination with microorganisms is an important
problem to solve human survival. The contamination by fungus is a topic of great interest.
because the fungus biosynthesized mycotoxins associated with several diseases. In this sense
to give solutions to the problem mentioned before, in this thesis, the use of lactic acid bacteria
as antagonists of the growth of Aspergillus carbonarius is proposed. The work focuses on
enhancing the antifungal effect of LAB modifying the formulation of the culture medium and

identifying metabolites with antifungal activity.

Firstly, an analysis of the fermentation products of the LAB was carried out. The
strains were characterized as homofermentative, because mainly produced lactic acid, and a
low concentration of propionic acid, ethanol, and LAB strain 31 (MZ809351) also produced
butyric acid. On the other hand, it was found that the highest antifungal activity occurred
when the cell-free supernatant was obtained between 72 and 96 h of LAB culture under

anaerobic conditions.

Secondly, we analyzed the effect of the concentration of the nitrogen source and some
nutritional factors. LAB strains 7 from Mexico and 31 from the Ivory Coast exhibited the
highest antifungal activity, moreover, it was found that both yeast extract and ammonium
citrate can be eliminated from the culture medium without affecting both growth and
antifungal activity. Lastly, this part shows the antifungal activity was reduced when calcium

chloride was added to culture media and was not affected by the presence of sodium chloride.

The last stage corresponds to the analysis of the results of adding polyols to the MRS
culture medium on the production of metabolites with antifungal activity. The highest growth
inhibition of A. carbonarius was obtained by cultivating L. plantarum MZ809351 (LAB 31)
in the presence of xylitol and glycerol. Under these conditions, in addition to 9-octadecenoic
acid, 3 diketopiperazines or cyclic dipeptides were identified, including cyclo (Leu-Leu),
cyclo (Pro-Gly) and cyclo (Val-Phe), these compounds have been related to microbial
antifungal activity. On the other hand, adding xylitol and glycerol to the MRS broth reduced
the Ochratoxin A (OTA) content to 56.8 and 54.7%, respectively. This study shows the

potential for using L. plantarum as a biocontrol agent.
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1. Introduccion

El deterioro y contaminacion de alimentos causado por microorganismos es un
problema que no ha sido atendido de manera adecuada. Los métodos fisicos y quimicos
utilizados tienen efectos secundarios adversos sobre el producto y los consumidores. Al
mismo tiempo, algunos microorganismos patdégenos son capaces de sobrevivir a las
condiciones fisicoquimicas extremas utilizadas en la industria alimentaria, propagandose por
el aguay el aire (Snyder & Worobo, 2018). Particularmente, se ha reportado que la presencia

de hongos genera pérdidas econdmicas anuales de hasta el 25% (Marin et al., 2013).

Los hongos bajo condiciones de estrés ocasionadas por la modificacion de factores
fisicos y quimicos activan su metabolismo secundario y producen diversos compuestos, entre
ellos las micotoxinas. Estos metabolitos son un conjunto de moléculas de bajo peso molecular
que pueden causar enfermedades o la muerte en diversos organismos incluyendo el ser
humano (Zain, 2011). Dentro de las principales micotoxinas reportadas se encuentran:

aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas y ocratoxinas (Djossou et al., 2011).

La ocratoxina A (OTA) resulta ser muy toxica para el ser humano. La OTA se
encuentra clasificada por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC)
como posible carcindgeno humano y estd relacionada con problemas nefrotoxicos,
teratogénicos e inmunotoxicos (Hope & Hope, 2012). La OTA se ha encontrado en: frutos
secos, cacao, especias, productos carnicos, café y bebidas (Eskola et al., 2019; Heussner &

Bingle, 2015).

El café es uno de los productos agricolas mas comercializados a nivel mundial.
América Latina produce el 60%, seguido por Asia 24% y Africa con el 16% (Aksoy &
Beghin, 2004). Aspergillus carbonarius es el principal hongo contaminante de café Robusta
y Aspergillus westerdijkiae de la variedad Arabica, la contaminacion por estos hongos ocurre
principalmente en la etapa de secado (Taniwaki et al., 2018). En México el café es producido
en 15 estados, siendo Chiapas el principal productor y aproximadamente 96% del café
producido es de la variedad Arabica (Elms, 2019). Esta informacion justifica la importancia

que tiene el atender el problema de contaminacion en alimentos como el café.
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El problema de contaminacion ocasionada por hongos se ha controlado utilizando
métodos quimicos y fisicos (Lee et al., 2008). Sin embargo, estas estrategias estan siendo
cada vez menos usadas debido a varias razones: desarrollo de nuevos patogenos, pérdida de
efectividad dado que los patogenos desarrollan resistencia, incremento de los niveles

residuales en el suelo y problemas de toxicidad en humanos (Dukare et al., 2019; Parveen et

al., 2016).

Actualmente, bajo un escenario de cambio climéatico y el dafio potencial al ambiente
y a la salud humana se ha promovido el desarrollo de agricultura sostenible y la aplicacién
de técnicas de control bioldgico de patégenos (Wu et al., 2015) mediante el uso de
microorganismos generalmente reconocidos como seguros (GRAS) y sus metabolitos

(Kumar et al., 2019).

El control biolégico se define como la reduccion del crecimiento o metabolismo de
un patogeno en su estado activo o latente, logrado de forma natural por introduccidon en masa
de uno o mas organismos antagonistas (Parveen et al., 2016), dentro de estos
microorganismos antagonistas estan las bacterias acido lacticas (BAL) caracterizadas como
cocos o bastones Gram-positivos, aerotolerantes, capaces de fermentar carbohidratos
produciendo acido lactico, con un metabolismo homofermentativo o heterofermentativo
(Djadouni & Kihal, 2012). Las BAL ofrecen ventajas sobre los fungicidas sintéticos: no
producen residuos toéxicos, son amigables con el medio ambiente, de facil manejo y

economicas (Dukare et al., 2019).

Los mecanismos de inhibicion de las BAL son diversos: producen un amplio rango
de compuestos inhibitorios; compiten por nutrientes esenciales; disminuyen el potencial
oxidorreductivo por mencionar algunos (Djadouni & Kihal, 2012). Se han reportado una gran
cantidad de compuestos antifungicos (péptidos, acidos organicos, compuestos fendlicos,
compuestos de bajo peso molecular, etc.) producidos por BAL (Siedler et al., 2019), con
multiples mecanismos de accion, dependiendo de su estructura quimica (Dalié et al., 2010).
Por ejemplo, los 4cidos orgénicos favorecen la liposolubilidad de la membrana y provocan
la ruptura celular del patdogeno, mientras que el perdxido de hidrogeno provoca dafio celular

debido a su caracter oxidante.
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Algunos parametros que modulan la capacidad antifingica de las BAL, incluyen:
temperatura, tiempo de incubacion, medio de crecimiento, pH y factores nutricionales como
el extracto de levadura, glucosa, cloruro de sodio y cloruro de calcio (Dali¢ et al., 2010;
Matevosyan et al., 2019). Existen trabajos en los que se menciona que la presencia de polioles
(glicerol, lactitol, eritrol, sorbitol y manitol) en el medio de cultivo de las BAL favorece la
produccion de compuestos antifingicos. Tal es el caso de Lactobacillus paracasei donde el
xilitol asi como su derivado galactosidico, incrementan la actividad antifiungica y aumenta el

espectro antifungico hacia otros microorganismos (Lipinska et al., 2016).

Con base en la informacion anterior, el control biolégico con BAL es una alternativa
viable para la conservacion de alimentos, resulta de interés identificar los metabolitos
responsables de ejercer el control bioldgico, para tener informacion que ayude a establecer
los mecanismos de inhibicion. También es interesante evaluar el efecto de pardmetros como
el pH, tiempo de incubacion, adicion de compuestos, asi como la presencia de factores

nutricionales que puedan mejorar la capacidad antifngica de las BAL.

Asi, en el capitulo 7 se presentan pruebas preliminares, incluye un andlisis de la
respirometria de A. carbonarius Ac. 162, el efecto del pH, tiempo de cultivo y presencia de

O en el cultivo de bacterias acido lacticas, asi como los principales metabolitos producidos.

En el capitulo 8 se explica como se afecta la inhibicion del crecimiento radial de A.
carbonarius Ac. 162 cuando se modifican la cantidad de fuente de nitrégeno y algunos

factores nutricionales (citrato de amonio, cloruro de calcio y cloruro de sodio).

El capitulo 9 evalua el efecto de la adicion de polioles al medio de cultivo MRS sobre
la produccion de metabolitos con actividad antifingica. Se estudiaron cepas de Costa de
Marfil (J, 31 y 34) y de México (3 y 23), las variables respuesta monitoreadas fueron la
inhibicion del crecimiento radial de 4. carbonarius Ac. 162 y la produccion de OTA.
También se identificaron metabolitos secundarios con actividad antifungica cuya produccion

es estimulada por la adicién de polioles.

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas



2. Revision bibliografica

Las BAL han sido ampliamente utilizadas para la conservacion de diversos alimentos
de consumo humano y animal, asi como agentes de control bioldgico contra microorganismos
patogenos. Su uso para evitar el crecimiento de hongos productores de micotoxinas resulta
una alternativa prometedora para evitar la contaminacion de productos de gran importancia
econdémica como el café, dado que su produccion enfrenta problemas debidos a enfermedades

como la roya y a la contaminacion durante su procesamiento.

2.1 Contaminacion de alimentos

La prevencion de la contaminacion de alimentos ha sido uno de los mayores desafios
de la humanidad. Aproximadamente un tercio de los alimentos producidos a nivel mundial
son contaminados y desechados (Odeyemi et al., 2020). Ademas, las pérdidas de alimentos
representan un desaprovechamiento de recursos (tierra, agua, energia e insumos) y conducen

a la generacion de emisiones de CO; (Rawat, 2015).

La contaminacién de alimentos es definida como un cambio en su calidad que los
hacen indeseables o no aptos para su consumo. El deterioro en un producto alimenticio puede
ser por dafio fisico o cambios quimicos (oxidacion, cambios de color), dichos cambios se ven
reflejados en las caracteristicas sensoriales y en ocasiones son el resultado del metabolismo
microbiano que utiliza los alimentos como fuente de nutrientes (Gram et al., 2002). Por
ejemplo, algunos microorganismos liberan enzimas proteoliticas que degradan las proteinas
de los alimentos, liberando aminoacidos de sabor desagradable y en presencia de oxigeno,

los aminoacidos son transformados en acidos orgénicos y amonio (Amit et al., 2017).

Los factores que influyen en la contaminacion y degradacion de alimentos estan
categorizados como intrinsecos que son inherentes de los alimentos (actividad de agua, pH,
contenido de nutrientes, estructura bioldgica), y extrinsecos (temperatura de
almacenamiento, humedad del entorno, gases atmosféricos y actividad microbiana)

(Majumdar et al., 2018).
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2.2 Microorganismos responsables de la contaminacion de alimentos

Los microorganismos causantes de contaminacion incluyen procariotas (bacterias) y
eucariotas (hongos y levaduras). A menudo se identifican varias especies en un solo alimento

en mal estado, pero también es posible encontrar solo una especie (Rawat, 2015).

Las bacterias de descomposicion son microorganismos que causan el deterioro de los
alimentos y desarrollan olores, sabores y texturas desagradables. Las bacterias de
descomposicion normalmente no causan enfermedades. Sin embargo, cuando se consumen
en alta concentracion, pueden causar trastornos gastrointestinales. Los géneros de bacterias
que se encuentran con mayor frecuencia en el deterioro de alimentos son: Pseudomonas,

Bacillus y Clostridium (Bohme et al., 2011).

Las levaduras se pueden clasificar en dos categorias principales: fermentativas y
oxidativas. Las levaduras fermentativas son facultativas anaerobicas que generan etanol y
dioéxido de carbono a partir de azucares simples. Los géneros representativos en alimentos
contaminados incluyen Saccharomyces (productos de frutas procesadas) y
Zygosaccharomyces. Las levaduras oxidativas metabolizan 4cidos organicos. y alcoholes.
Mycoderma, Candida, Pichia y Debaryomyces son los principales géneros de levaduras

oxidativas que contaminan los alimentos (Majumdar et al., 2018).

Los hongos son agentes bioldgicos ubicuos capaces de crecer en un amplio rango de
temperaturas. Son aerobios obligados con un metabolismo oxidativo. Los géneros
representativos que contaminan alimentos son: Rhizopus, Penicillium, Aspergillus,
Geotrichum, Fusarium, Mucor, Alternaria, Cladosporium, Eurotium y Byssochlamys (da

Cruz Cabral et al., 2013).

2.2.1 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano comprende diversos procesos fisioldgicos: aumento de
masa y multiplicacion celular, supervivencia y muerte, adaptacion, mutaciones, interacciones
biologicas y formacion de productos (Flickinger & Panikov, 2010). Todos estos procesos son
representados a través de una curva de crecimiento. En un sistema bioldgico la curva

comprende varias fases: adaptacion, crecimiento exponencial, estacionaria y muerte. Existen
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diversas funciones sigmoidales utilizadas para modelar el crecimiento microbiano (Tabla

2.1), dichas funciones empiricas son ajustadas a los perfiles de crecimiento por regresién no

lineal (Mitchell et al., 2004)

Tabla 2.1. Ecuaciones empiricas para modelar el crecimiento microbiano.

Ecuacion Forma diferenciada Forma integrada
Lineal d—sz X=kt+X,
dt
Exponencial ax X = Xpett
a

Logistica ccli_); _ux (1 3 Xi) ¥ = - Xm

m 2m) _ —ut

1+ (( Xo) 1) ek
_ -kt
Gompertz d_X K Xin (X_m) X = X, e Yo
dt X

X es la concentracion de biomasa microbiana, ¢ es el tiempo, £ constante de la tasa de
crecimiento, u es la tasa de crecimiento especifica, Xy es la biomasa inicial, X;, es la biomasa

microbiana maxima posible.

Para estudiar el crecimiento microbiano existen métodos directos como el conteo
celular, la estimacion de biomasa o el volumen celular; e indirectos que involucran cualquier
parametro fisico o quimico correlacionado de manera proporcional al crecimiento (densidad
oOptica o produccion de algun metabolito). La respirometria a través de la medicion de CO»
con sensores infrarrojos es un método muy utilizado para analizar el crecimiento bioldgico

en tiempo real (Keblys et al., 2004).

2.3 Hongos micotoxigénicos

Los hongos micotoxigénicos se clasifican en hongos de campo y hongos de
almacenamiento en funcion de sus requisitos ecologicos para desarrollarse (Adeyeye, 2016).

Estos microorganismos pueden crecer dentro de un amplio rango de valores de actividad de
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agua (aw): pH y temperatura. Su crecimiento incluye dos fenémenos, la germinacion de
esporas y la proliferacion de micelio, durante los cuales se pueden producir exoenzimas
(lipasas, proteasas y carbohidrasas). Las exoenzimas transforman las propiedades sensoriales
de los alimentos, o bien, producen micotoxinas potencialmente peligrosas para la salud del
consumidor (Dagnas & Membré, 2013). La produccion de micotoxinas se estimula por
factores ambientales como la ubicacioén geografica, métodos agricolas y la susceptibilidad de
los productos a la penetracion de hongos durante los periodos de almacenamiento y
procesamiento (Adeyeye, 2016). Entre los principales hongos micotoxigénicos se encuentran

los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

2.3.1. Aspergillus

Aspergillus es un género de hongos causantes de enfermedades tanto por infeccion
como por intoxicacion. La infeccidon conocida como aspergilosis es una enfermedad invasiva
donde los conidios crecen en los bronquiolos y alveolos del huésped y en ocasiones llega a
invadir otros organos, A. fumigatus es la especie frecuentemente encontrada como
responsable de esta enfermedad. Por otro lado se ha reportado que la intoxicacion por
micotoxinas causa dafios en el higado y rifidon (Bennett, 1992). Las principales especies
productoras de micotoxinas de este género son: A. flavus, A. parasiticus, A. ocharecus y A.

carbonarius (Murphy et al., 2006).

2.3.2 Penicillium

Las especies de Penicillium se asocian a los quesos madurados, pero también
frecuentemente con el deterioro de alimentos. Producen una amplia variedad de micotoxinas
y metabolitos secundarios dentro de los cuales se encuentran: la patulina, la ocratoxina, la
citrinina, el acido penicilico, el acido ciclopiazénico, la citreoviridina y el penitremo que
pueden provocar diferentes respuestas toxicas en humanos y animales. (Barkai-Golan, 2008).
Algunos ejemplos de las principales especies micotoxigénicas de este género son: P.
crustosum, P. chrysogenum, P. expansum, P. roqueforti, P. viridicatum, P. commune, P.

aurantiogriseum, P. citrinum, y P. verrucosum (Keblys et al., 2004).
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2.3.3 Fusarium

Este género se encuentra con frecuencia en cereales y sus derivados. Algunas
micotoxinas producidas por Fusarium son los tricotecenos, las fumonisinas y la zearalenona
(Oueslati et al., 2011). Las principales especies micotoxigénicas son: F. poae, F. cerealis, F.
equiseti, F. sporotrichioides, F. trieineturn, F. acuminatum, F. subglutinans, F. solani, F.

oxysporum, F. verticillioides, F. semitectum y F. proliferatum (Bottalico & Perrone, 2002).

2.4 Micotoxinas

Los metabolitos téxicos producidos por hongos y mohos se designan como
micotoxinas. El principal efecto de la intoxicacion aguda por micotoxinas es el deterioro de
la funcion hepatica o renal. Sin embargo, algunas micotoxinas interfieren con la sintesis de
proteinas y producen efectos que van desde la sensibilidad o necrosis de la piel hasta la
inmunodeficiencia extrema. Otras son neurotoxinas, que en dosis bajas pueden causar
temblor sostenido, mientras que en dosis ligeramente mas altas causan dafio cerebral o la
muerte. El efecto comun cronico de muchas micotoxinas es la induccién de cancer,
especialmente del higado. Algunas micotoxinas afectan la replicacion del ADN vy, por lo
tanto, pueden producir efectos mutagénicos o teratogénicos (Pitt, 2000). Se sabe que al menos

14 micotoxinas son cancerigenas, donde las aflatoxinas son las mas potentes (Majumdar et

al., 2018).

