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Resumen

Existen estudios que han demostrado el potencial antifungico de ciertas cepas de bacterias acido
lacticas (BAL) y su eficiente aplicacion para el control de estos contaminantes durante la
produccién y almacenamiento de alimentos. En consecuencia, el objetivo de este trabajo ha sido
evaluar la actividad antagonista de BAL sobre Penicillium sp. y Aspergillus sp., hongos
contaminantes aislados de granos de quinua Chenopodium quinua Willdenow. Se aislaron 40 cepas
de bacterias acido lacticas de alimentos fermentados de elaboracion artesanal (pickles, chicha,
suero lacteo y queso con cultivo lacteo) y de productos de marcas registradas con contenido de
cepas probidticas (kumis, capsulas de probioticos y fermento lactico) en agar Man, Rogosa y
Sharpe (MRS). A partir de granos de quinua provenientes de diferentes zonas de la provincia de
Chimborazo-Ecuador se obtuvieron 11 aislados de Penicillium y 4 de Aspergillus; una cepa del
hongo Penicillium y una cepa del hongo Aspergillus participaron en el ensayo de superposicion de
placas en agar Malta frente a 40 aislados de bacterias acido lacticas con potencial antifungico. El
22,5% de las bacterias acido lacticas aisladas demostraron una supresion media sobre Penicillium
sp., mientras que el 15% de las BAL evidenciaron una supresion media sobre Aspergillus sp. Las
bacterias acido lacticas aisladas a partir de pickles y suero lacteo mostraron una actividad
antifangica superior, capacidad que podria atribuirse a la produccion de metabolitos activos y a las
caracteristicas de la matriz donde se desarrollan.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas; Antagonismo; Aspergillus sp.; Penicillium sp.;
Chenopodium quinua Willdenow; Alimentos fermentados.

Abstract

There are studies that have demonstrated the antifungal potential of certain strains of lactic acid
bacteria (LAB) and their efficient application to control these contaminants during food production
and storage. Consequently, the objective of this work has been to evaluate the antagonistic activity
of BAL on Penicillium sp. and Aspergillus sp., contaminating fungi isolated from quinoa grains
Chenopodium quinua Willdenow. Forty strains of lactic acid bacteria were isolated from artisanal
fermented foods (pickles, chicha, whey, and cheese with dairy culture) and from trademarked
products containing probiotic strains (kumis, probiotic capsules, and lactic ferment) on agar. Man,

Rogosa and Sharpe (MRS). From quinoa grains from different areas of the province of
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Chimborazo-Ecuador, 11 isolates of Penicillium and 4 of Aspergillus were obtained; one strain of
Penicillium fungus and one strain of Aspergillus fungus participated in the Malta agar overlay plate
assay against 40 lactic acid bacteria isolates with antifungal potential. 22.5% of the isolated lactic
acid bacteria showed a medium suppression on Penicillium sp., while 15% of the LABs showed a
medium suppression on Aspergillus sp. Lactic acid bacteria isolated from pickles and whey showed
superior antifungal activity, a capacity that could be attributed to the production of active
metabolites and the characteristics of the matrix where they develop.

Keywords: Lactic acid bacteria; Antagonism; Aspergillus sp.; Penicillium sp.; Chenopodium

quinoa Willdenow; fermented foods.

Resumo

Existem estudos que tém demonstrado o potencial antifingico de certas cepas de bactérias lacticas
(BAL) e sua aplicagdo eficiente no controle desses contaminantes durante a produgdo e
armazenamento de alimentos. Consequentemente, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antagonista do BAL sobre Penicillium sp. e Aspergillus sp., fungos contaminantes isolados de
grdos de quinoa Chenopodium quinua Willdenow. Quarenta cepas de bactérias laticas foram
isoladas de alimentos fermentados artesanais (picles, chicha, soro de leite e queijo com cultura
lactea) e de produtos de marca registrada contendo cepas probioticas (kumis, capsulas probioticas
e fermento latico) em agar. Man, Rogosa e Sharpe (SRA). A partir de graos de quinoa de diferentes
areas da provincia de Chimborazo-Equador, foram obtidos 11 isolados de Penicillium e 4 de
Aspergillus; uma cepa do fungo Penicillium e uma cepa do fungo Aspergillus participaram do
ensaio em placa de sobreposicdo de agar Malta contra 40 isolados de bactérias laticas com potencial
antifangico. 22,5% das bactérias laticas isoladas apresentaram supressao média em Penicillium sp.,
enquanto 15% das LABs apresentaram supressdo média em Aspergillus sp. Bactérias laticas
isoladas de picles e soro de leite apresentaram atividade antifingica superior, capacidade que pode
ser atribuida a producao de metabdlitos ativos e as caracteristicas da matriz onde se desenvolvem.
Palavras-chave: Bactérias laticas; Antagonismo; Aspergillus sp.; Penicillium sp.; Chenopodium

