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Resumen

El acceso a alimentos inocuos garantiza el bienestar y la supervivencia de la
humanidad; sin embargo, existe un riesgo de contaminacién por ciertos hongos que
pueden producir micotoxinas, sustancias que poseen efectos negativos
comprobados contra la salud. Entre ellas la Ocratoxina A (OTA) puede generar
toxicidad en el higado y los rinones y carcinogenicidad. Una estrategia para abordar
los problemas de contaminacion por micotoxinas consiste en el biocontrol, la cual
es una estrategia que utiliza microorganismos como las bacterias acido lacticas
(BAL) y/o sus metabolitos para inhibir el crecimiento de hongos micotoxigénicos. En
el presente trabajo se estudiaron metodologias para ofrecer una estrategia de
biocontrol de hongos ocratoxigénicos con BAL cultivadas en un medio formulado
con extracto de germen de malta (MEGM). Durante la fase inicial se compararon los
modelos cinéticos logistico y de Gompertz con el objeto de seleccionar el que
describa mas adecuadamente el crecimiento de Lactiplantibacillus plantarum B31
para determinar las condiciones en las que se obtenga la mayor concentracién de
biomasa y acido lactico (AL) y emplearlas como agentes de biocontrol contra
Aspergillus carbonarius Ac 089. El modelo de Gompertz presentd un mejor ajuste
que el modelo logistico para simular el comportamiento de los datos experimentales.
Seis cepas de BAL fueron seleccionadas para ser cultivadas en el medio propuesto
(MEGM) y comparar su crecimiento con el medio referencia De Man, Rogosa,
Sharpe (MRS); no hubo diferencias significativas en el crecimiento de todas las

cepas en ambos medios; dos de las seis BAL mostraron el mayor crecimiento, L.



plantarum B7 con 4.0 £ 0.20 g/L y L. plantarum B31 con 3.2 + 0.4 g/L. La siguiente
fase consistio en estudiar la capacidad de inhibicion del crecimiento y la reduccion
de la concentracion de OTA de las dos cepas que mostraron mayor crecimiento en
el MEGM sobre A. carbonarius Ac 089. Se probaron diferentes concentraciones
celulares y el extracto libre de células (ELC) de ambas BAL. El tratamiento que
inhibié el 100 % del crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y con el que no se observo
produccion de OTA fue emplear una concentracion de 1x10° UFC/mL de L.
plantarum B7 o de L. plantarum B31, es decir, una relacién de 2 x 10° BAL/espora.
Se determind que L. plantarum B7 y L. plantarum B31 pueden adsorber o secuestrar
la OTA en un 100 % con células no viables. Los resultados obtenidos en este estudio
ponen en evidencia el potencial del uso de BAL cultivadas en un medio formulado

con EGM como agentes de biocontrol contra hongos productores de ocratoxinas.
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Abstract

Access to safe food guarantees the well-being and survival of humanity; however,
there is a risk of contamination by certain fungi that can produce mycotoxins,
substances that have proven negative effects on health. Among them, Ochratoxin A
(OTA) can cause toxicity in the liver and kidney and carcinogenicity. One strategy to
address mycotoxin contamination problems is biocontrol, which is a strategy that
uses microorganisms such as lactic acid bacteria (LAB) and/or their metabolites to
inhibit the growth of mycotoxigenic fungi. In this work, methodologies were studied
to offer a biocontrol strategy for ochratoxigenic fungi with LAB grown in a medium
formulated with malt germ extract (MEGM). During the initial phase, the logistic and
Gompertz kinetic models were compared to select the one that best describes the
growth of Lactiplantibacillus plantarum B31 to determine the conditions under which
the highest concentration of biomass and lactic acid (LA) is obtained and to use them
as biocontrol agents against Aspergillus carbonarius Ac 089. The Gompertz model
presented a better fit than the logistic model to simulate the behavior of the
experimental data. Six LAB strains were selected to be cultured in the proposed
medium (MEGM) and compare their growth with the reference medium De Man,
Rogosa, Sharpe (MRS); there were no significant differences in the growth of all
strains in both media; two of the six LAB showed the highest growth, L. plantarum
B7 with 4.0 + 0.20 g/L and L. plantarum B31 with 3.2 + 0.4 g/L. The next phase
consisted of studying the growth inhibition capacity and the reduction of the OTA

concentration of the two strains that showed the greatest growth in the MEGM on A.
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carbonarius Ac 089. Different cell concentrations and the cell-free extract (CFE) of
both LAB were tested. The treatment that inhibited 100% of the growth of A.
carbonarius Ac 089 and with which no OTA production was observed was using a
concentration of 1 x 10% CFU/mL of L. plantarum B7 or L. plantarum B31, that is, a
ratio of 2 x 10° LAB/spore. It was determined that L. plantarum B7 and L. plantarum
B31 can adsorb or sequester 100 % of OTA with non-viable cells. The results
obtained in this study demonstrate the potential of using LAB cultured in a medium

formulated with EGM as biocontrol agents against ochratoxin-producing fungi.

viii



Indice de contenido

T2 INErOAUCCION ... 1
2 » ReVvision bibliografiCa ..o 3
2.1 Inocuidad alimentaria............ooouvuiiiiiii e 3
2.1.1 Estrategias de solucion a los problemas de inocuidad alimentaria.......... 6

2.1.2 Etapas del procesamiento de alimentos vulnerables a la contaminacion 9

P2 \Y [ Telo] (o ) (] 1 F= 1= PR 12
2.2.1 Condiciones que favorecen el desarrollo de las micotoxinas................. 13
2.2.2 Importancia de las micotoxinas en la salud humana................ccccevveeen. 15
ARl @ o7 = (o) {1 0 T- 1 N 21
2.2.4 Métodos fisicos, quimicos y biolégicos de detoxificacion de micotoxinas
........................................................................................................................ 24

2.3 Bacterias acido [ACHCAS..........couviiiiiiiii e 26
2.3.1 Clasificacion de las bacterias acido Iacticas ................evvvviiiiiiiiiiininnnnnn. 26
2.3.2 Requerimientos NULCIONAIES..........ccoovviviiiiiiiii e 29
2.3.3 Aplicaciones de las bacterias acido lacticas .........c..cccecevvviieiiiiiiincecnnnnn, 33

X T 11 13 ) o= To o ) o SO 40
[T 0 L0 (=TT 41
ODJEEIVOS ..o 42

5.1 ObjJetivo GENEIAL .........oveiiiiiie e e 42

5.2 Objetivos ESPECITICOS ... .uuuiiiiiiiiiieie e 42

6 » Estrategia experimental .............cooiiiiiiii 43

7 » MaterialesS Y MEIOUOS......cocuuiiiiiiiiie e 44

7.1 Microorganismos y condiciones de CUltiVO ............ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 44
7.1.1 Bacterias acido [CHCAS .........uuvviiiiiiiiiiiiiee e 44
7.1.2 Aspergillus carbonarius AC 089 ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 45

7.2 Medio de cultivo con extracto de germende malta............ccccccvvvvviiiinnnnnnnn. 45

7.2.1 Preparacion del extracto de germen de malta para el medio de cultivo. 45

7.2.2 Condiciones de cultivo de bacterias acido lacticas en el medio con
extracto de germende malta .............cooiiiiiiiiiiiiiiii 48

7.3 Inhibicion de crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y reduccion de la
Produccion de OCratOXiNA A..........iiiiiiii e e e e e 48



7.3.1 Técnica de cultivos envenenados con células viables.............ccooeeen... 49
7.3.2 Técnica de cultivos envenenados con extracto libre de células............. 50
7.4 Adsorcion y biodegradacion de micotoxinas por bacterias acido lacticas .... 51

7.4.1 Ensayos con bacterias acido lacticas viables .............ccccccvviiiiiiiiiinnnnne. 51
7.4.2 Ensayos con bacterias acido lacticas no viables ...........cccccooovviiiiiiennnnn. 52
7.5 Analisis de aflatoxina B1 y ocratoxina A............cceeiiiieeiiiiiiiiiciee e, 53
7.5.1 Extraccion de aflatoxina B1 y ocratoxina A.........ccoovvvviiiiiiieeeeeeeeiinn, 53
7.5.2 Cuantificacion de aflatoxina B1 y ocratoxina A ...........oeeeiiiiiiiiiiiiiinnnn, 54

7.6 Consideraciones matematicas para el analisis del crecimiento de L.
plantarum B31 y la formacién de acido [actico............ceiiiiiiiiiiiiiie, 55
8 » Resultados y diSCUSION ......ccooeeiiieeeeeeeeeee e 58

8.1 Analisis del crecimiento y formacion de acido lactico de L. plantarum B31.. 58

8.1.1 Analisis del crecimiento de L. plantarum B31 ............ccccooviiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 58
8.1.2 Analisis de la formacion de acido lactico de L. plantarum B31 .............. 65
8.1.3 Comparacion entre los modelos Logistico y Gompertz acoplados al
modelo de Luedeking-Piret...........cccoviiiiiiii 68
8.2 Evaluacion del crecimiento de bacterias acido lacticas en medio con extracto
degermen de Malla ........cooooviiiiiiiiiiii 73
8.3 Inhibicion del crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y de la produccion de
[oTod = 1 () (] 1 T= 1 A NSO TPPPT 76
8.3.1 Inhibicién del crecimiento en presencia de bacterias acido lacticas ...... 76
8.3.2 Inhibicidn del crecimiento con el extracto libre de células...................... 83
8.3.3 Inhibicién de la produccién de ocratoxina A en presencia de bacterias
ACIAO TACHICAS ... oo 87
8.3.4 Inhibicién de la produccién de ocratoxina A con el extracto libre de
(071 [1] F= TP 94
8.4 Adsorcion de micotoxinas por bacterias acido lacticas ..............cccoeeeeeenn. 97
8.4.1 Adsorcion de micotoxinas por células viables.............ccccoovevieiiiiiiiiinnnnnn. 97
8.4.2 Adsorcion de micotoxinas por células no viables................cccovvvvvvnnnnnn. 101
O > CONCIUSIONES ... 104
10 » REfEreNCIAS.....cciiiiiiiiiiiieeeeeee e 107
L Y 1= (o 1 TR 121



Indice de fisuras

Figura 2.1 - Especies de Aspergillus en productos alimenticios: A) A. westerdijkiae
en frutos secos; B) A. flavus en almendras; C) A. flavus en granos de maiz; D) A.
flavus en mazorca de maiz, E) A. niger en mazorca de maiz; F) A. carbonarius en
uvas. Tomado de Mycotoxigenic Fungi, Springer (2017) https://doi.org/10.1007/978-
1-4939-B707-0 ...t e e e r e e e e e e e e aaa 5
Figura 2.2 - Principales estrategias para prevenir la contaminacién de alimentos de
origen agricola. Modificado de Handbook of Food Bioengineering, Microbial
Contamination  and Food Degradation, = Academic  Press  (2018)
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811515-2.00001-9. ......ccoiiiriiiiiiiee e 6
Figura 2.3- Puntos criticos del procesamiento de alimentos agricolas vulnerables a
sufrir  contaminacion. Modificado de J. Food Sci, 83 (6), (2018).
https://d0i.org/10.1111/1750-3841. 14181 .o i 9
Figura 2.4 - Rango de temperaturas minimo, éptimo y maximo (°C) para la
produccion de micotoxinas por diferentes hongos. Adaptado de Fungal

Reproduction and Growth. IntechOpen, (2022).
https://doi.org/10.5772/intechopen. 100207 .........ccceeiiiiiiiiiiiie e, 14
Figura 2.5 - Estructura quimica de las principales micotoxinas que afectan la salud
humana. (Fuente: www.chemdraw.Com) .........ccoooieiiiiiiiiiiiiiie e 18
Figura 2.6 - Estructuras quimicas de la OTA y sus derivados. Adaptado de: Toxins
2016, 8, 111. https://doi.org/10.3390/toxins8040111.....coovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 22
Figura 2.7 - Principales métodos de prevencion y detoxificacion de micotoxinas.
Fuente: elaboracion Propia. ... 24

Figura 2.8 - Arbol filogenético del genoma central de la familia Lactobacillaceae.
(Tomado de Int J Syst Evol Microbiol 70, 2782 (2020);
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004107). El siguiente enlace dirige a una version

mas amplia de la figura:
https://www.microbiologyresearch.org/docserver/fulltext/ijsem/70/4/ijsem004107 -
722 o | 28

Figura 2.9 - Rutas bioquimicas de la transformacion de glucosa. (a) Metabolismo
homofermentativo a través de la via de Emden-Meyerhoff. (b) Metabolismo
heterofermentativo a través de la via de la fosfocetolasa. Adaptado de Curr. Opin.
Food Sci. 2, (2015). https://doi.org/10.1016/J.COFS.2015.03.001).........c0vvvmrrrnnne 30
Figura 2.10 - Mecanismos de interaccién de BAL vs hongos. Modificado de: Compr
Rev Food Sci Food Saf. 18(5), (2019). https://doi.org/10.1111/1541-4337.12481. 36
Figura 6.1 - Estrategia experimental disefiada en cuatro etapas con actividades
generales y PartiCUlares. ... ..o 43
Figura 8.1 — Curva de crecimiento bacteriano tipica. In(N/No) es el logaritmo del
numero de organismos representados en funcion del tiempo. A es la asintota que
indica el momento donde la tasa de crecimiento disminuye. um representa la tasa de

Xi



crecimiento especifica y A corresponde a la fase lag. Tomado de: Appl. Environ.
Microbiol., 56 (1990). DOI:0099-2240/90/061875-07$02.00/0.............cvvvneennnnn. 59
Figura 8.2 - Cinéticas de crecimiento L. plantarum B31 ajustadas al modelo clasico
y cultivada en A) Medio M1; B) Medio M2; C) Medio M3; D) Medio M4; E) Medio
MRS (véase Int. J. Food Microbiol, 404 (2), 2023),
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110320. La linea azul representa la
ecuacion de larectacalculadade 0 @B h. ......coooiiiiiiiiiii 61
Figura 8.3 - Cinéticas de crecimiento L. plantarum B31 ajustadas al modelo logistico
(lineas azules) y Gompertz (lineas rojas) cultivada en A) Medio M1; B) Medio M2;
C) Medio M3; D) Medio M4; E) Medio MRS (véase Int. J. Food Microbiol, 404 (2),
2023), https://doi.org/10.1016/].ijfoodmicro.2023.110320. ..........ceeeeieeeeeeeeeeiiinnnnn, 64
Figura 8.4 - Cinéticas de formacion de acido lactico de L. plantarum B31 ajustadas
al modelo logistico (lineas azules) y Gompertz (lineas rojas) cultivada en A) Medio
M1; B) Medio M2; C) Medio M3; D) Medio M4; E) Medio MRS ((véase Int. J. Food
Microbiol, 404 (2), 2023), https://doi.org/10.1016/j.ijffoodmicro.2023.110320. ....... 67
Figura 8.5 - Inhibicién del crecimiento (%) de A. carbonarius Ac 089 en agar MRS y
agar MEGM durante seis dias de cultivo con diferentes concentraciones de L.
plantarum B7 y L. plantarum B3 . ........ccoooimiiiiii e 77
Figura 8.6 - Inhibicion del crecimiento (%) de A. carbonarius Ac 089 en agar MRS
y en agar MEGM durante seis dias de cultivo con el extracto libre de células de L.
plantarum B7 y L. plantarum B3 . .........coooriiiii e 84
Figura 8.7 - Reduccion de la concentracion de OTA (%) de A. carbonarius Ac 089 a
los 3 y 6 dias de cultivo con diferentes concentraciones de L. plantarum B7 y L.

PlANTarum B3 1. ... 88
Figura 8.8 - OTAy AFB1 ligada (%) en las células de L. plantarum B7 y L. plantarum
B31alas 6,24 y 96 hde CUtIVO...........iiiiiiiii e 98

Xii



Indice de tablas

Tabla 2.1 - Agentes clasificados por las monografias del IARC, volumenes 1 a 136
VA= L[e [0 (oI [T g o] o] Lo X TP 16
Tabla 2.2 - Contenido maximo de micotoxinas en productos alimenticios de acuerdo
con el Reglamento (CE) no 2023/915 de la Comision del 25 de abril de 2023 del
Parlamento Europeo y del CONSEJO. .....ccovvviviiiiiiii et e e 20
Tabla 2.3.- Principales aplicaciones de BAL. (Modificado de Dairy, 1(3), 2020.;
https://doi.org/10.3390/dairy1030015). .....ccevuriiiiiie e 34
Tabla 7.1 - Composicidon del medio de cultivo para disolver en 1 L de extracto de
germen de malta MEGM. ... e 47
Tabla 8.1 - Parametros del modelo Logistico acoplado a Luedeking-Piret y del
modelo Gompertz acoplado a Luedeking-Piret de L. plantarum B31 cultivada en los
medios M1, M2, M3, M4 y MRS (véase Int. J. Food Microbiol, 404 (2), 2023)
https://doi.org/10.1016/.ijfoodmicro.2023.110320. ............uuvrrmmmmmmmmmnnnnniniienennnnnnnnns 69
Tabla 8.2 — Comparacion del crecimiento de BAL en caldo MEGM y MRS. ......... 74
Tabla 8.3- Reduccién de la concentracion de OTA (%) por A. carbonarius Ac 089 a
los 3 y 6 dias de cultivo con el extracto libre de células de L. plantarum B7 y L.
PIANtarum B3 . .. aanae 94

Xiii



Capitulo 1 | Introduccion

1 » Introduccidn

La salud y el bienestar de la humanidad dependen de multiples factores, aunque en
gran medida, del acceso a una diversidad de alimentos seguros. Por ello, es
esencial disponer de los recursos necesarios para garantizar la inocuidad
alimentaria en cada fase de la cadena del suministro de alimentos, que incluye la
cosecha, procesamiento, almacenamiento, distribucion y consumo (Swami &

Gondil, 2020).

Uno de los principales agentes que puede comprometer la inocuidad de los
alimentos son hongos, levaduras o bacterias. En particular, los hongos que
contaminan los alimentos se caracterizan por su comportamiento oportunista al
colonizar y reproducirse principalmente en granos y semillas bajo ciertas

condiciones de almacenamiento (Qiu et al., 2021).

La presencia de hongos en alimentos supone un riesgo ya que algunos son capaces
de producir micotoxinas, metabolitos secundarios que pueden causar una variedad
de efectos adversos para la salud humana (Alshannaq & Yu, 2017). Se han
identificado alrededor de 400 micotoxinas en la naturaleza, entre las que se

encuentra la ocratoxina A (OTA), una de la mas peligrosas para la salud humana




debido a que puede provocar dafos en el rindn y en el higado, ya que inhibe la
sintesis de proteinas en estos 6rganos por interferencia con la actividad de la

fenilalanina hidroxilasa (Ostry et al., 2017). Ademas, es inmunotoxica, genotoxica,
neurotdxica, teratogénica y embriotoxica tanto en humanos como en animales

(Alshannaq & Yu 2017).

Una de las estrategias para hacer frente al problema de la presencia de hongos
ocratoxigénicos en alimentos es el biocontrol con bacterias acido lacticas (BAL),
quienes poseen la capacidad para inhibir el crecimiento de hongos en los alimentos
a través de diferentes mecanismos como la produccién de metabolitos antifungicos,
el contacto directo de células fungicas con la pared celular de las células bacterianas
y la competencia por espacio y nutrientes (Schnurer & Magnusson 2005). Ademas,
se ha reportado que algunas especies de BAL son capaces de participar en la
detoxificacion de alimentos con OTA, proceso que involucra la degradacion
quimica/enzimatica, la conversién metabdlica y un proceso de adsorcion de la

micotoxina en la pared celular de las BAL (Bangar et al., 2022).

En este contexto y con el fin de limitar la contaminacién de micotoxinas en alimentos,
el objetivo principal de esta tesis fue determinar la capacidad de inhibicion de BAL
cultivadas en un medio de cultivo formulado con extracto de germen de malta (EGM)
sobre el crecimiento de Aspergillus carbonarius Ac. 089, la produccion de OTAy su

capacidad de biotransformar o secuestrar la OTA.



2 » Revision bibliografica

2.1 Inocuidad alimentaria

El bienestar y la supervivencia de la humanidad estan estrechamente relacionados
con el acceso a alimentos inocuos; por ello es indispensable contar con las
herramientas que garanticen la seguridad de los alimentos a lo largo de cada etapa
de la cadena alimentaria: produccidon, cosecha, procesamiento, almacenamiento,

distribuciéon y consumo (Swami & Gondil, 2020).

Los principales agentes que pueden comprometer la inocuidad de los alimentos se
pueden agrupar en factores microbioldgicos y quimicos (Barzegar et al., 2023). Los
factores microbioldgicos pueden verse dominados por la presencia de bacterias. De
acuerdo con Fung et al. (2018), mas del 90% de las enfermedades por intoxicacion
alimentaria son causadas por especies de Staphylococcus, Salmonella, Clostridium,
Campylobacter, Listeria, Vibrio, Bacillus y Escherichia coli. Estos microorganismos
provocan enfermedades como gastroenteritis, sindromes neuroldgicos, hepaticos y

renales (Fung et al., 2018).