2.4.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios altamente téxicos derivados de
policétidos, generalmente infectan los cultivos de cereales, incluidos trigo, maiz, algodon,
cacahuates y nueces (P. Kumar et al., 2017). Estas micotoxinas se presentan en varias formas
quimicas, designadas como: Bi, B2, Gi, G2 y M. "B" y "G" (Figura 2.1). Las letras “B” y
“G” se refieren a la fluorescencia azul (Blue) o verde (Green) observada tras la exposicion
de la toxina a la radiacion ultravioleta y el nimero a su posicion relativa en placas de
cromatografia en capa fina. M es el metabolito hidroxilado predominante de aflatoxina B
excretado en la leche de humanos y animales lactantes que consumen alimentos o piensos

contaminados con aflatoxina Bi (Murphy et al., 2006).
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Figura 2.1. Estructura quimica de las principales aflatoxinas contaminantes de alimentos (Murphy et al., 2006).
Las aflatoxinas afectan principalmente el higado y provocan hepatotoxicidad
causando fiebre, malestar general y anorexia seguidos de dolor abdominal, vomitos y
hepatitis. La toxicidad crénica por aflatoxinas comprende efectos inmunosupresores y

carcinogénicos (P. Kumar et al., 2017)

2.4.2 Ocratoxinas

Las ocratoxinas son pentacétidos derivados de la familia de las dihidrocumarinas
acoplada a B-fenilalanina. Su nombre quimico es: L-fenilalanin-N -[(5-cloro-3,4-dihidro-8-
hidroxi-3-metil-1-oxo0-1H-2-benzopirano-7-il)carbonil]-(R) isocumarina, comprenden al
menos 15 metabolitos secundarios estructuralmente similares (el Khoury & Atoui, 2010) de

los cuales la ocratoxina A (OTA) es la més toxica (Figura 2.2).

La OTA ha sido encontrada en nueces, centeno, avena, cebada, trigo, café, queso y
carne de animales que consumieron granos infectados con la micotoxina (Eskola et al., 2019;
Malir et al., 2016). Las principales fuentes de exposicion para los humanos son: cereales,
vino, jugo de uvas, café y carne de puerco con aproximadamente, 58%, 21%, 7%, 5% y 3%
de la ingesta total de OTA que se podria consumir en la dieta promedio (Mbundi et al., 2014).
Esta micotoxina posee resistencia a acidez y altas temperaturas por lo que su eliminacién de
los alimentos contaminados es dificil El consumo de OTA puede provocar nefrotoxicidad
neurotdxicidad, inmunosupresion, genotoxicidad, carcindgenesis y teratogénesis. Ha sido
clasificada como posible carcindgeno humano por el Centro Internacional de Investigaciones

sobre el Cancer (CIIC) (Sueck et al., 2020).
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Figura 2.2. Estructura quimica de la OTA (Malir et al., 2016)

2.5 Métodos para la conservacion de alimentos

Existen métodos quimicos, fisicos y biologicos utilizados para disminuir la tasa de
deterioro de los alimentos, entre los que se encuentran la reduccion del pH, la adicion de
acidos u otros conservadores, la inoculacion con microorganismos generalmente reconocidos
como seguros (GRAS por sus siglas en inglés) antagonistas de patogenos, la adicion de
azucar o cloruro de sodio, la remocion de agua, la limitacion del oxigeno disponible, y la
congelacion (Rawat, 2015). La actividad antimicrobiana de un compuesto depende en gran
medida de sus caracteristicas fisicoquimicas tales como polaridad, hidrofobicidad, y
volatilidad; y en relacion con la diversidad y propiedades de cada alimento (contenido de
grasas y proteinas, pH, actividad del agua y homogeneidad), es por ello que resulta

complicado generalizar los métodos de conservacion (Barberis et al., 2018).

2.5.1 Meétodos fisicos para la conservacion de alimentos

El crecimiento microbiano puede inhibirse mediante procesos de deshidratacion fisica
(secado y liofilizacion), temperatura (alta o baja), radiacion UV o ionizante, y métodos
emergentes como alta presion hidrostatica (APH), campos eléctricos pulsados (CEP), o la

eliminacion de microorganismos mediante filtracion por membranas.

En el proceso de deshidratacion y congelacion, un parametro importante a considerar
es la disponibilidad de agua del alimento, determinada por la actividad de agua (aw) definida

como la relacion de la presion de vapor de agua en un alimento a la presion de vapor de agua
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pura a la misma temperatura. La mayoria de las bacterias patdgenas no pueden crecer por
debajo de una actividad de agua de 0.85; mientras que la mayoria de las levaduras y mohos
son mas tolerantes a la actividad de agua reducida, pero por lo general no se produce

crecimiento por debajo de una actividad de agua de aproximadamente 0.62 (Rahman, 2009).

En cuanto a los métodos que utilizan radiacion, el rango UV de longitud de onda mas
destructivo para los microorganismos esta entre 240 y 280 nm. Los rayos gamma de alta
energia, comunmente de Co 60 y Cs 137 (Farkas, 2007), son efectivos para matar esporas
microbianas en productos alimenticios. El principio se basa en el hecho de que la radiacion

puede dafiar los acidos nucleicos impidiendo la duplicacion celular.

Por otro lado, los CEP cargan las células de tal manera que se comportan como
pequeiios dipolos y se desarrolla un potencial eléctrico sobre las membranas celulares que
conduce a un aumento en la permeabilidad hasta tal punto que el contenido celular se escapa
y las células mueren (Farkas, 2007; Majumdar et al., 2018). Sin embargo, el uso de métodos
fisicos para la preservacion de alimentos puede causar cambios en las propiedades

organolépticas y pérdida de nutrientes.

2.5.2 Métodos quimicos para la conservacion de alimentos

Los conservadores quimicos son definidos como sustancias artificiales capaces de
inhibir, retardar o restringir el crecimiento microbiano o su metabolismo, en algunos casos a
su vez, tienen la funcion de actuar como antioxidantes, saborizantes y modificadores del pH
(Amit et al., 2017). Ejemplos de conservadores quimicos son: benzoatos, sorbatos, nitratos,
acido propiodnico, didxidos de azufre, sulfitos, fosfato trisddico, polifosfato de sodio, clorito
de sodio acidificado, agua oxidante electrolizada, ozono, peroxido de hidrogeno y cloro

(Majumdar et al., 2018).

El uso de compuestos quimicos conlleva a efectos nocivos para el consumidor
asociados con carcinogenicidad, toxicidad, teratogenicidad y algunos de ellos impactan en el
ambiente debido a que presentan periodos lentos de degradacion (Barberis et al., 2018). Por
ejemplo, los sulfitos pueden provocar cefalea, palpitaciones, alergias, e incluso cancer; los
nitratos y nitritos se convierten en acido nitroso y se sospecha que causa cancer de estdmago;

los benzoatos pueden provocar alergias, asma y erupciones cutaneas (Sharma, 2015).
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2.5.3 M¢étodos biologicos para la conservacion de alimentos

En la actualidad se demandan productos alimenticios minimamente procesados con
una amplia vida de anaquel. La bioconservacion es una alternativa confiable dado que no
interfiere con las caracteristicas nutricionales y organolépticas de los alimentos y es amigable
con el medio ambiente. Los agentes de biocontrol se pueden obtener de diferentes fuentes,
incluyendo plantas (saponinas, flavonoides, carvacrol, timol, citral, eugenol, linalol y
terpenos), animales (lactoferrina, lisozima, lactoperoxidasa), derivados de insectos y
crustaceos (quitosano) bacterias (nisina, natamicina, acidos orgéanicos), y hongos (fenoles,
acido galico, 4cidos grasos libres y sus derivados) (Barberis et al., 2018). La bioconservacion
es una técnica de conservacion de alimentos que utiliza el potencial antimicrobiano de los
organismos naturales y sus metabolitos (Singh, 2018). Tanto la produccion de biomasa
microbiana benéfica como sus metabolitos antimicrobianos se da a través de procesos de

fermentacion (Reis et al., 2012; Singh, 2018).

Existen varios requisitos a considerar al utilizar un microorganismo como agente de
biocontrol, algunas de ellas son: estabilidad genética, eficacia a bajas concentraciones y
contra un amplio rango de patdogenos en varios productos, requerimientos nutricionales
simples, supervivencia en condiciones adversas, crecimiento en sustratos simples,

organismos GRAS (Parveen et al., 2016).

Los agentes bioldgicos utilizados en los alimentos pueden clasificarse como cultivos
iniciadores y cultivos protectores. Los cultivos iniciadores son microorganismos que inician
la fermentacion y ayudan en la produccion de compuestos responsables de la textura y aromas
en los productos fermentados. El cultivo protector se utiliza principalmente para reducir la
supervivencia y el crecimiento de microorganismos patdgenos en los alimentos (Singh,

2018).
2.6 Bacterias acido lacticas (BAL)
Las BAL estdn presentes naturalmente en diversos sistemas alimentarios,

principalmente en alimentos fermentados, la mayor parte de ellas se clasifican como GRAS

y han sido aprobadas como un aditivo alimentario en mas de 50 paises por sus propiedades
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antimicrobianas y por su potencial para mejorar las propiedades organolépticas de los
alimentos (Barberis et al., 2018). Se clasifican en seis familias y al menos 38 géneros dentro
de los que se encuentran: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,

Vagococcus, y Weissella (Bianchini, 2015).

Las BAL se clasifican como: homofermentativas obligatorias, heterofermentativas
facultativas y heterofermentativas obligatorias (Génzle, 2015). Las BAL que utilizan la via
homofermentativa EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) pueden convertir la mayor parte de la
fuente de carbono (mas del 85%), en acido lactico cuando dicha fuente es abundante. En otro
escenario si hay limitacion de sustrato, el crecimiento es bajo y la ruta glucolitica lenta, bajo
estas condiciones se produce formiato, acetato, etanol y lactato. Este cambio en el
metabolismo est4 regulado por las enzimas lactato deshidrogenasa y piruvato formato liasa,
controladas por la relacion NADH/NAD"(Reis et al., 2012; Zaunmiiller et al., 2006). Las
BAL que utilizan la via heterofermentativa (ruta 6-phosphogluconato/fosfocetolasa),
degradan hexosas y pentosas para la generacion de muchos otros metabolitos (acidos
organicos, acetato, acetoina, etanol, dioxido de carbono, diacetil y acetaldehido) (Reis et al.,

2012).

El metabolismo de las BAL en cultivo aerobio y anaerobio puede ser distinto,
resultando en algunos casos beneficioso, mientras que en otros perjudicial para ser utilizadas
como agentes de biocontrol. En general las BAL poseen una NADH oxidasa citoplasmatica
que cataliza la reduccion de Oz a H2O,. Al transferir un electréon a una molécula de O pasa
a ser ion superoxido (O2") y dada su inestabilidad se convierte rapidamente en H>O». En la
ruta glucolitica del metabolismo de azucares para regenerar el NAD" las BAL utilizan las
enzimas deshidrogenasa lactica, acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa. Sin
embargo, en presencia de O, la enzima NADH oxidasa y NADH peroxidasa participan en el
mecanismo de regeneracion del NAD”, teniendo un efecto sobre la produccion de piruvato,
acetil-Co A y acetaldehido, es decir, se modifica el espectro de productos finales de
fermentacion y como consecuencia la capacidad antimicrobiana de las BAL es afectada

(Condon, 1987; Niel & Hofvendahl, 2002; Van de Guchte et al., 2002).
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2.7 Mecanismos de control bioldgico
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Figura 2.3. Compuestos antimicrobianos producidos durante el metabolismo de BAL. Modificacion de la propuesta de:
Siedler et al., 2019

El control bioldgico de microorganismos involucra mecanismos de competencia
(espacio, minerales y nutrientes) y antibiosis (produccion de enzimas, compuestos volatiles,

agentes liticos, antibidticos o bacteriocinas y otras sustancias) (Shyam et al., 2020).

2.7.1 Competencia por nutrientes y espacio

En la competencia por nutrientes como carbohidratos, aminoacidos, vitaminas y
minerales, asi como oxigeno, los antagonistas disminuyen la disponibilidad de nutrientes o
los vuelven inaccesibles, convirtiendo por ejemplo los azicares en una matriz de
polisacaridos que posteriormente pueden utilizar exclusivamente como fuente de carbono.
En el caso de la competencia por espacio, la velocidad de crecimiento del antagonista es

generalmente mas alta (Dukare et al., 2019).

2.7.2 Compuestos antifungicos producidos por BAL

El efecto antimicrobiano de las BAL se debe a la produccion de uno o mas metabolitos

activos (Figura 2.3), como los dcidos organicos (acidos lactico, acético, férmico, propionico
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y butirico) y otros metabolitos tales como: etanol, 4cidos grasos, acetoina, peroxido de
hidrogeno, diacetilo, compuestos antimicéticos (propionato, fenil-lactato, dipéptidos ciclicos
y éacidos grasos 3-hidroxi), bacteriocinas (nisina, reuterina, reutericiclina, pediocina,
lacticina, enterocina) (Reis et al., 2012). Las bacteriocinas serdn mencionadas en una seccion

independiente.

La actividad antimicrobiana debida a la presencia de acidos orgadnicos depende en
gran medida del pH, ya que estos compuestos solo son activos en forma no disociada, es
decir, a pH < pKa, de esta forma, su condicion lipofilica les permite penetrar a través de la
membrana. A un pH intracelular mas alto, el acido se disocia para liberar protones y conjugar
bases, lo que altera la fuerza proton-motriz de la membrana (Cabo et al., 2002) causando
disminucién de la energia disponible para el crecimiento celular debido a la inhibicion de
absorcion de compuestos (Reis et al., 2012).. El pKa de los dcidos mas comunes producidos
por BAL esta por debajo de 5.0. Por ejemplo, el pKa del 4cido lactico, acético, y propidnico

es de: 3.8, 4.7,y 4.9, respectivamente (De Muynck et al., 2004).

El efecto antimicrobiano del peroxido de hidrogeno se ha atribuido a la peroxidacion
de los lipidos de la membrana lo que produce un aumento en su permeabilidad y la
destruccion de estructuras proteicas. EI H>O» también puede ser un precursor para la
produccion de radicales libres como superoxido (O72) e hidroxilo (OH) que pueden danar los

4cidos nucleicos (Ozogul & Hamed, 2018).

También denominados 2,5-dicetopiperazinas (Figura 2.4). Los dipéptidos ciclicos son
metabolitos producidos a través de una via no ribosomica que utiliza una enzima
multifuncional. Estos metabolitos presentan actividad antitumoral, antiviral, antimicrobiana
y antihiperglucémica y ademas se cree que estan relacionados con la comunicacion celular
entre microorganismos (P. de Carvalho & Abraham, 2012). Se ha reportado que los derivados
deshidrogenados de los dipéptidos ciclicos causan inhibicion de la division celular (Martins

& Carvalho, 2007).
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Figura 2.4. Estructura quimica general de las 2, 5-dicetopiperazinas. R' y R? son los radicales de las cadenas laterales de
las variaciones de las distintas ocratoxinas (P. de Carvalho & Abraham, 2012).

2.7.3 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por ribosomas, generalmente tienen bajo
peso molecular y sufren modificaciones postraduccionales. Las bacteriocinas pueden
degradarse facilmente por enzimas proteoliticas, especialmente por las proteasas del tracto
gastrointestinal de los mamiferos, lo que las hace seguras para el consumo humano.
Considerando sus caracteristicas (estructura quimica, tamafio molecular, estabilidad térmica)

se han clasificado en tres clases: (Reginensi et al., 2016).

Clase 1. Son bacteriocinas conocidas como lantibioticos (<5 kDa) que contienen
aminoacidos de tioéter policiclicos como lantionina o metillantionina, asi como los
aminoacidos insaturados dehidroalanina y 2-aminoisobutirico. siendo la nisina y la lacticina

3147 los principales representantes de este grupo (Reginensi et al., 2016).

Nisina. La nisina es un péptido de 34 aminoacidos (Figura 2.5) producida por
Lactococcus lactis que contiene cuatro metil-lantionina, una estructura ciclica de lantionina,
deshidroalanina (Dha) y dos residuos de deshidrobutirina. Se han identificado dos variantes
naturales, nisina A y nisina Z que difieren por el intercambio de un solo aminoacido en la
posicion 27 (His (A) — Asn (Z)). La nisina es muy eficaz que ya puede inhibir las células
diana (microorganismos patogenos) en el rango nanomolar, lo que se logra mediante la
combinacion de su alta afinidad por lipidos en la membrana y su posterior formacion de poros
(transitorios) dando como resultado disrupcion de la membrana, liberacion de material

intracelular y disipacion de gradientes de energia. Ademads, un estudio muestra que puede
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bloquear el crecimiento de las células mediante la inhibiciéon de la biosintesis de

peptidoglucano (Kleerebezem & Quadri, 2001).

COOH
Figura 2.5. Estructura peptidica del lantibiotico nisina. Obtenido de: (Kleerebezem & Quadri, 2001)

Clase II. Son péptidos relativamente termoestables (< 10 kDa) agrupados en 3
subclases, la primera presenta la secuencia concensus Tyr-Gly-Asn-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-
Cys, la segunda subclase requiere la presencia de dos péptidos para ejercer su efecto
antimicrobiano y la tercera presenta una estructura ciclica entre el C y N terminal (Reginensi

etal., 2016).

Pediocina Al. Pertenece a la clase II de las bacteriocinas y es producida por
Pediococcus acidilactici, en su forma activa consta de 44 aminoacidos, este péptido es de
caracter no polar debido a la abundancia de residuos de aminoacidos no polares (Figura 2.6).
Su peso molecular calculado a partir de la secuencia de aminoacidos es de 4628 o0 4624 Da,
en ausencia o presencia de dos enlaces disulfuro, respectivamente. Esta bacteriocina inhibe

el crecimiento de Listeria monocytogenes en productos carnicos (Rodriguez et al., 2002).