quinoa Willdenow; alimentos fermentados.
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Introduccion

Los hongos son actualmente un problema para la industria alimentaria debido a su capacidad para
degradar los alimentos y producir micotoxinas (Saladino et al., 2016). La contaminacion por
hongos puede ocurrir en varias etapas durante el cultivo, la recoleccién, el transporte, el
almacenamiento y el procesamiento, lo que genera pérdidas econdmicas para el sector agricola 'y
posibles problemas de salud en el ganado y los seres humanos. El uso de antifangicos sintéticos ha
sido la forma méas comun de combatir a estos agentes contaminantes, pero su uso esta relacionado
con el desarrollo de resistencia a este tipo de plaguicidas, problemas ambientales debido a su alta
estabilidad, y efectos negativos sobre la salud humana por su toxicidad (Luz et al., 2020). Por otro
lado, los consumidores demandan cada vez mas la reduccion del uso de pesticidas sintéticos,
motivando la busqueda de nuevos métodos de control del deterioro de los alimentos que puedan
garantizar la seguridad alimentaria (Dallagnol et al., 2018).

Diferentes estudios han demostrado que muchas cepas de bacterias acido lacticas (BAL) tienen el
potencial para combatir la proliferacion de hongos en alimentos y materiales para piensos (Luz et
al., 2017). Las bacterias acido lacticas incluyen un grupo muy heterogéneo de microorganismos
cuya caracteristica principal es la produccion de acido lactico como producto final mayoritario de
la fermentacion de una variedad de azucares (Rodriguez et al., 2016). La Agencia Alimentaria
Americana (FDA) considera a las BAL como organismos GRAS (generalmente reconocidos como
seguras) y muchas especies poseen también el estatus de QPS (presuncion de seguridad calificada)
dado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Brodmann et al., 2017). Estas
caracteristicas y propiedades convierten a las bacterias acido lacticas en microorganismos con un
gran potencial para su uso en la bioconservacion.

Las bacterias del acido lactico son las procariotas mas poderosas en lo que respecta a potencial
antifangico; De Melo Pereira et al. (2015) indica que pueden producir una variedad de compuestos
con actividad antimicrobiana siendo la produccion de acidos organicos la principal caracteristica
que utilizan para competir con los organismos de deterioro, aunque se han demostrado varios otros
mecanismos (Siedler et al., 2019).

La quinua (Chenopodium quinoa Willdenow) es un pseudocereal de alto valor nutricional cultivado
tradicionalmente por las culturas andinas (Alandia et al., 2020), cuya produccion y consumo se ha
incrementado a nivel mundial en las Gltimas décadas (Gamboa et al., 2020). En este contexto, el

control de contaminantes a nivel de su produccion y almacenamiento resulta clave para promover
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un mejor nivel competitivo de los productores artesanales y/o microempresarios y garantizar la
seguridad alimentaria. Investigaciones como las realizadas por Pappier et al. (2008), Guarniz-
Benites & Valdez-Arana. (2019) y El Hazzam et al. (2020), han demostrado que Penicillium y
Aspergillus son los contaminantes mas frecuentes, por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la actividad antagonista in vitro de las bacterias acido l4cticas aisladas de
alimentos fermentados elaborados artesanalmente sobre Penicillium sp. y Aspergillus sp.

contaminantes de granos de quinua.

