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1 INTRODUCCION

Este trabajo se desarrollé dentro de la linea de hongos toxigénicos del grupo de Bacterias
Acido Lacticas de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP. Como objetivo central se
busco estudiar el efecto antifiingico del kefir sobre hongos cuya contaminacion y/o toxinas
son comunes en alimentos, tanto para humanos como animales; por lo cual se eligio
Fusarium graminearum, Aspergillus flavus y A. parasiticus y la aflatoxina B;. En primera
instancia se estudid la actividad antifungica de los microorganismos y de los
sobrenadantes libres de células obtenidos de la fermentacion de diferentes sustratos (leche
y permeado de suero) con granulos de kefir, y se comparé con la inhibicion generada por
acidos organicos puros. Ademas de la inhibicion fungica, se busco determinar si la
presencia de dosis sub-letales podria ejercer un cambio en la produccion de micotoxinas
en los hongos tanto en medios de cultivo como alimento para aves. Dado que el objetivo
de esta linea de investigacion es aportar a la proteccion de los alimentos y los
consumidores contra la contaminacion fingica, sean animales o humanos, también se
estudio la capacidad protectora de los microorganismos del kefir sobre las lineas celulares
Caco2-TC7 y HepG2, en presencia de aflatoxina B;. Los estudios fueron realizados en tres
instancias. Se hicieron experimentos en medios de cultivo para hongos donde se
determinaron las concentraciones fungicidas minimas, o el efecto producido sobre la
germinacion de conidios, la fase de latencia y la tasa de crecimiento. También se hicieron
estudios de la capacidad protectora del kefir aplicado en alimento para aves contra la
contaminacion fungica y en lineas celulares contra la presencia de aflatoxina B;. Con base
en estos objetivos, se desarrollara a continuacion una introduccion que abarca las
generalidades de los hongos toxicogénicos, algunas técnicas de inhibicion flngica
aplicadas comercialmente, la actividad antifungica de los acidos organicos, las BAL y el
kefir, y por ultimo, algunos aspectos sobre el permeado de suero, sustrato empleado

ampliamente en esta investigacion.

1.1 Hongos filamentosos y micotoxinas de los alimentos

Las micotoxinas son metabolitos filngicos que representan la categoria mas importante de
toxinas naturales en relacion con la salud humana y el impacto econéomico que producen
(Cole y Cox., 1981; Ciegler y col., 1981; IARC, 2002; Pit y Hocking, 2009). De acuerdo a

su naturaleza bioquimica tienen efecto toxico de tipo carcinogénico, teratogénico,
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mutagénico, estrogénico, neurotoxico o inmunotéxico sobre la salud (McKean y col.,
2006). En general las micotoxinas se producen a temperaturas 6ptimas entre 25 y 32°C,
contenido de humedad en el grano superior al 12% pero inferior al 16% y a una humedad
relativa de 85% (Williams y col., 2004; Strosnider y col., 2006).

Tanto en Argentina como a nivel mundial, Fusarium graminearum es el principal agente
causal de la fusariosis de la espiga o scab que afecta principalmente al trigo (Goswami y
Kistlerm 2004) y a la cebada, como también al sorgo y el mijo, entre otros, causando
grandes pérdidas economicas debido a la reduccion del rendimiento y calidad de los
granos (Parry y col., 1995; Lidell, 2003; Pirgozilev y col., 2003). Esta especie produce
ademas micotoxinas como zearalenona y tricotecenos como el deoxinivalenol (DON).
DON es un inhibidor potente de la sintesis de proteinas y por lo tanto representa riesgos
tanto para la salud humana como animal (Desjardins y col., 1993; Paulitz, 1999). Las
toxinas de Fusarium se pueden producir en campo (Xu y Berrie, 2005) o durante el
almacenamiento de los granos.

Otras de las micotoxinas, las aflatoxinas (AFs), representan un grupo de compuestos
derivados de la difuranocumarina sintetizados durante el metabolismo secundario de
hongos pertenecientes a diferentes especies de Aspergillus como son A. flavus, A.
parasiticus, A. nomius, A. pseudotamarii, A. bombycis, A. ochraceus y A. australis. La
mayor proporcion de aflatoxinas determinadas en alimentos alrededor del mundo
provienen de A4. flavus y A. parasiticus (IARC, 2002, 2006, 2012). Las principales AFs
son AFB,;, AFB,, AFG; y AFG,, siendo AFB; uno de los agentes genotoxicos y hepato-
carcinogénicos mas potentes (Busby y Wogan, 1984; Sharma y Salunkhe, 1991; Miller y
Trenholm, 1994; Wang y col., 1998). Las aflatoxinas estan clasificadas en el grupo 1 de
agentes carcinogénicos para humanos, los cuales se definen como aquellos capaces de
aumentar la incidencia de neoplasmas malignos, reducir su latencia o aumentar su
severidad o multiplicidad (IARC 2006, 2012).

La dieta cotidiana es la primera fuente no ocupacional de exposicion humana a las
aflatoxinas las cuales se encuentran en una gran variedad de productos agricolas pero
principalmente en maiz, mani, semillas de algodon y nueces (IARC, 2012). Ademas de los
productos que se contaminan durante su cultivo, las aflatoxinas también estan presentes en
carne, huevos y leche de animales de granja alimentados con productos contaminados con
aflatoxinas (Strosnider y col., 2006; Bennet y Klich, 2003; Fink-Gremmels, 1999). La
exposicion dietaria y la infeccion cronica con el virus de la hepatitis B (HBV) y C (HBC)

son las causas principales de hepatocarcinoma (HCC) en las regiones de mayor riesgo, las
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cuales incluyen el Africa sub-Sahariana, Asia oriental y partes de sur América,
concentrandose el mayor riesgo en los paises localizados entre los 40° Norte y 40° Sur del
ecuador. Ademas, la incidencia de ambos factores es mayor en zonas rurales que urbanas
(Williams y col., 2004; Wild y Hall, 2000; Oyagbemi y col. 2010; Kew, 2013; Qui y col.,
2015). Aproximadamente el 80% de la totalidad de individuos expuestos a las aflatoxinas
viven en estas regiones, y la mitad de estos son habitantes del Africa sub-Sahariana. Se
estima que mas del 25% de las cosechas mundiales estan contaminadas con micotoxinas
(Strosnider y col., 2006). La concentracion maxima de aflatoxinas permitida en alimentos
para humanos varia entre los paises entre 4 y 30 ppb (Williams y col., 2004). La Comision
Europea ha establecido un limite de 5 mg/kg para aflatoxina B; y de 10 mg/kg para
aflatoxinas totales (sumatoria de aflatoxinas B, B., G; y Gy) para el maiz que va a ser
clasificado o que va a sufrir otros tratamientos fisicos antes de ser consumido por
humanos o empleado como ingrediente en productos comestibles (EC, 2010).

De acuerdo a la forma de ingesta se presentan dos formas de intoxicacion. La primera es la
aguda que causa dano directo sobre el higado con la consiguiente enfermedad y muerte y
el segundo es la exposicion cronica asociada al desarrollo de carcinoma hepatocelular
(HCC) (Williams y col. 2004; Liu y col. 2010), la cual se asocia también a la hepatitis
cronica (Qui y col., 2015).

Entre los factores ambientales mas importantes que influyen sobre el crecimiento de los
hongos y la produccion de micotoxinas se encuentran la temperatura y la actividad acuosa.
Los hongos toxicogénicos presentan diferentes requerimientos en lo que respecta a la
temperatura Optima asi como para valores de actividad acuosa que resultan limitantes para
su desarrollo y para la biosintesis de las toxinas. En muchos casos la produccion de la
toxina ocurre en un rango de actividad acuosa mas alta que las requeridas para el
crecimiento del hongo y en un rango de temperatura mas estrecho (Magan y Lacey, 1984).
Los limites para el crecimiento de 4. flavus se han definido previamente. 4. flavus es
capaz de crecer entre 10-12 °C y 43-48 °C, con una temperatura optima alrededor de 33
°C (Pitt y Hocking, 2009). La a,, minima para su crecimiento es alrededor de 0,82 a 25 °C,
0,81 a 30 °Cy0,80a 37 °C (Pitt y Miscamble, 1995). Su crecimiento puede tener lugar en
el rango de pH de 2 a 11, entre 25 y 37 °C, con un crecimiento Optimo en un rango amplio
de pH entre 3,4 y 10 (Wheeler y col., 1991), mientras que la produccion optima de
aflatoxinas tiene lugar a una actividad acuosa de 0,99; es decir, a la ay, de los granos o

nueces frescos (ICMSF, 1996; Gqaleni y col., 1997).
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Los rangos de temperatura, pH descritas para el crecimiento de A. parasiticus son
similares a las de 4. flavus. El rango de temperatura de crecimiento para A. parasiticus se
ha descrito con algunas variaciones entre diferentes autores. Esta en el rango de 12 a 42°C
(ICMSF, 1996); 10 a 45°C (Santos, 1995), 6 a 45°C (Lacey, 1989) y la temperatura
optima esta alrededor de 32°C (Santos, 1995; ICMSF, 1996) 6 35-37°C (Lacey, 1989). El
rango de temperatura para la produccion de micotoxinas va de 11 a 35°C (Santos, 1995) 6
12 a 40°C (ICMSF, 1996), segun los autores citados, siendo la temperatura Optima de
22°C (Santos, 1995) 6 25°C (ICMSF, 1996). Este hongo crece en un rango de pH entre 2 y
8 (Soriano del Castillo, 2007) 6 2 y 11 (ICMSF, 1996), siendo el pH optimo cercano a 5-6
(ICMSF, 1996; Soriano del Castillo, 2007). La a, optima para su crecimiento es de 0,99
(ICMSF, 1996; Soriano del Castillo, 2007) y la ay oOptima para la produccion de
aflatoxinas se ha descrito a 0,95 (ICMSF, 1996) y a 0,99 (Moss, 1991). Segun Hill y col.,
1985, las condiciones Optimas para la produccion de aflatoxinas para A. parasiticus y A.
Sflavus tienen lugar a 33°C de incubacién con una a, de 0,99, mientras que para el
crecimiento son 35°C y una ay de 0,95. En un estudio reciente se modelo el efecto de la
temperatura (1040 °C) y a,, (0,80—0,98), en dos medios de cultivo (Agar Czapek extracto
de levadura y agar extracto de maiz) sobre la tasa de crecimiento y los limites de
crecimiento de tres cepas de A. flavus aisladas de maiz en Argentina. EI modelo definido
permitié establecer las temperaturas de almacenamiento requeridas para un mes de
almacenamiento de acuerdo a la ay del maiz. Se requiere una temperatura inferior a los
15°C y a los 27 °C para maiz humedo (ay 0,90) y maiz seco (ay 0,80) respectivamente;
mientras que no es necesario establecer un valor minimo si la ay es inferior a

0,77 (Astoreca y col., 2012)

Las aflatoxinas constituyen un peligro especial particularmente en los cereales que
constituyen la base de la dieta en muchos paises en via de desarrollo y la ingesta de
aflatoxinas en el rango de nanogramos a microgramos por dia se da principalmente a
través del consumo de cereales y semillas como el maiz y el mani (IARC, 1993, 2002).
Otros alimentos con concentraciones elevadas de carbohidratos y acidos grasos, tales
como el coco y el mani, favorecen la produccion de aflatoxinas (Soriano del Castillo,
2007), que ocurre poco después de la infeccion de los granos a temperatura ambiente. Se
ha reportado una gran variacion de la contaminacion fingica transmitida por insectos,
entre los granos de una misma planta y entre las plantas de un mismo cultivo (Carrillo,

2003). Aun cuando la contaminacion con AFB; es mayor en los paises tropicales que en
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las zonas templadas del planeta, dada la globalizacion del consumo de los alimentos, no

existe alguna region del planeta libre de aflatoxinas (IARC, 2002).