Figura 2.6. Estructura peptidica de la pediocina A1l
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Clase III. Son bacteriocinas cuyo tamafio es mayor a 30kDa, son termolabiles y
tolerantes a un amplio rango de pH. Se ha reportado que promueven lisis de la pared celular,
la parte C terminal es responsable del reconocimiento de la célula objetivo y la parte N

terminal tiene actividad endopeptidasa (Reginensi et al., 2016).

Lisostafina. Es una bacteriocina producida por Staphylococcus aureus de la clase III,
es una metaloenzima monomérica de 246 aminoacidos que contiene zinc (Figura 2.7). Tiene
una masa molecular de ~27 kDa. Su capacidad antimicrobiana se debe a su actividad litica

de la pared celular (Freire et al., 2010).

Figura 2.7. Estructura peptidica de la Lisostafina
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3. Justificacion

La contaminacion de alimentos es un problema mundial, genera pérdidas economicas
y representa un riesgo de salud para la humanidad. Dentro de los alimentos de consumo
humano de mayor importancia desde el punto de vista de comercializacion esté el café, este
producto es susceptible de contaminacion por hongos principalmente del género Aspergillus,
y como producto de su metabolismo secundario se encuentran las micotoxinas, compuestos

organicos a los que se les relaciona con multiples problemas de salud.

Dado que el uso de los métodos fisicos y quimicos presentan desventajas como
cambios en las propiedades organolépticas de los alimentos o ejerciendo efectos secundarios
en los consumidores, en la actualidad se estdn empleando en mayor medida los métodos de
control bioldgico para controlar los hongos productores de micotoxinas, que incluyen el uso
de microorganismos inocuos. El control bioldégico con microorganismos GRAS es una
alternativa amigable con el medio ambiente para controlar microorganismos productores de
micotoxinas en alimentos. El uso de bacterias acido lacticas en alimentos de consumo
humano ha sido ampliamente reportado, por su efecto antagénico contra diversos

microorganismos patogenos.

Las bacterias acido lacticas presentan diversos mecanismos de accion para evitar el
desarrollo de microorganismos productores de micotoxinas, tanto por contacto fisico, asi

como por la produccion de diversos metabolitos que de manera sinérgica evitan su desarrollo.

Conforme a lo anterior expuesto, en este trabajo se plantea el uso de bacterias acido
lacticas para evitar el crecimiento de 4. carbonarius Ac. 162, asi como la produccion de
OTA. En este trabajo se evalu6 el efecto de la modificacion del medio de cultivo de Man
Rogosa y Sharpe (MRS) variando la concentracion de factores nutricionales (cloruro de
calcio, cloruro de sodio, extracto de levadura y citrato de amonio) y la adicién de polioles,

con el fin de aumentar la produccién de metabolitos con actividad antifiingica.
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4. Hipotesis

La adicion de cloruro de calcio, cloruro de sodio, extracto de levadura, citrato de
amonio y polioles al medio de cultivo MRS inducird la produccién de compuestos
antifingicos por bacterias acido lacticas mejorando la actividad antifingica contra A.

carbonarius.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Inhibir el crecimiento de 4. carbonarius y la produccion de Ocratoxina A mediante el uso
del sobrenadante libre de células del cultivo de bacterias acido lacticas de Costa de Marfil y

de México.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del pH sobre la actividad antifungica del sobrenadante libre de
células del cultivo de bacterias acido lacticas.

e Comparar la actividad antifungica de bacterias 4cido lacticas al adicionar sales y
variar la concentracion de extracto de levadura del medio de cultivo.

e Determinar el efecto de la presencia de polioles en la actividad antifungica de las
bacterias 4cido lacticas.

e Extraer e identificar compuestos con actividad antifingica producidas por bacterias

acido lacticas.
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6. Estrategia de trabajo

La figura 6.1 muestra la estrategia experimental para los ensayos realizados en las
secciones siguientes. En primer lugar, se estudi6 el efecto de inhibicion del crecimiento de
hongos micotogénicos, mediante el uso del SLC de los cultivos de bacterias acido lacticas
con la adicién de factores nutricionales y polioles al medio de cultivo MRS. A partir de los
resultados obtenidos, se seleccionaron los tratamientos con mayor actividad antifungica para
realizar la extraccion e identificacion de metabolitos con antifungicos. La principal variable
estudiada fue el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de 4. carbonarius Ac. 162y

Ac. 89.
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*Sobrenadante libre de células

Figura 6.1 Estrategia experimental
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7. Analisis del crecimiento de A. carbonarius Ac. 162y del efecto del pH, O:
y duracion de cultivo sobre la actividad antifungica de bacterias acido
lacticas.

7.1 Resumen

En este capitulo se realizo un analisis del crecimiento de A. carbonarius Ac. 162 en
medio superficial. Fueron identificados los principales acidos organicos producidos y se
evalud el efecto de la presencia de Oz durante el cultivo de BAL, asi como el efecto del pH

sobre la actividad antifungica de los sobrenadantes libres de células (SLC).

Se encontré que la fase de adaptacion (lag) de A. carbonarius Ac. 162 tuvo una
duracion de 20 h, la fase exponencial ocurri6 entre las 30 y 60 h de cultivo, y después de ese
periodo comenzo6 su fase estacionaria de crecimiento. A partir de este resultado se propuso

realizar las pruebas de inhibicion entre las 48 y 72 h de cultivo.

Se estudiaron 4 cepas de BAL (J, 2, 31 y 34) de Costa de Marfil, BAL
homofermentativas ya que producen principalmente acido lactico, con bajas concentraciones

de acido propidnico y la BAL 31 también se detect6 acido butirico.

La mayor actividad antifingica de las BAL se obtuvo entre las 72 y 96 h de cultivo
bajo condiciones anaerobias. Ademas, se observdo una disminuciéon en la actividad
antifngica cuando el sobrenadante libre de células (SLC) fue ajustado a pH 5,no se encontro
diferencia estadisticamente significativa (o < 0.05) con valores de pH de 4.5, 6 y 7 para las
BALJ,2y34. Enelcasode la BAL 31 se encontr6é un mayor porcentaje de inhibicion cuando

el pH es ajustado a 7 (65 +£2.6%).

A partir de las pruebas realizadas con diferentes tiempos de cultivo se encontro que
los extractos libres de células del cultivo de la BAL 31 presentaron la mejor respuesta
inhibitoria ya que alcanzaron un valor de 53.8+1.6% después ser cultivada 96 h en

condiciones de anaerobiosis. Por lo cual esta cepa fue seleccionada para posteriores estudios.

7.2 Introduccion: Antecedentes directos
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Djossou et al (2011) investigaron en Costa de Marfil los hongos que se desarrollaron
durante los tratamientos postcosecha por via seca en las cerezas de café (Coffea canephora
variedad robusta), de donde aislaron 218 cepas, de los cuales Aspergillus fue el género mas
representativo (65%). A su vez, identificaron las micotoxinas producidas en las muestras de
café donde se encontraron aflatoxinas y en mayor medida ocratoxina A (OTA), donde

Aspergillus carbonarius fue el mayor productor de OTA (4-56.4 ng de OTA/g de agar).

Por otro lado, los mismos autores aislaron 44 BAL de la pulpa de café ensilada
identificadas como Lactobacillus plantarum. Probaron la actividad antifungica de las BAL
aisladas, contra A. carbonarius Ac. 162 (40.5 pg OTA/ g agar) y A. carbonarius Ac. 164
(27.6 ug OTA/ g de agar). Solo dos cepas (LabCP15Z42 y LabCP37Z12) mostraron una
inhibicidn reproducible contra A. carbonarius Ac 162, mientras que la cepa LabCP15742

solo present6 actividad antifingica reproducible contra 4. carbonarius Ac 164.

Amador Hernandez (2019) determind las interacciones fisicoquimicas y ecologicas
implicadas en el biocontrol de A. carbonarius Ac. 162 con BAL, y reportd que Lactobacillus
plantarum MZ809351 fue capaz de inhibir el crecimiento radial de A. carbonarius Ac. 162
en medio solido (> 50%), mientras que en medio liquido observo actividad inhibitoria a nivel
de la germinacion de esporas. Ademas, encontrd que al utilizar trehalosa en el cultivo de
Lactobacillus plantarum MZ809351, se produjeron compuestos con actividad antifingica
como acido lactico, 4cido formico, &cido acético, acido propionico y etanol. Con respecto a
la exploracion de la superficie de esporas fungicas utilizando microscopia electronica de
barrido (MEB) se observd adhesion de las BAL en la superficie y posible dafio debido a la
aparicion de poros en la superficie de las esporas (140 = 22.3 nm), que podrian estar
relacionados con la presencia de la bacteria en la superficie de la espora. Por tltimo, en su
trabajo se analizaron los mecanismos responsables de adhesion superficial de BAL sobre
esporas fungicas mediante microscopia de barrido laser confocal (CLSM) y espectrometria
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), como resultado se demostrd la presencia
enlaces quimicos superficiales pertenecientes a proteinas y polisacaridos participes como
posibles biomoléculas membranales implicadas en la adhesion de L. plantarum sobre esporas

de A. carbonarius Ac. 162.

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas

24



Gutiérrez Rodriguez (2019) aislo e identificd microorganismos de cerezas de café en
Tlacotalpa, Tabasco, realizd un andlisis metagenémico de las comunidades bacterianas y
fungicas mediante secuenciacion de la region 16S (bacterias) y de la region ITS2 (hongos),
del cual observo la presencia de Klebsiella y P. agglomerans entre las bacterias con mayor
abundancia, y la contaminacion con A4. niger en cerezas secas. Entre las unidades
taxonomicas operacionales (OTUs) bacterianas los phyla Firmicutes se encontraron en una
proporcién mas alta en cerezas secas, mientras que en cerezas frescas predominé el género
Weissella. En cuanto a las OTUs fingicas, los phyla Ascomycota y Basidiomycota fueron los
dominantes, con mayor proporcion de Basidiomycota en cerezas frescas. Asi mismo, se llevo
a cabo el aislamiento de bacterias y hongos filamentosos para su identificacion molecular de
las regiones ITS (hongos) y 16S (bacterias). Se detemin6 en cerezas secas abundancia de
bacterias Gram-negativas, entre las que se identificé al género Klebsiella y Pantoea
agglomerans y la presencia Aspergillus niger productor de OTA (105.03£16.36 ng/kg de

medio).

Dominguez Gutiérrez (2019) diseid un medio de cultivo de bajo costo para
Lactobacillus plantarum sustituyendo las fuentes costosas de nitrogeno como el extracto de
carne (EC) y la peptona de carne (PC) del medio de cultivo MRS por fuentes de nitrégeno
economicas (harina de trigo, harina de soya, lenteja, cacahuate, levadura de pan, aislado de
suero de leche, extracto de germen de maiz y extracto de germen de cebada). Se determind
que al utilizar extracto de germen de malta (EGM) se alcanzaron concentraciones celulares

cercanas a las obtenidas con el medio de referencia MRS (3x10° UFC/mL).

Aguilar et al., (2021) analizaron muestras de café de Chiapas en el ciclo 2017/2018.
La concentracion promedio de OTA en 97 de las muestras analizadas fue de 0.41 pg/kg. No
se detectdo OTA en el 52% de las muestras; en el 45% de las muestras, la concentracion oscilo
entre 0.05 y 3.4 pg/kg, por debajo del limite de la normativa europea (<5 pg/kg), y en solo el

3% de las muestras los valores de OTA superaron la normativa europea.

7.3 Materiales y métodos
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7.3.1 Microorganismos

Para el desarrollo de este proyecto se utilizo A. carbonarius Ac. 162 productor de
OTA aislado en Costa de Marfil a partir de muestras de cerezas de café secadas al natural
(Djossou et al., 2011). La cepa fue conservada en viales crioprotectores con medio Czapek
con extracto de levadura (CYA) (Tablas Al y A2) y glicerol (50% v:v) a -20°C. Para realizar
los cultivos, se tomaron alicuotas de 50 pL de los viales crioprotectores y se inocularon
matraces con 30 mL de medio PDA estéril (BD Bioxon, Querétaro, México) y se llevaron a

incubacién a 30 °C durante 7 dias.

En cuanto a los microorganismos empleados para realizar el control biologico se
utilizaron BAL provenientes del ensilado de pulpa de café en Costa de Marfil (Djossou et al.,
2011) identificadas como Lactobacillus plantarum J, 2, 31 y 34. Las cepas fueron
conservadas en viales con medio crioprotector (medio MRS:glicerol (50%, v:v) conservadas
a -20 °C). Para los experimentos se tomaron alicuotas de 50 pL de los viales crioprotectores
para inocular tubos con 9.5 mL de medio MRS estéril (Difco™, Sparks, USA) y se incubaron

a 30 °C durante 24 h.

La actividad antifingica fue evaluada mediante la técnica de cultivos envenenados
(Balouiri et al., 2016) de los SLC de BAL después de 48, 72 y 96 h de cultivo en medio MRS
a 30 °C bajo condiciones anaerobias. De igual manera se determiné la actividad antifungica
al variar el pH a valores de 4.5, 5, 6 y 7 con acido clorhidrico 0.1 M e hidroxido de sodio 0.1
M con el fin de neutralizar la actividad antifingica debida a la presencia de 4cidos organicos.
Finalmente se determinoé el efecto de la presencia de Oz sobre la actividad antifungica de los

SLC de las BAL de Costa de Marfil.

La actividad antifungica fue determinada midiendo los halos de crecimiento con un vernier

a las 72 h de cultivo en cajas Petri.
7.3.2 Activacion y resiembra de A. carbonarius Ac. 162
Para la activacion de A. carbonarius Ac. 162 se colocaron 50 pL del stock de la

suspension de esporas en matraces con 30 mL de medio PDA y se incubaron durante 7 dias

a 30 °C; transcurrido este periodo de tiempo se agregaron 20 mL de solucion estéril de Tween
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80 (0.1% v/v) al cultivo activado para suspender las esporas con la ayuda de un agitador
magnético estéril con agitacion suave durante 5 min. A partir de esta suspension se tomaron
500 uL y se adicionaron a 30 mL de medio PDA, se incubaron durante 7 dias a 30 °C.
Posteriormente, se prepard la suspension de esporas a una concentracion de 1x10°

esporas/mL con tween 80 (0.1 % v/v), el conteo se realiz6é con cdmara de Neubauer.

7.3.3 Cultivo de bacterias lacticas

Las BAL se activaron empleando 50 pL del stock conservado a -20 °C (seccion 6.3.1),
en 9 mL de medio MRS estéril y se incubd durante 24 h a 30 °C. A partir de este cultivo se
realizo una segunda activacion con 1 mL de este cultivo adicionados a 9 mL de medio MRS
estéril, las condiciones de activacion fueron las mismas que se utilizaron en el cultivo
anterior. Se llevo a cabo una resiembra en botellas serologicas de 60 mL con 4 mL del cultivo
anterior en 36 mL de medio MRS estéril y se incubaron a 30 °C por 48, 72 y 96 h. Para
cultivos aerobios las botellas fueron cerradas con tapon de algodén estéril, mientras para
generar la atmosfera anaerobia a las botellas herméticamente cerradas se hizo circular una
corriente de N» para desplazar el aire del medio. Al final de los tiempos de fermentacion, los
cultivos se centrifugaron a 8500 rpm durante 15 min a 10 °C y el sobrenadante se filtr6 con
una membrana estéril (Nucleopore, Costar) de 0.45-um de tamafio de poro, los SLC se

refrigeraron a 4 °C hasta su uso.

7.3.4 Determinacion de la inhibicion del crecimiento fingico en medios
envenenados

Se prepararon cajas Petri de 90 mm de didmetro con 20 mL de una mezcla de medio
PDA (agar 2x) y SLC (50:50 v/v) por triplicado. En el centro de las cajas se hicieron pozos
de 8 mm de didmetro donde se inocularon 100 pL de suspension de esporas de 4. carbonarius
Ac. 162 (1x10° esporas/mL). Posteriormente se midi6 cada 24 h el halo de crecimiento del

hongo con un vernier.

7.3.5 Prueba preliminar de crecimiento de 4. carbonarius Ac 162
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Con el fin de conocer la cinética de crecimiento de A. carbonarius Ac 162 para
determinar el tiempo de cultivo de las pruebas de inhibicion se monitore6 el crecimiento del
hongo por respirometria colocando 30 g de perlas de poliacrilamida previamente hidratadas
con medio Czapek-Levadura (CYA), fueron empacadas en columnas de vidrio estériles
donde se inocularon 100 pL de una suspension de esporas con una concentracion de 1x10°
esporas/mL (seccion 6.3.1). Las columnas se incubaron a 30 °C con un suministro de aire
por la parte inferior de la columna a un flujo de 25 mL/min. El tiempo de incubacion fue de

4 dias. La produccion de CO» se modeld utilizando la ecuacion logistica 6.1:

4% — 1., CO, (1 — 0 ) Ecuacion 6.1

- Mco
dat 2 COz2max

7.3.6 Produccion de acidos organicos

La produccion de acidos organicos fue determinada por duplicado con un método
isocratico (Diano et al., 2007) en un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) equipado con una bomba LC-20, un detector de
indice de refraccion RID-20%, una columna Aminex HPX 87H. Como fase moévil se utilizo

H>SO4 5 mM a un flujo de 600 pL/min y una temperatura de 60 °C.

7.3.7 Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados fueron expresados como
media * intervalo de confianza (ecuacion 6.2). Se realiz6 un ANOVA de los datos y las
medias se compararon usando la prueba de Tukey (a0 <0.05). El analisis estadistico se realizo

usando el paquete estadistico PASW Statistics 18.