Material y métodos

Recoleccion de muestras

El estudio se realiz6 a partir de muestras de alimentos fermentados de elaboracién artesanal,
productos de marcas registradas con contenido de cepas probidticas, y muestras de granos de
quinua tomadas en la provincia de Chimborazo - Ecuador.

Quinua
Se recolectaron 3 diferentes muestras (9H14 Cp, 101 CI, 286 Gm), de 500 gramos de granos de
quinua de las instalaciones de “Fundacién Maquita” ubicada en la parroquia Calpi de la ciudad de

Riobamba.

Alimentos fermentados de elaboracion artesanal

De manera aséptica se realizo el muestreo de alimentos fermentados elaborados artesanalmente en
sitios tradicionales de la provincia de Chimborazo: se tom6 una muestra de 500 g de pickles
elaborados en un bar cafeteria (PK), 5 muestras de 100 mL de chicha tomadas de un restaurante
(CH), 5 muestras de 500 g de queso producido con cultivo lactico y comercializado en un
supermercado (QF), y 5 muestras de 100 mL suero lacteo procedente de una queseria (SL).

Las muestras fueron recolectadas en recipientes estériles y transportadas en cadena de frio hasta su

procesamiento en el laboratorio dentro de las 24 horas posteriores a la toma.
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Productos de marcas registradas conteniendo cepas probidticas
De forma aleatoria se seleccionaron 3 tipos de productos comerciales con etiquetado que sefiala el
contenido de probidticos: kumis (KU), capsulas de probidticos (SP) y fermento lactico (FL), que

se emplearon a modo de estandares practicos o controles positivos.

Aislamiento de BAL

Se trabajé con diluciones seriadas de base diez de las muestras de alimentos artesanales y de los
productos probidticos comerciales (10 — 10°), empleando agua de peptona al 0,1% como
diluyente. A continuacidn, se realizaron las siembras en superficie en placas de agar Man Rogosa
Sharpe (MRS) suplementado con cicloheximida, que se incubaron durante 48 horas a 37°C en
condiciones de capnofilia.

Las colonias con propiedades morfol6gicas macroscépicas tipicas de BAL fueron caracterizadas
mediante tincion Gram y pruebas de oxidasa y catalasa. Tras la confirmacion, las colonias
representativas se inocularon en Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubaron durante 8 horas a
37 °C, y posteriormente fueron subcultivadas en MRS agar, hasta su purificacion (Chen et al.,
2021).

Aislamiento de hongos

Aspergillus sp. y Penicillium sp. fueron aislados a partir de las muestras de quinua mediante
diluciones seriadas en base diez (10! — 107), utilizando agua de peptona al 0,1% como diluyente.
A continuacién, se realizaron las siembras en superficie en placas de Agar Papa Dextrosa (PDA)
suplementado con tetraciclina y se incubaron a 25°C durante 7 dias.

La caracterizacion de los aislados fungicos con rasgos tipicos de los generos Aspergillus y
Penicillium se realizé a través del analisis de la morfologia macroscépica y observacion
microscopica previa tincion con azul de lactofenol, para la posterior purificacion de las cepas

seleccionadas por el método de puncion en medio PDA (Solairaj et al., 2020).

Cinética de crecimiento de hongos y conteo de esporas
Se tomaron muestras de 6 mm de diametro de cada cultivo fangico purificado y se transfirieron

hacia los pozos centrales de placas estériles de agar PDA que fueron incubadas a 25°C. Se
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monitored el crecimiento de los hongos midiendo el didmetro de las colonias durante 7 dias
consecutivos cada 24 horas.
A partir de cultivos de 5 dias obtenidos mediante siembra en agar inclinado se formaron
suspensiones de esporas con solucion salina con Tween 80 al 0,1%, que fueron diluidas (1:100) y
analizadas en la camara de Neubauer hasta obtener una concentracion alrededor de 10° cel/mL
(Garcia Torres et al., 2019).