Por otro lado, diversos hongos y levaduras también actuan como agentes
microbiolégicos que pueden contaminar y producir cambios indeseables en los

alimentos. Los hongos tienen la capacidad de prosperar en diferentes entornos, con
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humedades relativas entre 80 y 90 % y con actividad de agua (aw) por encima de
0.75 (Awuchi et al., 2022). Son conocidos por su naturaleza oportunista al colonizar
y multiplicarse en casi cualquier clase de alimentos con facilidad mediante la

dispersion de sus esporas en el aire (Qiu et al., 2021).

Estos microorganismos no solo afectan negativamente las caracteristicas
organolépticas y la vida de anaquel de los alimentos, también alteran su inocuidad.
Segun Sadiq et al. (2019) existe una pérdida anual de entre 5y 10 % de alimentos
en el mundo debido al deterioro por hongos lo cual mas alla de generar pérdidas
agricolas y econémicas, plantea graves problemas de seguridad alimentaria como
resultado de la capacidad de muchas especies de hongos de producir micotoxinas

que son perjudiciales para la salud humana y animal.

En la Figura 2.1 se presentan alimentos contaminados con algunas especies de
Aspergillus, uno de los géneros de hongos que se ha encontrado con mayor
frecuencia en distintos alimentos. El hongo es capaz de colonizar incluso la
superficie entera del alimento, volviéndolo no apto para el consumo ya que durante
su crecimiento puede producir sustancias dafinas para la salud del consumidor

(Moretti & Susca, 2017).

Algunas de estas sustancias producidas por los hongos son las micotoxinas,
metabolitos secundarios toxicos que pueden causar una variedad de efectos

adversos para la salud animal y humana (Alshannaq & Yu, 2017).
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Figura 2.1 - Especies de Asperglllus en productos allment|C|os A) A. westerdijkiae
en frutos secos; B) A. flavus en almendras; C) A. flavus en granos de maiz; D) A.
flavus en mazorca de maiz, E) A. niger en mazorca de maiz; F) A. carbonarius en
uvas. Tomado de Mycotoxigenic Fungi, Springer (2017)
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6707-0

En cuanto a los factores quimicos que pueden afectar la inocuidad de los alimentos,
existen sustancias tanto organicas como inorganicas, entre ellas pesticidas,
colorantes, antibioticos, hidrocarburos aromaticos y metales pesados, que pueden
provenir de distintas fuentes. Onyeaka et al. (2024) senalaron que las condiciones
del suelo y actividades antropogénicas como la actividad minera, pueden propiciar
la acumulacion de metales en el entorno en donde se cultivan alimentos. Ademas,
algunas sustancias como los pesticidas, los bifenilos policlorados y los
hidrocarburos pueden ingresar a los alimentos a través de factores ambientales.
Estas sustancias pueden causar distintos efectos perjudiciales para la salud, que
pueden ser lo mismo agudos que cronicos, desde sintomas menores como dolores
de cabeza y nauseas, hasta problemas mas serios que incluyen defectos de
nacimiento, alteraciones en el desarrollo, trastornos neuroldgicos e incluso cancer

(Onyeaka et al., 2024).
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2.1.1 Estrategias de solucién a los problemas de inocuidad alimentaria

Las principales estrategias que buscan disminuir los problemas de inocuidad en los
alimentos involucran principalmente el control preventivo durante las etapas del
procesamiento de alimentos. En la se resumen las principales estrategias
para prevenir la contaminacion de alimentos de origen agricola. Todo ello implica
actividades como el seguimiento de los cultivos, las buenas practicas agricolas, el
manejo y secado suficiente de los cultivos después de la cosecha, la produccioén de
plantas resistentes, asi como el establecimiento de programas gubernamentales de

deteccion y regulacion en los paises (Fiscal-Arjona, 2019).

Buenas

practicas

agricolas Manejo

adecuado
después de
la cosecha

Seguimiento
de los
cultivos

Estrategias
para prevenir Produccion

la de plantas
contaminacion resistentes
de alimentos

Control
preventivo

Figura 2.2 - Principales estrategias para prevenir la contaminacion de alimentos
de origen agricola. Modificado de Handbook of Food Bioengineering, Microbial
Contamination and Food Degradation, Academic Press (2018)
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811515-2.00001-9.

Es importante que, tanto agricultores, productores y organizaciones
gubernamentales cuenten con programas que busquen implementar estrategias

para proteger a los consumidores de los diferentes contaminantes, ya sean



microbioldgicos o quimicos y preservar la seguridad de la cadena de suministro de

alimentos (Onyeaka et al., 2024).

Las buenas practicas agricolas abarcan la aplicacion controlada de fertilizantes y
pesticidas, la clasificacion y segregacion de las partes visiblemente contaminadas
de un lote, el remojo y lavado de granos, evitar el riego por aspersion para limitar la
dispersion de las esporas fungicas, la poda y rotacion de cultivos, asi como el
aseguramiento de condiciones higiénicas Optimas durante el proceso de cultivo
(Adebo et al., 2021; FAO, 2017). Algunas de estas practicas se encuentran dictadas
en codigos o directrices establecidas por organizaciones como la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en

inglés) (FAO, 2017).

El manejo adecuado después de la cosecha abarca desde la correcta manipulacion
y el almacenamiento hasta transporte de los productos agricolas. Durante la
recoleccion, es esencial seguir protocolos rigurosos para prevenir la contaminacion
cruzada y la exposicion a agentes contaminantes del entorno. El almacenamiento
de los alimentos se debe realizar en condiciones controladas de temperatura y
humedad, de ser posible utilizar sistemas de refrigeracidén y ventilacion adecuados
para mantener estos parametros dentro de limites seguros (Borém & de Andrade,
2019). Las instalaciones de almacenamiento deben estar limpias y libres de plagas
que puedan contaminar los productos. Ademas, los alimentos deben ser

almacenados en recipientes limpios y apropiados que eviten el contacto con



superficies potencialmente contaminadas (Chatterjee & Abraham, 2018). Asimismo,
el transporte debe realizarse en condiciones que preserven la calidad del producto,
con vehiculos limpios y equipados para mantener la temperatura adecuada. Separar
los productos contaminados de los limpios es crucial para impedir la propagacion

de contaminantes (Borém & de Andrade, 2019).

Ademas, la rotacién de cultivos y la eleccidn de variedades resistentes a plagas
ayudan a reducir el riesgo de contaminaciéon microbiologica (Code of Practice,
2002). Esto ultimo implica la modificacion de estos cultivos ya sea por cisgénesis,
transgénesis o hibridacion haciendo uso de herramientas como la edicion gendmica
o la ingenieria genética (Kumar, 2020). No obstante, el cambio climatico ha alterado
el comportamiento de algunos hongos micotoxigénicos confiriéndoles nuevas
capacidades como la colonizacion de nuevos entornos o huéspedes, asi como la
adaptacién a condiciones que antes eran extremas para ellos (Smith & Casadevall,
2023) de manera que desarrollar plantas resistentes a una infeccion especifica de
hongos podria no ser una estrategia eficaz. Aunado a ello, el uso de cultivos
agricolas modificados genéticamente esta prohibido en ciertos paises debido a los
posibles riesgos que podrian suponer para el medio ambiente y la salud humana

(Gunasekaran, 2023).

Otro aspecto importante para implementar estrategias de prevenciéon de
contaminacion de alimentos de origen agricola es el papel de las organizaciones

gubernamentales. Estos organismos son los encargados de implementar
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normativas y regulaciones que obliguen a los productores a garantizar la seguridad
alimentaria desde la produccion hasta la venta al publico. Las agencias reguladoras
deben establecer y hacer respetar estandares estrictos para la produccién,
procesamiento y distribucion de alimentos. La supervision continua y las auditorias
garantizan que se sigan correctamente las practicas de seguridad alimentaria para
la obtencidn de alimentos inocuos y que cualquier incumplimiento sea abordado de

manera oportuna (Awuchi et al., 2022).

2.1.2 Etapas del procesamiento de alimentos vulnerables a la
contaminacion

Los alimentos de origen agricola son propensos a la contaminacion por agentes
microbianos, como los hongos, en las etapas de su procesamiento lo que pone en
riesgo su inocuidad. El proceso de produccion de alimentos agricolas se puede
dividir en tres etapas: precosecha, cosecha y postcosecha (Figura 2.3) (Fiscal-

Arjona, 2019).

Precosecha Cosecha _ —@® Postcosecha

e Factores climaticos * Manejo insalubre é e Almacenamiento

«  Manipulacion "+ Herramientas sin inadecuado
desinfectar « Factores climaticos

Figura 2.3- Puntos criticos del procesamiento de alimentos agricolas vulnerables
a sufrir contaminacion. Modificado de J. Food Sci, 83 (6), (2018).
https://doi.org/10.1111/1750-3841.14181
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La etapa de la precosecha se refiere a todas aquellas actividades realizadas para
obtener el alimento, esto incluye la preparacion de las semillas, el cultivo y el
mantenimiento de este. Uno de los productos agricolas mas comercializados en el
mundo es el café. Suele ser producido por agricultores en diversos paises y
atraviesa diferentes etapas a lo largo de su recorrido desde el agricultor hasta el
consumidor. Este producto puede enfrentar la contaminacién por diversos hongos

(Van der Stegen, 2003).

El cafeto (Coffea) es una planta que requiere mucha humedad para dar fruto y
generalmente se cultiva en terrenos con altitudes entre los 1200 y 1950 m (Ferreira
et al., 2019). Su vida media es de aproximadamente 30 afios, de manera que puede
enfrentar problemas climaticos como el déficit de agua, riesgo de heladas,
temperaturas extremas, entre otros (Smith & Casadevall, 2023). Durante el cultivo,
factores como la temperatura y la humedad pueden favorecer el crecimiento de
hongos en el café como Hemileia vastatrix que provoca la caida prematura de las
hojas, Colletotrichum kahawae que produce necrosis en el fruto del café (European

Union, 2021).

En la fase de la cosecha las posibles fuentes de contaminacion de alimentos con
microorganismos tienen que ver con las malas practicas agricolas (Fiscal-Arjona,
2019). En el caso del café, en la etapa de la cosecha, el fruto maduro se recolecta

manualmente de la planta y se coloca en cestas. Si no se realiza un lavado correcto
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de manos, limpieza y desinfeccion de utensilios, las cerezas cosechadas podrian

contaminarse (Borém & de Andrade, 2019).

Por ultimo, las principales actividades involucradas con la etapa de la postcosecha
se relacionan con el procesamiento y el almacenamiento. En el caso del café se
aplican diversos procesos antes de ser almacenado y distribuido, tales como como
el despulpado, el secado, la fermentacion, el tostado, el molido, entre otros (Fiscal-
Arjona, 2019). El secado es uno de los procesos postcosecha mas susceptibles a
la contaminacion por estos hongos. Este proceso se puede realizar mediante dos
meétodos: el beneficio seco (o secado natural) y el beneficio humedo. El secado
natural consiste en secar la cereza entera después de su cosecha mientras que en
el beneficio humedo el proceso consiste en despulpar las cerezas, es decir, separar
la pulpa de la cereza del grano y después colocar a secar el grano (Borém & de
Andrade, 2019). La pulpa de la cereza del café es rica en nutrientes, principalmente
carbohidratos. Aunado a ello, las condiciones climatolégicas donde se realiza esta
operacion generalmente se caracterizan por una alta humedad y temperaturas entre
28 - 30 °C, todo ello genera un ambiente propicio para que proliferen los hongos

como los productores de OTA (Bedimo et al., 2008).

Después del procesamiento, una de las operaciones mas criticas en la etapa de la
postcosecha es el almacenamiento. En el caso del café, los granos secos se

almacenan en sacos colocados en tarimas en el suelo que deberia estar seco; sin

11



embargo, la elevada humedad en donde se almacena puede permitir el crecimiento

de los hongos ocratoxigénicos (European Union, 2021).

El mayor riesgo del crecimiento de hongos en alimentos agricolas es su capacidad
de producir micotoxinas, como la OTA. Para proponer estrategias que eviten o
disminuyan el crecimiento de estos hongos, es importante comprender las

caracteristicas generales de las micotoxinas.

2.2 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por diversos tipos de
hongos que pueden desarrollarse bajo condiciones particulares de humedad y
temperatura en los alimentos (Venkatesh & Keller, 2019). Los metabolitos
secundarios no participan directamente en el crecimiento, desarrollo o reproduccion,
pero ayudan a mantener el organismo en general, pues tienen papeles destacados
en sus entornos ecoldgicos. Por ejemplo, las micotoxinas pueden actuar en papeles
de defensa contra otros microorganismos como compuestos antimicrobianos o

patogénicos (Venkatesh & Keller, 2019).

Las micotoxinas pueden constituir una amenaza para la salud de los seres humanos
y de los animales debido a que poseen efectos negativos comprobados como la
toxicidad en el higado, en los rifiones, supresion del sistema inmunoldgico e incluso

algunas pueden ser carcindgenas (Li et al., 2023).
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Se han identificado alrededor de 400 micotoxinas en la naturaleza; la mayoria tienen
un peso molecular bajo (<700 Da), son quimicamente estables y es muy dificil
eliminarlas de los alimentos pues resisten a los procesos térmicos como el tostado
y el secado (Liu et al., 2022). De la cantidad reportada de micotoxinas, solo algunas
afectan la salud humana, entre las que podemos mencionar las aflatoxinas, la
ocratoxina A (OTA), la zearalenona (ZEA), las fumonisinas ( ), la patulina,
el deoxinivalenol, el nivalenol, las toxinas de Alternaria y la citrinina (Yang et al.,

2020).

2.2.1 Condiciones que favorecen el desarrollo de las micotoxinas

Las principales micotoxinas son producidas por los hongos pertenecientes a los
geéneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria (Muhialdin & Saari, 2020).
Estos hongos generalmente se desarrollan ya sea durante el periodo de crecimiento
de los cultivos o durante su almacenamiento (Alshannaq & Yu, 2017). Esto depende
en gran parte de las condiciones ambientales como la humedad, la temperatura, el
dafo causado por insectos y la sequia (Khaneghah et al., 2019). Asimismo, el pH,
la composicion quimica y la actividad del agua de los alimentos, juegan un papel

importante en la presencia y concentracion de micotoxinas (Khodaei et al., 2021).

El crecimiento de la mayoria de los hongos se favorece por las temperaturas calidas
y humedad relativa alta. Las zonas en donde generalmente se cultivan alimentos
agricolas son lugares tropicales y subtropicales donde predomina este tipo de

ambientes con temperaturas entre 20 y 30 °C (Awuchi et al., 2022). Dichas
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temperaturas, ademas, implican la produccién de micotoxinas por los hongos. En la
Figura 2.4 se muestran las temperaturas Optimas en las que ciertos hongos

producen micotoxinas.

A. flavus e —
A. carbonarius I
A. ochraceus I
P. verrucosum s —
F. verticillioides m———— e
F. proliferatum m—— I
F. culmorum e —
F. graminearuim o — ]

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

o

® Temperatura Temperatura 6ptima

Figura 2.4 - Rango de temperaturas minimo, 6ptimo y maximo (°C) para la
produccion de micotoxinas por diferentes hongos. Adaptado de Fungal
Reproduction and Growth. IntechOpen, (2022).
https://doi.org/10.5772/intechopen.100207

Hongos del género Fusarium, por ejemplo, a menudo infecta cultivos en crecimiento
como el trigo, la cebada y el maiz cuando existen humedades relativas altas (90 a
100%) en el campo (Los et al., 2018) y con una temperatura que varia de los 16 a
30 °C. Aspergillus, en cambio, se asocia a cultivos que crecen en temperaturas mas
calidas (26 - 32 °C). Las especies de Aspergillus son patégenos oportunistas que
pueden crecer en condiciones previas a la cosecha de diferentes productos como
el maiz, el algoddn, la soya, la uva y las nueces, aunque la mayoria puede
desarrollarse durante el procesamiento y almacenamiento en productos como el
café, el cacao, los cacahuates, entre otros (Perrone & Gallo, 2017). Algunas

especies pertenecientes al género Penicillium generalmente crecen en

14



temperaturas bajas y con baja actividad de agua. Invaden principalmente cereales
almacenados, productos carnicos como el salami y el jamén y algunas frutas como
manzanas Yy peras (Perrone & Susca, 2017). Producen micotoxinas en un rango de
20 a 26 °C ( ). Ciertas especies de Alternaria pueden crecer y acumular
micotoxinas en frutas como pimientos, tomates, melones, mangos, frambuesas,
ademas, en cereales como el trigo, la cebada y la avena ya sea en el campo o

durante la postcosecha (Fernandez & Patriarca, 2017).

Algunas especies de Penicillium y Fusarium tienen la capacidad de invadir las
semillas antes de la cosecha y continuar creciendo incluso durante el
almacenamiento (Khaneghah et al., 2019) sobre todo si existen condiciones como
temperaturas de 25 a 30 °C, actividad de agua superior a 0.78 y humedad relativa
de 88 a 95 % (Awuchi et al., 2022). En general, todos los cultivos y cereales que se
almacenan incorrectamente durante un tiempo prolongado son susceptibles al
crecimiento de hongos y a la posterior contaminacién por micotoxinas (Wan et al.,

2020).

2.2.2 Importancia de las micotoxinas en la salud humana

Las micotoxinas representan una seria amenaza para la salud humana, ya que
tienen el potencial de desencadenar diversos efectos adversos en los seres
humanos entre ellos la carcinogenicidad. La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) ha clasificado a las

sustancias en cuatro grupos diferentes de acuerdo con el riesgo cancerigeno para
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los seres humanos (1, 2A, 2B, 3 y 4) (IARC, 2012). La muestra las
clasificaciones junto con las definiciones y algunos ejemplos de sustancias

consideradas en dichas clasificaciones.

Tabla 2.1 - Agentes clasificados por las monografias del IARC, volumenes 1 a 136
y algunos ejemplos.

Clasificacion Definicion Ejemplos

Aflatoxina B1, nuez de areca,
bencidina, terapia menopausica
con estrégeno y progestageno,
radiacion ionizante.

Grupo 1 Carcindgeno para los
humanos

Esteroides androgénicos
(anabdlicos), compuestos de
plomo, nitrato, glifosato.

Probablemente
cancerigeno para los
humanos

Grupo 2A

Fumonisina B1, ocratoxina A,

Grupo 2B Posiblemente cancerigeno . . )
P g herbicidas clorofenoxi, gasolina.

para los humanos

No clasificable en cuanto
a su carcinogenicidad
para los humanos

Zearalenona, deoxinivalenol,
nivalenol, bisulfitos

Grupo 3

La aflatoxina B1 (AFB1) esta clasificada como carcinégeno del Grupo 1, como
"carcindégeno para el ser humano", con altos riesgos de carcinoma hepatocelular,
mientras que la fumonisina B1 (FUMB1) y la OTA estan incluidas en el Grupo 2B
definido como “probablemente carcindbgeno para el ser humano”. La ZEA se
encuentra clasificada en el Grupo 3 definido como "no puede ser clasificado
respecto a su carcinogenicidad para el ser humano"; aunque se ha asociado con el

desarrollo de células de cancer de mama (Ostry et al., 2017).
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Algunos efectos adversos que pueden provocar las micotoxinas en los humanos
son problemas teratogénicos, hepatotoxicos, mutagénicos e inmunosupresores
(Alshannaq & Yu, 2017). Por ejemplo, las aflatoxinas se han asociado con sintomas
como vomitos, dolor abdominal, edema pulmonar y cerebral, coma, convulsiones e
incluso la muerte (Yang et al., 2020); mientras que la ZEA puede desencadenar
alteraciones en el sistema reproductivo (Murtaza et al., 2022). Por otro lado, las
fumonisinas pueden causar toxicidad en rifidn e higado (Yang et al., 2020) y la OTA
posee efectos asociados con el desarrollo fetal y el sistema inmunoldgico (Malir et

al., 2016).

Los impactos perjudiciales de las micotoxinas en la salud humana pueden estar
relacionados principalmente con su estructura quimica ( ) pues muchas de
ellas poseen caracteristicas que les permiten unirse a macromoléculas celulares
como acidos nucleicos y nucleoproteinas (Alshannaq & Yu, 2017). Ademas, algunas
de estas estructuras son similares a ciertos metabolitos humanos como los
estrogenos (siendo el caso de ZEA) lo cual facilita su union a los sitios receptores
estrogénicos (Murtaza et al., 2022). Las fumonisinas guardan similitudes con la
esfinganina, por lo que perturba el metabolismo de los esfingolipidos y la OTA tiene
un parecido estructural con la fenilalanina, de modo que interrumpe la actividad de
la fenilalanina hidroxilasa en el rifion y el higado, lo que lleva a la inhibicién de la

sintesis adecuada de ADN, ARN y proteinas (Alshannaq & Yu, 2017).
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Figura 2.5 - Estructura quimica de las principales micotoxinas que afectan
la salud humana. (Fuente: www.chemdraw.com)

Las estructuras quimicas de las micotoxinas no solo confieren facilidad para
ingresar e interaccionar en el cuerpo humano, sino que les otorgan estabilidad y
resistencia a las micotoxinas (Wan et al., 2020). Algunas de ellas como la AFB1, la
FUMB1, la OTAy la ZEA son resistentes a la degradacién durante el procesamiento
de alimentos contaminados con las mismas, como la molienda, el calentamiento o
la extrusion (Murtaza et al., 2022). La OTA posee una estructura compuesta por la
integracion de moléculas de la familia de las dihidrocumarinas con moléculas de la
B-fenilalanina ( ). Contiene un atomo de cloro ubicado en el anillo de la
isocumarina, en posicion meta respecto a la B-fenilalanina lo cual le confiere una
alta estabilidad por lo que tiene una vida media larga, asi puede bioacumularse y

biomagnificarse a lo largo de la cadena trofica (Melvin et al., 2021).
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La Comision Europea (CE) ha establecido niveles maximos permitidos para la
mayoria de las micotoxinas en los alimentos mediante el Reglamento de la Comision
CE numero 2023/915, en el que se recomiendan los métodos de muestreo y analisis
para para prevenir o minimizar su produccion y proteger la salud humana (European
Comission, 2023). La muestra las micotoxinas de mayor importancia por
sus efectos con respecto a la salud, algunos productos alimenticios comunmente
contaminados y los limites regulatorios para los niveles de micotoxinas en alimentos

y piensos para animales.
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Tabla 2.2 - Contenido maximo de micotoxinas en productos alimenticios de
acuerdo con el Reglamento (CE) no 2023/915 de la Comision del 25 de abril de
2023 del Parlamento Europeo y del Consejo.