Intervalo de confianza = x + 1.96 (\%) Ecuacion 7.2

Donde x es la media, o la desviacion estandar y » el tamafio de la muestra
7.4 Resultados y discusion

7.4.1 Parametros cinéticos del crecimiento de 4. carbonarius Ac. 162
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La Figura 7.1 muestra la tasa de produccion de CO2 de 4. carbonarius Ac. 162 en las
condiciones descritas en la seccion 7.3.4. Se obtuvo una tasa maxima de produccion de CO»
de 0.43 mg de CO2 /h*g medio @ las 40 h de cultivo. Se encontrd que la fase de adaptacion (lag)
de 4. carbonarius Ac. 162 tuvo una duracion de 20 h, la fase exponencial entre las 30 y 60 h
de cultivo; a partir de este ultimo tiempo de fermentacion comenz6 su fase estacionaria de
crecimiento (Figura 6.2). La produccion total observada de CO; fue de 7.6 mg CO2/g paa.
Los parametros de crecimiento calculados con el modelo logistico (R? = 0.99) arrojaron un
valor de COomax de 7.2 mg COx/gpaa, valor cercano al obtenido experimentalmente. La
constante especifica de produccion de CO2 (ucoz2) tuvo un valor de 0.16 h™'. A partir de estos
resultados se decidi6 tomar como tiempo final de fermentacion 3 dias (72 h) de cultivo para
realizar las pruebas de inhibicién dado que la actividad microbiana después de este periodo

es despreciable.
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Figura 7.1. Tasa de produccion de CO2 de 4 carbonarius durante el crecimiento en columnas empacadas con perlas de
poliacrilamida hidratadas con medio Czapek con extracto de levadura.
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Figura 7.2. Tasa de produccion de CO2 durante el crecimiento en columnas empacadas con perlas de poliacrilamida

hidratadas con medio Czapek con extracto de levadura de 4. carbonarius Ac. 162. Los cuadros representan los valores
experimentales y la linea continua el ajuste al modelo

Los resultados de la producciéon de CO», proporcionan informacién de la actividad
metabolica del hongo. En este caso se observd que a partir de las 48 h aproximadamente se
da un decaimiento del crecimiento somatico y comienza a presentarse la esporulacion (Figura
7.3). Aunado a lo anterior posterior a las 72 h se tiene una produccion de CO, minima, lo que
es sefal de que el crecimiento somatico estd por concluir y prevalece la esporulacion, por lo

tanto, se establecieron tiempos entre 48 y 72 h para realizar la prueba de inhibicion.

Figura 7.3 Crecimiento radial de Aspergillus carbonarius Ac. 162 en medio Czapek con extracto de levadura durante 72 h
a30°C
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7.4.2 Efecto del tiempo de cultivo sobre la actividad antifingica del SLC de las
BAL.

El tiempo de incubacién es un factor que modula la cantidad de metabolitos con
actividad antifungica. Durante el crecimiento microbiano, se producen diversos metabolitos.
Por una parte, tenemos aquellos que corresponden al metabolismo primario y son el producto
directo de las reacciones esenciales para el crecimiento y la vida. Por otro lado, existen otros
compuestos que son biosintetizados a partir de compuestos del metabolismo primario y que
aparentemente no tienen una funcidén en el crecimiento pero que juegan un papel en la
interaccion con el entorno, y son considerados producto del metabolismo secundario
(Hodgson, 2000; Verpoorte R., 2000). Los metabolitos con actividad antifungica producidos
por BAL generalmente son producidos al terminar la fase exponencial de crecimiento (Zhao
et al., 2017), es decir, durante la fase estacionaria asociada al metabolismo secundario. Por
ejemplo, estudios previos mostraron que Lactobacillus plantarum CUKS01 y Lactobacillus
acidophilus tuvieron su maxima actividad antifungica a las 48 horas de cultivo (Bianchini,
2015) mientras que en otras investigaciones ha sido reportado que Lactococcus lactis subsp.
diacetylactis produce la mayor cantidad de compuestos antifingicos entre los tres y cuatro

dias de cultivo (Dalié et al., 2010).

Los SLC de las cuatro BAL de Costa de Marfil produjeron una mayor actividad
antifungica después de las 72 h de cultivo (Figura 7.4) lo que sugiere que se produce una
mayor cantidad de metabolitos con actividad antifungica durante la fase estacionaria de
crecimiento, posiblemente como se ha reportado en la literatura son producidos como parte
del metabolismo secundario (Bianchini & Bullerman, 2014; Hodgson, 2000; Verpoorte R.,
2000).

La Figura 7.4 muestra la variacion de la inhibicion (%) del crecimiento radial de A.
carbonarius Ac. 162 alos diferentes tiempos de cultivo (48, 72 y 96 h) de las 4 BAL de Costa
de Marfil. Como puede observarse los SLC de las BAL J y 34 presentan los menores valores
de inhibicién (25.3+3.4 y 27.3£7.2 %, respectivamente) con la mayor inhibicion a las 96 h
de cultivo. E1 SLC de la BAL 2 presentd una mayor actividad antifiingica a las 72 h de cultivo
(41.6£5.4 %) para posteriormente disminuir. Probablemente los compuestos con actividad

antifingica fueron consumidos por las BAL o reaccionaron con algiin otro componente del
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SLC (Batish et al., 1990). Por ultimo, el SLC de la BAL 31 mostr6 la mejor respuesta
inhibitoria alcanzado un valor de 53.8+1.6 a las 96 h de cultivo, sin diferencia significativa

con respecto al valor obtenido a las 72 h (P <0.001).

A partir de los resultados anteriores se determind la duracion del cultivo de las BAL

(96 h) para realizar los experimentos posteriores.
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Figura 7.4. Efecto del tiempo de cultivo sobre la actividad antifiingica de los sobrenadantes libres de células de bacterias
acido lacticas de Costa de Marfil

7.4.3 Perfiles de produccion de acidos orgédnicos

Los cultivos de las BAL en medio MRS durante 96 h a 30 °C tuvieron un
comportamiento homofermentativo dado que como principal producto de fermentacion se
obtuvo 4cido lactico (Figura 6.4) a una concentracion de 19.8 +1.3 g/L. En las 4 cepas se
observaron trazas de etanol sugiriendo una baja actividad fosfocetolasa (Posthuma et al.,
2002) y también se produjo acido propiodnico en bajas proporciones. En el caso de la cepa 31
ademas de los acidos organicos mencionados se produjo acido butirico, este acido junto el
propionico pueden ser producidos por BAL mediante descarboxilacion de 2-oxodacidos y
desaminacién de aminoacidos (Corsetti et al., 1998). A partir de la diversidad de éacidos
organicos encontrados en la cepa 31 se explica parte del resultado obtenido en la Figura 6.3,
donde esta cepa mostrd6 mayor actividad antifungica respecto a las demas BAL. El acido

acético no fue considerado debido a que el andlisis del medio de cultivo MRS por HPLC da
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una sefial con un area bajo la curva similar a la obtenida en los cromatogramas del acido

L.
acetico.
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Figura 7.5. Produccion de acidos organicos por bacterias acido lacticas, cultivadas en medio de Man Rogosa y Sharpe
durante 96 h a 30 °C.

7.4.4 Comparacion del efecto antifingico de los sobrenadantes de las BAL
producidos en condiciones aerobias y anaerobias

El cultivo de las BAL bajo condiciones aerobias y anaerobias mostrd dos tipos de
comportamientos (Figura 7.6). Por un lado, las BAL 2 y J no tuvieron diferencias
significativas en cultivo aerobio o anaerobio y alcanzaron una inhibicion del crecimiento de
A. carbonarius Ac. 162 de 42.242.1 % y 41.5+4.9 %, respectivamente. Por otro lado, las
BAL 31 y 34 si presentaron diferencias significativas en la inhibicion de 4. carbonarius Ac.
162; se observo una mejor respuesta cuando estas BAL fueron cultivadas en ausencia de O».
Con la BAL 34 se obtuvo 39.5£1.8 % de inhibicion, mientras que con la BAL 31 se alcanz6
una inhibicion de 52.2+2.3%. Este ultimo tratamiento fue estadisticamente diferente a los
demas tratamientos (P < 0.05). Conforme a estos resultados se tomo la decision de cultivar
las BAL para experimentos posteriores en camaras de anaerobiosis dado que la presencia de
O podria estar generando estrés oxidativo y afectando de manera negativa la produccion de
metabolitos antifungicos (Van de Guchte et al., 2002). O bien, en presencia de O, la enzima

NADH oxidasa y NADH peroxidasa tuvieron un efecto negativo sobre la produccion de
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metabolitos con actividad antifiungica (Condon, 1987; Niel & Hofvendahl, 2002; Van de
Guchte et al., 2002).
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Figura 7.6. Efecto de la presencia de Oz en el cultivo de BAL de Costa de Marfil sobre la actividad antifiingica de 4.
carbonarius Ac. 162. Las barras grises corresponden a condiciones anaerobias y las barras blancas a los cultivos aerobios.

7.4.5 Efecto del pH sobre la actividad antifungica de los SLC de las BAL

La actividad antifingica de un microorganismo puede aumentarse siguiendo varias
estrategias, por ejemplo, el efecto antimicrobiano de los acidos orgénicos es influenciado por
el pH del medio, debido a que su forma no disociada puede ser entre 10-600 veces mas fuerte
que su forma disociada. El pH del medio puede reducirse por varios factores incluidos los
tipos y concentraciones de bacterias y carbohidratos fermentables, la tasa de crecimiento,
produccion de metabolitos, la presencia de factores de inhibicion, asi como el pH inicial y la

capacidad amortiguadora del medio (Helander & Wright, 2004).

El ajuste del pH de los SLC tuvo efecto sobre la inhibicion del crecimiento de A.
carbonarius Ac. 162. A pH 4.5 los acidos propidnico y acético se encuentran en su forma no
disociada y pueden ejercer su actividad antifiingica; al aumentar el valor de pH a 5, estos
acidos se disocian y pierden su actividad antifingica. Este comportamiento se observo en la
inhibicion del crecimiento de 4. carbonarius Ac. 162, alos valores de pH en donde los acidos

propiodnico y acético no estaban disociados, hubo mayor inhibicion, mientras que a valores
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donde estos acidos estaban disociados, el porcentaje de inhibicion disminuy6 (Figura 6.6).
Entre los valores de pH 6 y 7 no se obtuvo diferencia significativa en el porcentaje de
inhibicidn, sin embargo, hubo un aumento significativo respecto del obtenido con pH 5, este
resultado sugiere que no solo los &cidos orgadnicos son los responsables de la actividad
antifungica, tal es el caso de algunos lipopéptidos que son bioactivos a pH neutro, mientras
que a valores acidos pierden su actividad (Makovitzki & Shai, 2005; Satpute et al., 2016). En
estos resultados no se considerd al 4cido lactico dado que a pH 4.5 se encuentra por encima

de su valor de pKa (3.8) y por lo tanto su actividad antifungica fue neutralizada.
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Figura 7.7. Efecto de la variacion de pH sobre la actividad antifingica de los sobrenadantes libres de células del cultivo de
bacterias acido lacticas de Costa de Marfil. Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (P < 0.05).

7.5 Conclusiones

A. carbonarius Ac. 162 después de 72 h de cultivado en perlas de poliacrilamida

presenta una baja actividad metabolica evidenciada por la disminucion en la produccion
de COa.

Como resultado de las pruebas realizadas con diferentes tiempos de cultivo se

encontr6 que el SLC del cultivo de la cepa BAL 31 presento la mejor respuesta inhibitoria
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del crecimiento radial ya que alcanzé un valor de 53.8+1.6 (%) después de ser cultivada

96 h en condiciones de anaerobiosis.

Todas las cepas produjeron acido lactico, propidnico y etanol, la cepa 31 también
produjo acido butirico y se obtuvo una mayor respuesta inhibitoria cuando se cultiva en
anaerobiosis. La actividad antifungica de los SLC a valores de pH por encima del pKa de

los acidos organicos sugiere la presencia de otros compuestos con actividad antifingica.
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8. Efecto de factores nutricionales y extracto de levadura sobre
la actividad antifungica del SLC de bacterias acido lacticas

8.1 Resumen

En esta seccion se evalud como es afectada la inhibicion del crecimiento radial de A.
carbonarius Ac. 162 cuando se modifican la cantidad de fuente de nitrogeno y algunos
factores nutricionales (citrato de amonio, cloruro de calcio y cloruro de sodio) puesto que se
ha reportado que éstos estimulan la produccion de compuestos con actividad antifingica
(Dali¢ et al., 2010). Se encontré que las BAL 7 de México y la 31 de Costa de Marfil
presentaron la mayor actividad antifingica. También se encontrd que tanto el extracto de
levadura como el citrato de amonio pueden ser reducidos o eliminados del medio de cultivo
sin afectar el crecimiento y la actividad antifungica. Por tltimo, el cloruro de calcio tuvo un
efecto negativo en la actividad antifingica, mientras que el cloruro de sodio no tuvo ningin

efecto sobre la inhibicion del crecimiento de A. carbonarius Ac. 162.

8.2 Introduccion

Diversas investigaciones se han enfocado al estudio del efecto de los nutrientes en el
crecimiento y actividad metabolica de las BAL (Dali¢ et al., 2010) (Lipinska et al., 2016). Se
ha encontrado que la respuesta del metabolismo de estos microorganismos es distinta
dependiendo de las condiciones quimicas y fisicas a las que estan expuestos. Por lo tanto, el
conocimiento de los factores que afectan la actividad metabolica es importante para optimizar
y tener control del proceso de produccion de metabolitos de interés industrial, en este caso

particular los compuestos antimicrobianos.

Los nutrientes se pueden clasificar en esenciales, estimulantes y no esenciales. Los
esenciales son imprescindibles para el desarrollo celular. Los nutrientes estimulantes mejoran
el crecimiento y su ausencia lo desacelera. Por ltimo, los no esenciales no tienen efecto
sobre el crecimiento. Sin embargo, juegan un papel importante en la optimizacioén y el control

de las actividades metabolicas (Hayek & Ibrahim, 2013).
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Los minerales tienen un papel importante en el metabolismo, sirven como cofactores
de una gran variedad de reacciones enzimaticas, participan en el transporte transmembranal,
o bien, son componentes de moléculas (Hébert et al., 2009). En general, las BAL requieren
Mn?*, Mg?*, Ca**, Fe?", K y Na" como nutrientes que participan en el transporte o cofactores

enzimaticos (Hayek & Ibrahim, 2013).

El extracto de levadura es un producto que contiene componentes solubles de células
de levaduras y se utiliza como fuente de nitrégeno y vitaminas del grupo B. Como tnica
fuente de nitrégeno es imprescindible su presencia para el crecimiento de BAL (Champagne
et al., 1999). El medio MRS también contiene como fuente de nitrégeno, carbono, vitaminas
y minerales extracto de carne y peptona. Sin embargo, su alto costo los hace poco factibles
para el cultivo de BAL a escala industrial. Por lo tanto, prescindir de alguno de ellos o
disminuir su cantidad en la formulacion del medio de cultivo a escala industrial sin afectar el

crecimiento y la capacidad inhibitoria favoreceria su aplicacion.

Dado que la modificacion del medio de cultivo tiene un efecto sobre la actividad
metabolica, la presencia de factores nutricionales podria aumentar la concentracion de
metabolitos antifiingicos durante el cultivo de BAL, por lo que se estudi6 el efecto del
extracto de levadura, del citrato de amonio, del cloruro de calcio y del cloruro de sodio sobre
la actividad antifiingica de las BAL.

Con base en los resultados obtenidos en el capitulo anterior, la cepa 31 fue
seleccionada puesto que mostr6 la mayor inhibicion del crecimiento de A. carbonarius Ac.
162 (52.2+2.3 %). Por otro lado, esta investigacion forma parte de un proyecto cuyo objetivo
es la “erradicacion por biocontrol de la presencia de OTA sobre los granos de café¢”. Una
etapa de este gran proyecto consiste en la seleccion y caracterizacion de microorganismos.
Derivado de esta etapa, fueron aisladas cepas de BAL en México con actividad antifungica
denominadas BAL 3, BAL 7 y BAL 23, de las cuales fue seleccionada la cepa con mayor

actividad antifiingica.

8.3 Materiales y métodos

8.3.1 Microorganismos
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Para esta seccion ademas de A. carbonarius Ac. 162, también se utilizd A.
carbonarius Ac. 189, aislado en Costa de Marfil de cerezas de café¢ (Djossou, et al., 2011),

conservados a -20 °C bajo las condiciones descritas en la seccion 6.3.1.

Con respecto a las BAL empleadas, la cepa BAL 31 fue seleccionada a partir de los
resultados del capitulo 7 y ademas se utilizaron Las BAL aisladas de muestras de cerezas de
café de México identificadas como Lactobacillus plantarum (3,y 7) y Leuconostoc citreum

(23). Las cepas fueron conservadas bajo las mismas condiciones descritas en la seccion 6.3.1.