1.2 Mecanismo de accion de las aflatoxinas

Antes de describir el mecanismo de accién de las aflatoxinas, es importante destacar que
aun cuando los alimentos posean niveles de contaminacion relativamente bajos, su ingesta
puede causar danos profundos en la salud cuando se consumen en grandes cantidades o
durante largos periodos de tiempo (Kew, 2013). La exposicion a las aflatoxinas comienza
en el ttero como resultado de la transmision de toxinas a través de la placenta (Wild y col.,
1992), contintia en el periodo pos-natal con la alimentacion materna (Wild y col., 1987), y
a través de la vida con la exposicion cronica a estas y al virus de la hepatitis (Oyagbemi y
col.,, 2010; Leong y col., 2012; Qui y col., 2015). La susceptibilidad a las aflatoxinas es
mayor en los nifios teniendo lugar hasta 5 millones anuales de muertes infantiles (por
debajo de la edad de 5 afos) atribuibles a la exposicion a aflatoxinas en paises en vias de
desarrollo (Wild y col., 1987; Williams y col., 2004). Ademas, cabe senalar que las
aflatoxinas son hepatocarcindogenos potentes en primates no humanos, roedores, peces y
aves (Wogan y col., 2012).

Dada la alta liposolubilidad de la aflatoxina B, cuando ingresa en la ingesta es absorbida
en el tracto gastrointestinal y es transportada por los globulos rojos y las proteinas

plasmaticas hasta el higado, mayoritariamente por via portal (Figura 1.1)
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La toxicidad y carcinogenicidad de AFB; se atribuye a que una vez absorbida se concentra
en el higado donde es metabolizada por las enzimas microsomales de la familia del
citocromo p450 (CYP) mediante mecanismos de hidroxilacion, hidratacion, dimetilacion y
epoxidacion del anillo furano terminal dando lugar a la formacion de dos intermediarios;
uno altamente reactivo, exo-expoxido-AFB; (capaz de unirse a las proteinas, a los acidos
ribonucleico y desoxirribonucleico y reaccionar con el gen supresor de tumores p53 y otro
menos reactivo endo-epoxido-AFB,; (AFBO). La mutacion del gen supresor de tumores
P53 (codon 249° -exon 7) contribuye significativamente a la replicacion del ADN mutado
y en consecuencia al desarrollo tumoral. El gen x del HBV (HBx) es el marco de lectura
abierta mas comun integrado en el genoma hospedero en el carcinoma hepatocelular y
ademas, el HBx integrado muta con frecuencia en dicho carcinoma. Las proteinas
mutantes provenientes de HBx conservan su habilidad de unirse a p53 por lo cual el dafio
se acentua al atenuarse la reparacion del ADN y la apoptosis mediada por p53 (Oyagbemi
y col., 2010). CYP3A4, 3A5, 3A7 y 1A2 son las enzimas envueltas en el metabolismo de
las aflatoxinas. Esta conversion enzimatica tiene lugar por la funcion oxidasa microsomal
(FOM) que esta presente principalmente en el higado pero probablemente también en
pulmones, rifiones y otros tejidos. Se ha identificado polimorfismo de la region promotora
de CYP3AS lo cual se ha asociado a la variacion en la concentracion de biomarcadores,
sugiriendo que la variacion individual podria influenciar la sensibilidad a la aflatoxina. De
otro lado, dado que la aflatoxina puede cruzar la placenta, se ha considerado el papel que
cumple en la activacion de AFBO por parte de CYP3A7, una CYP predominante en el
higado del feto humano (Degen y col., 1978; Bressac y col., 1991; Hendrickse, 1991; Hsu
y col., 1991; Massey y col., 1995; Wang y Groopman, 1999; Moss, 2002; Wild y Turner,
2002; Kensler y col., 2003; Sudakin, 2003; Kamdem y col., 2006).

Se ha demostrado que en pollos, los microsomas poseen actividad enzimatica de CYP1AI,
CYP1A2, CYP2A6 y CYP3A4 y que la actividad enzimatica de CYP1Al y CYP2AG6 se
relaciona con la bioactivacion de AFB, en AFBO (Diaz y col., 2010).

El epdxido-AFB; es un producto inestable que forma ligandos o aductos con el ADN, lo
cual puede generar mutaciones. La formacion de aductos tiene lugar mediante la union
covalente con el nitrégeno N7 de los residuos de guanina del ADN para formar el
compuesto promutagénico predominante aducto 8,9 dihidro-8-(N7 guanil)-9-hidroxi-AFB,
(AFB;-N7-Gua) (Montesano, 1997; Wild y Turner, 2002). AFB;-N7-Gua se puede
transformar en dos compuestos secundarios; un sitio apurinico y un aducto AFB;-

formamidopirimidina (AFB;-FABY). La incorporacion de AFB;-FABY en la doble
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cadena de ADN es mutagénica (Brown y col., 1999) y estas mutaciones son altamente
reactivas con el ADN causando cambios que en el tiempo constituyen riesgo de
transformaciones malignas (IARC, 2002; Mc Glynn y col., 2003; Kew, 2013). Mas
precisamente, el aducto AFB;-FABY causa mutaciones por transversion de guanina (G) a
timina (T) con una frecuencia seis veces superior al aducto AFB;-N7-Gua (Hussain y col.,
2007). Después de la formacion del epoxido pueden formarse dihidrodioles, los cuales se
unen a proteinas celulares induciendo dafio celular y eventualmente la muerte celular.
Estos también pueden formar aductos con residuos de lisina de la albimina y otras
proteinas celulares (Steyn y Stander, 1999).

El higado es el organo mas afectado por los efectos toxicos de la aflatoxina siendo los
resultantes una serie de dafios al metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos asi
como la necrosis de los hepatocitos y de otras células activas metabdlicamente (Degen y
col., 1978; Eaton y Groopman, 1994; Wild y Turner, 2002; Kandem y col., 2006). La
aflatoxina actiia sobre diversas estructuras de los hepatocitos. En el nticleo inhibe la
enzima ARN-polimerasa ADN dependiente, inhibiendo asi la sintesis proteica. En el
reticulo endoplasmatico causa desgranulacion y ruptura de los polisomas, inhibiendo
muchas funciones metabolicas tales como la sintesis de proteinas y la induccion de
enzimas; ademas interfiere directamente en la coagulacion sanguinea (Degen y col., 1978).
Las aflatoxinas actian sobre algunas enzimas de la cadena trasportadora de electrones
inhibiendo la incorporacion de oxigeno por los tejidos y disminuyendo la produccion de
ATP (Ellis y col., 1991).

Un paso de detoxificacion importante es la biotransformacion del epoxido-AFB; en un
metabolito menos toxico, mediante la reaccion con glutation en un mecanismo mediado
por la glutation-S-transferasa (Ross y col., 1992). Este metabolito es excretado en la orina
como acido mercaptirico (Montesano, 1997). Otra forma de detoxificacion es la union del
epoxido-AFB; de forma covalente con los residuos de guanina del ADN, que se excretan
por via urinaria (Urrego y Diaz, 2006).

Es importante resaltar que desde en la naturaleza tiene lugar la co-contaminacion de
alimentos con diferentes hongos y en consecuencia con sus micotoxinas, tales como
aflatoxina B; y fumonisina B,. Estudios realizados desde la década de los afos 90 en
muestras de alimentos obtenidas de areas endémicas de cancer primario de higado han
permitido determinar que la co-exposicion es otro factor de riesgo para el desarrollo de
cancer primario de higado (Wang y col., 1995; Ueno y col., 1997). A estos factores de
riesgo se suma la infeccion cronica con el virus de la hepatitis (HBV y HCV) (IARC,
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1994). En estudios recientemente publicados se determinaron, en pacientes chinos, los
codones y exones donde se concentran las mutaciones causadas por estos factores (Qui y
col., 2015).

Se han estudiado los efectos de las micotoxinas tanto individualmente como su efecto
combinado sobre algunos modelos de lineas celulares y animales de laboratorio. Se
investigo el efecto de las mezclas de aflatoxina B; y fumonisina B; sobre cultivos
celulares de células HepG2, provenientes de hepatocarcinoma humano. La mezcla de
micotoxinas incremento los efectos toxicos en comparacion a cuando fueron suministradas
individualmente. Los autores encontraron que en presencia de dosis bajas de micotoxinas,
la viabilidad celular aumentaba levemente, pero que esta era visiblemente afectada a
medida que las concentraciones aumentaban (Mc Kean y col., 2006). Se encontrd que la
co-contaminacion con aflatoxina B; y fumonisina B; en la misma muestra de alimento
suministrado a lechones de cerdo y pavos genera efectos negativos en la salud y
crecimiento, entre aditivos y sinérgicos en los cerdos y aditivos en los pavos (Harvey y
col., 1995; Kubena y col., 1995). Otros estudios realizados con ratas Wistar determinaron
el efecto sinérgico sobre la reduccion de ganancia de peso corporal causado por la
administracion oral de aflatoxina B; y fumonisina B; (Pozzi y col., 2001) mientras que el
tratamiento secuencial de ratas con AFB; y FB;, potencid la iniciacion de cancer en
hepatocitos. Al parecer, el pre-tratamiento con AFB; aumento el potencial iniciador de
FB; al hacer el higado mas susceptible a los efectos toxicos de esta toxina (Gelderblom y
col., 2002). Dado la presencia combinada de las micotoxinas y el efecto sinérgico en el
dano sobre la salud y crecimiento, las investigaciones buscan determinar se estudia no
solo el efecto toxico de la combinacion de micotoxinas sino la capacidad de secuestro de

éstas por microorganismos probidticos y otros agentes, para la reduccion del dano.