. ) . Dosis maxima
Micotoxina Alimento

(Hg/kg)
Cacahuates y oleaginosas 2
Almendras, pistaches y huesos de 8
albaricoque
Avellanas y nueces de Brasil 5
Alflatoxina Cer,eales y productos a base de cereales 2
B1 Maiz y arroz 5
Especias (Capsicum spp., Piper spp.,
Myristica fragrans (nuez moscada) Zingiber
- . . 5
officinale (jengibre) Curcuma
longa(curcuma)
Jengibre (Zingiber officinale) 5
Cereales no procesados 5
Derivados de cereales no elaborados 3
Frutos secos de vid (grosellas, pasas y 3
sultanas) e higos secos
Café tostado en grano y café tostado 3
molido
Ocratoxina A Cgfe soluble (instantaneo) . 5
Vino (excepto espumoso), vino de frutas y 5
jugo de uva
Alimentos para lactantes 0.5
Especias (Piper spp., Myristica fragrans)
(nuez moscada), Zingiber officinale
o . 15-20
(jengibre), Curcuma longa (curcuma),
Capsicum spp.
Cereales no elaborados (excepto maiz) 100
Maiz no elaborado 350
Cereales para consumo humano 75
Zearalenona Par], pasteles, galletas a base de maiz 50
Maiz para consumo humano 100
Alimentos para bebés y alimentos
procesados a base de cereales para 20
lactantes y nifios pequefios
Maiz no elaborado 4000
. Maiz y derivados para consumo humano 1000
Fumonisinas .
Cereales de desayuno a base de maiz y
(B1 +B2) . 800
snacks a base de maiz
Alimentos a base de maiz para lactantes 200
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El contenido maximo de micotoxinas en diferentes alimentos se establecid en
niveles estrictos que se puedan obtener al aplicarse buenas practicas agricolas y
de produccion y con base en el riesgo relacionado con el consumo del alimento. Los
contaminantes que son considerados cancerigenos genotdxicos, como las
aflatoxinas y aquellos en los que la exposicion actual de la poblacién se aproxime o
supere la ingesta tolerable, como las ocratoxinas, se han fijado limites maximos mas
estrictos. De esta manera, se garantiza que los productores de alimentos apliquen
medidas para prevenir y reducir la contaminacién por micotoxinas, con el fin de
proteger la salud publica. Sin embargo, de acuerdo con la nueva informacién
disponible sobre el riesgo de consumo de las micotoxinas en la salud humana, es
necesario actualizar el valor del contenido maximo de ciertas micotoxinas (European

Comission, 2023).

2.2.3 Ocratoxina A

Las ocratoxinas comprenden un grupo de micotoxinas producidas por varias
especies de los géneros Aspergillus y Penicillium, hongos que prevalecen en climas
tropicales y templados, respectivamente. Se pueden dividir en tres grupos (A, By
C) en base a su grupo funcional caracteristico. La ocratoxina A (OTA), el derivado
fenilalanino de una isocumarina sustituida ( y ), €s el miembro
mas toxico de la familia, pues posee un grupo cloro en la molécula (Meulenberg,
2016). En la se presentan las estructuras de la OTA y sus derivados. La
ocratoxina B (OTB) es un tipo de ocratoxina que carece del atomo de cloro, la

ocratoxina C (OTC) es una forma de éster etilico de OTA, la ocratoxina a (OTa) es
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una forma de isocumarina de OTAYy la ocratoxina 3 (OTf) es una forma de OTa que

carece del atomo de cloro (Melvin et al., 2021; Meulenberg, 2016).
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Figura 2.6 - Estructuras quimicas de la OTAy sus derivados. Adaptado de: Toxins
2016, 8, 111. https://doi.org/10.3390/toxins8040111

Se ha reportado la presencia de la OTA en diversos productos agricolas como los
cereales y sus subproductos: el café, los granos de cacao y el chocolate; las
especias, los productos carnicos, la cerveza, el vino, las frutas frescas y las
deshidratadas, los jugos de frutas, los frutos secos, las uvas, los productos lacteos
y las férmulas infantiles. La mayoria de estos productos estan directamente sujetos
a contaminacion primaria en el campo y durante la postcosecha (Ben Miri et al.,

2024; Lee et al., 2024; Malir et al., 2016).

La OTA es muy estable en condiciones acidas y temperaturas elevadas, conserva
su estabilidad hasta 250 °C por lo que se ha detectado en muchos productos

alimenticios debido a que las condiciones a las que son sometidos los alimentos
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procesados no modifican su presencia en el producto (Alshannaq & Yu, 2017;

Melvin et al., 2021).

El dafio que puede causar la OTA en el cuerpo humano se debe a su parecido
estructural con la fenilalanina. En consecuencia, la OTA interrumpe la actividad de
la fenilalanina hidroxilasa en el rifion y el higado, lo que lleva a la inhibicidn de la
sintesis adecuada de ADN y, por consecuencia, ARN y proteinas (Alshannaq & Yu,
2017). Otros efectos negativos asociados a la salud son dafios durante el desarrollo
fetal y en el sistema inmunoldgico. Es cancerigena en los rifiones y el higado, en
estudios con ratas, se ha encontrado que la OTA induce dafio y tumores renales

(Malir et al., 2016).

Debido a los efectos negativos que puede tener la OTA en los humanos se ha
propuesto implementar buenas practicas de manufactura para disminuir la
incidencia de OTA en los alimentos que llegan a los consumidores (Wang et al.,
2022), asi como estrategias para eliminar o descontaminar a la OTA con métodos

quimicos y biologicos.

Algunas estrategias de prevencion de crecimiento microbiolégico en alimentos
agricolas, aplicables al crecimiento de hongos ocratoxigénicos, se han discutido en
la Seccién 2.1.1. En la se resumen estrategias generales de prevencion
y detoxificacion de micotoxinas. En esta seccidn se discutiran medidas de

descontaminacion o detoxificacidn de micotoxinas.
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Figura 2.7 - Principales métodos de prevencién y detoxificacion de micotoxinas.
Fuente: elaboracion propia.

2.2.4 Métodos fisicos, quimicos y bioldgicos de detoxificacién de
micotoxinas

En ocasiones resulta casi imposible prevenir o controlar la proliferacion de hongos
productores de micotoxinas; aunado a ello, la estabilidad de ciertas micotoxinas
dificulta su eliminacion durante el procesamiento de alimentos durante los diferentes
procesos utilizados en la coccion, ya sea hervido, horneado, freido, asado y
pasteurizado (Alshannaq & Yu, 2017). En el caso de las aflatoxinas, se han
detectado en algunos productos lacteos, como el queso, son estables al calor y son
capaces de unirse a la caseina (Wang et al., 2023). No asi para la zearalenona ya
que es estable a temperaturas de coccion normales y se elimina parcialmente a
altas temperaturas (Murtaza et al., 2022). A diferencia de las fumonisinas, cuyas las

propiedades hidrofilicas permiten su acumulacion en los tejidos sea minima y no se
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detectan en productos lacteos (Li et al., 2022); aunque se ha reportado que la
fumonisina B1 es relativamente estable al calor (Arumugam et al., 2021). Una de las
micotoxinas mas estables es la OTA ya que se ha demostrado que presenta una
alta estabilidad en ambientes acidos, puede resistir procesos térmicos intensos y
resulta dificil de eliminar de los alimentos durante la coccién normal (Lee et al., 2024;

Melvin et al., 2021).

En estos casos, es recomendable aplicar estrategias para la detoxificacion o
descontaminacion de las micotoxinas empleando métodos quimicos, fisicos y/o
bioldégicos ( ). Algunos métodos quimicos se basan en el uso de ozono,
radiacion ultravioleta o gamma, agentes acidificantes, antioxidantes o soluciones
alcalinas; no obstante, algunos de estos materiales pueden perjudicar el valor

nutricional y las caracteristicas organolépticas del alimento (Han et al., 2022).

Las técnicas fisicas involucran el uso de materiales con capacidades adsorbentes
de micotoxinas como el carbon activado, nanomateriales, 6xido de grafeno y los
silicatos (Liu et al., 2022); sin embargo, algunos de estos materiales presentan baja
especificidad contra algunas micotoxinas, mas aun, pueden unirse a los

micronutrientes de los alimentos reduciendo su valor nutricional (Adebo et al., 2021).

Entre los métodos biolégicos se encuentra el biocontrol con microorganismos
inocuos como las BAL. A diferencia de las técnicas fisicas y quimicas, los enfoques

bioldgicos suelen ser mas seguros, eficientes y amigables con el medio ambiente,
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emergiendo como una estrategia prometedora para la desintoxicacion de

micotoxinas.

2.3 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo amplio de bacterias que son
“generalmente reconocidas como seguras” (GRAS, por sus siglas en inglés), para
aplicarlas en alimentos de consumo humano, entre otras aplicaciones (Narvhus &
Axelsson, 2003). Tienen una distribucion en la naturaleza determinada por sus
exigencias nutricionales ligadas a sus limitadas actividades biosintéticas. Se han
encontrado en la naturaleza en materia vegetal y animal sin procesar, asi como en
diversos alimentos fermentados. Ademas, se ha reportado que forman parte de la
microbiota del tracto gastrointestinal y urogenital de humanos y animales (Giraffa,

2014).

Han sido consideradas tradicionalmente como una extensa familia de bacterias
estrechamente vinculadas por la produccion de acido lactico a través del
catabolismo de carbohidratos, aunque esta agrupacion no se basa en un concepto

taxondémico (Carr et al., 2002).

2.3.1 Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Los primeros analisis taxondmicos de BAL se centraron en atributos fenotipicos,

tales como las caracteristicas del metabolismo de carbohidratos, el desarrollo en
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diversos medios de cultivo, la temperatura y el pH de crecimiento (Orla-Jensen,
1919). Gracias a la aplicacién tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento y
bioinformatica se ha simplificado el analisis gendmico de poblaciones, para dar
mayor claridad a su taxonomia (Kowalczyk et al., 2015). Para simplificar los estudios
funcionales y ecoldgicos de estas bacterias, se procedié a una nueva reclasificacion
utilizando diversos enfoques, que incluyen la filogenia del genoma central, la
identidad de los aminoacidos, los genes distintivos y las caracteristicas fisiologicas

y ecoldgicas (Zheng et al., 2020).

En la actualidad se reconocen 6 familias y 40 géneros. Las diferentes familias
incluyen Aerococcaceae, Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae y Streptococcaceae (Lahtinen et al.,, 2012). La familia
Lactobacillaceae destaca por su gran numero de especies (150), con alrededor de
300 subtaxones. Esta familia contiene los géneros Lactobacillus, Paralactobacillus

y Pediococcus (Li et al., 2023).

Debido a la aplicacion de las mas recientes técnicas de identificacion molecular se
ha podido reubicar a los siguientes 25 géneros: Lactobacillus, Paralactobacillus,
Holzapfelia, = Amylolactobacillus, =~ Bombilactobacillus, = Companilactobacillus,
Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus,
Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,

Ligilactobacillus,  Lactiplantibacillus,  Furfurilactobacillus,  Paucilactobacillus,
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Limosilactobacillus,  Fructilactobacillus,  Acetilactobacillus,  Apilactobacillus,
Levilactobacillus, Secundilactobacillus, y Lentilactobacillus (Zheng et al., 2020).
Con esta informacién se ha construido un nuevo arbol filogenético (Figura 2.8) en

donde se encuentra toda la informacion relacionada con la familia Lactobacillaceae.

Lifestyle
. Vertebrate host
[[] Insect host
Il Environmental
B Nomadic

L. bifermentans

L. iwatensis

L. tangyuanensis i
L. senmaizukei

9101 0T
0. «

Figura 2.8 - Arbol filogenético del genoma central de la familia Lactobacillaceae.
(Tomado de Int J Syst Evol Microbiol 70, 2782 (2020);
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004107). El siguiente enlace dirige a una versién
mas amplia de la figura:
https.//www.microbiologyresearch.org/docserver/fulltext/ijsem/70/4/iisem004107-

f2.qgif
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Las ramas de cada miembro del mismo grupo filogenético estan indicadas con el
mismo color, el tipo de cepa de cada grupo se encuentra en negrita. Los habitats
naturales relacionados con cada especie estan delimitados con los anillos
exteriores, el anillo de gradientes rojos refleja el contenido de GC (fraccion guanina-
citosina) de cada secuencia del genoma; el mas claro representa menor contenido

de GC y los circulos solidos en verde indican el tamafio de GC (Zheng et al., 2020).

Los microorganismos del género Lactobacillus son Gram positivos, anaerobios
facultativos y no formadores de esporas. Las células son bacilares, pueden formar
cadenas, pares o tétradas. Los homofermentativos, metabolizan las hexosas a
través de la via de Embden-Meyerhoff a piruvato y acetilfosfato como intermediarios
principales, con acido lactico como principal producto ( ). Los
heterofermentativos, metabolizan las hexosas a través de la via de fosfocetolasa a

piruvato y acetilfosfato como intermediarios principales (Ganzle, 2015).

2.3.2 Requerimientos nutricionales

El crecimiento de las BAL, al igual que cualquier organismo, esta influenciado por
condiciones operacionales como la temperatura, el pH, la actividad de agua, la
presencia de nutrientes como los minerales, los aminoacidos, las vitaminas y los
carbohidratos. Las BAL presentan una limitada actividad biosintética por lo que
tienen requerimientos nutricionales complejos de aminoacidos, péptidos, derivados
de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos y

carbohidratos fermentables (Saeed & Salam, 2013).
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Figura 2.9 - Rutas bioquimicas de la transformacién de glucosa. (a) Metabolismo
homofermentativo a través de la via de Emden-Meyerhoff. (b) Metabolismo
heterofermentativo a través de la via de la fosfocetolasa. Adaptado de Curr. Opin.
Food Sci. 2, (2015). https://doi.org/10.1016/J.COFS.2015.03.001).

En el caso de las BAL homofermentativas la disponibilidad de sustratos y oxigeno
determinan el destino del piruvato, ya que este ultimo es el punto de ramificacién
principal del metabolismo homolactico de las hexosas ( ). Cuando hay una
gran cantidad de carbohidratos fermentables, el lactato es el principal producto del
metabolismo de |la mayoria de las BAL que crecen aerobicamente (Ganzle, 2015).
En teoria, la fermentacion homolactica produce dos moles de adenosin trifosfato

(ATP) por mol de glucosa consumida (Lahtinen et al., 2012).

La mayoria de las BAL heterofermentativas se desarrollan mejor en presencia de
los disacaridos; sin embargo, cuando hay monosacaridos en el medio como la
fructosa se reducen preferencial o exclusivamente a manitol (Ganzle, 2015). En

estas BAL el acetilfosfato es el punto de ramificacién central del metabolismo (

30



) ¥ el rendimiento tedrico por glucosa consumida es de un mol de ATP cuando el
fosfato de acetilo formado como intermediario se reduce a etanol. Por otro lado, si
el fosfato de acetilo se convierte en acido acético en presencia de aceptores de

electrones alternativos, se forma un ATP adicional (Lahtinen et al., 2012).

Por otro lado, otro aspecto a destacar del metabolismo de estos microorganismos
es que muchas BAL no pueden sintetizar aminoacidos de fuentes de nitrégeno
inorganico, por lo tanto, dependen de los aminoacidos disponibles en el medio de
cultivo, como cisteina, acido glutamico, isoleucina, leucina, prolina y valina

(Fernandez & Zuiiga, 2006; Vinderola et al., 2019).

La sintesis de proteinas, la generacion de energia metabdlica o potencial redox y la
resistencia al estrés oxidativo son solo algunas de las muchas funciones de la
cisteina. La prolina por otro lado puede estabilizar las proteinas intracelulares y
evitar su pérdida al disminuir la acidez del medio y eliminar el oxigeno en
condiciones de estrés (Pedersen et al., 2012). El &cido glutamico funciona como un
intermediario clave en el metabolismo de aminoacidos de las BAL, mientras que los
aminoacidos ramificados como la isoleucina, leucina y valina juegan un papel
importante en la regulacion de la protedlisis de algunas BAL (Fernandez & Zuhiga,

2006).

Las fuentes de nitrdgeno organico proveen de aminoacidos a las BAL, entre ellas

se pueden usar el extracto de levadura, la triptona, las peptonas de origen animal,
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el extracto de carne, el jarabe de maiz, los extractos de higado, el suero de queseria,
los hidrolizados de proteinas, entre otros (Coghetto et al., 2016; Juarez-Tomas et

al., 2010; Manzoor et al., 2017).

Las BAL también tienen requerimientos de vitaminas y minerales, como la tiamina,
la biotina, el acido pantoténico, la riboflavina y el acido nicotinico. La importancia de
la disponibilidad de estas vitaminas radica en que actuan como cofactores de
enzimas asociadas a la via de las pentosas fosfato, es decir, actian como un factor

estimulador o esencial para el crecimiento de algunas BAL (Saeed & Salam, 2013).

En cuanto a las necesidades de minerales, algunas BAL no pueden crecer sin iones
metalicos como el Mg?*, Mn?*, Ca?*, Fe?*, K* y Na*, debido a que algunos de estos
iones estan involucrados como cofactores de enzimas implicadas en el transporte
de membrana o como componentes de complejos estructurales (Matevosyan et al.,

2019).

El medio De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) es uno de los medios de cultivo mas
utilizados para el crecimiento de las BAL, es un medio rico en nutrientes que son
aportados por el extracto de levadura, el extracto de carne y la peptona, fuentes
principales de nitrégeno, aminoacidos, carbono, ademas de minerales y vitaminas
(De Man, et al., 1960); sin embargo, es un medio de cultivo costoso. Se han

realizado diferentes estudios para modificar la composicion de este medio y
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disminuir los costos de produccion (Gao et al., 2009; Liu et al., 2010; Reddy et al.,

2016).

En un trabajo previo se formul6 un medio de cultivo con base en la composicion del
medio MRS. Por medio de disefios experimentales se optimizé la concentracion del
acetato de sodio y el sulfato de magnesio; las fuentes de nitrégeno, extracto de
carne y peptona de carne, fueron sustituidas por una fuente mas econdmica, el
extracto de germen de malta (EGM). El resultado fue un medio de cultivo optimizado
denominado MEGM, que soporta un crecimiento de las BAL comparable al que se
obtiene en el medio MRS y es 30 % mas econdmico. Para confirmar estos
resultados, se realizaron simulaciones del crecimiento y formacion de acido lactico
(AL) con ayuda del modelo logistico acoplado a Luedeking-Piret para evaluar la
similitud entre las cinéticas de crecimiento entre el medio MRS y el medio MEGM
(Dominguez-Gutiérrez et al., 2023a). El uso de modelos cinéticos para predecir el
crecimiento de un cultivo bacteriano apoya el establecimiento de estrategias de
seguimiento de cultivos microbiolégicos para la obtencion de biomasa o metabolitos
de interés (Taiwo et al., 2024); asi como para la comparacion entre cepas, la

automatizacion, control y seleccion de bioprocesos (Deseure et al., 2021).

2.3.3 Aplicaciones de las bacterias acido lacticas

Se ha documentado que las primeras fermentaciones de alimentos datan de 7000
afos antes de cristo (a.C.) (Mannaa et al., 2021). Desde entonces las BAL han sido

empleadas en la elaboracion de alimentos fermentados. En la actualidad se han
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reportado otros usos como vectores de vacunas y para control biologico. La Tabla

2.3 muestra algunos ejemplos de las principales aplicaciones de las BAL.

Tabla 2.3.- Principales aplicaciones de BAL. (Modificado de Dairy, 1(3), 2020.;
https://doi.org/10.3390/dairy1030015).