8.3.2 Cultivo de bacterias lacticas

Para la activacion de la BAL, se tomaron 50 pL de los cultivos conservados a -20 °C
(descrito en la seccion 7.3.1) en 9 mL de medio MRS estéril y se incubaron durante 24 h a
30 °C. Posteriormente se realizé una primera resiembra con 1 mL del cultivo de activacion y
9 mL de medio MRS estéril incubando a las mismas condiciones de activacion. El medio de
cultivo fue modificado con diferentes concentraciones de sales y nutrientes de acuerdo con
un disefio experimental rotacional central compuesto de 3 niveles: cloruro de calcio (0, 2.5,
5y 7.5 g/L), citrato de amonio (0, 1, 2, 3 g/L), extracto de levadura (0, 2.5, 5y 7.5 g/L). En
el caso del cloruro de sodio dado que no se encontraron valores centrales de referencia fueron
propuestos valores de experimentacion aleatorios (0, 7, 28 y 35 g/L). Posteriormente se
realiz6 una segunda resiembra en botellas serologicas de 100 mL con 54 mL de medio MRS
modificado en base a los tratamientos del disefio experimental rotacional central compuesto,
que fueron inoculadas con 6 mL del cultivo de las BAL a partir de los cultivos de la primera
resiembra. Las botellas fueron cerradas herméticamente, sonicadas y se hizo recircular una
corriente de nitrogeno. El tiempo de incubacién fue de 96 h a una temperatura de 30 °C. Para
los cultivos con las diferentes concentraciones de extracto de levadura se tomaron muestras
de 1 mL alas 0, 12, 24 y 48 h por duplicado para ser analizadas en un espectrofotometro a
600 nm y realizar el conteo de UFC mediante curva patron. La curva patron se prepard
mediante la técnica de conteo en placa con diluciones sucesivas (107! a 10"®) con Tween 80
al 0.1 % (v/v). Finalmente, los cultivos se centrifugaron a 8500 rpm durante 25 mina 4 °Cy
los sobrenadantes fueron filtrados con una membrana estéril (Nucleopore, Costar) de 0.45-

um de tamaio de poro, los SLC generados se refrigeraron a 4 °C hasta su utilizacion.
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8.3.3 Cultivo de A. carbonarius Ac. 162y Ac. 89

Para la activacion de los hongos A. carbonarius Ac. 162 y Ac. 89 se tomaron 50 uL
de suspension con esporas conservadas a -20°C (seccion 7.3.1) y se colocaron en matraces
con 30 mL de medio PDA; se incubaron durante 7 dias a 30 °C. Transcurrido este tiempo se
agregaron 20 mL de solucion estéril de Tween 80 (0.1% v/v) a los matraces para ayudar a
desprender las esporas con un agitador magnético estéril removiendo suavemente durante 5
min. Se realizo una primera resiembra con 500 pL de la suspension de esporas en matraces
con 30 mL de medio PDA y se incubaron durante 7 dias a 30 °C. Se realizé una segunda
resiembra de la manera siguiente: se vertieron 20 mL de medio CYA estéril en cajas Petri
(90 x 15 mm), se inocularon con 500 pl de la suspension de esporas y se incubaron por 7 dias
a 30 °C. Finalmente, fueron cortados discos esporulados de 8 mm de diametro para ser

utilizados como indculo en la técnica de cultivos envenenados.

8.3.4 Determinacion de la inhibicion del crecimiento fingico en medios
envenenados

Para esta técnica fueron utilizadas cajas Petri (90 x 15 mm) por triplicado con 30 mL
de una mezcla de medio PDA (agar 2x) y SLC (50:50 v/v) de los cultivos como se indica en
la seccion 8.3.2. En el centro de cada caja se colocd un disco de inoculo correspondiente a la
segunda resiembra del apartado 8.3.2. Los cultivos se incubaron durante 48 h a 30 °C y se
midio el halo de crecimiento del hongo con un vernier. Como controles se utilizé medio PDA
(agar 2x) y medio MRS (50:50 v/v). Los resultados se expresaron como inhibicion (%) del

crecimiento radial de acuerdo la siguiente expresion:

Actividad antifungica (%) = chﬂx 100 Ecuacion 8.1

c

Donde D,y D, son el didmetro de crecimiento de hongos para el control y la muestra,

respectivamente.

8.3.5 Comparacion preliminar entre las BAL de México y Costa de Marfil
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Se realizé una comparacion entre la BAL 31 de Costa de Marfil y 3 BAL aisladas en
Meéxico (BAL 3, BAL 7 y BAL 23). La inhibicion del crecimiento fingico fue evaluada
empleando los SLC correspondientes a los cultivos de las BAL incubadas en medio MRS
durante 96 h a 30 °C. Los SLC fueron obtenidos centrifugando los cultivos a 3500 rpm

durante 25 min a 4 °C y filtracién con una membrana estéril (Nucleopore, Costar, 0.45-pum).

8.3.6 Cuantificacion de acido lactico

La concentracion de acido lactico se determind por triplicado mediante un método
isocratico (Diano et al., 2007) en un equipo para cromatografia de alta resolucion (HPLC
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) equipado con una bomba LC-20 y un detector de indice de
refraccion RID-20, una columna Aminex HPX 87H, como fase movil se utilizo H2SO4 5SmM

a un flujo de 600 pl/min y una temperatura de horno de 60 °C.

8.3.7 Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados fueron expresados como
media =+ el intervalo de confianza (ecuacion 7.2). Se realiz6 un ANOVA de los datos y las
medias se compararon con la prueba de Tukey (a = 0.05). El anélisis estadistico se realizo

con el paquete estadistico PASW Statistics 18 (2016).

8.4 Resultados y discusion

8.4.1 Comparacion de la inhibicion de A. carbonarius Ac. 162y Ac. 89 por BAL de
Costa de Marfil y México.

Factores nutricionales como el extracto de levadura, cloruro de sodio y el cloruro de
calcio influyen en la produccion de metabolitos antifingicos por Lactobacillus rhamnosus y
Pediococcus acidilactici. El aumento de glucosa a 1% en Pc. acidilactici y 2% para Lb.
rhamnosus condujo a una mejora en la produccion de metabolitos antifungicos. El aumento
a 1.5 % de extracto de levadura aument6 la produccion de metabolitos antifingicos en estas

dos cepas.
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La Figura 8.1 indica la inhibicion del crecimiento radial efectuada por los SLC del
cultivo de BAL sobre A. carbonarius Ac. 162 y Ac. 89. La menor inhibicion del crecimiento
radial de A. carbonarius Ac. 162 se observd con los SLC de las BAL 3 y 23 (29.8+£5.1y
32.7+1.8 %, respectivamente). Por otro lado, las BAL 7 y la 31 presentaron la mayor
respuesta inhibitoria (51.244.7 y 57.1+3.7%) y no mostraron diferencia significativa en el

ANOVA (. < 0.05).

En lo que corresponde a los resultados para el hongo A. carbonarius Ac. 89 se obtuvo
un bajo valor de inhibicion con la BAL 23 (34.9+£1.8%) mientras que las BAL 7, 23 y 31
inhibieron el crecimiento radial 47.3+4.8, 51.3£1.4 y 52.24+2.4 % respectivamente, no

habiendo diferencia significativa entre las tres BAL (a < 0.05).

Con base en los resultados obtenidos, se eligiéo la BAL 31 de Costa de Matrfil y la
BAL 7 de México, para continuar los experimentos debido a que ambas cepas mostraron un

mayor espectro de inhibicion de A. carbonarius Ac. 162 y Ac. 89.
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Figura 8.1. Inhibicion de crecimiento radial (48 h) causada por los sobrenadantes libres de células del cultivo de 96 h de
bacterias acido lacticas (31, 3, 7'y 23) sobre 4. carbonarius Ac. 162 (barras grises) y A. carbonarius DO89 (barras
blancas). Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

8.4.2 Efecto de la variacion de extracto de levadura sobre el metabolismo de BAL
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Dado que el medio de cultivo MRS incluye como fuente de nitrégeno proteosa
peptona (10 g) y extracto de carne (10 g) ambas BAL mostraron crecimiento al prescindir
del extracto de levadura en la formulacion del medio de cultivo. Para la BAL 7 se obtuvieron
1.7x10'°+£3.1 x10% UFC/mL sin extracto de levadura en el medio de cultivo y no hubo
diferencia significativa (a < 0.05) con la adicién de 2.5, 5y 7.5 g/L de extracto de levadura
obteniendo cuentas de 2x10'"+ 1.6x108, 2x10' + 3.0x10” y 1.9x10'° + 1.3x10® UFC/mL
respectivamente. Por otro lado, para la BAL 31 en ausencia de extracto de levadura se
alcanzaron 3.7x10°+3.2x107 UFC/mL no habiendo diferencia significativa respecto del
tratamiento con 2.5 g (a0 <0.05), Cuando se agregaron 5.0 g/L de extracto de levadura la BAL
3 alcanzo6 4.1x10° + 2.8x107 UFC/mL, sin diferencia significativa respecto del tratamiento

con 7.5 g/L (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Curvas de crecimiento ajustadas al modelo de Gompertz (linea continua) para las cepas 7 (A) y 31 (B) a
diferentes concentraciones de extracto de levadura.

Los resultados de los parametros cinéticos del modelo de Gompertz (Tabla 8.1)
fueron obtenidos utilizando el software Origin pro-2019. El ajuste del modelo a los datos
experimentales presentd valores de R?> 0.95 para todos los casos. Los valores de UFCumax
/mL generados con el modelo correspondieron a los observados experimentalmente, por otro
lado, las tasas de crecimiento no mostraron diferencia significativa entre concentraciones de
la misma cepa (o < 0.05). Este resultado sugirié que la fuente de nitrégeno se encontraba en

exceso y podria ser reducida la cantidad de extracto de levadura a la mitad en la formulacion
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(2.5 g/L) sin afectar el crecimiento de las BAL 7y 31. Ademas se pudo observar que la BAL
31 tuvo un crecimiento mas acelerado (k), con respecto a la BAL 7 de aproximadamente el
doble, tal comportamiento le confiere mayor potencial como microorganismo de biocontrol.

Tabla 8.1. Parametros cinéticos del modelo de Gompertz del crecimiento de las BAL 7y 31 a
diferentes concentraciones de extracto de levadura.

BAL 7
Extracto de
levadura 7.5 g/LL 5.0 g/LL 2.5¢g/L 0 g/L
UFCmax/mL 2.1x101°+£2.0x10° 2.7x100+4.7x10° 2.4x10'° £ 4.2x10° 2.0x10'0 +2.8x10°
k() 0.15+£0.04 0.12+0.03 0.13+0.04 0.14+0.04
R? 0.98 0.99 0.98 0.98
BAL 31
Extracto de
levadura 7.5 g/LL 5.0 g/LL 2.5¢g/L 0 g/L
UFCmax/mL 4.1x10° +£3.4x10% 4.1x10°+3.3x10%  4.1x10°+3.2 x108 3.9x10° £3.3 x108
k() 0.39+0.11 0.39+0.11 0.33+0.09 0.34+£0.11
R? 0.96 0.96 0.96 0.95

Un parametro que se encuentra asociado al crecimiento de BAL homofermentativas
es la produccion de 4cido lactico, puesto que se trata de un metabolito primario y su
produccion puede ser afectada por la cantidad de fuente de nitrogeno del medio de cultivo
(Hujanen & Linko, 1994). Para ambas bacterias no se obtuvo diferencia significativa en
ningun nivel de concentracion de extracto de levadura (o = 0.05). Para la produccion de este
compuesto se observo (Tabla 8.2) que la BAL 31 mostr6 una produccion ligeramente mayor
de acido lactico 13.76+0.17 g/L respecto a la BAL 7 (13.04+0.30 g/L). Estos resultados
confirmaron la viabilidad de disminuir la concentracion del extracto de levadura del medio
de cultivo de las BAL 7 y 31 sin afectar el crecimiento o produccion de 4cido lactico.

Tabla 8.2. Produccion de 4cido lactico por BAL en medio MRS modificado con diferentes
concentraciones de extracto de levadura después de 96 h de cultivo.

BAL 7 BAL 31
Extracto de levadura  Ac. lactico Intervalo de Ac. lactico Intervalo de
(g/L) (g/L) confianza (g/L) confianza
7.5 12.92 0.24 13.76 0.17
5 12.72 0.30 13.31 0.21
2.5 13.04 0.30 13.61 0.18
0 12.58 0.28 13.48 0.15
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Las Figuras 8.3 y 8.4 muestran los resultados obtenidos de la inhibicion del
crecimiento radial en placas de Petri de las dos cepas de A. carbonarius con diferentes
concentraciones de extracto de levadura. Para los SLC obtenidos del cultivo de la BAL 7 con
respecto al antagonismo de A. carbonarius Ac. 162 se alcanzo6 una inhibicion de 64.1+1.8 %
sin diferencia significativa entre los valores de concentracion del extracto de levadura (o =
0.05). Un resultado similar se obtuvo para la inhibicién de A. carbonarius Ac. 89 donde se

alcanzo6 un valor de 61.3+3.0 %.

En cuanto a los resultados con los SLC del cultivo de la BAL 31 para inhibir el
crecimiento de A. carbonarius Ac. 162, se observo una ligera diferencia al utilizar un medio
de cultivo sin extracto de levadura (55.3+3.4% de inhibicidn) respecto los tratamientos con
2.5,5.0y 7.5 g (69. £0.5% de inhibicion). Por otro lado, los resultados de la inhibicion del
crecimiento radial de A. carbonarius Ac. 89 fueron similares, puesto que sin la adicion de
extracto de levadura (68.6+ 0.3%) y con los diferentes niveles de concentracion evaluados
(2.5-7.5 g/L) se obtuvo 63.5+1.22 % de inhibicion. En la Figura 7.3 se muestran los halos de
crecimiento de cada tratamiento. Con respecto a los controles con PDA (agar 2X) y medio
MRS (50:50 v/v) las dos cepas de 4. carbonarius tuvieron el mejor crecimiento, debido a la
ausencia de inhibidores de crecimiento y a un enriquecimiento de nutrientes en el medio de
cultivo generado. Cabe mencionar que la esporulacion también se vio afectada por la
presencia del SLC en todos los tratamientos, posiblemente este resultado se deba a un exceso

de nutrientes en el medio de cultivo y este factor evite la esporulacion.

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas

45



Control-Ac.162 Control-Ac. 89

31-0 Ac. 162 31-2.5Ac. 16 31-5.0 Ac. 16 31-7.5 Ac. 162

31 -2.5Ac. 89
\\'

A\

7-2.5Ac.89 7-5.0 Ac. 89 7-17.5 Ac. 89

N o - ‘e -'.'
o’ | - -
—— { B L

1
|

Figura 8.3. Crecimiento radial de A. carbonarius Ac 162 y DOS89 utilizando los sobrenadantes libres de células del cultivo
de 96 h de las cepas 7 y 31 variando la concentracion de extracto de levadura (0, 2.5,5 Y 7.5 g/L) del medio de Man
Rogosa y Sharpe.
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Figura 8.4. Efecto de la variacion de la concentracion de extracto de levadura sobre la inhibicion del crecimiento radial de
los sobrenadantes libres de células del cultivo de las BAL 31 (a) y 7 (b) en las dos cepas de 4. carbonarius Ac. 162y Ac.
089. Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

8.4.3 Efecto de la adicidn de citrato de amonio sobre la actividad antifingica

La Figura 8.5 muestra la inhibicion del crecimiento radial de las dos cepas de A.
carbonarius Ac. 162y A. carbonarius Ac. 89 por los SLC del cultivo de la BAL 7 (México) y la
BAL 31 (Costa de Marfil) con diferentes concentraciones de citrato de amonio en el caldo
MRS. En cuanto a la inhibicién de A. carbonarius Ac. 162 con los SLC correspondientes a
la BAL 7 se alcanz6 el 49.6+4.3 % de inhibicion sin diferencia significativa entre las
diferentes concentraciones de citrato de amonio. Por el contrario, cuando se evaluo el efecto
de los SLC de las fermentaciones adicionadas con citrato de amonio de 0 a 2 g/L sobre A.
carbonarius Ac. 89 no se obtuvo diferencia significativa con un valor de inhibicion del
26.4%1.9 %. Cuando se adicionaron 3 g/L de citrato de amonio se presentd un aumento en la

inhibicién con un valor de 38.9+2.5 %.

Los resultados obtenidos para los SLC con las diferentes concentraciones de citrato
de amonio en el cultivo de la BAL 31 no evidenciaron diferencia significativa con ninguna
concentracion en el porcentaje de inhibicion obtenido de 53.1£2.6 % A. carbonarius Ac. 162.
De igual manera no se obtuvo diferencia significativa en los valores de inhibicion de A.

carbonarius Ac. 89 a las diferentes concentraciones de citrato de amonio.
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La composicion del medio MRS utilizada en el cultivo de BAL incluye la adicion de
2 g/L de citrato de amonio. Los resultados obtenidos en esta subseccidon sugieren que es
posible la eliminacion de este compuesto en la formulacion del medio de cultivo, puesto que
este no tuvo efecto en la actividad antifungica. Axelsson et al., 1989 obtuvieron un resultado
similar, ya que encontraron que la eliminacion del citrato de amonio no afecto6 el metabolismo
de L. reuteri. Por otra parte, se ha reportado que el citrato de amonio favorece la formacion
de acetoina y acido fenil-lactico, dos compuestos con propiedades antimicrobianas

(Dallagnol et al., 2011; Mortera et al., 2013).
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Figura 8.5. Efecto de la variacion de la concentracion de citrato de amonio sobre la actividad antifiingica de los
sobrenadantes libres de células del cultivo de 96 h de las cepas 31 (a) y 7 (b) en las dos cepas de A. carbonarius
estudiadas. Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

8.4.4 Efecto de la adicion de cloruro de calcio sobre la actividad antifiingica

La Figura 8.6 muestra la inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius Ac. 162
y A. carbonarius Ac. 89, causada por los SLC de los cultivos de la BAL 31 (Costa de Marfil)
y la BAL 7 (México) con diferentes concentraciones de cloruro de calcio en el medio MRS.
Con la BAL 31 (Figura 8.6 a) hubo un efecto negativo en la actividad antiflingica con 4.
carbonarius Ac. 162 ya que se alcanzo6 67.843.4 % de inhibicion sin la adicion de cloruro de
calcio, sin diferencia significativa respecto del tratamiento con 1 g/L de cloruro de calcio. En
cuanto a los tratamientos con la adicion de 2 y 5 g/L de cloruro de calcio se obtuvo 48.2+2.4

% y 52.2+3.5 % de inhibicion respectivamente, valores inferiores a los encontrados sin la
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adicion de cloruro de calcio. Por ultimo, la actividad antifungica contra A. carbonarius Ac.

89 no presentd diferencia significativa todas las concentraciones de cloruro de calcio
(65.1£3.1 % de inhibicion).

Para la BAL 7 (Figura 8.6 b) se observd un efecto negativo sobre la inhibicioén del
crecimiento de los hongos cuando se adicion¢ esta sal al medio de cultivo. Sin la adicion de
cloruro de calcio se obtuvo 63.0+£2.4 % de inhibicion para A. carbonarius Ac. 162y 64.5+2.5
% para A. carbonarius Ac. 89 mientras que cuando se adicion6 esta sal al medio de cultivo

de la BAL 7, el SLC solo produjo valores menores al 60 % de inhibicion.