1.3 Contaminacion por hongos y micotoxinas en alimentos para crianza de aves

Es importante sefialar que en la Union Europea, las concentraciones maximas de
aflatoxina B; en alimento para aves se han establecido entre 20 y 50 pg/kg. Aun mas, con
base en los estudios sobre la variacion en la contaminacion fingica de los alimentos para
animales, se han recomendado los limites para otras micotoxinas como ocratoxina A,
deoxinivalenol, zearalenona y fumonisinas B; y B, (OJEC, 2002; OJEU, 2006;
Commission Regulation (EU), 2011).
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En Argentina se ha estudiado desde hace algunas décadas atras la presencia de hongos
filamentosos y micotoxinas en maiz y en alimento para aves (Dalcero y col., 1997, 1998;
Magnoli y col., 1998, 1999, 2002; Monge y col., 2012, 2013). En la provincia de Cérdoba
se encontraban entre los hongos con mayor prevalencia los pertenecientes a Aspergillus
spp (85%) y a Fusarium spp (70%). Del género Aspergillus las especies identificadas con
mayor frecuencia fueron 4. flavus y la micotoxina mas significativa fue AFB, presente en
un 48% de las muestras estudiadas, con concentraciones entre 10 y 123 ng/g. Le siguio la
zearalenona (ZEA) con niveles mayores a 327 ng/g mientras que DON no se detecto
(Magnoli y col., 1998), a diferencia de lo que se hallaria en estudios posteriores. El maiz
es una materia prima fundamental en la alimentacion aviar; en Argentina se producen
entre 13 y 22 millones de toneladas anuales de maiz (SAGPyA, 2005; Maizar, 2006;
INDEC, 2009; USDA 2010) de las cuales, 2.8 millones se emplean en la produccion de
aves (SAGPyA, 2005; ILSI, 2006). En un estudio desarrollado durante la década que
comprende 1999 a 2010 se determiné la presencia y concentracion de diferentes
micotoxinas en muestras de maiz recién cosechadas y almacenadas. El nivel de aflatoxinas
fue bajo excepto para los granos en cosecha de 2003 y en almacenamiento de 2007, siendo
los valores medios de aflatoxina B; entre 0,38 y 2.54 mg/kg para muestras recién
cosechadas y entre 0,22 y 4,5 mg/kg para las muestras en almacenamiento. Los valores
medios y la frecuencia de contaminacion con zearalenona (ZEA) y deoxinivalenol (DON),
permanecieron bajos para todos los afios. ZEA tuvo valores medios entre no detectable y
83 mg/kg en maiz recién cosechado; y entre no detectable y 17 mg/kg en muestras
almacenadas. En cuanto a DON, los valores fluctuaron entre no detectable y 140 mg/kg en
muestras recién cosechadas y entre no detectable y 14 mg/kg en muestras almacenadas. En
un 90 al 100% de todas las muestras se detecto presencia de fumonisinas cuyos niveles de
concentracion fueron de 1.773 a 9.093 mg/Kg en maiz recién cosechado y de 2.525 a
11.528 mg/kg en maiz almacenado. También se determind la co-ocurrencia de
micotoxinas en los siguientes porcentajes. La co-ocurrencia de mayor frecuencia fue de
aflatoxinas y fumonisinas en un 8,4%, seguida de ZEA y fumonisinas en un 2% (Garrido y
col., 2012). Estudios recientes sobre la contaminacion del alimento para pollos en la
provincia de Entre Rios, muestran un panorama mas amplio de las micotoxinas presentes
en los alimentos. Se determino que los recuentos fiingicos totales estaban por debajo del
maximo establecido (1x10* UFC/g) y que las tinicas especies aflatoxigénicas aisladas
pertenecian a 4. flavus y A. parasiticus. En cuanto a las micotoxinas, se determino la co-

occurrencia de fumonisina B; con toxina HT-2 y T-2 en el 100% de los alimentos, con
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niveles medios entre 4.502 y 5.813; 6,7 a 21,6 y 19,6 a 30,3 pg/kg respectivamente. Un
gran numero de las muestras de alimento iniciador estaba co-contaminado con aflatoxina
B,, fumonisina B, y toxinas HT-2 y T-2 (Monge y col., 2013). Mas recientemente se ha
estudiado la micobiota y la presencia de micotoxinas en alimento para aves en la region
central (Provincia de Buenos Aires y La Pampa) y sur (Rio Negro), determinando la
presencia de fumonisinas (media 1.750 ppb), el 90% de las muestras contenian DON
(media de 222 ppb) y OTA (media de 5 ppb). El 90% tenian aflatoxinas (media de 2.685
ppb), 86% ZEA (media de 50 ppb) y 78% presentaban toxina T2 (media 50 ppb). Las
concentraciones mas altas determinadas correspondieron a 6000 ppb de fumonisinas y 318
ppb de DON (Greco y col., 2014).

Se ha calculado que la tasa de crecimiento en la produccion de carne de pollo se triplico
durante las cinco décadas pasadas (FAO, 2013), lo cual implica tener en cuenta el control
de la contaminaciéon microbioldgica de los alimentos que se les suministran, dado que la
presencia de hongos filamentosos afecta sus propiedades sensoriales y su calidad
nutricional (Cegielska-Radziejewska y col., 2013).

Los hongos -y otros microorganismos- utilizan y asimilan los nutrientes disponibles en los
sustratos donde crecen y esto lleva a una pérdida entre el 5 y el 100% de los nutrientes
presentes (Okoli y col., 2006). Se ha encontrado que los valores de energia, proteina cruda
y grasa cruda en maiz mohoso disminuyen en un 5, 7 y 63%, respectivamente (Di
Constanzo y Murphy, 2012). Para obtener aves saludables se requiere suficiente cantidad
de carbohidratos, lipidos y proteinas, junto a las vitaminas y minerales necesarios en la
dieta (Gillespie y Flanders, 2009; Damerow, 2012). Recientemente se realizd una
investigacion sobre la contaminacion filngica y el efecto sobre la calidad nutricional de
alimentos para aves de varias regiones de Argentina (Region central -provincias de
Buenos Aires y La Pampa- y provincia de Rio Negro), determinando que el 90% de las
muestras analizadas presento algin tipo de deficiencia nutricional. Aunque el 97% de las
muestras tuvieron la humedad adecuada, el 50% y el 77,5% no alcanzaron el contenido
minimo requerido de proteina y lipidos respectivamente, mientras que el 23,7% excedio el
contenido de cenizas. Dado que la calidad nutricional que aporta la carne de pollo se basa
en su contenido de proteina, hierro, zinc, fosforo, niacina, acido félico y vitaminas A, B6 y
B12, la obtencion de ésta depende de las condiciones de su alimentacion (Greco y col.,
2014).

Ademas de la alteracion sensorial y nutricional de los alimentos, los hongos pueden

sintetizar micotoxinas (Shareef, 2010), que como ya se discutio, son metabolitos fungicos
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que causan enfermedades y mortalidad en los animales al ser ingeridas a través del
alimento, ademas de generar un gran impacto economico (Cole y Cox, 1981; Ciegler y
col., 1981. Al igual que en los humanos, en los animales pueden causar dafos de tipo
carcinogénico, mutageénico, teratogénico, neurotoxico, Inmunotdxico y estrogénico
(McKean y col., 2006; Cegielska-Radziejewska y col., 2013) y producen contaminacion
secundaria en humanos al consumir huevos, carne o leche provenientes de los animales
alimentados con pienso contaminado (Nyamongo y Okioma, 2005).

La mayor parte de las micotoxicosis de aves son causadas por una ingesta cronica de
micotoxinas en baja concentracion, observandose los sintomas cronicos tipicos como
crecimiento lento, baja eficiencia en la transformacion de alimento y produccion por
debajo del rango optimo. En caso de ocurrir ingestion de micotoxinas en altas
concentraciones, se presentan sintomas clinicos asociados con organos vitales especificos,
el sistema inmune y otros aspectos de la fisiologia aviar asi como la muerte de los
individuos (Cegielska-Radziejewska y col., 2013).

El consumo de una dieta contaminada con micotoxinas puede inducir efectos agudos y
toxicos a largo plazo (Binder y col., 2007; Venancio y Paterson, 2007) y se ha asociado a
menor tasa de crecimiento y aumento de la mortalidad de las aves (Oguz y Kutoglu, 2000).
La adicion al alimento para pollos de aflatoxina B; y ocratoxina A en concentraciones de
200 y 10 ppb respectivamente causa un aumento en la morbimortalidad, descenso en la
ganancia de peso y mayor sensibilidad a la enfermedad de Gumboro. Lo ultimo se
determiné al observar que los titulos de anticuerpos frente a la enfermedad bursal
infecciosa descendieron en relacion a los controles, indicando un efecto deletéreo sobre la

respuesta inmune corporal debido a la ingesta de micotoxinas (Okiki y col., 2010)

1.4 Técnicas de control fingico en alimentos

Antes de describir las técnicas que se emplean en el control de hongos en alimentos, es
importante resaltar las recomendaciones que se hacen actualmente sobre la importancia
del estudio de la micobiota contaminante de los productos dado que esto permite conocer
las micotoxinas que pueden ser producidas y son un indicador de la calidad higiénica del
alimento para las aves (Khosravi y col., 2008; Greco y col., 2014).

Existen muchas estrategias que se aplican desde el campo hasta el almacenamiento para
reducir la presencia de micotoxinas en los alimentos para humanos y animales. Entre estas

se cuentan la rotacion de cultivos, el desarrollo de cultivares de mayor resistencia a
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insectos y hongos, la aplicacion de fungicidas y mejoramiento de las practicas de cultivo
en campo entre otras. No obstante, ya desde el cultivo ha surgido la demanda por la
aplicacion de métodos alternativos a los fungicidas que sean amigables al medio ambiente,
tales como el control biolégico, o que en primera instancia sean un complemento al
control quimico de hongos fitopatogenos y toxigénicos. Entre los controles bioldgicos que
se usan en Argentina se han incluido bacterias nativas, levaduras y hongos filamentosos
(Chulze y col., 2014). En el caso del trigo, la aplicacion de aislados de Clonostachys
rosea tedujo la colonizacion de la espiga por Fusarium (Palazzini y col., 2013). En el
maiz, la aplicacion de Bacillus amyloliquefaciens y Microbacterium oleovorans logrd el
control del crecimiento y la acumulacion de fumonisinas por F. verticillioides en la etapa
de pre cosecha (Pereira y col. 2007, 2009). En mani se ha logrado el control 4. flavus
toxigénico y la acumulacion de aflatoxinas al generar la exclusion por competencia usando
cepas nativas no toxigénicas de A. flavus (Alaniz y col., 2013). En lo referente a la
produccion de uvas, las cepas de Kluyveromyces thermotolerans han reducido el impacto
de Aspergillus section Nigri y la acumulacion de ocratoxina A (Ponzone y col., 2011).

En el almacenamiento de los granos se aplican diversas estrategias para reducir la
contaminacion fingica. La humedad relativa se mantiene por debajo del 70% y la
humedad de los granos y semillas por debajo del 15% (Christensen y Meronuck, 1987). La
temperatura del silo se establece en 14 °C y ademas se deben airear los granos
almacenados (Bogliachini, 2006) y aplicar fungicidas (Milus y Parson, 1994).

Tal como se expuso previamente, la aplicacion de fungicidas es controvertida, pues se ha
encontrado que la aplicacion de dosis subletales de algunos fungicidas puede causar
incremento en la produccion de micotoxinas por algunas especies de Fusarium y
Aspergillus (Milus y Parson, 1994; D’Mello y col., 1998). Estos efectos se han observado
en diferentes estudios in vitro empleando compuestos que inhiben el crecimiento de
diversas especies de Fusarium pero que en aquellos capaces de superar la accidon
inhibitoria, causaron incremento en la produccion de fumonisinas, tricotecenos, DON y
Nivalenol (Moss y Frank, 1985; Magan y col., 2002; Ramirez y col., 2004; Kokkonen y
col., 2014)

Desde la década de 1990 también se han realizado estudios con adsorbentes para eliminar
las micotoxinas de piensos contaminados y reducir al minimo sus efectos contra la salud
de aves de corral (Ibrahim y col., 2000). Varios métodos han sido investigados para evitar
o reducir la toxicidad de AFB,; en pollos de engorde, utilizando adsorbentes comerciales

(Denli y col., 2009; Kaoud, 2014), los cuales han sido efectivos en ensayos in vifro
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(Phillips y col., 1988; Huff y col., 1992; Diaz y col., 2002). Sin embargo estos resultados a
menudo no se correlacionan bien con su potencial in vivo (Watts y col., 2003; Miazzo y
col., 2005).