Aplicacién de BAL

Cepa empleada

Elaboracién de kéfir
Elaboracion de tofu
Elaboracion de koumiss
Elaboracién de kimchi
Elaboracion de embutidos
fermentados

Elaboracién de vino de arroz

Conservacion de encurtidos

Vectores de vacunas

Iniciadores de cultivos para
alimentos de ganado

Control biolégico

L. kefir, L. kefiranofaciens, L.
kefirgranum

L. plantarum

L. spp.

L. plantarum

L. sakei, L. curvatus, Pediococcus
acidilactici

L.sakei, P. acidilactici

Leuconostoc mesenteroides, Lc.
pseudomesenteroides, L.plantarum, L.
pentosus

Lactococcus lactis, L. spp.

L. plantarum, Lactococcus lactis,

L. rhamnosus, L. casei, L. plantarum,
Bifidobacterium longum, B. bifidum

La principal aplicacion de las BAL es en el procesamiento de alimentos y bebidas
fermentadas, como kéfir, quesos, leches fermentadas, encurtidos, vegetales, entre
otros (Tabla 2.3) donde contribuyen a mejorar su sabor, textura y calidad nutricional

al producir una gran variedad de moléculas entre las que se encuentran el
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acetaldehido, el diacetilo, la acetoina y el butanodiol, que son compuestos
aromaticos tipicos de muchos productos lacteos fermentados (Mozzi, 2015; Wang
et al.,, 2021). Ademas, se ha demostrado que en los alimentos fermentados
producen una serie de sustancias que benefician a la salud, entre las que se
encuentran los antioxidantes, que tienen la capacidad de eliminar los radicales libres

que contribuyen al envejecimiento (Wang et al., 2021).

Algunas BAL actuan como probidticos, al brindar beneficios a los consumidores que
van mas alla de su valor nutricional (Ayivi et al., 2020) ya que su presencia en el
tracto digestivo equilibra la microbiota intestinal, lo que impacta de manera positiva
el sistema inmune y evita que los microorganismos patégenos se adhieran a la
pared intestinal (Ayivi et al., 2020). En la actualidad, otras BAL se han empleado en
otras areas, como portadoras de vacunas, para la sintesis de compuestos
funcionales especificos, como iniciadores de cultivos en formulaciones micro-

ecologicas para alimentos de ganado, entre otros (Vinderola et al., 2019).

Las BAL también se han utilizado para preservar los alimentos, ya que intervienen
en el control de las poblaciones microbianas en los alimentos fermentados debido
a su produccién de compuestos antifungicos y antibacterianos, como acidos
carboxilicos, acidos grasos, etanol, bacteriocinas, entre otros compuestos, de tal
manera que pueden extender la vida de anaquel y contribuir a la inocuidad del

producto (Varsha & Nampoothiri, 2016).
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Otra aplicacion muy importante de las BAL es como agentes de biocontrol. El
biocontrol o control biolégico es una estrategia que utiliza microorganismos inocuos
y/o sus metabolitos para inhibir el crecimiento y la proliferacion de microorganismos
patégenos (Bangar et al., 2022). Las BAL han sido utilizadas como agentes de
biocontrol debido a su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos en los
alimentos a través de diferentes mecanismos (Figura 2.10) entre los que se
encuentran la produccion de metabolitos antifungicos, entre los que se encuentran
ciertos acidos organicos, sustancias proteicas y compuestos volatiles que pueden

afectar el crecimiento y la produccion de toxinas de los hongos (Li et al., 2023).

BAL
VS

N N

Adsorcién Biodegradacion Difusién de Contacto fisico
metabolitos o directo
Qielptate] antifancios

L

Figura 2.10 - Mecanismos de interaccion de BAL vs hongos. Modificado de:
Compr Rev Food Sci Food Saf. 18(5), (2019). https://doi.org/10.1111/1541-
4337.12481
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Contra los hongos, las BAL pueden actuar produciendo metabolitos como los acidos
organicos en su forma protonada o no disociada. La mayoria son de naturaleza
lipofilica lo que les confiere la capacidad de difundirse facilmente a través de la
membrana celular de los hongos y acumularse en el citoplasma (Sadiq et al., 2019),
en donde liberaran protones para provocar el colapso del gradiente electroquimico
y su muerte (Schnurer & Magnusson, 2005). Algunos acidos organicos producidos
por las BAL capaces de producir estos efectos son el acido acético, el propionico,

el lactico, el polilactico y el fenil-lactico (Ganzle, 2015).

Otras moléculas producidas por las BAL con capacidades antifungicas son los
péptidos. Son compuestos formados por varios aminoacidos unidos mediante
enlaces peptidicos, de bajo peso molecular y con altos indices de hidrofobicidad lo
que les confiere la capacidad de difundirse en la membrana celular de los hongos
(Li et al., 2023). Algunos de estos compuestos interaccionan directamente con la
superficie del hongo y alteran su pared celular al provocar la disipacion del gradiente
de protones (Siedler et al., 2019). Muchos de los metabolitos de naturaleza proteica
no han sido caracterizados debido a la dificultad de purificacion, pero suelen tener

pesos entre 1-2000 kDa (Schnurer & Magnusson, 2005; Siedler et al., 2019).

Se ha demostrado que el efecto antifungico se debe principalmente a un efecto
sinérgico y/o aditivo entre los metabolitos producidos por las BAL que muestran un
efecto inhibidor sélo al estar presentes ciertos compuestos al mismo tiempo

(Schnirer & Magnusson, 2005).
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Se ha reportado que algunas especies de BAL pueden disminuir la toxicidad de las
micotoxinas en un proceso de detoxificacion ( ). Los procesos
involucrados en la detoxificacion de micotoxinas incluyen la degradacién
quimica/enzimatica, conversiones metabdlicas y procesos de adsorcidn a través de
la membrana celular siendo este ultimo el mecanismo mas comun de eliminacion

de micotoxinas por parte de las BAL (Bangar et al., 2022).

La biodegradacion alude a la transformacion de las micotoxinas en metabolitos
menos toxicos o no tdxicos mediante procesos biolégicos (Liu et al., 2022). El
principal mecanismo relacionado con la biodegradacion de las micotoxinas se
realiza por las enzimas microbianas. Por ejemplo, la OTA podria degradarse
mediante la hidrélisis del grupo amida a OTa y fenilalanina, compuestos no téxicos
(Lietal., 2023). La ZEA puede biodegradarse a a-zearalenol (a-ZOL) y B-zearalenol

(B-ZOL) que son formas menos toxicas (Bangar et al., 2022).

Otro mecanismo implicado en la detoxificacién de micotoxinas es la adsorcion. La
adsorcidon se define como la fijacién de micotoxinas por células bacterianas en la
pared celular mediante distintos tipos de interacciones (Wang et al., 2022). La pared
celular de las BAL contiene peptidoglicano rodeado por una membrana
citoplasmica, formada por polisacaridos, proteinas, acidos lipoteicoicos y acidos
teicoicos que pueden interactuar con las micotoxinas por procesos electrostaticos o
interacciones no covalentes como los enlaces de hidrogeno e interacciones de Van

der Waals (Sadiq et al., 2019).
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(apitulo 2 | Revision bibliograiica

Finalmente, las BAL constituyen una estrategia de biocontrol destinada a evitar el
desarrollo de hongos, al mismo tiempo que disminuyen el riesgo de la presencia de
micotoxinas a través de procesos como la inhibicion de su produccién, el
secuestramiento y la biotransformacion con el fin de contribuir a la extension de la

vida util y aumentar la seguridad de los alimentos.
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3 » Justificacion

La atencion sobre la seguridad alimentaria es fundamental debido a la presencia de
agentes patodgenos, como bacterias, hongos y virus que pueden afectar la calidad e
inocuidad de los alimentos, poniendo en riesgo la salud humana (Alshannaq & Yu,
2017). El principal peligro asociado con la presencia de los hongos micotoxigénicos
en los alimentos es la produccion de sus metabolitos secundarios, que tienen
efectos diversos perjudiciales para la salud, con la potencial generacion de cancer
como uno de los mas significativos (Stoev, 2022). En consecuencia, es necesario el
desarrollo de métodos seguros y eficaces para el control de microorganismos
patdgenos, para mejorar o reemplazar los métodos quimicos vy fisicos existentes
(Abraham et al., 2022). Para abordar este desafio, el uso de microorganismos
seguros como estrategia de biocontrol resulta una alternativa que brinda ventajas
de un menor dano hacia el medio ambiente y mayor seguridad para el consumidor
(Varsha & Nampoothiri, 2016). Las BAL han sido utilizadas como agentes de
biocontrol contra patégenos, por lo que representan una alternativa biolégica para
inhibir el crecimiento de hongos en los alimentos o bien para descontaminar
alimentos con micotoxinas (Punia et al., 2022). De ahi que resulta crucial encontrar
métodos simples y econdmicos para cultivar BAL con el fin de hacer mas accesible

su empleo.
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(apitulo 4 | Hipotesis

4 » Hipotesis

Las BAL aisladas de pulpa de café y cultivadas en un medio formulado con un
extracto de germen de malta (MEGM) seran capaces de inhibir el crecimiento de
Aspergillus carbonarius Ac 089 y reducir la concentracion de ocratoxina A (OTA)

mediante la biotransformacién o secuestracion de la micotoxina.
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5 » Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar la capacidad de inhibicion de bacterias acido lacticas (BAL), cultivadas
en un medio de cultivo formulado con extracto de germen de malta (MEGM), sobre
el crecimiento de A. carbonarius, la produccion de ocratoxina A (OTA) y su

capacidad de biotransformar o secuestrar la OTA.
5.2 Objetivos Especificos

Determinar el modelo cinético que mejor describa el comportamiento de
L. plantarum B31 durante su crecimiento y formacion de acido lactico en
un medio formulado con EGM.

Evaluar el crecimiento de seis diferentes cepas BAL aisladas de pulpa de
café en el medio MEGM.

Encontrar la concentracién minima inhibitoria de dos BAL en MEGM sobre
la germinacién de A. carbonarius Ac 089 y la produccién de OTA.
Estimar el efecto del extracto libre de células de dos BAL en MEGM sobre
la germinacion de A. carbonarius Ac 089 y la produccion de OTA.
Determinar la capacidad de dos BAL cultivadas en MEGM para adsorber
o biodegradar la aflatoxina B1 (AFB1), y la ocratoxina A (OTA).
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6 » Estrategia experimental

La estrategia experimental disefiada para alcanzar los objetivos se caracterizé por
la implementacion de cuatro fases experimentales (Figura 6.1). Durante la primera
fase, ajustaron los datos experimentales crecimiento y formacién de acido lactico de
L. plantarum B31 cultivada en un medio formulado con EGM a dos modelos
cinéticos con el fin de determinar el modelo que mejor describiera dicho
comportamiento. En la siguiente fase, se cultivaron seis BAL en el mismo medio de
cultivo y se comparé el crecimiento con el obtenido en el medio MRS. En la tercera
fase, se usaron dos BAL para estudiar su capacidad inhibitoria contra el crecimiento
del hongo y controlar la produccion de OTA de un hongo ocratoxigénico (A.
carbonarius Ac. 08). La cuarta fase consistio en determinar el mecanismo por el cual
las BAL actuan sobre las ocratoxinas.

@

Comparacion
del crecimiento
de BAL en
MEGM

N /
Crecimiento de Analisis de la

distintas BAL en

v capacidad de

Ajuste de medio MEGM adsorcion o

crecimiento y v Efecto de las células | | biodegradacion de

formacion de o | extracto libre d ocratoxinas por
roducto a dos Seleccion de la y el extracto libre de

%odelos cinéticos | BAL en funcion celulas de 2 BAL BAL

N < del crecimiento contra el crecimiento

- Vv obtenido y la produccion de

Comparacion de OTA por A.

los parametros carbonarius Ac.089

obtenidos de los \ J

modelos cinéticos
.

Figura 6.1 - Estrategia experimental disefiada en cuatro etapas con actividades
generales y particulares.
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7/ » Materiales y métodos

7.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

7.1.1 Bacterias acido lacticas

Se utilizaron seis bacterias aisladas de pulpa de café, identificadas mediante
caracterizacion genotipica y secuenciacion parcial del fragmento 16S-rRNA
(Djossou et al., 2011). Todas las cepas fueron registradas en el Banco de Genes.
Tres cepas fueron proporcionadas por el Institut de Recherche pour le
Développement, Francia (IRD): Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente
Lactobacillus plantarum) MZ809351.1 (B31), L. plantarum MZ809350.1 (B34) y L.
plantarum MZ801739.1 (BJ) (Djossou et al., 2011). Las otras tres cepas, fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la Universidad
Autonoma Metropolitana, unidad Iztapalapa, México (UAM-l): L. plantarum
MN982928.1 (B3), L. plantarum MN922335.2 (B7) y Leuconostoc citreum
MZ801735.1 (B23). B3, B7, B23, B31, B34 y BJ son codigos internos utilizados en
nuestro laboratorio para su rapida identificaciéon. Todas las cepas bacterianas se
conservaron en medio crioprotector con glicerol y caldo MRS (DifcoTM, Sparks, EE.
UU.) (1:2, v/v) a -18 °C. Para todos los experimentos, las células se activaron y
propagaron dos veces en caldo MRS estéril con un inéculo al 10 % (v/v), se

incubaron a 30 °C durante 24 h.
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7.1.2 Aspergillus carbonarius Ac 089

El hongo utilizado para los ensayos de inhibicion de crecimiento y produccion de
OTA fue Aspergillus carbonarius Ac 089, proporcionado por el IRD. Este
microorganismo, aislado de café contaminado de Costa de Marfil, se ha reportado
que es capaz de producir hasta 27 000 pg de OTA/Kg de medio (Djossou et al.,
2011). El hongo se mantuvo en medio crioprotector compuesto por glicerol y agar
levadura Czapek (CYA) (1:2, v/v). Para la activacion de A. carbonarius Ac 089, se
agregaron 50 pL del conservado a 20 °C en 50 mL de medio agar papa dextrosa
estéril (PDA, BD BIOXON®) para llevarlo a incubacion a 30 °C durante siete dias.
Posteriormente, se hizo una resiembra en agar PDA estéril y se llevd a incubacion
a 30 °C durante siete dias. Se prepard una suspension de esporas de 1 x 10°
esporas/mL en una solucién de Tween 80 al 0.1% (v/v) con ayuda de un

hemocitometro para cada experimento en donde se utilizé A. carbonarius Ac 089.

7.2 Medio de cultivo con extracto de germen de malta

7.2.1 Preparacion del extracto de germen de malta para el medio de
cultivo

El medio de cultivo empleado para todos los experimentos se formulé a partir de un
extracto de germen de malta de cebada (EGM), empleado principalmente como
fuente de proteinas, ademas de carbohidratos. El extracto se obtuvo a partir de los
granos de cebada (Hordeum vulgare) adquiridos en un mercado mayorista en la

Ciudad de México, de acuerdo con el procedimiento detallado a continuacion:
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Lavado y desinfeccion de los granos de cebada. 1 Kg de granos de cebada
se lavaron cinco veces con jabdn neutro y agua potable. A continuacion, los
granos se rociaron con una solucion acuosa de etanol al 70 % (v/v) y se
mantuvieron asi durante 30 s. Posteriormente, se enjuagaron con agua
potable y se colocaron en una disolucidon acuosa de hipoclorito de sodio al 10
% (v/v) durante 5 min, para después enjuagarlos con agua potable 5 veces
con un volumen equivalente al del peso de los granos de cebada iniciales.
Finalmente, los granos de cebada se colocaron con agua en un recipiente
semicerrado durante 12 h.

Germinacion. Después del tiempo de remojo, se les retird el agua y se
colocaron en porciones de 200 g en frascos de vidrio de 1 L. Los frascos se
taparon con una gasa y se mantuvieron durante 5 dias (hasta que las raices
del germen tuvieran 3 veces el tamafio del grano) a temperatura ambiente
(20 — 25 °C). Los frascos se agitaron levemente cada 4 h para evitar la
acumulacién de calor.

Secado. Al término del proceso de germinacion (5 dias) los granos
germinados se distribuyeron en charolas de aluminio y se colocaron en una
estufa a 60 °C durante 24 h para detener la germinacion. Al final de este
paso, los granos de cebada se denominan comunmente “malta” (Kok et al.,
2018).

Separacion de raices y germen. Los granos de malta se tamizaron (malla 30)

para separar los granos de las raices y el germen. Las raices y el germen
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Seco se conservaron en un recipiente cerrado a temperatura ambiente hasta
Su uso.

- Extraccion. El germen de malta y las raices se colocaron en un recipiente con
agua destilada en una proporcién de 100 g de raices secas/L y se
mantuvieron a 60 °C durante 4 h. Después de este tiempo, se separo el
extracto del germen con ayuda de un colador y se centrifugé a 3000 rpm por
15 min. Finalmente, el sobrenadante se filtr6 (Whatman no. 40) al vacio para
obtener un liquido sin sdlidos. El extracto final se denominé “Extracto de
germen de malta (EGM)” y se conservd en un recipiente en congelacion hasta
Su usO.

- Preparacion del medio de cultivo con extracto de germen de malta (MEGM).
Los componentes para preparar el medio de cultivo MEGM se muestran en
la . Para ello, todos los ingredientes del medio se disolvieronen 1 L

del EGM y se esterilizaron a 121 °C y 15 psi por 15 min.

Tabla 7.1 - Composicion del medio de cultivo para disolver en 1 L de extracto de
germen de malta MEGM.

Concentracion

Compuesto (/L)
Glucosa 20
Extracto de

5
levadura
Citrato de amonio 2
Fosfato de potasio 15
Sulfato de magnesio 0.4
Acetato de sodio 3.9
Sulfato de magnesio 0.06

Adicionar 1 mL de Tween 80
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7.2.2 Condiciones de cultivo de bacterias acido lacticas en el medio
con extracto de germen de malta

El crecimiento de diferentes BAL se evalu6 en el medio de cultivo MEGM. Se
utilizaron seis cepas de BAL denominadas L. plantarum B31, L. plantarum B34, L.
plantarum BJ, L. plantarum B3, L. plantarum B7 y Leuconostoc citreum B23. Con un
in6culo de 10 % (v/v) en el medio MEGM ( ) se incubaron a 30 °C durante
24 h. Una vez terminada la incubacion, se tom6 una muestra para cuantificar su
crecimiento por gravimetria (Li & De Ordufia, 2010) y por cuenta en placa. Los
resultados se expresaron en gramos de biomasa por litro (g/L) y en unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), respectivamente. Las bacterias
también fueron cultivadas en medio MRS a las mismas condiciones como control.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

7.3 Inhibicion de crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y
reduccidén de la produccién de ocratoxina A

Se evalud la capacidad de L. plantarum B7 y L. plantarum B31 cultivadas en el
medio de cultivo con extracto de germen de malta (MEGM), para inhibir el
crecimiento de A. carbonarius Ac 089 mediante la técnica de cultivos envenenados
(Balouiri et al., 2016). Después de 24 h de cultivo, se prepararon diferentes
concentraciones iniciales de BAL para probar el efecto del medio obtenido bajo
estas condiciones (células y metabolitos) sobre el crecimiento de A. carbonarius Ac
089 y su produccion de OTA. Por otra parte, se evalué el efecto del extracto libre de

células (ELC, metabolitos) sobre el crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y su
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produccion de OTA. Se utiliz6 el agar MRS y el agar MEGM en todas las

condiciones.

7.3.1 Técnica de cultivos envenenados con células viables

Los experimentos basados en cultivos envenenados se realizaron con diferentes
concentraciones de L. plantarum B7 y L. plantarum B31 (1x10' - 1x10° UFC/mL)
para determinar la menor concentracion con la que se puede inhibir el crecimiento
de A. carbonarius Ac 089, asi como su produccion de OTA. Las BAL se prepararon
como se describe en la Seccion 7.1.1. Tras la segunda resiembra, se cultivaron en
MEGM durante 24 h a 30 °C. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas (10"
1 —108) en solucién salina (NaCl 0.9 %, p/v). A continuacion, empleando la técnica
de vertido se colocaron 10 % (v/v) de cada dilucién en cajas de Petri (90 x 15 mm)
con 90 % (v/v) de agar MRS o agar MEGM (ingredientes de la adicionado
con 1.5 % (p/v) de agar bacteriologico). Después de la gelificacién, se realizdé un
orificio de 8 mm de didmetro en el centro de cada caja. Se prepard una suspension
de esporas de 1x10° esporas/mL de A. carbonarius Ac 089 como se indica en la
Seccion 7.1.2 y se inocularon 100 pL de la suspension en los orificios con cada una
de las diluciones de BAL en ambos medios de cultivo. Los controles respectivos
consistieron en el in6culo de A. carbonarius Ac 089 en agar MRS y MEGM sin la
adicion de BAL. Las cajas se incubaron a 30 °C durante 144 h. Cada 24 h se midi6
y se registro el diametro del crecimiento del hongo en cada tratamiento y en el

control. Al tercer y sexto dia se extrajo la OTA y se cuantificé por cromatografia
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liquida de alto rendimiento (HPLC). La inhibicién del crecimiento (%) del hongo se
determiné de acuerdo con la Ecuacién 7.1, mientras que la reduccion de
concentracion de OTA (%) se determiné de acuerdo con la Ecuacién 7.2. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.

Inhibicién del crecimiento (%) = DCD—_CDT * 100 Ecuacion 7.1

Donde DC es el diametro de crecimiento del hongo en las condiciones
control y DT es el diametro de crecimiento del hongo en los tratamientos.