Los resultados anteriores sugieren que los iones Ca™" podrian tener un efecto de
competencia con otros metales divalentes que participan como cofactores en la produccion
de metabolitos con actividad antifingica (Matevosyan et al., 2019), o bien, que estan
involucrados en el transporte transmembranal (Hayek & Ibrahim, 2013; Hébert et al., 2009)

en lugar de actuar como estimulantes del metabolismo hacia la producciéon de compuestos

antimicrobianos.
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Figura 8.6. Efecto de la variacion de la concentracion de cloruro de calcio sobre la actividad antifungica contra A.
carbonarius Ac. 162 y Ac. 89 de los sobrenadantes libres de células del cultivo de 96 h de las cepas 31 (a) y 7 (b). Las
letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

8.4.5 Efecto de la adicidn de cloruro de sodio sobre la actividad antifungica
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La Figura 8.7 muestra la inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius Ac. 162
y A. carbonarius Ac. 89, causada por los SLC del cultivo de la BAL 31 (Costa de Marfil) y

la BAL 7 (México) con diferentes concentraciones de cloruro de sodio en el medio MRS.

Se puede observar que no se obtuvo diferencia significativa para ningin nivel de
concentracion de cloruro de sodio en ambas bacterias. Para la inhibicion del crecimiento
radial de 4. carbonarius Ac. 162 con los SLC de la BAL 7 se obtuvo 55.1£7.0 % de
inhibicion y para la cepa Ac.89 60.7+4.2 %. Los resultados con relacion a los SLC de la BAL
31 para la inhibicién de 4. carbonarius Ac. 162, se obtuvo 54.1+£7.1 % de inhibicion y para
A. carbonarius Ac. 89 la inhibicion fue de 53.6+7.6 %. Estos resultados sugieren que el
moderado estrés osmotico causado por el cloruro de sodio para estas dos cepas no favorece
la produccion de compuestos antifingicos ya que la actividad antifingica es estable a las
concentraciones de cloruro de sodio utilizadas en este estudio, un comportamiento muy
similar fue obtenido por Crowley et al., 2013, a diferencia de los resultados obtenidos por
Reis et al.,, 2012 donde la presencia de cloruro de sodio estimula la produccion de

bacteriocinas por Lactobacillus amylovorus DCE 471.
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Figura 8.7. Efecto de la variacion de la concentracion de cloruro de sodio sobre la actividad antifiingica de los
sobrenadantes libres de células del cultivo de 96 h de las cepas 31 (a) y 7 (b). Las letras sobre las barras indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

8.5 Conclusiones

Los resultados correspondientes a la inhibicion del crecimiento radial utilizando los

SLC de las BAL 7 y 31 cultivadas en medio MRS sin modificar presentaron la mayor
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respuesta inhibitoria vs 4. carbonarius Ac- 162 (51.2+4.7% y 57.1+3.7% respectivamente)
y Ac. 89 (47.3+4.8 y 52.2+2.4 % respectivamente).

La fuente de nitrogeno se encuentra en exceso, por lo tanto, podria ser reducida la
concentracion de extracto de levadura a la mitad en la formulacion del medio de cultivo (2.5
g/L) sin afectar el crecimiento y la capacidad inhibitoria de las BAL 7y 31. De igual manera,
el citrato de amonio no tiene efecto en la actividad antifungica y puede ser eliminado del

medio de cultivo.

Los iones Ca"™" podrian tener un efecto antagonista con otros metales que participan
en la produccion de metabolitos con actividad antifingica. Por altimo, el cloruro de sodio no
favorece la produccion de compuestos antimicrobianos por las BAL 7 y 31 y la actividad

antifingica fue estable a las concentraciones de cloruro de sodio utilizadas en este estudio.
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9. Polyols induce the production of antifungal compounds by
Lactobacillus plantarum

9.1 Abstract

Mycotoxins may be present in nuts, coffee, cereals, and grapes, among other products.
Increasing concerns about human health and environmental protection have driven the
application of biological control techniques that can inhibit fungal contaminants. In this
study, the growth inhibition of the ochratoxigenic fungus Aspergillus carbonarius Ac 162
was evaluated using 5 lactic acid bacteria (LAB). The LAB studied were Lactobacillus
plantarum MZ801739 (J), Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) and Lactobacillus
plantarum MZ809350 (34), isolated in the Ivory Coast, and Lactobacillus plantarum
MN982928 (3) and Leuconostoc citreum MZ801735 (23), isolated in Mexico. J, 31, 34, 3
and 23 are the internal strain codes from our laboratory. LAB were cultivated in De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS) broth, and different polyols (glycerol, mannitol, sorbitol, and
xylitol) were added to the culture broth to stimulate the production of antifungal compounds.
The fungal inhibition studies were performed using the poisoned food technique. The highest
inhibition of A. carbonarius growth was obtained by cultivating L. plantarum MZ809351 in
the presence of xylitol and glycerol. Under these conditions, 1 L of the L. plantarum
MZ809351 cultures were used to identify antifungal compounds. The compounds were
concentrated by solid-phase extraction and then characterized by GC—MS. In addition to 9-
octadecenoic acid, 3 diketopiperazines or cyclic dipeptides were identified, including cyclo
(Leu-Leu), cyclo (Pro-Gly) and cyclo (Val-Phe), which were compounds related to microbial
antifungal activities. Xylitol and glycerol induced the production of these antifungal
compounds against 4. carbonarius Ac 162. On the other hand, adding xilitol and glycerol to
the MRS broth reduced the Ochratoxin A (OTA) content to 56.8 and 54.7%, respectively.
This study shows the potential for using L. plantarum MZ809351 as a biocontrol agent to

prevent the growth of A. carbonarius and reduce the production of OTA in foods.

9.2 Introduction
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Microbial spoilage of foods is the primary reason for food loss, and it is responsible
for 1.3 billion tons of food loss every year (Leyva Salas et al., 2017). Crop losses close to
25% occur every year worldwide and have a significant economic impact (Marin et al., 2013).
Mycotoxins have been detected in several foods, particularly in nuts, coffee, cereals, and
grapes. Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin associated with various neurotoxic, genotoxic,
and teratogenic disorders, among others, in animals and humans (Amézqueta et al., 2012).
The primary microorganisms responsible for the production of mycotoxins belong to the
genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium (Ogunade et al., 2018). The most relevant
OTA-producing species are P. verrucosum, A. ochraceus, A. niger and A. carbonarius
(Amézqueta et al., 2012). Aspergillus carbonarius Ac162 has been reported to be an OTA
hyperproducer, producing up to 0.037 mg/g of agar in culture media (Djossou, Perraud-
Gaime, et al., 2011).

The development of fungal contaminants can be controlled using chemical and
physical methods (Lee et al., 2008). However, potential environmental and human health
risks have promoted the application of biological control techniques as alternative methods
(Wu et al., 2015). One of these methods is the use of generally recognized as safe (GRAS)
microorganisms and their metabolites (Kumar et al., 2019), such as lactic acid bacteria
(LAB), to inhibit the development of contaminants (Gerez et al., 2013).

LAB are gram-positive microorganisms that produce lactic acid as the major product
of their primary metabolism (Stoianova et al., 2012), and they exhibit antimicrobial
properties (Todorov & Dicks, 2005). Several metabolites are produced by LAB during their
primary (lactic acid, acetic acid, hydrogen peroxide) and secondary metabolisms, including
diacetyl, reutericyclin, 3-phenyllactic acid, benzoic acid, methylhydantoin, benzeneacetic
acid, 2-propenyl ester, mevalonolactone, 2,6-diphenylpiperidine, proteinaceous compounds,
diketopiperazines and other low-molecular weight compounds (Kharazian et al., 2017; Kwak
et al.,, 2013; Yang et al., 2011). Diketopiperazines or cyclic dipeptides are metabolites
associated with quorum sensing and antimicrobial properties (Kwak et al., 2013).

Due to the immense diversity of antimicrobial compounds produced by LAB, there
are several inhibitory mechanisms present. For example, the inhibition by organic acids is
related to the permeation of the nondissociated acid through the cellular membrane and the

insolubility of the dissociated form of the organic acids in the cytoplasm, which causes
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acidification and failure of proton motive forces (Reis et al., 2012). On the other hand, the
antimicrobial effect of the hydrogen peroxide produced by LAB has been attributed to the
peroxidation of membrane lipids, which increases membrane permeability and destroys
protein structures (Ozogul & Hamed, 2018). Regarding diketopiperazines, the
dehydrogenated derivatives of cyclic dipeptides have been reported to cause the inhibition of
cell division (Martins & Carvalho, 2007).

The MRS (Man, Rogosa and Sharpe) broth is a reference medium for the cultivation
of LAB. The composition of the culture medium modulates the bacterial metabolism and the
production of antifungal compounds in LAB cultures (Dalié et al., 2010; Microbiol et al.,
2016), and the addition of polyols to MRS broth has been shown to promote the production
of antimicrobial compounds (Lipinska et al., 2016). Using MRS broth supplemented with
several polyols, this work aimed to select a lactic acid bacterium with antifungal activities

and identify the compounds it produced.

9.3 Materials and methods

9.3.1 Molecular identification of LAB strains

The selected strains of lactic acid bacteria were identified using 16 rRNA gene
sequencing, which was performed at the National Genomics Laboratory for Biodiversity
(Irapuato, Mexico) using universal primers 27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’,
800R 5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3’", 785F 5-GGATTAGATACCCTGGTA-3" and
1492R 5'- CGGTTACCTTGTTACGACTT-3". The sequences were compared with the
GenBank library to look for homologous sequences using the BLAST tool (Basic Local
Alignment Search Tool) available at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

9.3.2 Cultivation of LAB and production of a cell-free culture filtrate (CCF)

LAB were isolated from coffee pulp; three strains (Lactobacillus plantarum
MZ801739 (J), L. plantarum MZ809351 (31) and Lactobacillus plantarum MZ809350 (34))
isolated in the Ivory Coast (Djossou et al., 2011) and two LAB strains (Lactobacillus
plantarum MN982928 (3) and Leuconosctoc citreum MZ801735 (23)) isolated in Mexico
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were evaluated in this study. J, 31, 34, 3 and 23 are the internal strain codes from our
laboratory.

LAB activation was carried out by inoculating 50-uL aliquots of the strains preserved
in a cryoprotective medium (MRS broth:glycerol (50%, v:v) maintained at -18 °C) in assay
tubes containing 9 mL of MRS broth (Difco™, Sparks, USA). The composition of the MRS
broth was as follows (g/L): proteose peptone No. 3, 10; beef extract, 10; yeast extract, 5;
dextrose, 20; polysorbate 80, 1; ammonium citrate, 2; sodium acetate, 5; magnesium sulfate,
0.1; manganese sulfate, 0.05; and dipotassium phosphate, 2. The LAB strains were cultivated
once at 30 °C for 24 h, and 1 mL of this activated culture was used to inoculate 9 mL of the
MRS broth supplemented with 10 g/L mannitol, xylitol, sorbitol, or glycerol (Sigma-—
Aldrich) and was cultivated again under anaerobic conditions (BD GasPak™ EZ container).
The main carbon source in the MRS broth is glucose (20 g/L), and 50% of this concentration
was replaced by each polyol (10 g/L). Inoculated MRS broth without polyols was used as in
control assay. Finally, a second cultivation was made in serological bottles; 6 mL of the first
cultivation was used to inoculate 54 mL of MRS broth supplemented with 10 g/L polyols.
The cultures were incubated for 96 hours at 30 °C, and samples were collected each day for
HPLC analysis. The cell-free culture filtrates (CCFs) of cultures were obtained by
centrifugation (7 000 rpm, 10 min, 4 °C), followed by filtering the supernatants through 0.45-

um membrane pore-size filters (Nucleopore, Costar).

9.3.3 Determination of polyols by HPLC

The concentration of polyols for the different assays (LAB strain cultures
supplemented with polyols and their control assays) was quantified in duplicate by HPLC
using an isocratic method (Su et al., 2015). The samples were membrane-filtered (0.2 um),
and proper dilutions were prepared according to a calibration curve. The retention times
(min) obtained for the different compounds are shown in Table 9.1. The analysis was carried
out using a Shimadzu Prominence HPLC system (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) equipped
with an LC-20 pump and an RID-20A refractive index detector. The column (Aminex HPX-
87H) was eluted at 60 °C with 5 mM H2SO4 as the mobile phase at a flow rate of 600 pL/min.
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Table 9.1. Retention times for polyols detected postfermentation by HPLC using an isocratic
method based on a standard curve (0.5-10 g/L).

Polyol Retention time Std. deviation
(min)

Mannitol 12.59 0.004

Sorbitol 13.03 0.003

Xylitol 3.86 0.001

Glycerol 15.34 0.003

9.3.4 Antifungal activity assays

The A. carbonarius strain Ac 162 (A. carbonarius) was isolated from coffee cherries
and selected as the ochratogenic fungus (Djossou et al., 2011). Fungal inhibition assays were
performed for all LAB strains cultivated in a medium MRS supplemented with the test
polyols (mannitol, sorbitol, xylitol, glycerol), and cultures of LAB without polyols were used
as the control assays. A. carbonarius was isolated and identified by a method previously
reported by Djossou et al., 2011; the strain was activated by inoculating a 50-uL aliquot of
the cryoprotective medium (Czapek yeast extract broth and glycerol, 50% v:v) in a flask
containing 30 mL of potato dextrose agar (PDA, BD BIOXON) and incubated at 30 °C for 7
days. The spores were harvested using 20 mL of polysorbate 80 (0.1%, v/v), and 500 pL of
the spore suspension was incubated in a flask containing 30 mL of PDA and cultured at 30
°C for 7 days. Subsequently, a spore suspension (1x106 spores/mL) was prepared using an
appropriate dilution after counting the spores in a Neubauer hemocytometer. The poisoned
food method (Balouiri et al., 2016) was performed in sextuplicate, and the antifungal agents
present in the CCF were incorporated using a mixture of 30 mL (1:1, v:v) of the CCF and
molten PDA (2X agar) in Petri dishes (90%15 mm). The plates were incubated at 30 °C for
72 h. One hole (8 mm in diameter) was punched in the centre of each Petri dish, after which
100 uL of an A. carbonarius spore suspension (1x10¢ spores/mL) was inoculated into the

holes. The diameter of fungal growth was measured, and statistical analyses (one-way

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas

56



ANOVA) were performed. The resultant antifungal inhibition was determined using the

following equation:

Antifungal activity (%) = %xmo 9.1)
Cc

where Dc and Ds are the diameters for fungal growth in the control and sample assays,
respectively. The control assays were performed in sextuplicate by inoculating Petri dishes
containing 15 mL of PDA (2X agar), and 15 mL of the MRS broth without fermentation was
inoculated with 100 pl of 4. carbonarius (1x10¢ spores/mL) into the holes in the agar in the

Petri dishes.

9.3.5 Determination of OTA by HPLC

The OTA content of the samples was analysed following a previously reported
methodology (Durand, 2012). According to the procedure of the poisoned media technique,
the L. plantarum MZ809351 strain presented the highest antifungal activity and was selected
for determining OTA production. Determination of OTA was carried out using the poisoned
media technique (Balouiri et al., 2016) with PDA (2X) and the CCF from L. plantarum
MZ809351 cultures with the different polyols studied, as well as their respective controls as
indicated in the antifungal assays. The Petri dishes were incubated at 30 °C for 7 days. A4.
carbonarius was grown on PDA under the same conditions (30 °C for 7 days), and this assay
was considered an additional control. Several discs (4) of agar (approximately 6 x 2 mm,
diameter x depth) were taken from the periphery of the fungal colony. OTA extraction from
the discs was carried out by adding 2.5 mL of a methanol-formic acid solution (25:1; v: v)
and sonicating for 20 min. The extracts were membrane-filtered (Millex 25; 0.45 um PTFE,
Agilent Technologies). The extracts were completely evaporated under a stream of nitrogen
(70 °C) and subsequently resuspended in 1 mL of a water/methanol/acetic acid mixture
(30:69:1; v:v). The OTA quantification of the obtained extracts (Durand, 2012) was carried
out using an HPLC equipped with a fluorescence detector (Shimadzu LC-10 ADVP, Japan).
The operating conditions were as follows: the injection volume was 50 puL; a C18 reverse-
phase column with a guard column made of the same material was used (ODS 5 pum, 250 x

4.6 mm); the temperature was maintained constant at 35 °C; and an isocratic flow of 1
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mL/min of the mobile phase (water/methanol/acetic acid, 69:1 (v: v)) was used. The
excitation wavelength was 333 nm, and the emission wavelength was 460 nm. The OTA
retention time was 6.6-7.2 min. The calibration curve was prepared with an OTA standard

(Sigma—Aldrich®). The results of OTA determination were expressed as ug OTA/g agar.

9.3.6 Identification of antifungal compounds

The extraction of antifungal compounds was performed using a solid-phase extraction
(SPE) column, and the identification of compound gases was carried out by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC—MS). As previously described, the CCFs
were fractionated on an SPE column (Mega BE-C18, 10 g mass bed, Agilent Technologies,
Inc. USA, 14 cm length x 3 cm diameter) (12). The SPE columns were activated with 200
mL of methanol and equilibrated with 200 mL of an aqueous 10 mM sodium acetate solution.
A sample of 1 L for each culture medium was loaded onto an SPE column, and the eluate 1
was recovered by flow-through. Eluate 1 was considered a negative control with no
antifungal activity. Subsequently, the columns were washed with 200 mL of aqueous
acetonitrile (5% v: v), this liquid was discarded, and the column was eluted again with 30
mL of 95% aqueous acetonitrile to recover the eluate 2. Eluate 2 was concentrated in a
rotavapor (Buchi, R-100) and resuspended in 1 mL of acetonitrile; it was called the
concentrated sample of antifungal compounds.