Ensayo de antagonismo in vitro de las BAL

Se transfirié 1mL del cultivo obtenido por suspension de una asada de cada BAL purificada en 100
mL de caldo MRS estéril. Utilizando este indculo se trazaron con asa de 10 pL 2 lineas paralelas,
separadas 2 cm en la superficie del medio MRSy, transcurrido el tiempo de incubacion de las BAL,
se depositaron 10 mL de agar semis6lido compuesto por bacto agar 0.7%) y extracto de malta, con
una concentracion de 10* esporas de hongos/ mL, habiéndose incubado en aerobiosis por 48 horas
a 25 °C. Se utiliz6 tebuconazol como control positivo en una concentracién de 1mg/mL (Ben
Taheur et al., 2019).

La actividad antifingica se midid relacionando el area del crecimiento inhibido por las estrias de
inoculacidn al area total de la placa Petri (Magnusson et al., 2003; Rouxel et al., 2020).

Los resultados del ensayo de antagonismo fueron tratados estadisticamente mediante un analisis de
varianza para determinar las diferencias significativas de los porcentajes de inhibicion obtenidos

entre muestras.

Resultados

Caracteristicas de las bacterias acido lacticas aisladas a partir de alimentos
fermentados de elaboracion artesanal y productos de marcas registradas conteniendo
cepas probidticas

Se recuperaron un total de cuarenta aislados de BAL a partir de los productos de marcas registradas
con contenido de cepas probioticas y de alimentos fermentados de elaboracion artesanal, 5 aislados
procedentes de pickles, 7 de chicha, 12 de queso fresco con cultivo lactico, 6 de suero de leche y
10 de productos de marcas registradas con contenido de cepas probidticas. Las BAL se

caracterizaron macroscopicamente como colonias de color blanco de aspecto cremoso brillante,
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consistencia suave, superficie lisa con forma elevada convexa, de tamafio variable y halo lenticular,
resultados que corresponden a las caracteristicas morfoldgicas tipicas de BAL aisladas a partir de
leche de vaca reportadas en los trabajos de Devi et al. (2013) e Ismail et al. (2018).

La caracterizacion fenotipica de los aislados de BAL, arrojo un total de 14 cocos, 22 bacilos cortos
y 4 bacilos largos Gram positivos, catalasa y oxidasa negativos, lo que indica que las BAL son
tolerantes y adaptables al medio de cultivo acido y carece de estas enzimas y citocromos

dependientes del grupo hemo (Feng & Wang, 2020).

Morfologia y cinética de crecimiento de los hongos contaminantes

A partir de los granos de quinua se aislaron como hongos contaminantes Aspergillus y Penicillium.
Fueron identificados cuatro aislados de Aspergillus sp, que presentaron un micelio amarillo con
colonias de bordes blancos, reverso verde, de apariencia algodonosa, sin presencia de exudacion,
con hifas hialinas ramificadas en forma de pincel y produccién de conidios esféricos, cuyas
caracteristicas concuerdan con lo descrito por Samson et al. (2014) y Mirabile et al. (2019) al aislar
hongos de alimentos para ganado. Once aislados correspondieron al género Penicillium, fueron
identificadas fenotipicamente por su micelio verde, de aspecto pulverulento, colonias con bordes
blancos, presencia de exudacion y un reverso amarillo, ademéas de conidiéforos monoverticilado
asimétrico, métula, fialide, conidios lisos y globosos (Visagie et al., 2014).

La cinética de crecimiento fangica alcanzé la fase exponencial al tercer dia, obteniéndose una
variacion del tamafio de la colonia, de 0,9 cm a 4,3 cm de diametro en el caso de Penicillium sp, y
0,95 cm a 2,65 cm de diametro para Aspergillus sp. Las mediciones permitieron verificar el
crecimiento de la biomasa y una mayor esporulacion de los hongos al séptimo dia, cuya relacién
se evidencia en el aumento ordenado de los componentes celulares en condiciones 6ptimas (Coton
et al., 2020) (Oliveira et al., 2019).