Otro método para eliminar o evitar la presencia de aflatoxinas es la irradiacion con rayos
gama la cual ha demostrado capacidad de inhibir o retrasar el desarrollo de hongos
toxigénicos y en consecuencia la produccion de micotoxinas. Bajo ciertas condiciones, la
irradiacion con rayos gama puede destruir también directamente las micotoxinas. Se ha
demostrado que la carga fiingica puede ser reducida sustancialmente con niveles minimos
de 5 kGy pero se puede reducir si los productos se tratan previamente en agua caliente. El
proceso radiolitico depende de factores tales como las dosis absorbidas, la concentracion
inicial fungica o de micotoxinas, la posicion del sistema irradiado, la cantidad de humedad
y la presencia de otros compuestos en la matriz. La radiosensibilidad de los hongos
depende también de las caracteristicas de las cepas, si predomina el micelio vegetativo o
esporas y el contenido de humedad de las esporas o los alimentos. El efecto del
tratamiento mejora cuando se combina con otros preservantes tales como peroxido de
hidrogeno o bicarbonato de amonio. Algunos aspectos limitantes consisten en que la
inactivacion no se dé completamente y el alimento tenga alta humedad, lo cual puede
conducir a una alta recuperacion fungica y tal como se describio para otros tratamientos,
se puede aumentar la capacidad toxicogénica del hongo. De otro lado, las micotoxinas
secas son extremadamente radioresistentes mientras que son sensibles cuando estan en
solucion, ya que son degradadas por los radicales originados en la radiolisis del agua.
Finalmente, la perdida de toxicidad después de la irradiacion solo ha sido demostrada con
AFB; (Calado y col., 2014).

Otras técnicas preservantes son las atmosferas modificadas o adicion de conservantes
como el acido propidnico y sus sales. Sin embargo, la creciente demanda de los

consumidores impulsa la busqueda de métodos de bioconservacion (Gerez y col., 2009).

1.4.1 Aplicacion de acidos organicos puros en el control del desarrollo fungico

En la imhibicion fiingica también se han empleado &cidos organicos. La actividad
antifiingica optima tiene lugar a bajo pH y cerca al pKa del acido ya que se favorece la
forma no disociada del acido a la cual es permeable la membrana celular de los
microorganismos (Bogaert y Naidu, 2000). La forma neutral se difunde a través de la

membrana citoplasmica del hongo (Cramer y Prestegard, 1977) y disocia dentro de la
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célula debido al pH interno superior al exterior. Alli tiene lugar la accion preservante
debido a la acumulacion de aniones y protones dentro de la célula (Brul y Coote, 1999;
Jay, 2000). Los protones liberados desestabilizan el pH neutro intracelular y rompen el
gradiente de membrana celular (Salmond y col., 1984). Debido al gasto de energia durante
el bombeo de protones hacia el exterior de la membrana, ocurre un gasto del ATP
necesario para el crecimiento celular y asi se detiene el crecimiento del micelio (Hunter y
Segel, 1973). Si un par de compuestos antimicrobianos con diferentes mecanismos de
inactivacion se aplican juntos, es posible alcanzar un efecto sinérgico con un consecuente
mayor control microbiano. Sin embargo, si ocurre un efecto antagonico, la efectividad de
los antimicrobianos se reduce significativamente (Davidson y Parish, 1989; Lopez-Malo
y col., 2005). Los acidos lactico y acético han sido empleados como mnhibidores fiingicos,
ambos poseen categoria GRAS (reconocidos generalmente como seguros), su
concentracion maxima en los alimentos esta definida por los parametros sensoriales, estan
presentes en los alimentos fermentados naturalmente, son de facil adquisicion en el
mercado y su efecto inhibitorio se basa en la “teoria de los acidos débiles™ descripta atras
(Freese y col., 1973; Salmond y col., 1984; Stratford y col., 2009). Ademas, ya los
estudios realizados desde décadas atras han demostrados efectos sinérgicos entre ambos
acidos lactico y acético (Rubin, 1978; Dickson y Maynard, 1992; Adams y Hall, 1988). En
nuestro grupo, con el fin de realizar un acercamiento al efecto de la actividad antifiingica
de los principales acidos organicos determinados hasta ahora en kefir (lactico y acético) se
realizo un estudio previo en el cual se demostro que dichos acidos puros inhiben el
crecimiento de 4. flavus en concentraciones de 0,24% y 2,5% v/v en medio solido y que la
mezcla de ambos acidos posee un efecto sinérgico, posibilitando la reduccion de ambas
concentraciones para inhibir el crecimiento del hongo (Leon y col., 2012).

En las ultimas décadas del siglo XX se generalizo el estudio de productos de origen
natural, y microorganismos aislados de fermentaciones naturales a fin de evaluar su
actividad antimicrobiana. Lo anterior ha impulsado la investigacion sobre la actividad
antimicrobiana y antifiingica de microorganismos como bacterias lacticas y levaduras tales

como las presentes en el kefir.

14



Introduccion

1.4.2 Actividad Antifingica de las Bacterias Acido Lacticas (BAL)

La actividad antifiingica de las bacterias acido-lacticas (BAL) incluye la produccion de
compuestos inhibidores como productos de la fermentacion asi como su capacidad de
secuestrar las micotoxinas presentes en el alimento.

Desde la década de los anos 90 se multiplicaron los estudios demostrando la capacidad
antibacteriana, antifingica y de secuestrar micotoxinas por parte de estos
microorganismos y de sus metabolitos (Corsetti y col., 1998; Haskard y col., 2001;
Peltonen y col., 2001; Lavermicococca y col., 2000, 2003; Magnusson y Schniirer, 2001;
Magnusson y col., 2003; Sjégren y col., 2003; Schnurer y Magnusson, 2005; Onilude y
col., 2005; Hernandez — Mendoza y col., 2009; Gerez y col. 2009, 2013). Los metabolitos
producto de la fermentacion incluyen acidos que reducen el pH (4cidos formico, lactico,
acético, propionico y fenil lactico entre otros), peroxido de hidréogeno y diacetilo
(Lavermicocca y col., 2000, 2003; Gerez y col., 2009; 2013; Cortez-Zavaleta y col., 2014).
Se ha estudiado también la capacidad antifiingica de bacterias acido lacticas y propionicas
obteniendo que los principales metabolitos que inhiben A. fumigatus y A. nidulans
incluyen los acidos acético y propidnico, mientras que el acido lactico presenta un efecto
inferior; mas aun, la concentracion necesaria para la inhibicion fue mayor con el
incremento del pH (Lind y col., 2005). Cuando se evaluo la actividad antifungica de 91
aislados de BAL, los compuestos responsables del efecto antifungico fueron los acidos ya
descriptos lactico, acético y fenilactico junto con un péptido producido por L. fermentum
(Gerez y col., 2013). Otros autores afirman que la actividad antifiingica no se debe solo a
un tipo de acido sino que depende de la accion sinergistica entre los acidos presentes
dentro de los productos de la fermentacion (Cortés-Zavaleta y col., 2014).

También se han aislado péptidos pequeiios y bacteriocinas (Anastasiadou y col., 2008;
Gerez y col. 2013; Kruger y col., 2013). La primera bacteriocina reportada fue la Nisina
en 1928, (Rogers, 1928), la cual es permitida en mas de 40 paises y se ha empleado como
preservante durante mas de 50 afios. Dado que las BAL son consideradas GRAS, muchas
bacteriocinas tienen una aplicacion potencial en la industria de alimentos para inhibir el
crecimiento de patogenos (Miao y col., 2014). Entre las bacteriocinas mas recientes, se ha
reportado que Lactobacillus paracasei subsp. tolerans FX-6 aislado de granulos de kefir
en China, produce la bacteriocina F1, la cual inhibe el crecimiento de 4. flavus, A. niger y
P. glaucum en una concentracion de 250 pg/ml y Rh. nigricans en concentracion de 125

ng/ml (Miao y col., 2014). Mas recientemente se han incorporado cultivos de BAL con
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actividad bioprotectora a los productos (como alternativa a los aditivos quimicos en
alimentos) fermentados como el yogurt, los cuales deben presentar caracteristicas como
ser activos en la menor concentracion posible (Suomalainen y Mayra-Makinen,
1999; Schwenninger y Meile, 2004; Delavenne y col., 2013, 2015), resistir las
condiciones de fermentacion (concentracion de sustrato, tiempo y temperatura de
fermentacion, etc.), no competir con el inoculo, no alterar las propiedades sensoriales del
producto (Holzapfel y col., 1995) y mantener su actividad antifingica durante el
procesamiento y almacenamiento(Rouse y col., 2008; Zhang y col., 2010). Tal es el caso
de L. rhamnosus K.C8.3.11 y L. harbinensis K.V9.3.1Np que inhiben hongos alteradores
del yogurt tales como Debaryomyces hansenii, Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia
lipolytica, Penicillium brevicompactum, Kluyveromyces lactis y K. marxianus. Se logro
determinar una concentraciéon minima de inéculo de estas BAL de 5x10° UFC/ml en leche
para inhibir el crecimiento de Yarrowia lipolytica durante un periodo de almacenamiento
de 6 semanas a 10 °C. (Delavenne y col., 2013; 2015).

En los estudios sobre aflatoxinas, la investigacion se ha enfocado intensamente en la
captura de estas bajo diferentes condiciones in vitro e in vivo y disminuir la absorcion
intestinal a nivel del tracto gastrointestinal de animales y humanos (Phillips, 1999; El-
Nezami y col., 2000; Gratz y col., 2004). Para ello se ha buscado la utilizacion de
Bacterias Acido Lacticas (BAL) que tengan capacidad de disminuir la adherencia de
patogenos y toxinas bacterianas a lineas celulares (Schnurer y Magnuson, 2005; Londero
y col., 2015). Se ha demostrado que diferentes bacterias probidticas, en especial
lactobacilos (El-Nezami y col., 1998% Haskard y col., 2001; Peltonen y col., 2001; Lee y
col., 2003; Abbés y col., 2015) y diferentes levaduras tienen la capacidad de unirse
eficientemente a AFB, in vifro (Armando y col., 2011; Pizzolito y col., 2012) y ademas
disminuyen el estrés oxidativo causado por la ingesta de AFB; y fumonisina B; en ratones
Balb/c (Abbés y col., 2015). Se ha estudiado la capacidad de captura de lactobacilos como
Lactobacillus rhamnosus GG (El-Nezami y col., 1998b; Haskard y col., 2000), la
capacidad de captura e inhibicion de produccion de aflatoxinas por L. casei (Chang y Kim,
2007; Hernandez-Mendoza y col., 2009; Abbés y col., 2015) y la capacidad de captura
también de levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Bueno y col., 2007; Pizzolitto y
col., 2011). Las toxinas pueden ser secuestradas mediante una union fuerte de €stas con
microorganismos, evitandose la absorcion a nivel del tracto gastrointestinal. El secuestro
depende de las propiedades superficiales de las bacterias involucradas las cuales a su vez

estan determinadas por las caracteristicas fisicoquimicas y la naturaleza quimica de las
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moléculas de la superficie bacteriana asi como los factores presentes en el medio tales
como el mucus intestinal, que reduce la capacidad de captura (Peltonen y col., 2000;

Haskard y col., 2000; Gratz y col., 2004).