The antifungal compounds were identified using GC-MS. An Agilent 6890N gas
chromatograph equipped with an HP-5SMS capillary column (30 m in length, 0.32 mm in
diameter, with a 0.25 pum-sized stationary phase) coupled to an Agilent 5973 mass
spectrometer with a selective mass detector was used. The operation conditions were as
follows: helium was used as the carrier gas (1 mL/min). The injection port temperature was
setto 250 °C. The injection volume was 1.0 uL, and the split ratio was 100:1. The temperature
program was as follows: the temperature was held at 50 °C for 2.5 min, then raised from 50
°C to 180 °C at 2.5 °C/min, then from 180 °C to 230 °C at 5.5 °C/min, and finally, held at
230 °C for 1 min. The electron ionization (EI) mode was used at 70 eV with a scanning range
of 40-550 m/z. The total analysis time was 92 min, and the processing of all results was

recorded using an MSD ChemStation software version G1701DA D.01.00 (Stamatelopoulou

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas

58



et al., 2018). The identification of the compounds was based on a 90% similarity between the
MS spectra of unknown and reference compounds in the Wiley7n library. The mass spectra
of the compounds were compared with the National Institute of Standards and Technology

(NIST) database to determine their structure and molecular weights.

9.3.7 Antifungal activities of concentrated samples (eluate 2)

The antifungal activities of the concentrated samples of antifungal compounds were
evaluated using 15, 45 and 90 pL of the samples in the poisoned food method (Balouiri et
al., 2016). The smaller volume (15 pL) corresponded to the inhibition tests, where 15 mL of
the CCFs was used in the antifungal activity assays. This volume was estimated by assuming
that the total extraction of antifungal compounds was contained in 15 pL concentrated
samples. This assumption was not experimentally verified, and larger volumes (45 and 90
uL) were also applied. PDA-containing Petri dishes were inoculated with 100 puL of A.

carbonarius (1x106 spores/mL), and the cultures were incubated for 72 h at 30 °C.

9.3.8 Statistical analysis

Completely randomized experimental designs were applied to all the assays. Data
were presented as means =+ standard deviations. Each fungal inhibition assay was performed
in sextuplicate. The data were analysed, and the treatments were compared using one-way
analisis of variance (ANOVA) with Tukey’s post-hoc test (p <0.005) to find statistically
significant differences between the conditions assayed. ANOVA was carried out considering
the following factors: LAB strains (5 factors: J, 31, 34; 3, and 23) and polyols (5 factors:
mannitol, sorbitol, xylitol, glycerol and MRS without polyol addition as a control assay). The
analysis of interacting factors was performed by Tukey’s test. The statistical analysis of the

data was performed using the statistical package PASW Statistics 18.

9.4 Results

9.4.1 Molecular identification of LAB strains
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A comparison of the sequences for molecular identification of the lactic acid bacteria
(ESM at the end of this manuscript) was performed using the NCBI public database. The
results of the sequentiations are given after the references. The three strains from the Ivory
Coast were identified as Lactobacillus plantarum (Lactobacillus plantarum MZ801739 (J),
Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) and Lactobacillus plantarum MZ809350 (34)). The
Mexican strains of LAB were identified as Lactobacillus plantarum MN982928 (3) and
Leuconostoc citreum MZ801735 (23). The LAB strain 31 was previously genotypically
characterized by Djossou et al., 2011. In this work, the LAB strain 31 was also identified as

Lactobacillus plantarum, confirming the results reported.

9.4.2 Growth inhibition of Aspergillus carbonarius Ac 162 and consumption of
polyols

The A. carbonarius growth inhibition assays were performed for all the LAB strains
from the Ivory Coast (L. plantarum MZ801739, L. plantarum MZ809351 and L. plantarum
MZ809350) and from Mexico (L. plantarum MN982928 and L. citreum MZ801735) using
all the studied polyols (mannitol, sorbitol, xylitol, and glycerol). MRS cultures without the
addition of polyols were considered the control assays. Fig. 9.1 shows the increase in fungal
growth inhibition (%) under the different conditions studied using the poisoned food method
(Balouiri et al., 2016). The inhibition of growth of A. carbonarius caused by the strain L.
plantarum MZ809351 in the presence of glycerol and xylitol was significantly different from
the other treatments. Under these conditions, the error bars with L. plantarum MZ809351
(31) do not overlap with the other conditions assayed, indicating statistically significant
differences (p < 0.05). These treatments exhibited the highest growth inhibition of A.
carbonarius (85.7-86.7%) with low variation coefficients, 6.8 and 7.9%, respectively (Fig.

9.1), indicating low experimental error.
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Fig. 9.1 Inhibition of 4. carbonarius growth (%) using five LAB strains. The LAB studied were Lactobacillus plantarum
MZ801739 (J), Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) and Lactobacillus plantarum MZ809350 (34) isolated in the
Ivory Coast and Lactobacillus plantarum MN982928 (3) and Leuconostoc citreum MZ801735 (23) isolated in Mexico. J,
31, 34, 3 and 23 are the internal strain codes from our laboratory. The LAB strains were cultured with xylitol, X; glycerol,
G; mannitol, M; sorbitol, S; control, C (PDA 2X and MRS broth). The white bars represent significant differences (Tukey,
a = 0.05) for the interactions (strain and polyol). The error bars with L. plantarum MZ809351 (31) in the presence of
glycerol and xylitol did not overlap with the other conditions assayed, indicating statistically significant differences (p <
0.05).

The results for the consumption of polyols added to the MRS broth showed that
sorbitol and mannitol were rapidly consumed, showing a polyol uptake of more than 80% in
24 h, whereas xylitol and glycerol were not assimilated (Fig. 9.2), except by the strain L.
citreum MZ801735, which showed a glycerol uptake of 40% in 72 h. These results agree
with those reported earlier (5), where L. plantarum MZ809351 fermented mannitol and
sorbitol while glycerol and xylitol were not assimilated; all the strains of L. plantarum
reported by Djossou et al., 2011 exhibited the same behavior. The consumption of polyols
by L. plantarum MZ809351 showed similar trends to those previously reported (25);

mannitol was consumed while the xylitol concentration remained constant.
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Fig. 9.2. Consumption of polyols (%) in Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broths by five lactic acid bacteria. Lactobacillus
plantarum MZ801739 (1), Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) and Lactobacillus plantarum MZ809350 (34) were
isolated in the Ivory Coast and Lactobacillus plantarum MN982928 (3) and Leuconostoc citreum MZ801735 (23) were

isolated in Mexico. J, 31, 34, 3 and 23 are the internal strain codes from our laboratory.

9.4.3Determination of the production of OTA

Determination of OTA was carried out using poisoned media assays (Balouiri et al.,
2016) with PDA (2X) and the CCF from L. plantarum MZ809351 cultures with the different
polyols studied, as well as their respective control assays (Fig. 9.3). In the PDA medium, the
highest concentration of OTA was determined (87.3+£10.0 pg/g of agar). The treatment in the
MRS medium supplemented with mannitol did not show a significant difference from the
respective PDA controls without the addition of CCF (p > 0.05). In the case of the control
assay in the MRS medium without polyols added, 4. carbonarius produced 49.6+8.3 ng
OTA/g agar. In contrast, with the addition of glycerol, xylitol, and sorbitol, production of
39.54+10.7,37.742.7 and 28.2+6.2 ng of OTA/g of agar, respectively, was obtained (Fig. 9.3).
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Under the best conditions tested, a 67.7% reduction in OTA production was observed in the
presence of sorbitol; nevertheless, fungal growth inhibition was 52+15%. The reduction in
OTA production using the addition of xylitol and glycerol to the medium was 56.8 and
54.7%, respectively. These treatments exhibited the highest growth inhibition of A.
carbonarius (85.7-86.7%). Therefore, the CCFs of L. plantarum MZ809351 with xylitol and

glycerol were selected to extract and identify metabolites with antifungal activities.
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Fig. 9.3. Production of OTA from the poisoned plate cultures of Aspergillus carbonarius Ac. 162 with the culture cell
filtrate of L. plantarum MZ809351 (31) fermented with different polyols. One-way analysis of variance (ANOVA) was
used to determine statistically significant differences (p < 0.05).

9.4.4 Evaluation of the antifungal activity extracts

The antifungal activity of eluate 1 (negative control) from L. plantarum MZ809351
(cultured with xylitol and glycerol) was evaluated against 4. carbonarius. (Fig. 9.4) shows
that the L. plantarum MZ809351 extracts cultured with glycerol and xylitol did not exhibit
any antifungal activity, suggesting that antifungal compounds were not present in eluate 1;

therefore, it was confirmed to be a negative control.
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31 Glycerol

Fig. 9.4. Growth inhibition of 4. carbonarius using the poisoned food technique of eluate 1 (negative control) of
treatments with Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) cultured in the presence of xylitol, X; and glycerol, G.

The methodology used in this study is oriented to the recovery of cyclic dipeptides
with antifungal activity in the concentrated samples (eluate 2) considered the positive assays.
The antifungal activities of these concentrated samples are shown in Fig. 9.5. Ninety
microlitres of acetonitrile was also used as a control, and the data were used to estimate the
inhibition of fungal growth (%). A. Carbonarius growth inhibition was higher when the
volumes of the concentrated samples of eluate 2 were increased.
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Fig. 9.5 Inhibition of 4. carbonarius growth (%) using different volumes (15, 45 and 90 uL) of concentrated samples of
eluate 2 from L. plantarum MZ809351 (31) (cultured with xylitol, X; and glycerol, G) after culturing for 72 h.
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9.4.5 Identification of antifungal compounds

Fig. 9.6 presents the GC—MS chromatograms of the concentrated samples (eluate 2)
from L. plantarum MZ809351 in the presence of xylitol and glycerol. The total duration of
analysis was 92 min; between 0 to 48 minutes, no signals were obtained. Diketopiperazines
could be produced during the sterilization of MRS broth, which can interfere with the
evaluation of antifungal activities of diketopiperazines produced by LAB (Lind et al., 2007);

for that reason, sterilized MRS broth without the addition of polyols were used as a control.
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Fig. 9.6 GC-MS chromatograms of concentrated samples (eluate 2) from L. plantarum MZ809351 (31) cultured in the
presence of xylitol and glycerol. The chromatograms for the MRS broth without inoculation are shown as black lines,

while the dashed lines represent the concentrated samples and the dotted lines represent the strains cultivated in MRS
broth without polyols.

In the presence of xylitol, L. plantarum MZ809351 produced three diketopiperazines
or cyclic dipeptides, cyclo (Pro-Gly), cyclo (Leu-Leu) and cyclo (Val-Phe), as well as 9-
octadecenoic acid (Fig. 9.7). In contrast, this strain did not produce cyclo (Pro-Gly) in the

presence of glycerol. The mass spectra of the compounds are shown in Fig. 9.7. The three
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identified diketopiperazines have been reported to exhibit antifungal activity (Diaz-Cardenas

et al., 2017; S. N. Kumar et al., 2014; Stoianova et al., 2012), while 9-octadecenoic acid is

associated with antimicrobial activity (Dong et al., 2008). Diketopiperazines are likely

produced under these conditions as

signalling molecules to modulate bacterial

communication and protect against other microorganisms (Mishra et al., 2017).
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Fig. 9.7 Chemical structures and mass spectra of identified antifungal compounds: ciclo (Val-Phe) (a), 9 octadecenoic acid
(b), cyclo (Leu-Leu) (¢) and cyclo (Pro-Gly) (d).

9.5 Discussion

9.5.1Consumption of polyols and their effect on antifungal activity

According to the results, mannitol and sorbitol were likely assimilated through their

conversion to fructose-6P (Nissen et al., 2005; Wisselink et al., 2002). The composition of

the culture medium affects the induction of antifungal compound production in LAB cultures

(Dalié et al., 2010), indicating that the addition of polyols to the MRS broth leads to the

production of antimicrobial compounds. The uptake of xylitol and glycerol was negligible

(Fig. 9.2); whereas, the presence of these polyols increased the antifungal activity of L.
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plantarum MZ809351 (31). This result agrees with a previous study (Lipinska et al., 2016)
where xylitol was added to MRS broth, suggesting that in the presence of polyols, the

bacterial metabolism is directed towards the synthesis of antifungal compounds.

9.5.2 OTA production by A. carbonarius

Our results are partially in agreement with previous studies that reported that
Aspergillus carbonarius Ac. 162 can produce 37 pg/g agar (Djossou, Perraud-gaime, et al.,
2011), a concentration that depends on experimental conditions since mycotoxin production
could be affected by environmental factors (Adeyeye, 2016). The best results of this work
show an OTA production 23.6% lower than that reported in the literature (Djossou, Perraud-
Gaime, et al., 2011).

The conditions for obtaining the best OTA reduction and the best inhibition of fungal
growth did not coincide. A compromise was made between these criteria, and it is explained
as follows. Regarding the tests with the CCF of L. plantarum MZ809351, the addition of
xylitol and glycerol presented the most significant inhibition in the growth of Aspergillus
carbonarius (85.7-86.7%, Fig. 8.1) and a significant reduction in OTA production (56.8 and
54.7%, Fig. 8.3, respectively). The addition of sorbitol did not show a significant reduction
(Fig. 9.1) on growth inhibition (52+15%), but it reduced OTA production (67.7%, Fig. 9.3).
In the case of the L. plantarum MZ809351 strain, the presence of mannitol favoured the
production of OTA (Fig. 9.3), perhaps due to the consumption of this polyol (Fig. 9.2), which
is biotransformed to fructose-6-P and metabolized via the Embeden-Meyerhhof-Parnas

route; some byproducts of this route that could stimulate OTA production (Bhatt et al., 2013).

9.5.3 Synergistic effect of antifungal compounds

The results from Fig. 9.4 showed differences in sporulation patterns, probably due to
the other metabolites produced during L. plantarum MZ809351 cultivation, suggesting that
in addition to cyclic dipeptides, other compounds could act synergistically to cause fungal
inhibition (Li et al., 2012), which was the case for the sorbitol treatment. No difference was

found in the GC-MS spectra compared with the control of the sterilized MRS medium
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without fermentation (data not shown). Since the separation technique was designed for the
extraction of cyclic dipeptides (Stamatelopoulou et al., 2018), this was experimental
confirmation that eluate 1 is a negative control with no antifungal activity caused by cyclic
dipeptides. The other metabolites can be identified using other separation methods coupled
with subsequent GC—MS analysis. A synergistic effect was also observed in Fig. 9.5, wherein
15 pL tests with xylitol and glycerol added to the culture medium showed 4% and 18% fungal
inhibition, respectively. In comparison, the CCFs of these same treatments produced 85.7-
86.7% (Fig. 9.1) fungal inhibition, suggesting a synergistic effect between the identified
compounds in the concentrated samples and other compounds present in the culture medium

(Lietal., 2012).

9.6 Conclusion

The supplementation of MRS broth with polyols increases the antifungal activity of
L. plantarum MZ809351 (31). Glycerol and xylitol are not assimilated as carbon sources
under the conditions used in this study. Sorbitol and mannitol were consumed during LAB
cultivation but did not significantly inhibit the growth of A. carbonarius Ac 162, a fungal
ochratoxigenic compound producer. The conditions that showed the best compromise
between the greatest inhibition of fungal growth and the most significant decrease in OTA
production contained the CCFs of L. plantarum MZ809351 with xylitol and glycerol. Under
these conditions, the highest inhibition of fungal growth was obtained (85.7-86.7%,
respectively), and a significant reduction in OTA production was observed (56.8 and 54.7%,
respectively). In addition to 9-octadecenoic acid, 3 diketopiperazines or cyclic dipeptides
were identified, including cyclo (Leu-Leu), cyclo (Pro- Gly) and cyclo (Val-Phe), which were
compounds related to microbial antifungal activities. Xylitol and glycerol induced the
production of these antifungal compounds against A. carbonarius xAc 162. The results of
this study show the potential application of L. plantarum MZ809351 fermentation
metabolites as biocontrol agents and provide an alternative technique to prevent the growth

of mycotoxigenic fungi, such as 4. carbonarius, in foods.

10. Conclusion general
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Las cepas provenientes de Costa de Marfil produjeron acido lactico, propidnico y
etanol. La cepa 31 también produjo acido butirico y se obtuvo una mayor respuesta cuando
se cultiva en anaerobiosis. Se demostré que ademas de los acidos organicos se produjeron
otros compuestos con actividad antifungica puesto que los SLC tienen actividad antifungica

aun cuando el pH se ajusta por encima del valor de pKa de los acidos orgénicos.

Uno de las aportaciones mas significativas que se encontraron fue que la fuente de
nitrogeno se encuentra en exceso, por lo tanto, podria ser reducida la cantidad de extracto de
levadura a la mitad en la formulacién (2.5 g/L) sin afectar el crecimiento y la actividad
antifingica de las BAL 7 y 31 y de esta manera se reducirian considerablemente los costos

del uso de BAL como agentes de control bioldgico.

También se demostrd que los iones Ca*™" pueden tener un efecto antagonista con otros
metales que participan en la produccion de metabolitos con actividad antifungica. Mientras
que la adicion de NaCl parece indicar que los iones Na' no participan en la produccion de

compuestos antimicrobianos por las BAL 7 y 31.

De acuerdo con la hipotesis planteada en esta tesis, es posible afirmar la idea de que
la modificacion del medio de cultivo MRS con la adicion de polioles tiene un efecto inductivo

la produccion de compuestos antifungicos.

La presente tesis ha permitido demostrar que los compuestos antifingicos producidos,
pueden presentar dos tipos de comportamiento: los que ejercen inhibicion del crecimiento y
de produccion de OTA, y los que inhiben el crecimiento pero que estimulan la produccion

de OTA.

Este trabajo de tesis aportd informacion acerca de los metabolitos con actividad
antifingica producidos por BAL, se determinaron algunos factores qué inducen su
biosintesis. Se lograron identificar tres dicetopiperazinas: ciclo (Leu-Leu), ciclo (Val-Phe) y
ciclo (Pro-Gly). asi como acido 9-octadecenoico cuando es adicionado xilitol y glicerol al

medio de cultivo MRS.

Este trabajo presenta el potencial de aplicacion de las bacterias lacticas como agentes de

control bioldgico de los hongos ocratoxigénicos en alimentos.
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12 Anexos

Medios de cultivo para hongos

Tabla Al. Composicion del medio CYA

Compuesto Concentracion
(g/L)
K>HPO, 1
Extracto de levadura 5
Sacarosa 30
Agar bacteriologico 8
Medio Czapek 10 mL
Tabla A2. Composicion del medio Czapeck
Compuesto Concentracion
(g/L)
KCl 5
NaNO; 20
Sulfato ferroso 0.1
Sulfato de magnesio 5
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Curvas patron de crecimiento de BAL
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Figura Al. Curvas de crecimiento de las BAL 7y 31 de densidad optica vs UFC/mL

Tabla A3. Pardmetros obtenidos del ajuste lineal de densidad optica vs UFC/mL para las BAL 7y
31.