OTAc—OTAt .
2L 100 Ecuacion 7.2
OTAc

Reduccion de la concentracion de OTA (%) =
Donde OTAc es la concentracion de OTA producida por el hongo en las
condiciones control y OTAt es la concentracion de OTA producida por el

hongo en los tratamientos.

7.3.2 Técnica de cultivos envenenados con extracto libre de células

El efecto del ELC de L. plantarum B7 y L. plantarum B31 se evalud sobre el
crecimiento de A. carbonarius Ac 089, asi como sobre su produccion de OTA. Las
BAL se prepararon como se describe en la Secciéon 7.1.1. Tras la segunda
resiembra, cada BAL se cultivd en MEGM durante 24 h a 30 °C. Al final de la
incubacion, los cultivos de cada BAL se centrifugaron (10000 rpm, 10 min) y el
sobrenadante se filtré (0.22 uym) para obtener el ELC. A continuacion, se colocé 10
% (v/v) por la técnica de vertido del ELC de cada BAL en las cajas de Petri (90 x 15
mm) donde se vertidé 90 % (v/v) de agar MRS o agar MEGM. Después de la
gelificacion, se realizd un orificio de 8 mm de diametro en el centro de cada caja
donde se inocularon 100 pL de una suspension de esporas con 1x10° esporas/mL

de A. carbonarius Ac 089 preparada de acuerdo con la Seccién 7.1.2. Los controles
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para cada medio consistieron en el indculo de A. carbonarius Ac 089 en agar MRS
o en agar MEGM sin la adicion del ELC de las BAL. Las cajas se incubaron a 30 °C
durante 144 h. Se tomaron muestras como se indica en la Seccion 7.3.1 y la
inhibicion del crecimiento del hongo (%) se estimo6 con la Ecuacion 7.1, mientras
que la reduccion de la concentracion de OTA (%) se estimd con la Ecuacion 7.2.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

7.4 Adsorcion y biodegradacion de micotoxinas por bacterias
acido lacticas

7.4.1 Ensayos con bacterias acido lacticas viables

Se usaron dos cepas de BAL (L. plantarum B7 y L. plantarum B31) para evaluar su
capacidad de biodegradar o adsorber la aflatoxina B1 (AFB1) y la ocratoxina A
(OTA). Los estandares de micotoxinas se adquirieron de Sigma-Aldrich ® en una
concentracion inicial de 1 mg/mL. La AFB1 se disolvid en acetonitrilo grado HPLC y
la OTA en metanol grado HPLC. Se diluyeron adicionalmente hasta obtener una
concentracion de 10000 ng/mL con una soluciéon compuesta por acido acético/agua
destilada 0.5/99.5 (v/v) para preparar soluciones estandar diluidas de diferentes

concentraciones.

Las BAL se prepararon como se indica en la Seccion 7.1.1. Después de la segunda
resiembra, las BAL se inocularon en MEGM con 10 % (v/v) y se incubaron a 30 °C

durante 24 h. A partir de esta fermentacién, 5.7 mL de cada BAL se transfirieron a
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nuevos tubos de ensaye estériles y se les anadié 0.3 mL de cada micotoxina diluida
por separado para tener una concentracion final de 50 ng/mL de cada micotoxina.
Los tubos se incubaron a 30 °C en agitacion durante 96 h. Se tomaron muestras
tanto del pellet (células) como del sobrenadante (ELC) a las 0, 6, 24 y 96 h y se
determind la micotoxina ligada (%) de acuerdo con la Ecuacion 7.3. Se prepararon
controles positivos con el medio MEGM sin inocular. Todos los ensayos se realizaron

por triplicado.

CMF
CMI

Micotoxina ligada (%) = * 100 Ecuacién 7.3

Donde CMI es la concentracion de la micotoxina inicial (0 h) y CMF es la
concentracion de micotoxina final (6, 24 y 96 h).

7.4.2 Ensayos con bacterias acido lacticas no viables

Los ensayos de adsorcion y biodegradacion de micotoxinas por BAL descritos en la
Seccion 7.4.1 se aplicaron para evaluar el efecto de adsorciéon y biodegradaciéon de
OTA de las células no viables de L. plantarum B7 y L. plantarum B31. Después de
la incubaciéon de la BAL en MEGM a 30 °C durante 24 h, se centrifugd el cultivo
(10000 rpm, 10 min) y se retir6 el sobrenadante. Las células se resuspendieron dos
veces con buffer de fosfatos (PBS, 0.01 M, pH 7.4) y se centrifugaron (10000 rpm,
10 min). A continuacion, las células se colocaron en un bafo Maria a 80 °C durante
30 min seguida de una sonicacion durante 20 min. Finalmente, las células se
centrifugaron, se eliminé el sobrenadante y se recupero el boton de células para
resuspenderlo en una solucion de OTA en acido acético/agua destilada 0.5/99.5

(v/v) a una concentracién de 50 ng/mL; esta suspension se llevd a incubacion a 30
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°C en agitacion durante 96 h. Se tomaron muestras tanto del pellet (células) como
del sobrenadante (ELC) a las 0, 6, 24 y 96 h y se determind la micotoxina ligada (%)
de acuerdo con la Ecuacion 7.3. La ausencia de crecimiento bacteriano se verificd
inoculando 20 uL de la suspension bacteriana en agar MRS e incubandola durante

48 h a 30 °C. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

7.5 Analisis de aflatoxina B1 y ocratoxina A

7.5.1 Extraccion de aflatoxina B1 y ocratoxina A

Extraccion de OTA del cultivo solido

Para cada experimento, la OTA se extrajo a partir del medio de cada placa de agar
(Seccidn 7.3). Se tomaron tres discos de 5 mm de diametro, de la periferia de las
colonias que se desarrollaron en cada tratamiento y se pesaron. A continuacion, se
les afiadio 2.5 mL de solucion de metanol:acido férmico (25:1 v/v) y se colocaron en
un bafo ultrasénico durante 20 min. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm,
durante 15 min, y el sobrenadante se llevo a sequedad (70 °C, 4 h) en un bafio seco.
El residuo se resuspendié en 1 mL de fase movil (metanol:agua:acido acético;
69:30:1) y se realizaron las diluciones necesarias antes de filtrar las muestras a

través un filtro de nylon de 0.22 pm (Suarez-Quiroz et al., 2005).

Extraccion de OTA y AFB1 del cultivo liquido

Para los ensayos de adsorcion y biodegradacion (Seccion 7.4) las muestras con
AFB1 y OTA se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min para separar el sobrenadante

de las células. El sobrenadante de cada tratamiento se filtré por un filtro de nylon de
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0.45 ym y se realiz6é una dilucion 1/10 (v/v) con la fase movil (acido acético/agua
destilada 0.5:99.5 v/v). El boton de células se mezclé con 5 mL de metanol:agua
(50:50; v/v) para la extraccion de las micotoxinas adsorbidas (AFB1 y OTA). Las
mezclas se colocaron en un bafio ultrasonico durante 20 min y se filtraron por un
filtro de nylon de 0.45 ym. La micotoxina extraida de esta manera se congel6 (-18

°C) para su posterior analisis

7.5.2 Cuantificacion de aflatoxina B1 y ocratoxina A

La cuantificacion de la OTA se llevé a cabo en un HPLC; Shimadzu, UFCL-XR), con
una columna de fase reversa C18 (Thermo Scientific, 250 x 4.6 mm, 5 um), a 30 °C,
provisto con un detector de fluorescencia y una fase mévil de metanol:agua:acido
aceético (69:30:1). El volumen de inyeccion fue de 50 pL y el flujo de 1 mL/min. Las
longitudes de onda de excitacion y emision fueron 333 y 460 nm, respectivamente.
Se construyd una curva de calibracion en el rango de concentracién de 0 a 100

ng/mL de OTA (Biopharm Rhone) (Anexo 2).

La concentracion de la AFB1 se cuantifico mediante HPLC (Shimadzu, UFCL-XR)
con un detector de fluorescencia por derivatizacion post columna (KOBRA® CELL,
R-Biopharm, Darmstadt, Germany) y una columna fase reversa (C18, 2.1 um
Thermo Scientific) a 50°C. El volumen de inyeccion fue de 50 L y el flujo fue de 0.8

mL/min. Se utilizé como fase mévil agua destilada 60 % (v/v), acetonitrilo 20 % (v/v),
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metanol 20 % (v/v), 120 mg/L de KBr y 350 yL de acido nitrico 4 M para 1 L. Las

longitudes de onda de excitacidon y emisidon fueron 362 y 425 nm, respectivamente.

7.6 Consideraciones matematicas para el analisis del
crecimiento de L. plantarum B31 y la formacidn de acido lactico

En un primer momento, se analizaron los datos experimentales de crecimiento de
la biomasa y formacién de acido lactico de L. plantarum B31 obtenidos en cuatro
formulaciones del medio MEGM realizadas en un trabajo previo: M1, M2, M3 y M4
(Dominguez-Gutierrez et al., 2023a). Se empled el modelo clasico de crecimiento
exponencial, el cual se integré y el valor de pexp se estimé como la pendiente del
logaritmo natural del incremento de la biomasa funcion del tiempo en la fase
exponencial (Ecuacion 7.4). A continuacion, con el fin de obtener la simulacién
confiable de crecimiento y formacion de producto de L. plantarum B31 los datos de
concentracion de biomasa se ajustaron con al modelo logistico (Ecuacién 7.5) y el
modelo de Gompertz (Ecuacidén 7.6) en todas las condiciones ensayadas. Los
parametros involucrados en el crecimiento de la BAL (Xo, Xmax, 1 y k) se estimaron
minimizando la suma de los cuadrados de los errores con la subrutina Solver
empleada para estimacion de parametros en modelos no lineales contenida en

Excel ® (Suarez-Ospina, 2018).

La ecuacion diferencial del modelo logistico se acoplé al modelo de Luedeking-Piret
(Ecuacién 7.7) descrito por Soto-Cruz et al. (2002) para simular la formacién de AL

(producto, P). Por otro lado, la ecuacioén diferencial del modelo de Gompertz se
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acoplé al modelo de Luedeking-Piret (Anexo 1) para simular la formacion de AL
(producto, P) (Dominguez-Gutiérrez et al., 2023b) (Ecuacion 7.8). Asi se desarrolla
un modelo alterno que describe el comportamiento cinético de L. plantarum B31 en
un medio optimizado. Los parametros de los modelos logistico y Gompertz
acoplados a Luedeking-Piret (a y ) se estimaron usando la subrutina de regresion
multilineal contenida en Excel ®. En el caso del modelo de Gompertz acoplado a

Luedeking-Piret se estimaron las funciones el logaritmo integral, li (Xo/Xmax) Y li

(X/Xmax) definidos como li(X) = fOx 1:71;); esta funcion se evalué numéricamente con

el software de libre acceso Maxima (https://maxima.sourceforge.io). Por ultimo, se

estimo el parametro v (Ecuacién 7.9) el cual indica si la formacién de producto (AL)
esta asociada o no asociada al crecimiento (Viniegra-Gonzalez et al., 2003). Las

ecuaciones empleadas son:

1dXx X s

2L ey Ln (X_) = Uoxpt Ecuacion 7.4
Xm.ax .7

X = W Ecuacioén 7.5

X _ kXLn [’“ﬂ] Ecuacion 7.6

dt X

P(X) = Py +a (X = Xo) + 2mex y [Tnec ] Ecuacion 7.7

P="P,+alX—Xy)+ [BXT'"] [li( X0 ) - li( X )] Ecuacion 7.8

Xmax Xmax

= a(fo - Ecuacion 7.9
donde pexp €s la tasa especifica de crecimiento del modelo clasico exponencial, X, Xo
y Xmax SON las concentraciones de biomasa en funcion del tiempo, la concentracién
de biomasa inicial y la concentracién maxima de biomasa (g/L), respectivamente; u

y k son constantes especificas (1/h); t es el tiempo de cultivo (h); Py P, son las

concentraciones de AL en funcién de la biomasa formada y la cantidad inicial de AL
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(g/L), respectivamente; a (gP/gX) y B (gP/gXh) son las constantes de formacion de
AL asociada y no asociada con el crecimiento celular, respectivamente. i (Xo/Xmax)
y li (X/Xmax) corresponden a las funciones del logaritmo integral evaluada con el
software Maxima; y v es la relacion entre la tasa de crecimiento especifica y las

constantes asociadas y no asociadas al crecimiento celular. Cabe mencionar que

env=£0v= B

" o Se puede usar la constante u y k, segun corresponda al empleo

de la ecuacion logistica o de Gompertz, respectivamente.
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8 » Resultados y discusion

8.1 Analisis del crecimiento y formacion de acido lactico de L.
plantarum B31

El objetivo del analisis que se presenta a continuacion fue evaluar las similitudes y
diferencias entre los modelos exponencial con el logistico y Gompertz y seleccionar
el modelo que mejor describa el crecimiento de L. plantarum B31 cultivada en un
medio formulado con extracto de germen de malta (MEGM). Los modelos logistico
y Gompertz se acoplaron al modelo clasico de Luedeking—Piret para evaluar la
formacion de acido lactico. Lo anterior, permite obtener parametros técnicos
relevantes que son criterios confiables para establecer estrategias de cultivos
microbianos para la obtencion de acido lactico y biomasa como agente de control

biolégico de hongos micotoxigénicos.

8.1.1 Analisis del crecimiento de L. plantarum B31

La curva de crecimiento bacteriano tipica ( ) presenta cuatro fases
distintas: una fase inicial de retraso (fase lag) con crecimiento minimo, en ocasiones
no detectable, seguida por una fase exponencial con una rapida division celular,

luego una fase de estabilizacion donde la concentracion de biomasa se mantiene

58



constante, y, por ultimo, una fase de muerte en la que las condiciones se vuelven

adversas para el crecimiento celular (Taiwo et al., 2024).

N
In (m)

Tiempo

Figura 8.1 — Curva de crecimiento bacteriano tipica. In(N/No) es el logaritmo del

numero de organismos representados en funcion del tiempo. A es la asintota que

indica el momento donde la tasa de crecimiento disminuye. um representa la tasa

de crecimiento especifica y A corresponde a la fase lag. Tomado de: Appl. Environ.
Microbiol., 56 (1990). DOI:0099-2240/90/061875-07$02.00/0

El modelo clasico de crecimiento exponencial permite calcular pexy como la
pendiente durante el periodo en que Ln X en funcion del tiempo es lineal (Ecuacién
7.4); esto permite hacer un primer analisis del crecimiento de la cepa crecida en los

medios formulados con EGM y el medio MRS.

La fase de crecimiento exponencial de L. plantarum B31 se determind analizando la
. e ax . .. .
derivada volumétrica — de la biomasa en funcién del tiempo ( ), la cual

comienza con un valor bajo y aumenta rapidamente hasta encontrar su valor
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maximo. Asi se determind que la fase de crecimiento exponencial variaba de 0 a 6

h en todos los casos ensayados.

La presenta las curvas de crecimiento de acuerdo con el modelo
exponencial (Ecuacion 7.4). En el periodo de 0 a las 6 h se estimd pexp como
pendiente del Ln X contra el tiempo. La fase de retardo (lag) no fue detectable,
debido probablemente a la concentracion de indculo inicial establecida en 10 %
(v/v). De esta forma se estimo pexp para cada condicion de los medios formulados
con EGM ( ). Los valores de pexp (1/h) que se estimaron fueron las
siguientes: 0.23 + 0.05, 0.20 + 0.02, 0.23 £ 0.07, 0.21 £ 0.04 y 0.21 £ 0.04; para los

medios M1, M2, M3, M4 y MRS, respectivamente.
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Figura 8.2 - Cinéticas de crecimiento L. plantarum B31 ajustadas al modelo
clasico y cultivada en A) Medio M1; B) Medio M2; C) Medio M3; D) Medio M4; E)
Medio MRS (véase Int. J. Food Microbiol, 404 (2), 2023),
https.//doi.org/10.1016/].ijffoodmicro.2023.110320. La linea azul representa la

ecuacion de la recta calculada de 0 a 6 h.
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Es importante mencionar que el crecimiento exponencial indica el periodo de tiempo
en que la biomasa crece en condiciones 6ptimas y consume de manera eficiente los
nutrientes presentes en el medio formulado con EGM y lo convierte en biomasa
(Arroyo et al., 2005). Cabe senalar que el valor de pexp encontrado para el medio
MRS, no presenta diferencia estadisticamente significativa con ninguno de los 4
medios ensayados. Esto es indicativo de que el medio formulado con EGM permite
que los cultivos de BAL crezcan a la misma pexp que el medio de referencia, pero
con un costo menor (aproximadamente 30 %). Es importante insistir en que el
modelo exponencial s6lo es valido en un periodo de aproximadamente 6 h del cultivo

microbiano (Zwietering et al., 1990).

Adicionalmente a este primer analisis, es importante contar con modelos que
expliquen el comportamiento de las curvas de crecimiento microbiano de forma
integral y con parametros que tengan interpretacion biolégica (Zwietering, et al.,
1990). En la literatura se encuentran varios modelos de crecimiento, como los
modelos logistico, Richards y Gompertz los cuales se han aplicado a un amplio
numero de sistemas biologicos (Taiwo et al., 2024). En este trabajo se optd por usar
el modelo logistico y de Gompertz para describir el crecimiento de L. plantarum B31.

La muestra la variacién de la concentracion de biomasa y su derivada
o ax .y . . . .
volumétrica — en funcion del tiempo para los cultivos realizados en los medios M1,

M2, M3, M4 y MRS ajustados a los modelos logistico (Dominguez-Gutiérrez et al.,

2023a) y Gompertz desarrollados en este trabajo (Anexo 1).
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En todos los casos, se aprecia que para ambos modelos la calidad de ajuste fue
razonablemente buena ( ), de acuerdo con el valor bajo de la suma de
cuadrados (SC). En el caso del modelo de Gompertz (lineas punteadas rojas,

) el punto de inflexion aparece poco tiempo antes que en el caso del modelo

logistico (lineas punteadas azules, )- El punto de inflexion indica un
. e . ax .
cambio en la tasa volumétrica de crecimiento (E)’ que deja de aumentar, llega a su

maximo valor y empieza a decrecer lentamente; la fase de crecimiento exponencial
es relativamente corta (6 h); en este momento del cultivo termina la fase de
crecimiento exponencial lo cual indica el momento en que la bacteria empieza a
consumir los nutrientes de manera mas lenta (Stavropoulou & Bezirtzoglou, 2019).
El ajuste de los datos experimentales usando los modelos logistico y Gompertz
respalda la idea de que el medio formulado con EGM permite alcanzar

concentraciones similares de biomasa al final del cultivo que con el MRS ( ).
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Figura 8.3 - Cinéticas de crecimiento L. plantarum B31 ajustadas al modelo
logistico (lineas azules) y Gompertz (lineas rojas) cultivada en A) Medio M1; B)
Medio M2; C) Medio M3; D) Medio M4; E) Medio MRS (véase Int. J. Food
Microbiol, 404 (2), 2023), https://doi.org/10.1016/.ijfoodmicro.2023.110320.
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8.1.2 Analisis de la formacion de acido lactico de L. plantarum B31

El modelo de Luedeking-Piret describe de manera adecuada el proceso
fermentativo de un microorganismo, ya que considera la relacion entre el
crecimiento celular y la formacion del producto (Deseure et al., 2021). Este modelo
fue originalmente propuesto en 1959 por Robert Luedeking y Edgar L. Piret para el
cultivo de la bacteria lactica L. delbruekii bajo condiciones de pH controlado
(Luedeking & Piret, 1959). Este modelo considera que la formacion de acido lactico
se divide en dos términos: uno asociado y otro no asociado al crecimiento celular.
En el articulo original, Luedeking y Piret lo refieren como que la tasa instantanea de
formacién de &acido lactico esta relacionada tanto con la tasa instantanea de
crecimiento bacteriano como con la densidad bacteriana (Ecuacion 7.7). Este
modelo se ha aplicado a una amplia variedad de sistemas fermentativos para
estudiar la formacién de productos como acido lactico (Popova-Krumova et al.,
2024), glicerol (Wang et al., 2024), etanol (Salazar et al., 2023), entre otros (Di Biase

et al., 2022; Popova-Krumova et al., 2024; Wang et al., 2024).

En este trabajo, la formaciéon de acido lactico por L. plantarum B31 se simuld
usando: a) el modelo logistico acoplado a Luedeking-Piret (desarrollado por Soto-
Cruz et al. 2002),para la bacteria ruminal Megasphaera elsdenii'y aplicado al cultivo
de BAL por Dominguez-Gutiérrez et al. (2023a); y b) el modelo de Gompertz
acoplado al modelo de Luedeking-Piret producto de esta investigacién (Anexo 1).

Enla se muestran la variacion de la concentracidon de acido lactico y su
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. Ly dP . . . .
derivada volumétrica — en funcion del tiempo durante el cultivo de L. plantarum

B31 en los medios M1, M2, M3, M4 y MRS (Dominguez-Gutiérrez et al., 2023a)

ajustados a dichos modelos.