1.5 El Kefir

El kefir es un producto lacteo (o producido a partir de otros sustratos como soluciones
azucaradas o derivados de la industria lactea) fermentado originado hace miles de afios en
las montafias caucasicas y Asia y su consumo es popular en paises del este de Europa
como Rusia, Polonia, Republica Checa, Alemania, Rumania y Eslovaquia, entro otros. Su
consumo también data de la antigiledad en Asia donde se ha podido determinar que en la
provincia de Xinjiang, China se consumia desde la edad de bronce (1980 a 1450 AC) y se
incluian collares de granulos en el ajuar de los muertos (Yang y col., 2014). En Europa del
este la produccion de kefir es industrial mientras que en Argentina es artesanal.

Los granulos de kefir son masas gelatinosas, irregulares de color blanco o ligeramente
amarillento, de consistencia elastica e insolubles en agua (Marshall, 1993; Abraham y De
Antoni, 1999). En los granulos de kefir se encuentra una asociacion simbidtica de
bacterias acido lacticas homo y heterofermentativas, levaduras fermentadoras y no
fermentadoras de la lactosa, bacterias acido acéticas y Geotrichum candidum. Algunos de
los microorganismos presentes en los granulos de kefir y que se transfieren a la leche son:
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Acetobacter, Saccharomyces y Kluyveromyces
entre otros (Garrote, 1999) los cuales son responsables de la doble fermentacion, acido
lactica y alcoholica, a consecuencia de la cual se obtiene una bebida con caracteristicas
organolépticas definidas (Zourari y Anifantakis, 1988; Kosikowski, 1982; Garrote 1999;
Caro y Ledn, 2014). Cuando se inocula el granulo en leche (o en otro sustrato como
solucion azucarada o suero o permeado de suero), se inicia la fermentaciéon, mediante los
microorganismos contenidos en €l, que crecen y se multiplican, pasando al sustrato. La
leche fermentada contiene acido lactico, acido acético, etanol, dioxido de carbono,
vitaminas del complejo B y compuestos aromaticos como diacetilo y acetaldehido.
También esta presente el kefiran, un polisacarido bacteriano constituido por D-glucosa y
D-galactosa en proporcion 1:1, soluble en agua que constituye un 25% del peso seco de
los granulos (Piermaria y col., 2008; Abraham y De Antoni 1999).

Es relevante aclarar que desde el punto de wvista de la legislacion, el kefir esta

reglamentado en el Codigo Alimentario Argentino como “El producto cuya fermentacion
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se realiza con cultivos acido lacticos elaborados con granos de kefir, Lactobacillus kefir,
especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus v Acetobacter, con produccion de acido
lactico, etanol y dioxido de carbono. Los granos de kefir estan constituidos por levaduras
fermentadoras de la lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras no fermentadoras de
la lactosa (Saccharomyces ommisporus, Saccharomyces cereviciae y Saccharomyces
exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp v Streptococcus salivarius

subsp.termophilus) (CAA, 2006).

El kefir puede ser considerado una fuente de probidticos ya que presenta efecto
antibacteriano, antimicotico, antineoplasico e inmunomodulador (Brialy y col., 1995;
Zacconi y col., 1995; Garrote y col., 2000). Las propiedades antimicrobianas de las leches
fermentadas han sido asociadas, principalmente, a la presencia del acido lactico y acético.
Garrote y col. (2000) evaluaron la presencia de acidos organicos en fermentos obtenidos
con granulos de kefir CIDCA AGKI1 en leche descremada estéril y caldo de cultivo MRS,
detectando concentraciones de 2,21% v/v y 2,14% v/v de acido lactico y 0,1% v/v y
0,62% v/v de acido acético, respectivamente. Esta alta concentracion de acido acético en
el caldo MRS se atribuyo al contenido de acetato de sodio como constituyente del medio

de cultivo (5 g/l) (Garrote, 2000).

Se han estudiado las capacidades antimicrobianas del kefir en diferentes condiciones. han
demostrado el poder inhibitorio de los granulos de kefir liofilizados con glicerol y
reconstituidos, sobre Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoneae y Escherichia coli,
pero no sobre S. cerevisiae ni Candida albicans (Brialy y col., 1995), mientras que en
nuestro grupo se ha podido establecer mas recientemente, que los granulos de la coleccion
CIDCA AGKI liofilizados en leche y almacenados durante 6 meses a 4°C, conservan no
solo su capacidad fermentativa y recuento microbiolégico sino también su capacidad
inhibitoria contra Salmonella sp. y E. coli (Moretti, 2013). Se han estudiado los efectos
protectores en animales y se ha reportado que la administracion de kefir previene la
colonizacion con Salmonella kedougou en pollos, adjudicando este efecto no solo a la
complejidad de la microbiota del kefir, sino también a su integridad (Zacconi y col., 1995).
En los tltimos anos nuestro grupo ha investigado el efecto causado por la administracion
de una cepa de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 a pollos en el agua de bebida. Se
ha determinado que el microorganismo no sufre traslocacion y es inocuo para el animal

(Correa y col., 2014). En investigaciones donde se fermento leche o suero de queseria con
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granulo entero de kefir, se establecio que el producto fermentado tenia actividad
antimicrobiana frente a diversas bacterias patdogenas como E. coli, Salmonella spp.,
Salmonella entérica serovar Enteritidis; Shigella flexneri, S. sonnei, Bacillus cereus, B.
subtilis, Staphyulococcus aures vy Klebsiella y contra parasitos como Giardia intestinalis
(Garrote, 2000; Kakisu y col., 2007; Londero y col., 2011, 2012, 2015; Correa y col.,
2013).

La capacidad antifingica y secuestrante de micotoxinas por parte de los productos
fermentados con granulos de kefir o con sus microorganismos, comenzo a ser estudiada
mas tardiamente. Los sobrenadantes de leche fermentada con kefir adicionados al caldo de
cultivo en concentracion del 10% v/v inhibieron completamente el crecimiento de los
hongos y al 9% v/v redujeron el crecimiento del micelio de A. flavus en mas de un 80%
con respecto al control y su capacidad de producir aflatoxina B; (Ismaiel y col., 2011). El
granulo de kefir puede fermentar otros sustratos diferentes a la leche tales como el suero
de queseria y el permeado de suero. Se ha demostrado que estos productos fermentados
tienen actividad antifingica contra A. flavus, Penicillium crustosum, Trichoderma
longibrachiatum y Rhizopus macrosporus y prolongan la vida util de alimentos como el
alimento para pollos. Ademas, este alimento suplementado en relacion 1/1 con los
productos fermentados fue dos a cuatro veces mas resistente a la contaminacion fungica
que el alimento control y mantuvo los microorganismos provenientes del kefir después del
almacenamiento 30 dias a 20 °C. (Leon 2013; Londero y col., 2014) La adiciéon del
permeado de suero fermentado con granulos al pan integral y la arepa antioquefia también
aumento su resistencia tanto a la contaminacion fungica natural como artificial con A.
Sflavus, A. parasiticus y P. crustosum (Moure, 2013; Leon, 2013; Londero y col., 2014).
Otro producto fermentado obtenido a partir de la fermentacion de solucion de “agua de
panela colombiana” (extracto de cafia concentrado), con granulos de kefir de agua,
produjo la inhibicion del crecimiento de A. ochraceus, productor de ocratoxina A, una
micotoxina presente frecuentemente en el café (Caro y Leon, 2014). Es importante resaltar
que recientemente se ha aislado la bacteriocina F1 a partir de una cepa de Lacrobacillus

paracasei subsp. tolerans FX-6 aislado de kefir en el Tibet, China (Miao y col., 2014).
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1.6 Estudios sobre proteccion de lineas celulares por BAL en presencia de

micotoxinas.

Una vez conocido el efecto antifiingico de los metabolitos estudiados en medios de cultivo,
se procedio a estudiar su efecto sobre las lineas celulares HepG2 y Caco-2TC7 y si la
presencia de los microorganismos del kefir tenia efecto protector sobre las células.

Previamente se ha estudiado el efecto protector sobre la linea celular HepG2 con
Lactobacillus acidophilus VM 20, que secuestra Ocratoxina A-OTA por encima del 95%
v Bifidobacterium animalis VM 12, que reduce la concentracion de Patulina-PAT en un
80%. En efecto se observd una reduccion entre el 39 y 59% en la formacion de
micronucleos inducidos por OTA y PAT y también se redujo significativamente la
inhibicion de la tasa de division celular (Fenech, 2000; Fuch y col., 2008;). En nuestro
grupo se estudio la capacidad del suero de queseria fermentado con granulos de kefir
CIDA AGKI10 para antagonizar la infeccion con Salmonella spp. y reducir la respuesta
intestinal epitelial innata in vitro. Se pudo determinar que el suero fermentado interfirio
con la capacidad de asociacion e invasion de Salmonella spp. en células Caco-2/TC7 y que
ademas redujo hasta el nivel basal la expresion del marcador CCL20 como respuesta al

estimulo proinflamatorio sobre las células Caco-2 CCL20:luc (Londero y col., 2015).

1.7 Permeado de suero como sustrato de la fermentacion

El permeado de suero, proveniente del lactosuero, es un subproducto de la industria lactea.
Se estima que unas 450 mil toneladas de suero liquido se generan anualmente (Speranza,
2011). El componente principal del mismo, luego del agua, es la lactosa, que puede
utilizarse como sustrato para su fermentacion.

El suero de leche es el subproducto tipico de la fabricacion de quesos. Las caracteristicas
que posee lo transforman en un insumo de alto valor industrial por sus multiples
aplicaciones (Bulletin of The International Dairy Federation, 1987). Sin embargo, si el
suero no es procesado y/o reciclado convenientemente, puede constituir una fuente
peligrosa de contaminacion ambiental, contribuyendo como efluente a la contaminacion
del suelo, aguas de napa y el aire en los alrededores de las plantas industriales. Se estima

que unas 450 mil toneladas de suero liquido se generan anualmente (Speranza, 2011).
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Anteriormente el suero era destinado principalmente a la alimentacion animal como
nutriente energético para el engorde de cerdos y otras especies (Ensminger y col. 1990).
Actualmente, con el incremento en los niveles de produccion, los avances tecnologicos en
materia de industrializacion, el crecimiento del mercado de consumo y la creciente
necesidad de preservar el ambiente de agentes de contaminacion, el suero esta siendo
reciclado por otras vias, con un mayor valor agregado (Yang y Silva, 1995). Los destinos
posibles son la obtencion de concentrados proteicos, produccion de acidos orgéanicos
destinados a la industria alimenticia, terapeutica y cosmética y obtencion de lactosa
cristalizada. Para disminuir el impacto ambiental de estos subproductos y dar un valor
agregado, al suero se lo puede filtrar, para extraer las proteinas, obteniéndose un nuevo
subproducto, el permeado de suero (PS), cuyo componente principal, luego del agua, es la
lactosa que puede utilizarse como sustrato para su fermentacion (Speranza, 2011).

El permeado de suero se produce por una serie de procesos de separacion y concentracion
de las proteinas del suero. Los minerales restantes, asi como la lactosa y el agua son
entonces sometidos a procesos de concentracion y cristalizacion antes de su
transformacion en polvo (Arla Foods ingredients, 2013). Este producto suele emplearse en
alimentacion animal (Schingoethe, 1993).