Poblacion de bacterias acido lacticas aisladas segun su origen

El analisis de correspondencia que se presenta en la Figura 1 asocia las concentraciones de BAL
(UFC/mL o UFC/g) y su procedencia, evidenciando que los pickles y chicha fueron los alimentos
fermentados que representan una mayor carga microbiana de BAL, lo que se atribuye a la
naturaleza de su matriz, constituida por varias verduras y maiz respectivamente. (Manini et al.,
2016) .
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PK, pickles; CH, chicha; QF, queso con cultivo lactico: SL, suero lacteo; KU, kumis; SP, probidticos en polvo para suspension; FL, fermento lactico.

Figura 1: Anélisis de correspondencia de las bacterias acido lacticas aisladas segln su origen

Antagonismo de las bacterias acido lacticas aisladas sobre los hongos contaminantes
de la quinua

La Figura 2 relaciona los porcentajes de inhibicién del crecimiento fngico por los aislados BAL,
con datos provenientes del ensayo de antagonismo in vitro, evidenciandose notoriamente un mayor

porcentaje de inhibicion por las BAL aisladas de pickles y suero lacteo.
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PK, pickles; CH. chicha: QF, queso con cultivo lactico; SL, suero lacteo; KU, kumis; SP, probiéticos en polvo para suspension; FL, fermento lactico. * Se empleo tebuconazol como control positivo.

Figura 2: Inhibicion del crecimiento fingico por aislados de BAL

Tomando como referencia una escala de inhibicion de tres niveles: supresion fuerte, mayor o igual
al 75% (+++), supresién media, del 50 al 74% (++), y supresion débil, menor al 50% (+), el grafico
2 muestra la capacidad de inhibicién de las diferentes cepas de BAL aisladas frente a Penicillium
sp. y Aspergillus sp., destacando la supresion media obtenida por 9 de las 40 cepas BAL aisladas
(22,5%) sobre Penicillium sp. y 6 de las 40 cepas BAL aisladas (15%) sobre Aspergillus sp.

La Tabla 1 determina la localizacion central y dispersion de los porcentajes de inhibicion, donde
se muestra que el promedio de inhibicion de las BAL fue mayor (29.37%) con relacion al control
positivo en su concentracion minima inhibitoria, indicando que las BAL se sobreponen en 48 y 49
unidades para Aspergillus sp. y Penicillium sp., respectivamente.
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Figura 3: Analisis univariante de los porcentajes de inhibicidn sobre Penicillium sp. y Aspergillus sp.

CONTROL CONTROL
MEDID % % POSITIVO DE POSITIVO DE
A INHIBICION INHIBICION  TEBUCONAZOL TEBUCONAZO
Penicillium Aspergillus PARA Penicillum L PARA
sp. Aspergillus sp.
MINIM
0,00 0,00 8,00 10,00
O
1ER
CUARTI 9,50 20,75 8,00 10,00
L
MEDIA
24,00 30,50 14,00 12,00
NA
MEDIA 29,00 29,75 11,43 11,80
3ER
CUARTI 50,00 39,25 14,00 14,00
L
MAXIM
o 63,00 62,00 14,00 14,00

Mediante el tratamiento estadistico de los datos obtenidos a través de la prueba de Kolmogorov
Smirnov, se determinaron los porcentajes de inhibicion para Penicillium y Aspergillus siguen una
distribucion normal, donde el valor p (0.143 y 0.200) fue mayor al nivel de significancia (0.05) y
se concluye que se rechaza la hip6tesis nula.

La evaluacion estadistica por medio de la prueba ANOVA (andlisis de varianza), determind que
existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores promedio de las zonas de
inhibicion con un alfa de 0.05 y por lo tanto se rechaza la no existencia de actividad antifingica de
los aislados de BAL (Tabla 2). Lo anterior se concluyo comparando el valor critico de F (2,42) y

los F calculados.
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Figura 4: Resultados del ANOVA

Suma de Media )
gl . F Sig
cuadrados cuadratica
3 Entre grupos 1,133 6 0,189 11,572 0,000
INHIBICION
Dentro de
SOBRE 0,538 33 0,016
o grupos
Penicillium
Total 1,671 39
i Entre grupos 0,788 6 0,131 12,862 0,000
INHIBICION
Dentro de
SOBRE 0,337 33
) grupos
Aspergillus
Total 1,125 39 0,010

La aplicacion de un analisis de varianza permitio demostrar las diferencias significativas del
porcentaje de inhibicion entre muestras, obteniendose un valor p de 0.00 que indica que al menos

uno de los porcentajes de inhibicion entre muestras es diferente.