En todos los casos, se aprecia que ambos modelos en su forma acoplada a
Luedeking-Piret describen muy de cerca el comportamiento de los datos
experimentales. La calidad de ajuste fue razonablemente buena de acuerdo con el
valor bajo de la SC ( ). Asi como en el caso anterior del analisis de las
curvas de biomasa, el punto de inflexion aparece un poco antes en el caso del
modelo de Gompertz (lineas punteadas rojas, ) que en el modelo logistico
(lineas punteadas azules, ) lo cual indica que las fases de aceleracion del
crecimiento y produccion de AL son rapidas mientras que las fases de

desaceleracion son lentas y ambas estan acopladas.
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Figura 8.4 - Cinéticas de formacion de acido lactico de L. plantarum B31 ajustadas

al modelo logistico (lineas azules) y Gompertz (lineas rojas) cultivada en A) Medio

M1; B) Medio M2; C) Medio M3; D) Medio M4; E) Medio MRS ((véase Int. J. Food
Microbiol, 404 (2), 2023), https://doi.org/10.1016/].ijfoodmicro.2023.110320.

07


https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110320

En este trabajo se hace una nueva propuesta consistente en acoplar el modelo de
Gompertz al modelo de Luedeking-Piret, el modelo resultante predice
correctamente la formacién de acido lactico y posibilita la definicién de ecuaciones
cinéticas exactas con las que se obtienen parametros confiables que contribuyan a
la toma de decisiones (Taiwo et al., 2024), como el establecimiento de factores como
la composicion del medio de cultivo usado (MEGM), que permitan el desarrollo de
BAL y la produccion de AL. Apoyados por ambos modelos cinéticos el uso del medio
formulado con EGM permite a L. plantarum B31 un funcionamiento metabdlico

adecuado para su crecimiento y produccion de AL.

8.1.3 Comparacioén entre los modelos Logistico y Gompertz acoplados
al modelo de Luedeking-Piret

Se realizé una comparacion de los parametros obtenidos por los modelos logistico
y Gompertz acoplados al modelo de Luedeking-Piret con el fin de seleccionar el
modelo cinético que mejor describa el comportamiento de L. plantarum B31 y asi
proporcionar parametros precisos de crecimiento y formaciéon de producto que
refuercen la toma de decisiones, mejoren las predicciones del comportamiento
bacteriano y establezcan mejores bases para el disefio de biorreactores bioldgicos.

La muestra los resultados de dichos parametros.
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Tabla 8.1 - Parametros del modelo Logistico acoplado a Luedeking-Piret y del modelo Gompertz acoplado a Luedeking-
Piret de L. plantarum B31 cultivada en los medios M1, M2, M3, M4 y MRS (véase Int. J. Food Microbiol, 404 (2), 2023)
https.//doi.org/10.1016/].ijffoodmicro.2023.110320.

Medio M1 M2 M3 M4 MRS
Modelo Gompertz Logistico Gompertz Logistico Gompertz Logistico Gompertz Logistico Gompertz Logistico
b 1.86 Na. 1.7 Na. 2.09 Na. 1.89 Na. 1.80 Na.
Xo (9/L) 0.57 0.68 0.69 0.77 0.42 0.52 0.53 0.62 0.52 0.64
Parametros X’;”L" 3.67 3.58 3.76 3.66 3.39 3.33 3.52 3.43 3.66 3.44
del modelo I(<9 )
_de_ oH 0.21 0.3 0.19 0.28 0.24 0.35 0.2 0.29 0.18 0.30
crecimiento  (1/h)
(‘i‘;xr’l’) 0.23+£0.05 0.20 £ 0.02 0.23 £ 0.07 0.21£0.04 0.21 £ 0.04
SC 0.39 0.51 0.45 0.55 0.37 0.31 0.33 0.39 0.57 0.52
a 2.39 2.16 3.46 3.23 3.68 3.48 3.05 2.8 3.23 2.85
Parametros 0.05 0.06 0.01 0.02 -0.01 0 0 0.01 -0.01 0.02
de |6_‘, \ 0.11 0.1 0.01 0.02 -0.01 0 -0.01 0.01 0.02 0.03
regresion p
multilineal (g’}““L") 14.23 14.28 13.52 13.54 12.67 12.68 11.45 11.48 11.24 11.30
r2 0.9 0.88 0.95 0.93 0.94 0.92 0.88 0.85 0.86 0.84

Na.: No aplica
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Los parametros del crecimiento tipico microbiano son la concentracion inicial de
biomasa (Xo) y la concentracion maxima de biomasa (Xmax). En todos los casos el
modelo logistico sobreestima un poco los valores de la concentracion de la biomasa
inicial en comparacién con el modelo de Gompertz; por otra parte, la concentraciéon
de la biomasa final es similar en todos los casos en ambos modelos y es muy

cercana a los valores experimentales.

Otro parametro valioso implicado en el crecimiento microbiano es la tasa especifica
crecimiento (u para el modelo logistico y k para el modelo de Gompertz), periodo en
el cual los organismos crecen exponencialmente (Zwietering et al., 1990). De
acuerdo con lo calculado en el modelo de crecimiento exponencial (uex) €l modelo
logistico sobreestima estos valores de estos parametros de caracter especifico, en
cambio en el caso del modelo de Gompertz las estimaciones de k en comparacion
con los valores de pexp nO presentan diferencias estadisticamente significativas,
describe de manera precisa el comportamiento cinético de L. plantarum B31,
especialmente en la fase de crecimiento exponencial. En este sentido, el modelo
cinético de Gompertz puede ser una mejor opcidén para describir el crecimiento
bacteriano y asi establecer parametros importantes en el crecimiento de
microorganismos con diferentes aplicaciones, como el control biolégico de

microorganismos patdgenos en alimentos (Shehata et al., 2019).

El intercambio de genes con resistencia a antibidticos y el cambio climatico han

propiciado el surgimiento de cepas patégenas en alimentos, lo que ha impulsado a
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la busqueda de microorganismos que posean la capacidad de controlar la
contaminacion fungica o bacteriana en sistemas alimentarios (Romanens et al.,

2019; Smith & Casadevall, 2023).

Por otro lado, la necesidad de adoptar tecnologias amigables con el medio ambiente
ha motivado el uso de microorganismos como las BAL para controlar el crecimiento
de microorganismos patogenos (Sadiq et al., 2019), lo que conduce a implementar
estrategias para modificar las condiciones de cultivo que mejoren el crecimiento
microbiano. Entre estas estrategias se encuentran la modificacion de la composicion
del medio de cultivo (Coghetto et al., 2016; Manzoor et al., 2017; Matevosyan et al.,
2019), de parametros como el pH y la temperatura (Di Biase et al., 2022; Juarez-
Tomas et al., 2003) o el uso de consorcios microbianos (Gupta et al., 2024;
Ponomarova et al., 2017). El uso de modelos cinéticos, como el de Gompertz, es un

recurso eficaz para estudiar nuevas cepas con esas capacidades.

Por otro lado, los principales parametros involucrados en la formacion de producto
son la concentracién final de AL formada y las constantes de formacién de AL

asociada y no asociada con el crecimiento celular (a 'y B, respectivamente). De tal

forma, el parametro v (v:#iaov: 1\%) relaciona las tasas especificas de

crecimiento (u 0 k) con las constantes asociadas y no asociadas al crecimiento

celular (Luedeking & Piret, 1959).

(4!



Ambos modelos estiman de manera semejante todos los parametros antes
mencionados. El valor de v indica, de acuerdo con Viniegra-Gonzalez et al. (2003),
que: cuando es cercano a 0, la formacién de AL esta asociada principalmente al
crecimiento de la biomasa; cuando es mayor a 0, la formacién de AL no esta
asociada al crecimiento; y cuando v es menor a 0 denota descomposicion del
producto durante el periodo de fermentacion. De tal forma, los resultados obtenidos
mostraron que, en todos los casos y con ambos modelos el valor calculado para v
es cercano a 0, por lo que la formacion de AL depende principalmente del
crecimiento bacteriano. Como se mencioné anteriormente, el modelo de Gompertz
es mas confiable para representar los parametros implicados en el crecimiento
bacteriano que el modelo logistico, especialmente en la fase de crecimiento
exponencial. Por lo tanto, es mas preciso para determinar los parametros
involucrados en la formacion de producto pues la produccion de AL esta asociada

al crecimiento bacteriano.

Otro de los objetivos del modelado cinético es disefiar procesos de fermentacion a
gran escala (Sharma & Mishra, 2014). El acido lactico es un producto con una
amplia aplicacion en la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética, entre otras
(Wang et al., 2021). Numerosos trabajos se han enfocado en el estudio de los
parametros que determinan la formacion de AL o en maximizar su produccion
(Cheng et al., 2019; Ghimire et al., 2020; Sharma & Mishra, 2014; Wang et al., 2020).
Estos analisis se pueden apoyar en el uso de modelos cinéticos, como el de

Gompertz, para elegir las condiciones que conduzcan al disefio de procesos de
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fermentaciéon de AL a gran escala (Fan et al., 2016, Fan et al., 2017; Xu & Peng Xu,

2020).

Si bien el modelo logistico es una herramienta util para la obtencion de parametros
que ayuden a la toma de decisiones, no evalua adecuadamente todas las fases de
crecimiento microbiano puesto que es simétrico en el punto de inflexidn
(Stavropoulou & Bezirtzoglou, 2019). En definitiva, el modelo de Gompertz es una
herramienta mas adecuada para evaluar cuantitativamente el comportamiento
bacteriano y recomendar la toma de decisiones importantes como el tiempo de
cultivo mas conveniente para la produccién, uso y aplicacion de BAL como agentes

de control biolégico de hongos micotoxigénicos.

8.2 Evaluacion del crecimiento de bacterias acido lacticas en
medio con extracto de germen de malta

Las BAL L. plantarum B3, L. plantarum B7, Leuconostoc citreum B23, L. plantarum
B31 L. plantarum, B34 y L. plantarum BJ se cultivaron tanto en caldo MEGM como
en caldo MRS (control). En la se muestran las concentraciones de
biomasa de las BAL y las cuentas en placa alcanzadas al final de 24 h de cultivo.
Los resultados obtenidos mostraron que todas las BAL presentaron la capacidad de
crecer en el caldo MEGM, sin diferencias significativas entre ambos medios de
cultivo (MRS y MEGM). La mayor concentracion de biomasa se obtuvo con L.

plantarum B7 tanto en el caldo MEGM (4.26 + 0.24 g/L) como en el caldo MRS (4.07
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1 0.20 g/L). También se verifico la viabilidad celular de los cultivos mediante conteos
en placa a las 24 h de cultivo. De la misma manera que en la cuantificacién de la
biomasa, el crecimiento en placa de todas las BAL no presenté diferencias
significativas entre el caldo MEGM y en el MRS. Mediante este analisis se corroboro
que L. plantarum B7 mantuvo el mayor crecimiento y viabilidad con valores de (7.6

+4.2)x10%y (7.2 £ 4.1) x10° UFC/mL en MEGM y MRS, respectivamente.

Tabla 8.2 — Comparacion del crecimiento de BAL en caldo MEGM y MRS.

Biomasa (g/L) Cuenta total (UFC/mL)
BAL
MEGM MRS MEGM MRS
L. p'aé‘éar“m 36+07 3706  (3.5+1.13)x10°  (3.1%1.1) x10°
L PRNAIUM 43402 41202 (7.6£42)x10°  (7.2£41) x10°
Leuconostoc
citreum 12+02 1.0+03  (1.5:1.13)x10®  (1.7+1.2) x10°
B23
- plggtf UM 32:04 37:04  (3.3:4.24)x10°  (3.6£3.1) x10°
L PRNAIUM 57109 22209  (L5:7.31)x10°  (LO£7.0) X10°
L. p'aé‘jar“m 29+03 32+03  (1242.4)x10°  (1.7+2.0) x10°

Es fundamental tener en cuenta ciertos elementos para cultivar BAL, debido a que
tienen requerimientos nutricionales exigentes. Dado que las BAL requieren de
carbohidratos para el crecimiento y la formacién de metabolitos es necesario

suministrarles en cantidad suficiente este componente (Ganzle, 2015). El medio
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MEGM es elaborado a partir del germen de malta de cebada, el cual es un grano
con un alto contenido de carbohidratos como la amilosa, la amilopectina y los -

glucanos (Garcia-Lara, 2010; Pomeranz & Shands, 1974).

Ademas de los carbohidratos, el nitrdgeno es otro de los elementos importante para
las BAL, pues lo requieren principalmente para la sintesis de proteinas celulares y
produccion de acidos nucleicos (Sabunevica & Zagorska, 2023). También esta
reportado que requieren el suministro de aminoacidos como cisteina, valina,
leucina, acido glutamico y arginina, debido a que no los pueden sintetizar como
consecuencia de la pérdida de genes biosintéticos (Teusink & Molenaar, 2017).
Aproximadamente el 50 % de las proteinas en raices y brotes de la cebada son
solubles en agua, de tal forma que el EGM es rico en aminoacidos y péptidos

(Pomeranz & Shands, 1974)

Cabe destacar que cuando se compara el crecimiento de las seis BAL evaluadas
en el medio MEGM y MRS, no se distinguen diferencias significativas. Teniendo en
cuenta que el medio MRS es un medio balanceado formulado para el género
Lactobacillus (De Man et al., 1960), microorganismos nutricionalmente exigentes, el
medio MEGM posee capacidades similares al medio MRS al proveer los nutrientes

necesarios para el crecimiento de BAL.
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8.3 Inhibicién del crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y de la
produccion de ocratoxina A

8.3.1 Inhibicién del crecimiento en presencia de bacterias acido
lacticas

Para determinar el efecto inhibitorio del crecimiento de A. carbonarius Ac 089 se
seleccionaron dos BAL en funcién de su crecimiento en el medio MEGM y su origen:
L. plantarum B7 y L. plantarum B31. La primera se seleccion6 porque presento el
mayor crecimiento ( ) y la segunda, porque previamente se ha reportado su
capacidad para inhibir el crecimiento de hongos productores de OTA (Djossou et al.,
2011). El experimento se llevé a cabo con diferentes concentraciones de cada BAL
(1x10" - 1x10° - UFC/mL) con el fin de determinar la menor concentracién con la
que se inhiba el crecimiento de A. carbonarius Ac 089. El crecimiento de A.
carbonarius Ac 089 se monitore6 diariamente durante seis dias En la se
presentan los resultados expresados como porcentaje de inhibicion (%), durante los

seis dias para las dos BAL en cada medio de cultivo (MRS y MEGM).
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Figura 8.5 - Inhibicion del crecimiento (%) de A. carbonarius Ac 089 en agar
MEGM y MRS durante seis dias de cultivo con diferentes concentraciones de L.
plantarum B7 y L. plantarum B31.

Las concentraciones de BAL con las que se obtuvo un 100 % de inhibicién del
crecimiento del hongo durante los seis dias de cultivo fueron 1x108 y 1x10° UFC/mL
con L. plantarum B7 en ambos medios de cultivo (MRS y MEGM). Mientras que en
el caso de L. plantarum B31 el maximo de inhibicién se alcanzd desde 1x107
UFC/mL. EI porcentaje de inhibicion de ambas BAL sobre el hongo fue
disminuyendo a partir del dia dos con la concentracion 1x107 UFC/mL y 1x10°
UFC/mL, para L. plantarum B7 y L. plantarum B31 respectivamente. Ademas,

mientras mas disminuyo la concentracién de células iniciales de cada BAL, asi
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también disminuyé la inhibicion del crecimiento del hongo, ya que el porcentaje de
inhibicion de crecimiento del hongo se redujo a menos de 50 % desde el segundo
dia de cultivo con las concentraciones iniciales de células de 1x10% UFC/mL, en el
caso de L. plantarum B7 y 1x10° UFC/mL en el caso de L. plantarum B31. Cabe
destacar que L. plantarum B31 inhibié con mayor eficacia el crecimiento de A.
carbonarius Ac 089 con la concentracién de 1x10” UFC/mL que L. plantarum B7 en
ambos agares, sobre todo en el agar MEGM pues la inhibicién del crecimiento se
mantuvo entre 50 %, mientras que L. plantarum B7 a esa concentracién logré inhibir

entre 20 y 30 % el crecimiento del hongo en ambos medios de cultivo.

L. plantarum B31 es una BAL aislada de pulpa de café fresca en Costa de Marfil en
donde se ha reportado la presencia de hongos ocratoxigénicos, principalmente
especies de Aspergillus (Djossou et al., 2011). Es muy probable que esta bacteria,
al crecer en presencia de estos hongos productores de OTA, desarroll6 la capacidad
de competir por espacio y por nutrientes de tal forma que conserva esta habilidad y
es mas efectiva que L. plantarum B7, quien no fue aislada de las mismas
condiciones. Sin embargo, seria necesario realizar un perfil metabolomico de ambas

BAL para evaluar las diferencias y confirmar esta teoria.

La tendencia observada puede indicar que el efecto inhibitorio de las BAL sobre el

hongo podria deberse a una sinergia de mecanismos de accion, donde podemos

identificar tres: efecto directo por contacto de las células de las BAL, produccién de
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metabolitos antifungicos, y competencia por nutrientes y espacio (Schnurer &

Magnusson, 2005).

Esta inhibicion esta en gran parte fomentada por la presencia de un mayor numero
de BAL presentes, ya que se ha demostrado que son capaces de adherirse a las
esporas del hongo y de esta forma también pueden inhibir su crecimiento (Amador
Hernandez, 2019). Conforme se tiene un mayor numero de BAL, la probabilidad de
que un mayor numero de bacterias puedan unirse a las esporas e inhiban su
germinacion aumenta. La relacion calculada de la maxima concentracion de BAL (1
x 10° UFC/mL) por espora (1 x 10° esporas/mL) fue de 2 x 10°BAL/espora. Es decir
que se requieren 200,000 células de BAL por espora fungica para inhibir por
completo el crecimiento del hongo. Por otra parte, cuando hay entre 1x10"y 1x10”

UFC/mL la inhibicion del crecimiento del hongo decae hasta la mitad ( )-

El mecanismo al que se hace referencia en estos casos es el papel de la pared
celular de las BAL, la cual estd conformada por una matriz de peptidoglicano, asi
como acido teicoico, acido lipoteicoico, capas de proteinas y polisacaridos acidos o
neutros que participan en el mantenimiento de la forma celular bacteriana, en la
interaccion del huésped con el medio externo y en el intercambio de nutrientes y
metabolitos (Palomino et al., 2023). La red de fibras del acido teicoico y de los
polisacaridos tienen la capacidad de adhesién y unién a macromoléculas, como las
paredes celulares de los hongos, de manera que las células de BAL logran

acoplarse a las paredes celulares de los hongos y degradar o desestabilizar los
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polisacaridos ahi contenidos provocando la destruccion de las células fungicas

(Zolfaghari, et al., 2023).

Por otra parte, se ha estudiado también el mecanismo de accion de los metabolitos
producidos por las BAL para entender como infringen dafio en los hongos. Algunos
de los metabolitos antifungicos mas estudiados son los acidos organicos de
cadenas cortas, como el acido lactico, acido propidnico, acido acético, acido
succinico, que, ademas, son producidos en niveles del orden de g/Kg o g/L (Leyva
Salas et al., 2017). Sin embargo, también se producen otras moléculas en niveles,
del orden de mg/Kg o mg/L, que presentan actividad antifungica como acido
hidroxicinamico, acido D,L-B-fenillacético, acido vanillico, acidos grasos de cadenas
largas como acido decanoico, acido 3-hidroxidecanoico, &acido (S)-2-
hidroxiisocaprico, acido coridlico y acido ricinoleico. Por otra parte, también se ha
encontrado actividad en moléculas de origen proteico como los ciclopéptidos entre
los que se encuentran ciclo(L- Pro-L-Pro), ciclo(L-Leu-L-Pro), ciclo(L-Tyr-L-Pro),
ciclo(L-Met-L-Pro), ciclo(Phe-Pro), ciclo(Phe -OH-Pro), ciclo(L-Phe-L-Pro), ciclo(L-
Phe-trans-4-OH-L-Pro), ciclo(L-His-L-Pro) y ciclo(Leu- Leu). Ademas, las BAL son
capaces de producir reuterina y peroxido de hidrogeno, que tienen un poder
antimicrobiano demostrado (Dalié et al., 2010; Leyva Salas et al., 2017; Schnurer &

Magnusson, 2005; Siedler et al., 2019).

Dada la alta concentracion en la que se encuentran en las fermentaciones de BAL,

los acidos organicos son de los compuestos que pueden participar en la inhibicién
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de los hongos. Los acidos organicos pueden difundirse a través de la membrana
plasmatica de los hongos, provocando una disminucion del pH intracelular con lo
que aumenta la permeabilidad de la membrana. A su vez, pueden conducir a una
acumulacion de iones toxicos con lo que se inhiben las reacciones metabdlicas
esenciales, desencadenando la muerte celular (Dalié et al., 2010; Leyva Salas et

al., 2017; Schnurer & Magnusson, 2005).