En Argentina se comercializa actualmente el PS en marcas como Perlac® (ésta
comercializa un producto que se utiliza para la obtencion de alimento balanceado) y
Variolac®, (éste puede utilizarse en productos de panaderia, como optimizador del sabor
dulce, en productos de confiteria y recetas lacteas). Actualmente se promocionan las
ventajas que ofrece el permeado de suero en panaderia como asegurar la reaccion de
Maillard, lo cual conduce a una atractiva apariencia del producto, de color marron- dorado.
También se ha difundido su funcion como una fuente de hidratos de carbono en alimentos
dietéticos, como un sustituto de la sal y potenciador del sabor. Ademas de permitir la
sustitucion de sal de hasta 100%, puede permitir una reduccion de maltodextrina, sacarosa
y dextrosa y su alto contenido de lactosa protege la calidad sensorial del alimento
mediante la reduccion de la pérdida de sabor durante el almacenamiento (Arla Foods

ingredients, 2013).

1.8 Justificacion del estudio.

El principal objetivo de este trabajo de tesis fue profundizar el conocimiento sobre el

efecto del kefir sobre el crecimiento fiingico y el secuestro de micotoxinas. Es importante
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resaltar que estos aspectos han sido poco estudiados con el kefir. También se busco
dilucidar si la accion frente a hongos y micotoxinas estaria asociada a la presencia del
conjunto de todos los microorganismos presentes en el kefir o si podria atribuirse a alguno
de sus microorganismos en particular. Dado que el kefir es un alimento natural, se podria
utilizar para disminuir la presencia de hongos y micotoxinas en alimentos. Si se observara
un efecto contra hongos y micotoxinas por parte del kefir entero, seria importante desde el
punto de vista social, ya que es un producto artesanal de bajo costo y facil acceso, que
podria aportar a la prevencion de micotoxicosis en humanos y animales, siendo aplicable
en pequenios emprendimientos de produccion de animales para consumo. Tanto el kefir
entero como los microorganismos aislados del kefir, se podrian utilizar para el desarrollo
de un nuevo producto con capacidad antifungica y decontaminante de micotoxinas que
ademas poseeria actividad probiodtica. Dado que el objetivo de esta linea de investigacion
es aportar a la proteccion de los alimentos y los consumidores contra la contaminacion
flingica, sean animales o humanos, también se estudio la capacidad protectora de los
microorganismos del kefir sobre las lineas celulares Caco2-TC7 y HepG2, en presencia de

aflatoxina B;, como un paso previo para los futuros estudios in vivo.
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Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la potencialidad de los microorganismos del granulo de kefir y sus metabolitos

para inhibir el desarrollo de hongos toxicogénicos y para secuestrar micotoxinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

| Estudiar el efecto antifungico de los productos fermentados con kefir sobre los

hongos toxicogénicos.

k. Analizar el efecto que ejercen los acidos organicos puros y en mezclas en
concentraciones similares a las presentes en los productos fermentados con kefir,

en la inhibicion del crecimiento de hongos filamentosos toxicogénicos.

I Indagar el efecto de los productos fermentados del kefir y de los acidos

organicos sobre la produccion de micotoxinas por los hongos estudiados.

& Evaluar la aplicacion potencial de los microorganismos del kefir como un

conservante natural sobre alimento para pollos.

b Determinar la capacidad de los microorganismos totales del kefir y de
microorganismos aislados de los mismos para capturar aflatoxinas bajo

diferentes condiciones de cultivo.

b Estudiar la capacidad protectora de los microorganismos totales del kefir sobre

modelos celulares in vitro.
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HIPOTESIS

1 Los granulos de kefir y sus microorganismos aislados podrian fermentar el permeado
de suero reconstituido y a partir de ello se podria obtener una cinética de acidificacion

estandarizada.

2 Los granulos de kefir podria ser sub-cultivados en permeado de suero e

incrementarian su biomasa a traves de los repiques sucesivos.

3 Los sobrenadantes provenientes del permeado de suero fermentado con granulos de

kefir tendrian la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos filamentosos.

4 La adicion a los alimentos de permeado de suero fermentados con granulos de kefir

aumentaria su resistencia a la contaminacion fiingica.

S La aplicacion de sobrenadantes obtenidos de permeado de suero fermentado con
granulos de kefir y/o de acidos organicos puros en los medios de cultivo y el alimento
para pollos, evitarian la produccion de aflatoxinas al inhibir el crecimiento de los

hongos estudiados.

6 Si se emplean dosis sub-letales de los productos fermentados y/o de los acidos
organicos puros en los medios de cultivo y en alimento para pollos, ocurriria una

alteracion en la capacidad de produccion de aflatoxinas.

7 Los microorganismos totales del kefir y microorganismos aislados de los granulos de

kefir tendrian la capacidad de capturar micotoxinas in vitro.
8 La capacidad de capturar aflatoxina B; por parte de los microorganismos totales del
kefir, las bacterias acido lacticas y levaduras del kefir es determinada por el tipo de

microorganismo y las condiciones experimentales.

9 La presencia de los microorganismos del kefir podria disminuir el dafo celular

causado por la aflatoxina B, sobre lineas celulares Caco-2TC7 y HepG2.
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Materiales y Métodos

3.1 Especies fungicas empleadas.

Fusarium graminearum ¥Fg36, Fgd44 y Fgd48 fueron aislados y caracterizados en el
CINDEFI-UNLP y fueron cedidos por la Dra. Teresa Alconada. Aspergillus flavus
AFUNLS fue aislado en la Catedra de Microbiologia de la Universidad Nacional del
Litoral y cedido por el Dr. Juan Carlos Basilico, 4. parasiticus CMUNLP7,
Penicillium sumatrense CMUNLP3, P. crustosum CMUNLP4 (Leon, 2013) fueron
aislado de un alimento cereal en la Catedra de Microbiologia de la UNLP. Todos los
hongos se conservaron a 4°C en crioviales con agar agua en la Catedra de
Microbiologia de la FCE-UNLP. Para cada experimento, se hicieron repiques a partir de
los crioviales a tubos con agar papa inclinado PDA® (Merck, Darmstadt, Alemania)
para A. flavus y A. parasiticus y agar SNA en pico de flauta (Spezieller Nahrstoffarmer

agar- Medio para favorecer la Esporulacion) para F. graminearum.

3.2 Microorganismos aislados de granulos de Kefir (MK).

Se emplearon microorganismos aislados de granulos de kefir y caracterizadas en el
CIDCA (Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos) de la
UNLP: Lactobacillus kefiri CIDCA 8348, 83111, 8325 Y L. kefiri JCM5818; L.
plantarum CIDCA 83114, 8327, 8329, 8318 y 8316; Saccharomyces cerevisiae 81103 y
8116, Kluyveromyces marxianus 8154, S. lipolytica 8112, Saccharomyces boulardii
CINDEFI y K. lactis CINDEFI (Garrote, 1999). Las cepas se conservan en leche a
-20°C y para efectuar los experimentos se reactivaron mediante dos pasajes
consecutivos cultivandolas por 24 horas a 30°C en caldo MRS (DIFCO®, Beauvais,

Francia), antes de cultivarlas en Permeado de suero (PS).

3.3 Granulos de Kefir.

Se emplearon granulos de kefir CIDCA AGKI, caracterizados en el CIDCA, UNLP
(Garrote, 1999; Garrote y col., 2000) y pertenecientes a la coleccion de granulos del
grupo de Bacterias Lacticas. Los granulos se encuentran almacenados en leche entera a
—20 °C. Los granulos se reactivaron mediante dos pasajes sucesivos a 30 °C en leche
UHT (Sancor, Santa Fe, Argentina). Una vez reactivados, se inocularon al 10% p/v en

en permeado de suero (PS) estéril y se incubaron a 30 °C. A partir de los productos
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fermentados obtenidos, se obtuvieron los Sobrenadantes Libres de Células (SLC)

requeridos para los ensayos.

3.4 Medios de cultivo y soluciones.

La composicion de los medios de cultivo, soluciones para dilucion y colorantes se
detallan en el Anexo 1. Para el recuento de Bacterias Acido Lacticas (BAL) y levaduras
se emplearon medios MRS® (DIFCO, Beauvais, Francia) e YGC® (BIOKAR
DIAGNOSTICS, Beauvais, Francia), respectivamente.

El Permeado de Suero se adquiri6 en la empresa ILOLAY, Santa Fé, Argentina y en la
empresa Arla Foods, CABA, Argentina y se preparo reconstituyendo al 50% en agua
destilada y se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Los hongos filamentosos se cultivaron en Agar Agua, Agar Papa glucosa PDA®
(BIOKAR DIAGNOSTICS, Beauvais, Francia), Agara SNA (Spezieller Nahrstoffarmer
agar-Medio para favorecer la Esporulacion) y Agar MEA (Extracto de Malta). El agar
agua, SNA y MEA se prepararon a partir de los componentes (Leon et al, 2012; Leon,
2013), mientras que los demés medios de cultivo se prepararon siguiendo las
indicaciones de los fabricantes. Para diluir los conidios se empled solucion dispersante
de esporas y para las diluciones del kefir se empleo agua de triptona al 0,1% p/v. Todos
los medios de cultivo y soluciones se prepararon con agua destilada y se esterilizaron en

autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

3.5 Curvas de acidificacion con granulos de kefir o MK.

Para realizar la curva de acidificacion de PS o leche, el sustrato se inoculd con granulo
CIDCA AGKI al 10% y se incubd a 30°C. Se tomaron lecturas periddicas del pH del
producto durante la fermentacion con un pHmetro ALTRONIX TPX-III (Altronix®,
Taiwan) hasta alcanzar los pH deseados (entre 4,5 - 3,3). Para realizar la curva de
acidificacion del PS fermentado con microorganismos aislados del kefir, éstos se
activaron mediante dos pasajes consecutivos en caldo MRS (DIFCO®, Beauvais,
Francia). Se inocularon 100 pl/5 ml de PS estéril; se incubaron a 30°C y se tomaron
medidas de pH hasta alcanzar su pH final, luego de 24 o 48 horas de incubacion. Las

curvas de acidificacion se construyeron graficando pH vs. Tiempo.
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3.6 Obtencion de los microorganismos de los productos fermentados con granulos

de Kkefir y con MK.

Los productos fermentados se prepararon como se describid en el apartado anterior.
Para los productos fermentados con granulo de kefir, al finalizar la fermentacion, los
granulos se separaron del producto fermentado empleando un colador de malla de 1
mm”. Luego de ser colado, los microorganismos presentes en los productos fermentados
se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos en centrifuga Rolco®. Se consideré que el
pellet de microorganismos obtenidos a partir del PS fermentado contenia los
microorganismos representativos del granulo de kefir CIDCA AGKI1 o de los MK. Este

pellet se utilizo para los posteriores ensayos de desafio entre estos y la aflatoxina B;.

3.7 Preparacion del inoculo de conidios.

Una vez inoculados los hongos en sus respectivos medios (PDA o SNA) se incubaron
durante 7 dias a 30 o 25°C. Luego de la incubaciéon se agregaron 9 ml de solucion
dispersante de esporas y raspando suavemente la superficie del cultivo con ansa para
desprender los conidios del agar. Se considero esta solucion como la dilucion 1/10 y a
partir de ella se realizaron diluciones seriadas hasta 1/1000. El nimero de conidios se
obtuvo a partir de recuentos en camara de Neubauer, previa tincion de los conidios con
Tripan Blue. La solucién de trabajo se obtuvo ajustando la concentracién a 5x10°
conidios/ml y se prepard el mismo dia del ensayo (Molina y Giannuzzi, 1996; Leon y

col., 2012). Los recuentos se verificaron a través de recuentos en placa con medio MEA.