BAL Intercepto Pendiente R?
7 0.0083 5x 101 0.998
31 83x 1073 2.5x 107 0.997
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Curvas patron para la cuantificacion de polioles
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Figura A2. Curvas de calibracion generadas para la cuantificacion de polioles.

polioles.
Poliol Intercepto Pendiente R?
Glicerol 2579 223780 0.999
Xilitol -4696 257574 0.999
Sorbitol -19127 268082 0.999
Manitol 19398 260442 0.999
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Curvas patrén para la cuantificacion de compuestos producidos por BAL
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Figura A3. Curvas de calibracion generadas para la cuantificacion de acidos organicos y etanol.

Tabla AS. Parametros obtenidos del ajuste lineal de concentracion vs area para la cuantificacion de

metabolitos producidos por BAL.

Alcohol Intercepto Pendiente R?

Lactico 133.60 161076 0.999
Propidnico 9217 153814 0.999
Butirico -22495 164972 0.998
Etanol -136941 1.15x 10° 0.999
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Secuenciacion de bacterias acido lacticas

Lactobacillus plantarum MZ801739 ) Aislada en Costa de Marfil.
Lactobacillus plantarum MN982928 3) Aislada en México
Leuconostoc citreum MZ801735 (23) Aislada en México.
Lactobacillus plantarum MZ809351 (31) Aislada en Costa de Marfil.
Lactobacillus plantarum MZ809350 (34) Aislada en Costa de Marfil.

J, 3,23, 31 y 34 son los cdodigos internos del laboratorio.
Lactobacillus plantarum MZ801739 (J)

CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGT
GCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGG
GAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGC
ATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTT
TTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAATGGCTCACCATGG
CAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACT
CTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATT
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGCATA
CCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCT
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGA
CGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCC
AGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAG
CCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCT
TTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTACAA
GGTACCGGGTCATA
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Lactobacillus plantarum MN982928 (3)

ACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTG
GTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGT
GGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACC
GCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCA
CTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCAT
GGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG
AAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAA
CTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTA
TTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGG
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGGTC
CATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGAT
TAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGT
TGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCT
TAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTA
ACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGT
AACAAGGTAACCGGGTC

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas
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Leuconostoc citreum MZ801735 (23)

ACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCGAGAGGTGCTT
GCACCTTTCAAGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTGCCTC
AAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTA
TCGCATGATATCAAGTTAAAAGGCGCTACGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGC
GGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGC
CGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCA
ACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAA
GAAATGCTAAAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGG
ACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGTTG
TAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACAACAACTGACGTTGAGGCTCGAA
AGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGGTCACACCGTAAACGAT
GAATACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAACGCATTAA
GTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCG
GAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGAC
GTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTA
TACAACGAGTTGCCAACCTGCGAAGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCA
GTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCGGGAGG
GAGCCGTCTAAGGCAGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC
GGGTCATA

Control bioldégico de hongos micotoxigénicos con bacterias acido lacticas
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Lactobacillus plantarum MZ809351 (31)

GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTG
CATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAA
CCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAC
AACTTGGACCGCATGGTCCGAGYTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGA
TGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAATGGCTCACCATGGCAATG
ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCT
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGTATGGGTAGCAACAGGATTAGATACCCTGGTAGGTCTACCGTA
AACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
TGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCT
CAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGA
ACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAAC
CGGGTCATA
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Lactobacillus plantarum MZ809350 (34)

ACGCTGGCGGCGTIGCCTAATACATGCAAGTICGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGC
TTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAAC
CTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTT
GGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGICCCG
CGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAATGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCICGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAG
AGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGICTGATGTGAAAGCCITCGGCTCAACCGAAGAAGT
GCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGIGTAG
CGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGGTCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTA
CGCGAAGAACCITACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGITCC
CTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGITGICGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GITGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTT
GGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACG
AGITGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTA
GGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTICACACCATGAGAGTTTGT
AACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTITTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTIGGGACAG
ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGGGTCATA
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Resumen

Este trabajo tuvo como finalidad evaluar la capacidad antifingica de 4 cepas de bacterias acido lacticas (BAL) al
adicionar polioles (sorbitol, manitol, xilitol, glicerol) a una concentracién de 0.15 mM al medio de cultivo Man,
Rogosa y Sharpe (MRS). La capacidad antifingica fue ensayada utilizando el extracto libre de células después de
24 horas de cultivo sobre el crecimiento de Aspergillus carbonarius un hongo que se desarrolla en productos como
el café de la variedad robusta y que es productor de micotoxinas. El fendmeno fue observado utilizando las técnicas
de medios envenenados y discos de difusion en agar. Se encontrd que cuando se cultivan las bacterias acido lacticas
en condiciones aerobias la adicidon de polioles no tiene un efecto sobre la capacidad antifiingica del extracto libre
de células. Por otro lado, al realizar el cultivo en condiciones anaerobias se observo un aumento en la capacidad
antifungica. El mayor efecto se observé al agregar manitol en el medio MRS.

Introduccion

El uso de bacterias acido lacticas como agentes de biocontrol en la indutria alimenticia ha sido
ampliamente utilizado con el fin de reducir el consumo de agentes provenientes de la sintesis quimica

[1]

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

Durante el procesamiento y almacenamiento inadecuado del café se produce OTA. El control bioldgico
de los hongos productores de OTA es una alternativa para evitar la contaminacion de alimentos. Se han
reportado diversos compuestos antifingicos (péptidos, acidos organicos, compuestos fenolicos,
compuestos de bajo peso molecular, etc.) producidos por bacterias acido lacticas, cada uno de ellos con
mecanismos de accion distinta de acuerdo con su naturaleza quimica. La presencia de polioles en el medio
de cultivo de bacterias acido lacticas favorece la produccion de compuestos antifungicos [4], en el caso
del glicerol se ha encontrado que su fermentacién produce reuterina un compuesto con propiedades
antifiungicas [5]. Por lo anterior, en este trabajo se evaluo el efecto de la adicion de polioles (sorbitol,
manitol, xilitol, glicerol) al medio de cultivo MRS sobre capacidad antifungica de 4 cepas de bacterias
acido lacticas aisladas de café (J, 002, 031, y 034).

Metodologia

La activacion de las bacterias acido lacticas (J, 002, 031, y 034) se realiz6 a partir de criotubos con el
microorganismo conservados en glicerol inoculando 50 pl del criotubo en 9 ml de medio MRS incubando
24 h a 30 °C, la primera resiembra fue efectuada en tubos falcon de 50 ml inoculando 36 ml de medio
MRS con 4 ml del cultivo de activacion e incubando 24 h a 30 °C. Se realizé una segunda resiembra
repitiendo en condiciones aerobias. Para trabajar en condiciones anaerobias la resiembra se realiz6 en
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botellas serologicas de 60 ml en las que se hizo circular una corriente de nitrogeno. Se obtuvo el extracto
libre de células centrifugando los cultivos de las segundas resiembras a 6 500 rpm durante 15 min.

La activacion de Aspergillus carbonarius se hizo inoculando 50 pl de un conservado de esporas en glicerol
en un matraz con 30 ml de agar PDA e inoculando durante 7 dias a 30 °C. Se realizé una resiembra
colocando 500 pl en un matraz con 30 ml e incubando a 30 °C durante 7 dias; se realizé una segunda
resiembra inoculando 1 ml de una suspension de esporas con una concentracion de 1x10° esporas/ml en
cajas petri con 20 ml de agar Czapeck Extracto de Levadura (CYA).

Los medios de cultivo envenenados se prepararon en cajas petri con agar CY A y el extracto libre de células
de la segunda resiembra de las bacterias acido lacticas (50% v/v). En el centro de las cajas fueron
colocados discos de 8 mm de diametro del cultivo de 4. carbonarius. Durante 3 dias se evalud el
crecimiento radial del hongo con la ayuda de un vernier.

Resultados

En condiciones aerobias el extracto libre de células resultod tener una actividad antifungica baja (Figura
2), la cepa 031 presentd el mayor efecto bajo estas condiciones. Por otro lado, cuando se trabaja en
anaerobiosis la capacidad antifungica de los extractos libres de células es mayor siendo las bacterias 002
y 031 quienes presentan una mayor inhibicion (Figura 1), tambien se encontr6 que en presencia de manitol
el efecto antifingico resultd favorecido.
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Conclusiones

En este trabajo se encontr6é que la BAL 031 present6 la mayor actividad antifingica. En condiciones de
anaerobiosis la presencia de manitol en el cultivo de BAL favorece la capacidad antifingica contra el
crecimiento de 4. carbonarius, posiblemente dicho compuesto actua como aceptor de electrones.
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Resumen

Las bacterias acido lacticas (BAL), son ampliamente utilizadas en la industria alimentos, las
cuales poseen la capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de patdégenos. El medio de
cultivo comunmente utilizado para el cultivo de BAL es el MRS (Man Rogosa Sharpe), una
de las fuentes de nitrogeno: el extracto de levadura estd asociado a la produccion de
compuestos con capacidad antifungica. En este trabajo se evaluaron 3 concentraciones (0-7
g/1) de extracto de levadura sobre la capacidad antifungica de dos cepas de bacterias acido
lacticas (BAL 7 y BAL 031) para inhibir el crecimiento de Aspergillus carbonarius
proveniente de Costa de Marfil. Se determin6 que el extracto de levadura no tiene un efecto
significativo sobre la inhibicidn del crecimiento del hongo, por lo que podria ser retirado del
medio de cultivo en la produccion de compuestos antifingicos.

Introduccion

Los consumidores son cada vez mas conscientes de la calidad sanitaria de sus alimentos y
de cémo se producen, transforman y comercializan. Se han reportado pérdidas econdmicas
de hasta el 25% de alimentos [1] con la contaminacion por micotoxinas: aflatoxinas,
tricotecenos, fumonisinas, ocratoxinas y patulina [2].

El uso de bacterias acido lacticas como agentes de biocontrol en la industria alimenticia ha
sido ampliamente utilizado con el fin de reducir el consumo de agentes provenientes de la
sintesis quimica [3].

Uno de los factores que influyen en la contaminacion de alimentos es la presencia de hongos
productores de micotoxinas dentro de las cuales se encuentran: aflatoxinas, tricotecenos,
fumonisinas, patulina y ocratoxinas [2]. La ocratoxina tipo A (OTA) es de vital importancia
debido a su toxicidad [4].

El control biolégico de hongos productores de OTA es una alternativa para evitar su
desarrollo. Se han reportado diversos compuestos antifngicos (péptidos, acidos organicos,
compuestos fendlicos, compuestos de bajo peso molecular, etc.) producidos por bacterias
acido lacticas, cada uno de ellos con mecanismos de accidén distinta de acuerdo con su
naturaleza quimica.

El medio de cultivo utilizado para el cultivo de bacterias acido lacticas es el medio MRS
(Man Rogosa Sharpe). Se ha reportado que los componentes del medio modulan la
produccion de compuestos antimicrobianos [5]. En el presente trabajo se pretende contrastar
la capacidad antifiingica de dos bacterias 4acido lacticas: una proveniente de Costa de Marfil
y la otra de México, sobre dos cepas de Aspergillus Carbonarius (DO089 y DO162)
modificando las concentraciones del extracto de levadura en el medio MRS mediante pruebas
de inhibicion del crecimiento radial del hongo.
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Metodologia

La activacion de las bacterias acido lacticas (031 y 7) se realizo a partir de criotubos con el
microorganismo conservados en glicerol inoculando 50 pl del criotubo en 9 ml de medio
MRS incubando 24 h a 30 °C. Se realiz6é una resiembra tomando 1 ml del cultivo de
activacion y 9 ml de medio MRS estéril con diferentes concentraciones de extracto de
levadura (0, 2.5, 5, y 7 g/l) incubando durante 24 h a 30 °C.

Se realizd una segunda resiembra en botellas serologicas colocando 2.8 ml de la primer
resiembra y 25 ml de medio de cultivo con las diferentes concentraciones de extracto de
levadura, el cultivo se realizo durante 96 h a 30 °C, transcurrido este tiempo fue centrifugado
el cultivo a 3500 rpm para obtener el extracto libre de células.

La activacion de Aspergillus carbonarius se hizo inoculando 50 pl de un conservado de
esporas en glicerol en un matraz con 30 ml de agar PDA y se incub6 durante 7 dias a 30 °C,
posteriormente se realizd el raspado de esporas con una solucion de Tween 80 al 0.1 % (v/v),
a partir de la suspension de esporas se hizo una primera resiembra colocando 500 pl del
matraz de activacion en otro con 30 ml de agar PDA incubando a 30 °C durante 7 dias.

Los medios de cultivo envenenados se prepararon en cajas Petri con agar CYA y el extracto
libre de células de bacterias acido lacticas (50% v/v). En el centro de las cajas fueron
colocados 100 pl de una suspension de esporas a una concentracion de 1x10° del cultivo de
A. carbonarius y se evaluo la inhibicion durante 3 dias a través del crecimiento radial del
hongo con un vernier.

Resultados

Del analisis realizado a través de una prueba de ANOVA y comparacion de medias con
prueba de Tuckey con una significancia de 0.05, no se obtuvo diferencia significativa entre
los tratamientos, incluso al utilizar 5 g/l la concentracion del medio MRS original.
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Figura 1. . Efecto sobre el porcentaje de inhibicion del extracto libre de células de BAL a diferentes
concentraciones de extracto de levadura sobre A. Carbonarius.
Conclusiones

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

El uso de bacterias acido lacticas como biocontrol de patdégenos en productos de consumo
humano presenta ventajas ante métodos fisicos y quimicos. Estos microorganismos producen
compuestos antifungicos durante su metabolismo primario y secundario, favoreciéndose su
biosintesis mediante la adicién de factores nutricionales. En este trabajo se evalua el efecto
de la adicioén de polioles sobre el crecimiento y capacidad antifingica del extracto libre de
células. Se utilizaron dos cepas de Lactobacillus 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
antifingica 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 contaminacion de alimentos debido a la presencia de microorganismos genera pérdidas
economicas de aproximadamente 1.3 billones de toneladas anuales [1]. Los principales
hongos causantes de contaminacién pertenecen a los géneros Aspergillus, Penicillium y
Fusarium [2]. Las bacterias acido lacticas (BAL) son empleadas como microorganismos
antagonistas de patdogenos debido a que producen diversos metabolitos con propiedades
antimicrobianas [3]. Se ha encontrado que la adicidon de polioles aumenta el espectro de
inhibicion y el efecto antifiinfico de las BAL [4]. En este trabajo se evaluo el consumo de
glicerol, xilitol, manitol y sorbitol por Lactobacillus plantarum, asi como el aumento del
efecto inhibitorio del extracto libre de células sobre Aspergillus carbonarius debido a la
presencia de estos compuestos.

Metodologia

La activacion de las BAL 31 (Costa de Marfil) y ET7 (México) se realizd a partir de
conservados en glicerol inoculando 50 pl en 9 ml de medio MRS incubando 24 h a 30 °C. Se
realizd 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 prepar6 la segunda resiembra con medio
MRS sustituyendo la fuente de carbono con 20 g/l de cada poliol, las unidades formadoras
de colonias (UFC) fueron determinadas por densidad optica a 600 nm y los datos generados
fueron ajustados al modelo de Gompertz utilizando el software OriginPro 2018

Para determinar la actividad antifingica se llevo a cabo la segunda resiembra en botellas
serologicas colocando 5 ml de la primer resiembra y 45 ml de medio de cultivo con 10 g/l de
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glicerol, xilitol, manitol y sorbitol, los cultivos fueron incubados durante 96 h a 30 °C en
camaras de anaerobiosis.

Se obtuvieron los extractos libres de células (ELC) centrifugando los caldos de fermentacion
a 7000 rpm durante 15 min a 10 °C y filtrando a 0.45 pm.

Se realizd una activacion y dos resiembras de Aspergillus carbonarius DO162 en agar papa
dextrosa ajustando la concentracion hasta obtener 1x10° esporas/ml.

Las pruebas de inhibicion se realizaron mediante la técnica de cultivos envenenados con
medio PDA mezclandolo con 50 % (v/v) del ELC de cada poliol y se vertieron 20 ml de la
mezcla en cajas Petri de 90x90, en el centro de las cajas se hicieron perforaciones de 8§ mm
de diametro donde se colocaron 100 pl de la suspension de esporas de Aspergillus
carbonarius con 1 x 10® esporas/ml. El halo de crecimiento radial se midié cada 24 h durante
72 h'y se determino la actividad antifiingica.

Resultados

La cepas de lactobacillus plantarum mostraron una disminucion en la tasa maxima de
crecimiento al cambiar glucosa como fuente de carbono por los polioles (figura 1) en el caso
de la ET7 se obtuvieron valores de 0.22, 0.17, 0.15, 0.10, 0.07 h™! y para la 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 (Figura 2) 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. En cuanto a los resultados de inhibicion se
obtuvo para el caso de la BAL 31 una inhibicion del crecimiento radial cercana al 90% al
utilizar xilitol y glicerol en el medio de cultivo, en cuanto a la BAL ET7 del 60%, con glucosa
del 40 en ambos casos, y con manitol y sorbitol menor al 20%.
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento para Lactobacillus Figura 2. Consumo de polioles por
plantarum utilizando como fuente de carbono polioles, a) cepa Lactobacillus plantarum. Los cuadros
ET7y b) cepa 31 rellenos corresponden a la cepa 31 y

los vacios a la ET7

Conclusiones

Las dos cepas de Lactobacillus plantarum consumieron manitol y sorbitol como fuente de
carbono, mostrando un crecimiento menor al que se obtiene utilizando glucosa como fuente
de carbono, 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, posiblemente

96



se deba a que los compuestos antifungicos producidos se obtengan durante el metabolismo
secundario de las bacterias.
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