Mubhialdin et al. (2020) utilizaron una cepa de Lactobacillus plantarum aislada de
soja fermentada (tempeh), demostrando una actividad antifungica contra una cepa
de Asperqgillus flavus, en ensayos de agar MRS cubiertas con agar extracto de malta
conteniendo las esporas de A. flavus después de 3 dias de incubacion a 30 °C. Los
autores separaron los péptidos mediante cromatografia de exclusion por tamario y
utilizaron las fracciones recolectadas para determinar su actividad antifungica frente
a A. flavus mediante un ensayo en placa de microtitulacion de 96 pocillos.
Encontraron que los péptidos con peso menor a 10 kDa generados por la actividad
enzimatica de L. plantarum fueron los responsables de la inhibicién. Los
compuestos proteinicos fungicidas generalmente tienen un extremo hidrofébico,
otro hidrofilico, ademas de poseer propiedades catidnicas, de manera que actuan
directamente con las moléculas de la superficie del hongo, asimismo, disipan el
gradiente de protones a través de la membrana celular del hongo provocando su
permeabilizacién y la consecuente fuga del contenido intracelular (Siedler et al.,

2019).
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En otro estudio, Shehata et al. (2019) identificaron 7 compuestos bioactivos del
metabolismo de Lactobacillus spp. responsables de la inhibicion de distintas cepas
de Aspergillus, entre ellos el éster metilico del acido 6-octadecenoico, el éster
metilico del acido hexadecanoico, fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletilo), (Z)-7-hexadecenal,

pentadecano, dotriacontano y 2-metildecano (Mani-Lépez et al., 2022).

Otras moléculas como el perdxido de hidrégeno poseen un efecto oxidante por lo
que se les atribuye la destruccion de la membrana lipidica y las estructuras
moleculares basicas de las proteinas celulares de los hongos (Schnurer &

Magnusson, 2005).

Si bien el mecanismo de accion mas estudiado en la inhibicion del crecimiento de
hongos por BAL es la produccion de metabolitos antifungicos, las BAL los producen
en concentraciones bajas, por lo que el efecto inhibitorio que poseen no sélo
depende de los metabolitos producidos, sino que también se le puede atribuir a otro
mecanismo como la competencia por nutrientes y por espacio (Siedler et al., 2019).
Las bacterias crecen mas rapido que los hongos y alcanzan su fase exponencial en
las primeras horas de cultivo, como se observa en la (Messens et al.,
2003; Zwietering et al., 1990), de tal forma que hay mas células que consumen los
nutrientes disponibles limitando e incluso agotando el conjunto de nutrientes
esenciales en el medio de crecimiento (Siedler et al., 2019) de manera que cuando

el hongo esta por comenzar su fase exponencial de crecimiento ya no cuenta con
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suficientes nutrientes para crecer; sin embargo, este mecanismo ha sido muy poco

estudiado.

Sin lugar a duda, el efecto inhibitorio observado en los resultados obtenidos en los
experimentos anteriores se puede explicar con base en una combinacién de los
multiples mecanismos expuestos. Para esclarecer la importancia de la participacion
de los metabolitos producidos por las BAL en la inhibicion del crecimiento del hongo,

se realizo el siguiente ensayo.

8.3.2 Inhibicidon del crecimiento con el extracto libre de células

Se evalud el efecto del ELC de cada BAL obtenido a las 24 h de cultivo con el fin de
determinar si el mecanismo de inhibicion del crecimiento fungico se debio a la
presencia de los metabolitos producidos por las BAL bajo las condiciones
experimentales. En la se muestran los resultados obtenidos de este

ensayo.
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Figura 8.6 - Inhibicion del crecimiento (%) de A. carbonarius Ac 089 en agar MRS
y en agar MEGM durante seis dias de cultivo con el extracto libre de células de L.
plantarum B7 y L. plantarum B31.

Con el ELC de L. plantarum B31 el efecto inhibitorio se mantuvo en 100 % hasta el
segundo dia en agar MRS, disminuy6 al 60 % a partir del tercer dia y la inhibicion
del crecimiento se mantuvo en 40 % hasta el sexto dia de cultivo. En cambio, en
agar MEGM el efecto inhibitorio disminuyd al 30 % a partir del tercer. dia de cultivo
manteniéndose asi hasta el sexto dia de cultivo. Con el ELC de L. plantarum B7 se
observé una tendencia similar que con L. plantarum B31, pues el efecto inhibitorio
fue ligeramente mejor en el medio MRS que en el MEGM en los primeros cuatro
dias de cultivo, pero al dia quinto y sexto el porcentaje de inhibicién de crecimiento
fue de 40 y 30 %, respectivamente, sin observarse diferencias estadisticamente
significativas. Resulta conveniente mencionar que, a pesar de no haber logrado un
100 % de inhibicion del crecimiento del hongo con el ELC de ambas BAL, existe
cierta actividad inhibitoria por parte de éstas, ya que aun al sexto dia de cultivo se

mantuvo un 30 % de inhibicién del crecimiento de A. carbonarius Ac 089, efecto que
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se puede atribuir a ciertos metabolitos con capacidad antifungica producidos por las

BAL durante su cultivo en el medio MEGM.

Cabe destacar que se observa una clara tendencia de inhibicién de crecimiento del
hongo con el paso de los dias, siendo mas notorio con L. plantarum B7 que con L.
plantarum B31; también se aprecia que los ensayos realizados en el medio MRS
logran mejores resultados de inhibicién de crecimiento, siendo mas evidente en L.
plantarum B31. Esto podria deberse a factores como la composicion del medio de
cultivo. Por ejemplo, el acetato de sodio actua como inhibidor de algunas bacterias,
levaduras y hongos (Mohammadzadeh-Aghdash et al., 2017). El medio MRS
contiene una mayor concentracion de acetato de sodio (5 g/L) que el medio MEGM

(3.9 g/L).

El ELC es un liquido de fermentacién que contiene metabolitos extracelulares
producidos por microorganismos y los nutrientes residuales del medio de cultivo. El
ELC de las BAL puede tener actividad antifungica debido a la presencia de acidos
organicos, acidos grasos y compuestos proteicos, entre otros metabolitos (Mani-
Lopez et al., 2022). Numerosos estudios han evaluado la capacidad del ELC de
distintas BAL contra el crecimiento de hongos. Saladino et al. (2016) evaluaron
fracciones concentradas del ELC de distintas especies de Lactobacillus contra A.
parasiticus hasta lograr inhibir mas del 98 % del crecimiento del hongo a los siete
dias de cultivo. Estos autores atribuyeron el efecto inhibitorio a compuestos

fendlicos, proteinas y péptidos bioactivos presentes en el medio como consecuencia

85



del crecimiento de las BAL (Saladino et al., 2016). Resultados similares fueron
encontrados por El Oirdi et al. (2021) quienes emplearon ELC liofilizado de distintas
BAL contra especies de Aspergillus y demostraron que el efecto inhibidor se debia

a sustancias proteicas, acidos organicos y peroxido de hidrégeno.

Los trabajos reportados muestran mejores resultados de inhibicion que los
encontrados en la presente investigacion; sin embargo, cabe aclarar que se
probaron cepas de hongos diferentes al nuestro y que el ELC probado en esas
investigaciones fue concentrado, en nuestro caso se utilizé el ELC obtenido
directamente del caldo de fermentacion. Con nuestros resultados corroboramos que
la capacidad inhibitoria de las BAL se debe a la manifestacion de los distintos
mecanismos de interaccion discutidos previamente, pues en comparacion del
ensayo con el cultivo con células, la capacidad de las BAL para inhibir el crecimiento
de A. carbonarius Ac 089, en los resultados con el ELC, la inhibicion se vio
disminuida por lo que se puso de manifiesto que el efecto inhibitorio de las BAL
depende en gran medida de la presencia de las células bacterianas aunque existan
otras moléculas derivadas de la fermentacion que pueden participar en la inhibicion
(Le Lay et al., 2016; Leyva Salas et al., 2017; Sadiq et al., 2019). La utilizacion del
caldo de cultivo integro para la inhibicion del crecimiento fungico evita los procesos
de extraccién y purificacion de metabolitos producidos por las BAL con capacidad
antifungica, lo que ofrece un agente de biocontrol simple y econédmico contra el

crecimiento de hongos ocratoxigénicos y la produccion de OTA.
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8.3.3 Inhibicidon de la produccion de ocratoxina A en presencia de
bacterias acido lacticas

La primera parte de este ensayo tuvo como objetivo determinar el efecto de
diferentes concentraciones de cada BAL (L. plantarum B7 y L. plantarum B31)
cultivadas en el caldo MEGM sobre la produccion de OTA por A. carbonarius Ac
089. En estos experimentos se utilizaron concentraciones de células de BAL que
variaron de 1x10" hasta 1x10° UFC/mL. El experimento se desarrollé tanto en agar
MEGM como en agar MRS bajo las mismas condiciones que en la Seccién 8.3.1.
La cuantificacion de OTA se realiz6 a los dias tres y seis de cultivo para calcular la

reduccion de la concentracién de OTA (%). Los resultados se muestran en la
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Figura 8.7 - Reduccién de la concentracion de OTA (%) de A. carbonarius Ac 089
a los 3 y 6 dias de cultivo con diferentes concentraciones de L. plantarum B7 y L.

plantarum B31.

Bajo las condiciones experimentales se encontr6 un 100 % de reduccion de la

concentracion de OTA con una concentracion de 1x10° a 1x10% UFC/mL de L.

plantarum B7, en agar MRS al sexto y tercer dia de cultivo, respectivamente. Es

decir, no se observo produccion de OTA. En cambio, en agar MEGM, se estim6 un

100 % de la reduccion de la concentracion de OTA con la concentracion de 1x10°

UFC/mL de L. plantarum B7 y L. plantarum B31 tanto a los tres como a los seis dias

de cultivo, es decir, no se observo produccion de OTA. Estos resultados concuerdan

con lo obtenido en la Seccién 8.3.1, pues al no haber crecimiento de A. carbonarius
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Ac 089 en los medios de cultivo, no se observé produccion de OTA. En este caso,
el tratamiento del cultivo sin diluir fue suficiente para impedir que creciera el hongo
y evitar, por lo tanto, procesos de detoxificacion de OTA. No obstante, cuando se
usé una concentracion de 1x108 UFC/mL de cada cepa de BAL la reduccion de la
concentracion de OTA fue de més de 96 % al sexto dia de cultivo con L. plantarum
B7 y L. plantarum B31 en ambos medios (MRS y MEGM). Los datos mostrados
confirman que, un cultivo de BAL conformado tanto con células bacterianas como
por sus metabolitos presentan un mayor efecto inhibitorio al tener una mayor
concentracion de células al inicio del cultivo sobre la produccion de OTA (Adebo et

al., 2021).

Cabe destacar que L. plantarum B7 fue mas eficiente al reducir la concentracion de
OTA por A. carbonarius Ac 089 cuando se ensay6 en medio MEGM que en medio
MRS pues con las concentraciones de 1x10% y 1x107 UFC/mL la reduccion de la
concentracion de OTA se mantuvo por arriba de 99 % para el sexto dia en agar
MEGM; incluso con las células mas diluidas (1x10' UFC/mL) se redujo la
concentracion de OTA en mas del 68 %. Mientras que en medio MRS con las
concentraciones de 1x10%y 1x10° UFC/mL la reduccién de la concentracion de OTA
disminuy6 de 98 % a 25 % y 27 %, del tercer al sexto dia de cultivo y con las
concentraciones mas diluidas (1x10%, 1x10? y 1x10% UFC/mL) la reduccion de la

concentracion de OTA fue menor al 20 % en el sexto dia de cultivo ( ).
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En contraste, L. plantarum B31 se comporté de manera similar con respecto a la
reduccion de OTA por A. carbonarius Ac 089 en ambos medios (MRS y MEGM),
pues la reduccién de la produccién de OTA fue superior al 90 % con las
concentraciones de 1x10% a 1x10” UFC/mL y de 74 — 87 % con las concentraciones

de 1x10% y 1x10? UFC/mL, respectivamente, para el sexto dia de cultivo.

Las diferencias encontradas en los valores de inhibicion pueden deberse a la
composicion del medio de cultivo empleado. El MEGM es un medio de cultivo
elaborado a partir del germen de malta de cebada, de manera que proporciona
nutrientes como carbohidratos, aminoacidos libres, acidos grasos, asi como
minerales y vitaminas (Ortiz et al., 2021), todos estos elementos proporcionan a las
BAL las herramientas necesarias para crecer y producir metabolitos que pueden

estar involucrados en la actividad inhibitoria de la produccion de OTA.

En los casos donde se observan inhibiciones de crecimiento del hongo superiores
al 70 % ( ) y de reduccion de concentracion de OTA superior al 90 %
( ) puede ser debido a la competencia entre el hongo y las BAL por los
nutrientes para crecer y producir metabolitos primarios; la OTA, al ser un metabolito
secundario, se produce una vez que el hongo se ha desarrollado en el medio de
cultivo (Venkatesh & Keller, 2019). Ademas, se cree que las micotoxinas fungicas
se producen en condiciones ambientales desfavorables y que se puede detener su
produccion cuando el hongo se enfrenta a condiciones de competencia por la

disponibilidad de espacio y nutrientes (Sadiq et al., 2019).
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Por otra parte, en los casos donde no se observa inhibicion de crecimiento (

), pero si se observa una reduccion de la concentracion de OTA, podria
presentarse un mecanismo de detoxificacion de OTA relacionado con la capacidad
de las BAL para biotransformar o adsorber la OTA (Li et al., 2020; Luz et al., 2018);

sin embargo, se debe realizar un analisis distinto para comprobar esta teoria.

La biotransformacion de la OTA incluye mecanismos de hidroxilacion, glicosilacion,
esterificacion y decloracién; sin embargo, estos mecanismos han sido aun muy poco
estudiados (Li et al., 2020). Por otro lado, la biotransformacién puede incluir la
biodegradacion de la OTA a productos menos toxicos como la OTa. La OTA
consiste en una dihidroisocumarina clorada unida por un enlace amida a un grupo
7-carboxilo a la L-fenilalanina ( ) Esta molécula puede ser hidrolizada
mediante enzimas producidas por las BAL que cortan el enlace amida para generar,
por una parte, el metabolito inocuo OTa vy, por otra, la L-B-fenilalanina (Leitdo &
Enguita, 2021). Algunas enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar este enlace
son las proteasas y las peptidasas, estas Ultimas son enzimas hidroliticas que
actlan sobre enlaces peptidicos, liberando péptidos y aminoacidos de las cadenas

polipeptidicas (Li et al., 2020).

El primer reporte donde se intentd comprobar la capacidad de las BAL para
biodegradar la OTA lo realizaron Piotrowska & Zakowska (2000). Encontraron que,
después de 24 h de incubacién, la concentracion de OTA se redujo en un 37 % en

presencia de L. brevis, 50 % con L. sanfrancisco y 54 % con L. plantarum; sin
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embargo, no detectaron productos de biodegradacién, por lo que atribuyeron este

efecto a la adsorcion en la pared celular (Piotrowska & Zakowska, 2000).

Abrunhosa et al. (2014) fueron los primeros en describir la capacidad de las cepas
BAL para biodegradar la OTA, especificamente, usaron una cepa de Pediococcus
parvulus aislada de vino. Cuantificaron la tasa de conversién de OTA a OTa vy
encontraron que esta conversidon se daba en las primeras horas de cultivo con un
porcentaje de degradacion que varia del 50 al 90 % a las 6 y 19 h, respectivamente.
La cuantificacion de la OTA y la OTa se realizé6 por cromatografia de liquidos

acoplada a masas (LC-MS/MS) (Abrunhosa et al., 2014).

Luz et al. (2018) evaluaron la actividad proteolitica de diferentes BAL y su capacidad
de biodegradar la OTA. Las BAL que evidenciaron la mayor actividad proteolitica,
fueron cepas de L. delbrueckii, L. bulgaricus, L. paracasei y L. plantarum, mismas
que mostraron una alta capacidad de biodegradar la OTA. Los productos de
degradacion fueron analizados por LC-MS/MS con trampa de iones lineal (LC-
MS/MS-LIT) e identificaron a la OTa y la fenilalanina como principales productos de

la degradacion (Luz et al., 2018).

El segundo mecanismo de detoxificacion que podrian ejercer las BAL es la
adsorcion de OTA por moléculas ubicadas en su pared celular. Las BAL, al ser
bacterias Gram-positivas, contienen una capa gruesa de peptidoglicano

acompafnado de otros glicopolimeros que incluyen acidos teicoicos y proteinas
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(Palomino et al., 2023). Producen una proteasa de pared celular que puede ser la
responsable de la unién de moléculas como la OTA a la pared celular de las BAL
(Liu et al., 2022). En los ultimos afos se ha reportado que algunas BAL como L.
rhamnosus, L. amylovorus, L. plantarum y L. pentosus poseen la capacidad de ligar

toxinas a su pared celular (Liu et al., 2022).

En un estudio llevado a cabo por Luz et al. (2018) utilizaron suspensiones de 17
BAL por separado en concentraciones de 108 UFC/mL, cultivadas en MRS
contaminado con 0.6 ug/mL de OTA para evaluar la capacidad de adsorcién o
biodegradacion de OTA. Confirmaron, mediante LC-MS-LIT, la presencia de dos
fragmentos moleculares correspondientes a productos de degradacion de la OTA,
el ion con m/z = 256.1 que representa el peso molecular de la OTa y el fragmento
con m/z = 149.0 que representa la OTa con pérdida del grupo cumarinico (Luz et

al., 2018).

Indudablemente, un tratamiento preventivo con células BAL sin diluir es eficaz para
evitar el crecimiento de hongos ocratoxigénicos, en este caso, A. cabonarius Ac
089; sin embargo, un cultivo diluido de células BAL tendria la capacidad de
detoxificar la OTA. Se resalta la necesidad de evaluar la capacidad de las BAL aqui
estudiadas en un modelo alimenticio para ofrecer el mejor tratamiento preventivo o

de detoxificacion.
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8.3.4 Inhibicion de la produccién de ocratoxina A con el extracto libre de
células

Como ya se ha mencionado en las Secciones 8.3.1 y 8.3.3, la inhibiciéon del
crecimiento del hongo y la reduccién de la concentraciéon de OTA es multifactorial.
Por ello, se evalué el efecto del ELC de L. plantarum B7 y L. plantarum B31
cultivadas en el caldo MEGM sobre la produccion de OTA por A. carbonarius Ac
089. El experimento se desarrollé6 en agar MEGM y agar MRS bajo las mismas
condiciones aplicadas en la Seccioén 8.3.1. La cuantificacion de OTA se realiz6 a los
dias tres y seis de cultivo y se calcul6 la reduccién de la concentracion de OTA (%).

Los resultados se muestran en la

Tabla 8.3 - Reduccién de la concentraciéon de OTA (%) por A. carbonarius Ac 089 a
los 3 y 6 dias de cultivo con el extracto libre de células de L. plantarum B7 y L.
plantarum B31.

Reduccioén de la Reduccién de la
concentracion de OTA concentracién de OTA
Ensayo (ELC) en agar MRS (%) en agar MEGM (%)
Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6
L. plantarum B7 99.8+7.2 99.9+6.5 99.9+7 99.9+0.7
L. plantarum B31 99.7+4.3 99.9+1.4 99.9+2.6 99.9+5.1

Bajo las condiciones experimentales ensayadas, la reduccion de la concentracion
de OTA de A. carbonarius Ac 089 fue de mas del 99 % en todos los tratamientos,
con ambas bacterias en los dos medios de cultivo utilizados ( ). En cambio,
bajo las mismas condiciones, la inhibicion del crecimiento del hongo fue menor al
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50 % en todos los casos ( ). Este comportamiento resulta interesante pues
se observa que, al no existir células BAL en los tratamientos realizados en esta parte
del proyecto, se puede sugerir que los metabolitos producidos por ambas BAL
poseen un efecto mucho mayor contra la produccién de OTA que en contra el hongo
en si mismo. Por consiguiente, se piensa que ciertos metabolitos de las BAL podrian
tener la capacidad de detoxificar la OTA mediante mecanismos de

biotransformacion principalmente, como se ha explicado anteriormente.

Lo anterior concuerda con un estudio conducido por Guimarées et al. (2018) quienes
probaron ELC de L. plantarum UM55 y L. buchneri UTAD104 frente al crecimiento
radial de Penicillium nordicum y la produccién de OTA. El crecimiento radial del
hongo se inhibi6 en menos del 20 %, pero la produccion de OTA se redujo en
aproximadamente un 60 %. Caracterizaron los acidos organicos que contenia el
ELC de L. plantarum UM55 y encontraron acido lactico, acido fenillactico, acido
hidroxifenillactico y acido indollactico, mientras que el ELC de L. buchneri UTAD104
contenia acido acético, acido lactico y acido fenillactico. Ademas, evaluaron la
actividad inhibitoria de las células de las BAL. L. buchneri UTAD104 inhibio la
produccion de OTA por completo, pero el crecimiento de los hongos solo se inhibio

por completo con las concentraciones mas altas de células (Guimaraes et al., 2018).