3.8 Obtencion de sobrenadantes libres de células (SLC) de permeado de suero

fermentado con granulos CIDCA AGKI1 (PSFG).

Los granulos de kefir CIDCA AGKI1 se inocularon al 10% p/v en PS estéril y se
incubaron a 30 °C hasta alcanzar el pH final deseado, el cual se midié en un pHmetro
Altronix TPX-IIT® (Altronix,Taiwan). Los granulos de kefir se separaron del PSFG
mediante un colador de malla de 1 mm” y se conservaron mediante repiques sucesivos
en PS estéril. Los microorganismos presentes en el producto fermentado se precipitaron
mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 15 min en centrifuga Rolco® (Rolco,

Buenos Aires, Argentina). El SLC se obtuvo mediante filtracion con membrana estéril
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de 0,22 nm de tamano de poro (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se almaceno a -20 °C

hasta su utilizacion.

3.9 Determinacion de lactosa en PS.

Se determinaron los aziicares reductores expresados como porcentaje de lactosa, segiin
la técnica de Nelson-Somogyi (Collmer, Ried, y Mount, 1988). La reaccion se hizo en
tubos de ensayo con tapones de vidrio; en cada tubo se adicionaron 2 ml de reactivo de
cobre y 2 ml de solucion de PSFG o de PSFM, se introdujeron en un bafio de agua
hirviendo durante 10 min y se enfriaron 5 minutos en agua corriente. Se agregd 1 ml de
reactivo de arsenomolibdato, se mezclo, se llevd a un volumen definido de 10 ml y se
midio la absorbancia a 520 nm. Para la determinacion de la concentracion de la muestra,
se preparo una curva patron de lactosa a las siguientes concentraciones: 0, 50, 150, 300

y 400 ng/ml (Southgate, 1976).

3.10 Determinacion de Nitrogeno total en PS.

Se determind por el método de micro Kjeldahl en un equipo micro Kjeldahl VELP
Scientifica (Italia). Para la digestion se empled como catalizador 4 g de mezcla de
CuSO4 (J.T.BAKER®, USA), K2SO4 (J.T.BAKER®, USA), y 10 ml de H2SO4
concentrado (96%) (Merck®, Germany) y se adicionaron 5 ml de muestra, calentando a
420 °C por 45 minutos. El Nitrégeno amoniacal se destilo en medio alcalino sobre 50
ml de H3BO3 (Merck®, Darmstadt, Germany) al 4% y el borato de amonio obtenido se
titulé con HCI 0,IN (Merck®, Darmstadt, Germany). Como blanco de reactivos se
empleo papel de filtro. La concentracion de Nitrogeno se calculd mediante la siguiente
formula:

%N = [14 mg/meq (VolHCIm - VolHCIb)*N*100]/w Ecuacion 3.1
Donde:

%N= Porcentaje de Nitrogeno total

N= Normalidad del titulante (HC1 0,1N)

14 mg= peso en mg de un miliequivalente de Nitrogeno

VolHClm= Volumen en ml de HC1 0,1 N empleado en la titulacion de la muestra
VolHCIb= Volumen en ml de HCI 0,1 N empleado en la titulacion del blanco de

reactivos
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w= Peso de la muestra en miligramos.

(ICONTEC, 1994; AOAC, 1997).
3.11 Determinacion de cenizas totales en PS.

Las muestras se pesaron a la décima de mg en una capsula de porcelana previamente
calcinada a 500 - 550°C, enfriada en desecador y pesada al tomar temperatura ambiente.
Como eran muestras liquidas, se evaporaron hasta sequedad y se continud con la
calcinacion en mufla a 500-550°C hasta cenizas de color gris claro y peso constante.

Estas se enfriaron en desecador y se pesaron al alcanzar la temperatura ambiente.
3.12 Ensayos de inhibicion fangica.

Se estudio la capacidad inhibitoria de los acidos organicos lactico y acético puros y sus
mezclas y de los SLC PSFG sobre los hongos filamentosos, a fin de determinar las
concentraciones fungicidas minimas y el efecto de las dosis sub-letales sobre el
crecimiento fiingico y la produccion de micotoxinas. Se utilizaron dos métodos: el

ensayo de inhibicion de la germinacion de conidios y el ensayo de inhibicion en placa.
3.12.1 Estudio del Porcentaje de Inhibicion de la germinacion de los conidios.

Se estudid la capacidad para reducir la germinacion de los conidios, por los
sobrenadantes libres de células de permeado de suero fermentado con granulo de kefir
(SLC PSFQG), segun la técnica de reduccion de la germinacion de los conidios en placas
estériles de microdilucién (96 fosas) (Brand®, Wertheim, Alemania) (Lavermicocca y
col., 2000; Gerez y col., 2009). Se agregaron 10 pl de una suspension con 5x10*
conidios/ml de cada hongo a fosas con 190 ul del SLC PSFG a evaluar o con distintas
concentraciones de acidos lactico y/o acético adicionadas a caldo extracto de malta
(MEC). El control positivo consistio en SLC de PS sin fermentar que fue centrifugado y
esterilizado por microfiltracion al igual que los SLC provenientes de las fermentaciones

o el medio MEC, sin acidos organicos.

Una vez inoculado cada tratamiento, se incubaron las placas a 30°C por 48 h. Se ley¢ la

DO de los tratamientos en un lector de microplacas RT-2100C (Pioway, Nanjing,
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China) a una longitud de onda de 580y La actividad antifingica de los SLC o de los
acidos fue expresada como el porcentaje de inhibicion de la germinacion (%IG) medido

a una DOsgonn comparado con el control, mediante la formula:

%IG= [(DO¢cp-DOtt0)/DOcp]x100 Ecuacion 3.2

Donde:
DOg,: Densidad 6ptica del control positivo
DOy,: Densidad optica del tratamiento

Una inhibicion de la germinacion de los conidios mayor al 20% se considerd positiva,
la inhibicion fue baja entre 20 y 40%, media entre el 40% y 70% y fuerte por encima al
70% (Gerez y col., 2009). Los ensayos fueron realizados por quintuplicado, y se

hicieron dos repeticiones de cada experimento.

Una vez se determinaron los tratamientos con mayor actividad antifungica, se
alcalinizaron los SLC a valores de pH de 4,0; 4,5 y 5,0 con NaOH 0,IN y se re-evalud

su efecto inhibidor.

3.12.2 Estudio de inhibicion fungica en placa por difusion.

El medio MEA estéril y fundido se mezclo en cabina de flujo laminar con diferentes
concentraciones de SLC de PSFG o de acidos organicos puros (individuales o en
mezclas), se homogenizd manualmente y se distribuyo en placas de petri, dejando
solidificar. El pH final de la mezcla se determind en un pHmetro Altronix TPX-IIT ®
(Altronix, Taiwan).

- Inhibicion en placa por difusion con SLC de PSFG.

Se adicionaron SLC PSFG obtenidos a diferentes valores de pH (4,0 y 3.5) en
concentraciones del 25; 50; 55; 60; 62,5; 65; 70 y 75% v/v al medio de cultivo, segtn el
ensayo. Se utilizaron diferentes controles: MEA sin adicion de SLC; MEA acidificado

artificialmente con HCl 3M hasta el mismo pH que el PSFG empleado; MEA
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acidificado con acidos organicos en la misma concentracion determinada para el PSFG

empleado y llevado al mismo pH final de éste; MEA agregado con el PS sin fermentar.

- Inhibicion en placa por difusion con acidos lactico y acético puros.

Se evaluaron diferentes concentraciones de acidos organicos lactico (Carlo Erba, Milan,
Italia) y acético (Merck, Darmstadt, Alemania) para determinar la concentracion
fungicida (CFM) individual tanto para F. graminearum como A. parasiticus
CMUNLP7. A partir de las CFM establecidas, se hicieron mezclas reduciendo
gradualmente la concentracion de las CFM 0,5; 0,25; 0,12 y 0,06. La aplicaciéon de
mezclas busco determinar tanto aquella de menor concentracion con actividad fungicida
como las mezclas sub-letales y su efecto sobre la produccion de aflatoxina AFB1. Para
ello se prepararon soluciones madre de acidos puros (10% v/v) en agua destilada, que

luego fueron agregadas al medio MEA fundido tal como se describi6 previamente.

Para ambos estudios (inhibicion con SLC PSFG o con acidos organicos puros), se
inocularon 10 pl de la suspension de 5x10° conidios/ml en el centro de las placas,
dejando secar la gota antes de llevar a incubacion a 30 °C. Dado que los hongos crecen
de forma circular, se midio el crecimiento del hongo tomando diariamente 4 medidas de
su diametro con un calibre, hasta que el hongo invadiera toda la placa de Petri (Horner y
Anagnostopoulos, 1973). En caso de no observarse crecimiento, se revisaron

diariamente las cajas durante los 30 dias del ensayo (Lopez-Malo y col., 2007).

- Parametros de crecimiento
Para cada tratamiento se graficd la curva de crecimiento fungico como diametro (mm)
versus tiempo (horas).

e Determinacion de la cinética de crecimiento fungico.
A partir de las curvas de crecimiento se establecio el tiempo que requirio el hongo para
alcanzar el diametro total (80 mm) de la caja de Petri.

e Cilculo de la tasa de crecimiento (Kp) (mm/h).
A partir de la region lineal de la curva de crecimiento, se calculd la regresion lineal,
cuya pendiente corresponde a la tasa de crecimiento Kp (mm/h), empleando el software

Sigma Plot 9,0% (Leén y col., 2012).
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e Cilculo de fase de latencia (Lag) (h).

La fase Lag es el tiempo (en horas) necesario para que el hongo crezca mas alla de la
zona inicial de inoculacion. A partir de la ecuacion de la recta obtenida mediante la
regresion lineal, se calculo la fase de latencia Lag (h):

Lag= {(Do-b)/Kp} Ecuacion 3.3
Do= Diametro de indculo inicial del hongo

b= Corte de larectaeneleje Y

Kp= Pendiente de la recta) (Molina y Giannuzzi, 1999; Ledn y col., 2012)

e Cilculo del indice de inhibicion de la tasa de crecimiento (%IIKp) y
relacion fase de latencia del tratamiento/fase de latencia control
(LagT/LagC).

Los parametros de crecimiento obtenidos para cada tratamiento se relacionaron con los
correspondientes a los controles, mediante las siguientes ecuaciones.

%IIKp= [(Kpc-Kp1)/Kpc|x100 Ecuacion 3.4

Donde Kpc v Kpr son la tasa de crecimiento del control y del tratamiento
respectivamente. Cuando la accion inhibitoria tiene lugar, Kpr es inferior a Kpc y
entonces %IIKp es superior 0, entre 0 - 100% (donde 0% es una velocidad de

crecimiento igual a la del medio MEA sin adicionar y 100% es una velocidad igual a 0).

La relacion entre ambas fases de latencia también se expreso como LagT/LagC.
Donde LagT y LagC son la fase de latencia del tratamiento y del control

respectivamente. Cuando la accion inhibitoria tiene lugar, la relacion es superior a 1.