Discusion

Anélisis de correspondencia de las bacterias acido lacticas aisladas segun el tipo de
fuente

Los resultados que se muestran en la figura 1 guardan relacion con el trabajo de Asurmendi et al.
(2014) donde se obtuvo un alto recuento de BAL en granos de cerveza (108UFC/g), en este
contexto, Lind et al. (2005) y Pelikanova et al. (2011) sefialan que estos microorganismos se
desarrollan con mayor naturalidad en nichos donde no estan sometidos a un tratamiento de estrés
celular, permitiendo una mayor produccion de metabolitos activos mediante la fermentacién de
sustratos como proteinas, carbohidratos, fibra, fosfolipidos, acidos grasos esenciales, etc.

El bajo recuento de BAL aisladas a partir de productos de marcas registradas que contienen cepas
probidticas, podria deberse a la perturbacién causada por procesos como la liofilizacién y
microencapsulacién, lo que reduce la viabilidad y actividad microbiana (Ray, 2016),
adicionalmente podria atribuirse a condiciones de almacenamiento del producto, tales como tiempo

y temperatura.
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Antagonismo de las bacterias acido lacticas aisladas sobre los hongos contaminantes
de la quinua

Los hongos filamentosos causan deterioro en la mayoria de cereales y pseudocereales, generando
problemas durante las etapas de procesamiento por su capacidad invasiva y produccion de
sustancias toxicas para el ser humano (Carillo et al., 2006).

La investigacion de Siedler et al. (2019) sobre BAL aisladas de germen de trigo y productos lacteos
sefiala que los metabolitos activos contra hongos son péptidos antifingicos, siendo el péptido Lf
(1-11) atil contra Aspergillus fumigatus, conjuntamente las BAL aisladas de alimentos fermentados
tienen una mayor accion antimicrobiana. Se destaca que la actividad antifungica de la cepa L.
plantarum aislada de frutas y verduras contra géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Geotrichum, Mucor y Trichoderma, se debe a la capacidad de producir &cidos organicos tales como
acido fenilactico, 4-hidroxi-feniléctico, acido benzoico, &cido propionico y &cido acético (Cheong
et al., 2014), cuyo mecanismo de accion es alterar la membrana fungica con pérdida del transporte
activo de nutrientes y disminucion del pH a nivel citoplasmatico, lo que impide las reacciones
metabolicas (Oliveira et al., 2014).

De acuerdo con Crowley et al. (2013), la capacidad antifungica y la viabilidad de las BAL estan
relacionadas con las caracteristicas genéticas y la naturaleza de la matriz donde se desarrollan,
siendo un cuenco nativo el que permite la producién de metabolitos con mayor rendimiento
antifangico, ademas, Mariam et al. (2014) mencionan que la capacidad antimicrobiana varia de
acuerdo a la tasa de crecimiento de las BAL y a la velocidad de difusion de los metabolitos activos
en el medio, lo que explicaria el mayor porcentaje de inhibicion dado por las cepas BAL aisladas
de pickles y productos lacteos frente a las cepas aisladas de productos de marcas registradas con
contenido de cepas probidticas cuya lenta difusion de metabolitos activos se otorga a la exposicion

de procesos de estres celular y pausado crecimiento.

Conclusién
Las bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de alimentos fermentados de elaboracion artesanal y
de productos de marcas registradas con contenido de cepas probidticas mostraron diferentes grados

de actividad antago6nica contra hongos de los géneros Penicillium y Aspergillus.
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Las cepas de BAL aisladas a partir de pickles y suero lacteo presentaron la mayor capacidad

inhibitoria, que fue evaluada como una supresion media del crecimiento fungal y podria atribuirse

a la produccion de metabolitos activos y a las caracteristicas de la matriz donde se desarrollan,

evidenciado el potencial antifungico y la oportunidad promisoria para ser empleados como

biopreservantes durante el almacenamiento de los granos de quinua.
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