Esto concuerda con los resultados obtenidos en la presente tesis, pues con las
concentraciones celulares de 1x10° UFC/mL se inhibi6 el 100 % del crecimiento del

hongo y, por ende, no hubo produccion de OTA ( y ).
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En otro estudio, Sheata et al. (2019) evaluaron la capacidad del ELC de una cepa
de Lactobacillus sp. RM1, aislada de leche fermentada tradicional egipcia (Rayeb),
de inhibir el crecimiento de algunas especies de Aspergillusy la produccion de AFB1
y OTA. Analizaron el ELC de la cepa e identificaron y cuantificaron siete compuestos
bioactivos: éster metilico del acido 6-octadecenoico (26 %), éster metilico del acido
hexadecanoico (7.6 %), 2,4-di-tert-butilfenol o 2,4-bis(1,1-dimetiletil) fenol (7 %), (Z)-
7-hexadecenal (5.9 %), pentadecano (4.1 %), dotriacontano (2.5 %) y 2-metildecano
(1.3 %). Se logré una inhibicion completa de la produccion de AFB1 y OTA con una
concentracion de ELC de 15 mg/mL en caldo extracto de levadura sacarosa (YES)
semisintético. Este mismo ELC fue usado en granos de trigo contaminados con A.
parasiticus y su crecimiento micelial se inhibi6 completamente después de dos

semanas de incubacion (Shehata et al., 2019).

Es importante determinar si algun metabolito producido por las BAL
(presumiblemente proteasas) es responsable de biodegradar la OTA; sin embargo,
en el presente estudio no se logré determinar con precision la presencia de algun
producto de biodegradacion de la OTA, por lo que seria interesante investigar a
profundidad esta hipétesis con las condiciones aqui realizadas, pues existen
muchos reportes que mencionan la capacidad de las BAL para biodegradar la OTA.
Cabe destacar que los resultados del presente trabajo son muy prometedores con
respecto a la reduccion de la concentracion de OTA por parte de A. carbonarius Ac
089 y que resultd ser mas efectivo el efecto del ELC que las concentraciones mas

diluidas de las BAL ( ). De esta forma, se atribuye el efecto inhibitorio a los
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metabolitos producidos por las BAL; sin embargo, es importante recordar que el
tratamiento con altas concentraciones celulares de BAL es muy efectivo contra el
crecimiento de A. carbonarius Ac 089, por consiguiente, contra la produccion de

OTA confirmando que esta accion se puede deber a un mecanismo sinérgico.

8.4 Adsorcién de micotoxinas por bacterias acido lacticas

8.4.1 Adsorcidon de micotoxinas por células viables

Con el fin de entender la capacidad de adsorcidén de las BAL sobre la OTA, se
realizaron experimentos para determinar si L. plantarum B7 y L. plantarum B31 eran
capaces de adsorber la OTA producida por A. carbonarius Ac 089. Ademas, se
pretendié evaluar el uso de las BAL aqui probadas sobre la detoxificacion de la
aflatoxina B1 que es otra de las micotoxinas existentes mas dafiinas para la salud

humana.

El ensayo consistié en poner en contacto a L. plantarum B7 y L. plantarum B31 con
la AFB1 y la OTA durante 4 dias. Se tomaron muestras a las 0, 6, 24 y 96 h de
cultivo. Se extrajo cada micotoxina tanto del pellet (células) y del sobrenadante
(ELC) para determinar la micotoxina ligada (%). Los resultados de la adsorcién de

la OTAy de la AFB1 se presentan en la
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Figura 8.8 - OTAy AFB1 ligada (%) en las células de L. plantarum B7 y L.
plantarum B31 a las 6, 24 y 96 h de cultivo.

Los resultados obtenidos muestran que ambas cepas de BAL, L. plantarum B7 y L.
plantarum B31, adsorbieron la OTA a 16 y 19 %, respectivamente a las 96 h de
cultivo; en cambio, para la AFB1 la adsorcion por ambas BAL fue del 8 % alas 96 h

de cultivo.

Las BAL usadas en este estudio mostraron una baja capacidad para adsorber la
AFB1. Existen diferentes factores que intervienen en el proceso de adsorcion como
lo son el tipo de cepa, la concentracién bacteriana, el periodo de incubacion, la
temperatura, el pH, la composicion del medio de cultivo, la concentracion de la
micotoxina ensayada, entre otros (Liu et al.,, 2022). Entre los factores mas

importantes a tomar en cuenta para que se lleva a cabo la adsorcion de la AFB1 por
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la BAL se encuentran las caracteristicas de los sitios de adhesion que la rodea y la

cantidad de bacterias presentes (Hernandez-Mendoza et al., 2009).

Existen algunos reportes que documentan la capacidad de adsorcién de AFB1 por
algunas BAL. Hernandez-Mendoza et al. (2009) probaron la capacidad de ocho
cepas de L. casei para unirse a la AFB1 en solucion acuosa. Las cepas exhibieron
diferentes grados de union a la aflatoxina; bajo sus condiciones experimentales la
mayor concentracion de AFB1 unida fue de 49.2 % con 2x10° - 3x10° UFC/mL.
Segun un estudio de Ramo et al. (2022), L. plantarum redujo en un 90 % el nivel de
AFB1 en una suspension de habas (Ramo et al., 2022). Finalmente, Zolfaghari et
al. (2023) mencionaron que las células bacterianas con pared celular lesionada o
destruida en comparacion con una completamente sana y sin sitios de unién, puede
revelar otros sitios de conexidon para la union de aflatoxinas a los compuestos de la
pared celular y la membrana plasmatica de las bacterias. Con base en esta
informacion, puede ser interesante explorar para futuras investigaciones el uso de
células bacterianas de BAL inactivas para evaluar su capacidad de adsorcion de

AFB1.

Por otra parte, se ha reportado que ciertas BAL presentan un mecanismo de
secuestro de la OTA en su pared celular, debido principalmente a la naturaleza
hidrofébica de la pared celular bacteriana y a las interacciones electrostaticas por
accion de componentes de la pared celular como el acido teicoico (Bangar et al.,

2022; Sadiq et al., 2019).
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En un estudio conducido por Luz et al. (2018) evaluaron la capacidad para distintas
BAL, entre ellas L. plantarum, para adsorber la OTA a distintos valores de pH. Estos
autores encontraron que a pH 6.5 las cepas mostraron una capacidad de adsorcion

de la OTA entre 32 y 45 ppb (Luz et al., 2018).

En un trabajo reciente, Simdes et al. (2023) evaluaron 14 cepas de BAL aisladas de
aceitunas de mesa brasilefias fermentadas naturalmente para la inhibicién del
crecimiento y produccion de micotoxinas de A. flavus, A. carbonarius, P. nordicumy
P. expansum. Las BAL analizadas mostraron capacidad de adsorcion de OTA de 28
a 33 %. Asimismo, evaluaron la capacidad de adsorcién de otras micotoxinas, la
patulina y la AFB1 con 23-24 % y 48-51 % de adsorcion, respectivamente (Simdes

et al., 2023).

Por otro lado, la capacidad de union de la OTA a las BAL parece estar
estrechamente relacionada con el estado de las células pues se ha reportado que
células no viables son capaces de adsorber mayor cantidad de la OTA que las

células viables (Abedi et al., 2022).

Abedi et al. (2022) evaluaron la capacidad de union y la estabilidad de la OTA en
cultivos viables y no viables de BAL usadas como cultivos iniciadores de masa
madre y cuantificaron la hidrofobicidad de la pared celular de las BAL. La capacidad
de adsorcion de OTA encontrada en las BAL fue de 39 a 53 % en células viables y

los valores de hidrofobicidad de las células viables oscilaron entre 35 — 40 % lo que
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corresponde a una baja hidrofobicidad en la superficie de la BAL viables. Por el
contrario, las células inactivadas fueron mas efectivas en la retencion de OTA (59 —
70 %), lo que se atribuyé a un aumento en los valores de hidrofobicidad de las
células que oscilaron entre 60 y 72 %. Este cambio en la disminucion de la OTA (%)
revela que el aumento en la hidrofobicidad en la superficie de las células inactivas

es responsable de la union de las micotoxinas (Abedi et al., 2022).

En este sentido, se llevaron a cabo ensayos para determinar si las células no viables

de BAL poseen la capacidad de secuestrar la OTA con mayor eficiencia.

8.4.2 Adsorcidon de micotoxinas por células no viables

Las BAL podrian disminuir la produccion de la OTA no solo en una fase de
crecimiento activo, sino también pueden contribuir a la descontaminaciéon por
adsorcidn como ocurre con la biomasa inactiva (Abedi et al., 2022). Se ha reportado
que la viabilidad de las células bacterianas tiene un impacto en su capacidad para
secuestrar OTA (Piotrowska, 2014) basada en los cambios en hidrofobicidad que
sufren las células cuando mueren. Las células de L. plantarum B7 y L. plantarum
B31 fueron sometidas a calor y sonicacién con el fin de obtener células no viables y

evaluar su capacidad de adsorber la OTA.

Desde el tiempo inicial de contacto de las células no viables de L. plantarum B7 y L.
plantarum B31 con la OTA, se recuper6 el 100 % de la micotoxina en las células

inactivas de cada cepa y se mantuvo asi durante las 96 h de contacto. Las BAL no
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viables analizadas en este estudio tuvieron una capacidad de secuestro de la OTA

de seis a nueve veces mayor que las células viables.

Una mayor unién de OTA por parte de células muertas en lugar de células vivas
puede ser propiciada por cambios en la pared celular bacteriana causados por altas
temperaturas. La desnaturalizacion de proteinas y la generacion de poros inducida
por altas temperaturas dan como resultado una mayor permeabilidad de las capas
externas ubicadas en la pared celular. De hecho, una gran cantidad de sitios activos
seran responsables de la adsorcion de compuestos que aumentan con la
desnaturalizacion y exponen el nucleo hidrofébico interno (Abedi et al., 2022). Se
ha reportado que cuando se producen niveles mas altos de sonoporacion
irreversible pueden causar la fuga de constituyentes celulares debido a la alteracion
fisica y/o la alternancia de la bicapa lipidica de la membrana celular, como
consecuencia de la muerte celular (Ojha et al., 2017). Ademas, cuando se aplica
ultrasonido, los radicales libres formados (OH y H) inducidos por la disociacién de
las moléculas de agua que promueven las burbujas cavitacionales pueden contribuir
a la modificacién quimica de la pared celular bacteriana (Zhu, 2015). Estas
perturbaciones de la pared celular bacteriana pueden facilitar la union de OTA a la
pared celular y al contenido de la membrana plasmatica que no estan disponibles

cuando la célula bacteriana esta viva (Abedi et al., 2022; Zhu, 2015).

Los resultados de la presente tesis demuestran que las células inactivadas de BAL

fueron mas efectivas en la eliminacién de OTA que las células activas, lo que revela
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Capitulo 8 | Resultados y discusion

que es probable que las propiedades hidrofébicas de la superficie podrian ser
responsables de la adhesién de las micotoxinas. En el caso de las células viables
el efecto de adsorcién fue menor, pero puede asociarse presumiblemente a la
presencia de los llamados bolsillos hidréfobos en la superficie de las células (Sheikh

etal., 2018).
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9 » Conclusiones

En el presente trabajo se investigo la capacidad de las cepas de BAL L. plantarum
B7 y L. plantarum B31 para inhibir el crecimiento y reducir la concentracion de
ocratoxina A (OTA) de A. carbonarius Ac 089. En una primera etapa se propuso un
nuevo modelo que describe adecuadamente la fase de crecimiento exponencial con
ensayos en un medio formulado con EGM. ElI modelo de Gompertz acoplado al
modelo de Luedeking-Piret describié adecuadamente el crecimiento de L. plantarum
B31. Se concluyo6 que la produccion del acido lactico esta principalmente asociada
al crecimiento de la biomasa. Se evalué el uso del medio con EGM para el
crecimiento de seis BAL para generar biomasa y metabolitos capaces de inhibir el
crecimiento de A. carbonarius Ac 089 asi como de reducir la concentracion de OTA.
De estas seis cepas de BAL, dos de ellas presentaron el mejor crecimiento en el
medio MEGM: L. plantarum B7 y L. plantarum B31. Dichas cepas fueron capaces
de inhibir al 100 % de crecimiento de A. carbonarius Ac 089 y de reducir la
concentracion de OTA con un cultivo iniciador de 1x10° UFC/mL, de manera que el
medio de cultivo no solo proporciond los nutrientes necesarios para hacer crecer a
las BAL, sino también para favorecer la inhibicién del crecimiento y disminuir la

concentracion de OTA de A. carbonarius AC 089.
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El ELC tanto de L. plantarum B7 como de L. plantarum B31, inhibi6 el crecimiento
de A. carbonarius Ac 089 entre un 30 y 40 %. En cambio, la disminucion de la
concentracion de OTA por A. carbonarius Ac 089 fue de mas del 99 % con el ELC
de L. plantarum B7 y el ELC de L. plantarum B31 en agar MEGM. Con base en los
resultados obtenidos se concluye que un cultivo de BAL es mas eficiente para inhibir
el crecimiento y reducir la concentracion de OTA cuando contiene tanto a las células
como a sus metabolitos, a una concentracion de 1x10° UFC/mL de L. plantarum B7
y/o L. plantarum B31 para lograr tanto la inhibicion completa de crecimiento de A.

carbonarius Ac 089 como la reduccion de OTA.

Se comprobd que L. plantarum B7 y L. plantarum B31 fueron capaces de adsorber
la OTA producida por A. carbonarius Ac 089 en un 100 % cuando se utilizaron las
células no viables, mientras que las células viables presentan una forma distinta de
detoxificacion, como la biotransformacion, aunque eso debe de ser corroborado

posteriormente.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que el
mecanismo empleado por las BAL para inhibir el crecimiento y la producciéon de OTA
por parte del hongo es de naturaleza multifactorial ya que involucra diferentes
mecanismos como la participacion de la pared celular de las BAL, la produccion de
metabolitos antifungicos y la competencia por nutrientes y espacio. Asi mismo,

mecanismos como la adsorcion y la biotransformacion de la OTA por células no

105



(apitulo 9 | Conclusiones

viables y viables de BAL se suman a los elementos responsables de la disminucion

de la concentracion de la OTA.

Los hallazgos obtenidos en este estudio pueden ser la base para plantear una
estrategia de biocontrol de hongos ocratoxigénicos mediante el uso de BAL
cultivadas en un medio formulado con EGM de manera amigable con el medio

ambiente.
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Anexo 1. Desarrollo del acoplamiento del modelo de Gompertz al modelo de
Luedeking-Piret.

A continuacion, se describe el desarrollo del acoplamiento del modelo de Gompertz
al modelo de Luedeking-Piret, usado en la seccion 7.6, el cual describe la relacion
entre el crecimiento microbiano y la formacion de productos (en este caso, acido

lactico).

El modelo de Gompertz se propone para modelar el crecimiento celular:

Ecuacion diferencial: Z—f =kXIn [Xmax] (1)
Solucion: X = Xmax exp(—bexp(—kt)) (2)
donde cuandot=0 X = Xo = Xmax exp(—Db) (3)

El modelo de Luedeking-Piret describe la formacién de producto asociado y no

asociado al crecimiento:

ap

ax
dt—(lz‘l‘ﬁX (4)

Integrando, obtenemos:
P=Po+a(X—Xo)+ ,Bfttht (5)
0

La ecuacion diferencial de Gompertz (1) nos da:

dx
dt

k In [X”;‘(ax]

X =
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Sustituyendo en la integral de la ecuacion 5, obtenemos:
f X dt = [ ] f [Xmax] (6)

Realizando un cambio de variable se sustituye:

= , X =Xmax U,dX = Xmax dU
Xmax

en la ecuacion 6, obtenemos:

f Xdt = — k] L i [Xmax o Xmax” In(U)

fttx de=- [szax] UOU lf((zjj) - OUO l:([l]])>

0

t
&xm=

[X max

| aiwy-tiwo) ™

definiendo la funcién logaritmo integral como:

li(U) _ fU ds

0 In(s) (8)

El logaritmo integral se calcula con herramientas como Mathematica, Matlab
o Maxima. En nuestro caso empleamos el software gratuito Maxima

(https://maxima.sourceforge.io) con la mayor precision posible. Asi resulta:

ft:X de=- [anlcax] <li (Xriz(ax) - (Xrilx))

Joxae=[5] (i () - 1 () ®
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Aplicando la ecuacion 9 en la 5 resulta:

P=Po+ a(X—Xo)+ [BX’"“"] [li ( Xo )— li( X )J (10)

k Xmax Xmax

Para la estimacion de los parametros se recurre a la siguiente metodologia:

1) Estimar los parametros de la solucion del modelo de Gompertz (2 'y 3) con
la subrutina Solver contenida en Excel

2) Realizar una regresion multilineal de las ecuaciones 10 y 11 con la

subrutina de regresion contenida en Excel, que son de la forma general

Y =A0+ A1 X1+ A2 X2
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Anexo 2. Curva de calibracion para la cuantificacion de OTA
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Figura A2.1 - Curva de calibracion para la cuantificacién de OTA con estandar de
OTA
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Anexo 3. Productos cientificos obtenidos de la tesis.
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2. Participaciones en congresos

Congreso e-Latin Food, 2020

o) e-Latin 0 28
% Foog Food ;cience,

R, scioy wruca Biotechnology & Safety Congress
11-13 NOVEMBER

MEXICAN ASSOCIATION OF FOOD SCIENCE
AWARDS THE PRESENT CERTIFICATE Tﬂ!

Dominguez-Gutiérrez, G.A., Gaime-Perraud, |, Saucedo-Castafieda, G.,
Rodriguez-Serrano, G. M

for the Poster Presentation of the work entitled Design of a low-cost culture medium for the growth of lactic acid
bacteria used as a potential biological control agent for the production of Ocratoxin A during the e-Latin Food
2020. 9th Food Science, Biotechnology and Safety Congress

= e B

Dr. Nicolas Oscar Soto Cruz Dr. Rosa Maria Rodriguez Jasso Dr. Ana Verénit{a Charles Rodriguez
President ot AMECA President ot the Organizing President ot the Scientitic Committee
Committee
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Congreso Internacional de Biociencias, 2021

La maesmia en Biociencias de la Universidad

Antonoma de Guerrero

Otorga la presente CONSTANCIA a los autores:

Dominguez-Gutiérrez, G.A., Gaime-Perraud, 1., Saucedo-Castaneda, G.,
Rodriguez-Serrano, G. M.

Del h’aba‘)io que lleva por titulo: Diseiio de un medio de cultivo de ban costo
para el crecimiento de bacterias acido lacticas empleadas COMO po’rmciaf

agente de control L‘rfeldgico de la pmducciéﬂ de Ocratoxina A

Por la PRESENTACION ORAL en las mesas de
f:r.a_bajcr

é En el ITI Congreso Internacional de Biociencias

N 4 Realizadn de forma viemmal del 13 al 15 de acenhes de 2021

mﬂmm [ha. Verbmica lraned Margnes Sanios
Pmndess dal erorosd srgeroador dal Coarond cyrgmraasedes clal 1T Crongrass:
M Congeen lnimmaccad de Biocesce Irssraciveal do Biccancan
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Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, 2023

| Sociedad Mesicana de
Boteclogia y Biaingerieria

/o \ U
CONGRESO NACIONAL Aniversario
DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

Genicmare 2023

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

EXTIENDE LA CONSTANCIA A:

Dominguez-Gutiérrez, G.A., Perraud-Gaime, |., Escalona-Buendia H., Durand, N., Champion Martinez E.|.,
Fernandez-Soto, R.R, Saucedo-Castafieda, G., Rodriguez-Serrano, G.

/

INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS CARBONARIUS Y LA PRODUCCION DE
OCRATOXINA A USANDO BACTERIAS ACIDO LACTICAS CULTIVADAS EN UN MEDIO OPTIMIZADO 1

\
\

Pl Por su participacion en la sesion de carteles con el trabajo: ]

P

Ixtapa Zihuatanejo, Gro, a 11 - 15 de septiembre del 2023

/ » 7 %/X Bl ieS) /

OMINA ROPRIGUEZ SANOJA :)_R._:L_IIS :LOBES CO—ER%_ DRA. BEATRIZ RUIZ VILLAFAN
SIDENTA MDN 2022-2024 PRESIDENTE DEL CONGRESO SECRETARIA MDPN 2022-2024
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AT\

Casa abierta al tiempo

ACTA DE DISERTACION PUBLICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00290

Matricula: 2173805717

-

inhibitoria y de

de ocratoxina A

Evaluacién de la capacidad

detoxificacidén de bacterias
acido lacticas sobre el

crecimiento de Aspergillus
carbonarius y la produccidn

- 7

" ™
VISO
y Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicéd a la
interesada el resultado de la evaluacidén y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
MT RANO DE LA PAZ
L DIREGTO T:MAS ESCOLARES
¥ Ak >

En la Ciudad de México, se presentaron a las 9:00 horas
del dia 28 del mes de noviembre del afic 2024 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. JESUS GERARDO SAUCEDO CASTANEDA
DR. HECTOR BERNARDO ESCALONA BUENDIA
DRA. GLORIA DIAZ RUIZ

DR. SERGIO ANDRES ALATQORRE SANTAMARIA

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacidén de la
Disertacién Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA

DE: GLORIA ANGELICA DOMINGUEZ GUTIERREZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autoénoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

APRDR AR,

V

DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS

/

W r N
PRESIDENTE

o udh o

BUENDIA

A il

DR HECTOR BERNARDO ESCALONA

L4eS
DR. JOS 1S GOMEZ OLIVARES DH JESUS GERARDO SAUCEDO
CASTANEDA
\ " N —t
- Y[ N -
VOCAL VOCAL SECRETARIO

DRA GLORIA DIAZ RUIZ