3.12.3 Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM)

Es la minima concentracion de SLC PSFG que produce la muerte del hongo, o sea la
concentracion a la cual no tiene lugar el crecimiento en el medio de cultivo. Con el fin
de corroborar que determinada concentracion era fungicida, se tomo la zona de inoculo
de los tratamientos en los cuales no hubo crecimiento y se repico en agar MEA sin
adicion del compuesto inhibitorio. Si el hongo crecia, se consideraba que dicha

concentracion era fungistatica; de lo contrario, se consideraba fungicida.
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3.12.4 Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM) con acidos

lactico y acético puros.

La concentracion fungicida minima (CFM) de los acidos lactico y acético aplicados en
forma individual y en mezclas binarias se defini6 como la concentracion minima
probada que inhibio el crecimiento de los hongos estudiados durante 30 dias.

Se realizaron ensayos de difusion en agar e inhibicion de la germinacion como se
describen arriba, donde se agregaron diferentes concentraciones de &acido lactico y
acético sobre F. graminearum (Tabla 3.1 - Parte A) y 4. parasiticus (Tabla 3.1 - Parte
B).

Tabla 3.1. Concentraciones de acidos lactico y acético utilizados en los ensayos de

inhibicion sobre F. graminearum (Parte A) y A. parasiticus CMUNLP7 (Parte B).

Parte A:
Acido acético (mM) | Acido lactico (mM)
7,79 33,21
10,06 56,29
15,71 88,91
19,84 122,33
25,47 139,59
30,89
Parte B:
Acido acético (mM) | Acido lactico (mM)
17,32 108,38
2425 162,58
27,71 216,77
31,17 270,96
34,64 325,15
38,10 379,34
433,54
460,63

Una suspension de 5x10° conidios/ml fue inoculada en el centro de las placas con medio
MEA con diferentes concentraciones de acidos lactico y acético puros. Se realizaron
curvas de crecimiento y regresiones lineales. A través de las regresiones, se calcularon
los parametros de crecimiento. Las concentraciones de acidos calculadas y utilizadas se
corroboraron mediante HPLC.
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3.12.5 Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM) con mezclas de

acidos lactico y acético.

Una vez determinada la CFM de los acidos orgéanicos puros individuales, se usaron
estos datos para seleccionar las concentraciones de acidos lactico y acético de las
mezclas de acidos. Se utilizaron fracciones de la CFM de cada hongo (0,06; 0,12; 0,25 y
0,5 veces la CFM determinada) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Mezclas de acidos lactico y acético utilizados en los ensayos de inhibicion

fingica realizados sobre F. graminearum (Fgd4, Fg36 y Fgd8) y A. parasiticus
CMUNLP7.

Mezclas de acidos lactico y acético (mM)

Las concentraciones

F. graminearum

A. parasiticus

1,L19A +5,33L

2,25A +27,10L

1,19A +10,67L

2,25A + 55,55L

1,19A +2223L

2,25A + 115,16

1,19A + 44 46

2,25A + 230,321

2,38A +5,33L

4,50A +27,10L

2,38A +10,67L

4,50A + 55,55L

2,38A +22.23L

4,50A + 115,16

2.38A + 44 46L

4,50A + 230,321

4,96A +5,33L 9.53A +27.10L
496A +10,67L 9.53A + 55,55L
4.96A+2223L. | 953A +115,16L
4.96A+44.46L | 9537 +230,32L
9.92A+5.33L 19,05A +27,10L
9.92A+10,67L | 19,05A + 55,55L
9.92A+2223L | 19,05A + 115,16L
9.92A + 44.46L,

19,05A +230,32L

de acidos organicos de las soluciones de trabajo fueron
corroboradas por HPLC.

34



Materiales y Métodos

3.13 Analisis por HPLC de los acidos lactico y acético en los SLC y en los alimentos

adicionados de productos fermentados.

La concentracion de acido lactico y acido acético se determind en el SLC del producto
fermentado. Para determinar los acidos de los alimentos adicionados de producto
fermentado, se diluyé 1/10 el alimento en agua bidestilada, se homogenizé en
stomacher (Laboratory Blender Stomacher 400%, Inglaterra) y se filtrd con filtros de
0,22 pm (Sigma-Aldrich®, USA). Los SLC se analizaron por HPLC (Agilent
Technologies® series 1200, Santa Clara CA, USA), columna de intercambio iénico
Aminex HPX-87H (Bio-Rad®, Hercules, USA). Se emple6 fase movil H,SO, 0,009N
(Merck®, Darmstadt, Alemania) a un caudal de 0,6 ml/min, con detector ultravioleta a
longitud de onda de 214 nm (Garrote, 1999). Se hicieron curvas patron de acido acético
(Merck®, Darmstadt, Alemania) de 25, 50, 100, 200, 700, 1500 y 3000 ppm y de acido
lactico (Carlo Erba®, Milan, Italia) de 500, 1000, 4000, 8000, 10.000, 14.000 y 18000

ppm.
3.14 Calculo de la concentracion de acidos organicos no disociados
La concentracion de los acidos no disociados se hizo con la siguiente ecuacion.

Calx[H
H"|+K,

HA= Ecuacion 3.5

[HA]: concentracion total de acido no disociado (mM)
[Ca]: concentracion total de acido en el medio de cultivo (mM)
[H']: concentraciéon protones

K,: Constante de equilibrio (pKa tsctico:3.79; PKa acstico: 4.79).

3.15 Calculo de la Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF).

Las diferentes CFM halladas se transformaron en concentracion inhibitoria fraccionaria
(CIF), segun Davidson y Parish (1989) y Lopez-Malo y col. (2007), segun las siguientes

formulas.

CIFsetico= (CIM acido lactico en presencia de acido acético)/(CIM lactico solo)

Ecuacion 3.6
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CIFaestico = (CIM acido acético en presencia de acido lactico)/(CIM acético solo)

Ecuacion 3.7

La sinergia generada por la mezcla de acidos puede ser expresada en forma matematica
por medio de la concentracion inhibitoria fraccionaria CIF, que se calcula a partir de

valores de CIM para cada uno de los acidos organicos como sigue:

CIFmdme: C]:Fl{icﬁcn + CIFacético Ecuacion 3.8

Esta relacion puede ser interpretada de la siguiente manera:

- Si la relacion entre el dcido lactico y acético es aditivo, la suma de los valores de CIF
en la ecuacion 3.6 es 1.

- Asimismo, si la interaccion entre el acido lactico y acético es sinérgica la suma
esperada de los CIF es inferior a 1.

- La relacion es antagonica si la suma de las fracciones es mayor a 1 (Adams y Hall,

1988; Dickson y Maynard, 1992; Rubin, 1978; Berenbaum, 1977).

3.16 Preparacion de PS acidificados artificialmente con acidos organicos puros

(lactico y acético) y con HCI

Se acidifico el permeado de suero (PS) (ILOLAY®, Santa Fé, Argentina) con 4cido
lactico y acético, segun las concentraciones determinadas en esta tesis por HPLC en
permeado de suero fermentado con granulo CIDCA AGKI1 (PSFG). Se adiciono la
concentracion observada de acido lactico (Carlo Erba®, Milan, Italia) y de acido acético
(Merck®, Darmstadt, Alemania) y se ajusté el pH a 3,5 con HCl 3M (Merck®,
Darmstadt, Alemania). La acidificacion con acido fuerte se hizo con HC1 3 M (Merck®,
Darmstadt, Alemania) hasta pH 3.5. El PS adicionado con acidos organicos y con HCI
se centrifugd y esterilizo por filtracion. Todos los SLC estériles obtenidos se
almacenaron a -20 °C hasta su posterior empleo para determinar su potencial

antifiingico.
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3.17 Alimento para pollos

Se empleé alimento balanceado NUTRISUR BB® (Nutrisur, Buenos Aires, Argentina),
en presentacion de paquetes de 25 kg. Su composicion segun indica el fabricante, consta
de harina de girasol, harina de soja, poroto de soja desactivado, trigo, sorgo, afrechillo
de trigo, gluten, cebada, harina de carme, harina de pescado, metionina, sal,
coccidiostato, antioxidante (BHT), vitaminas A, D3, E, B2, B6, K3, Bl, B12, acido
nicotinico, acido folico, pantotenato de Ca, biotina, colina, Mn, Zn, Fe, Cu, I y Se
(Nutrisur). El alimento se compro en el mismo distribuidor cada vez que se iba a
efectuar un experimento, corroborando que el alimento estuviera dentro de la fecha de

vencimiento.

3.18 Adicion al alimento para pollos de PSFG.

El PSFG se separo de los granulos mediante un colador y se adiciond en proporcion
100, 65, 50 y 25% v/p al alimento para pollos bebe Nutrisur®, mezclandose hasta quedar
bien homogenizado. Se utilizaron dos controles, alimento adicionado al 100% v/p con
agua destilada o adicionado al 100% v/p con PS sin fermentar. El alimento humedo se
distribuyo homogéneamente en bandejas de acero inoxidable formando una pelicula de
aproximadamente 0,5 cm de espesor y se sometid a secado en estufa de conveccion
forzada San Jor® (San Jor, Buenos Aires, Argentina) a 50°C, hasta alcanzar una
actividad acuosa (ay) de 0,95. Durante el secado se tomaron muestras (dejandolas
alcanzar 24 °C previamente) para determinar la ay en un equipo AQUALAB®
(AQUALAB, USA). Una vez terminado el secado, el alimento se enfridé en un
desecador con silica gel y se fracciono en bolsas de de polietileno de 50 g en bolsas, que

se emplearon en los ensayos posteriores.

3.18.1 Resistencia del alimento adicionado de PSFG a la contaminacion artificial.

El alimento contenido en cada una de las bolsas se inoculd mediante aspersion con una
solucion de esporas de concentraciéon 1x10* conidios/ml de A. parasiticus CMUNLP7,
adicionando 0,5 ml de esta solucion por cada 50 g de muestra (Gerez y col., 2009). Por
ultimo las bolsas se sellaron y se incubaron en estufa a 25°C. El alimento contaminado

se observo cada dia y se tomo el tiempo que tardo en hacerse visible el crecimiento
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fingico. Este se calculo en dias y se compard con el alimento control (sin adicion de
PSFQG). Para facilitar la comprension, en la Figura 3.1 se presenta esquema experimental

seguido para este ensayo.

_ /==
GRANULOS CIDCA 4,; 0\
X\
AGK1
* \; Sy

Inoculaciénen PS estéril (10% piv) Incorporacion PSFG al alimento en diferentes
concentraciones (100, 65, 50 y 25% v/p)

Incubacion 30 °C, pH final 3,7

4

Secado 50 °C

Granulos —P Adiciénal AP hasta a,, 0,95
-~ \\ -
(i 250\ |
2\
-
Controles:

* AP+PS sin fermentar (100% p/v) Incubacién 30 °C w

*AP+AGUA (100% p/v)

Contaminacién artificial con conidios de A. parasiticus

Observacion diaria hasta aparicion visible del hongo

L—

Figura 3.1. Esquema experimental del ensayo de resistencia del alimento adicionado de
PSFG a la contaminacion artificial. AP: alimento para pollos.

3.18.2 Recuento de hongos en el alimento para pollos

Se realizaron recuentos de hongos en agar DRBC a los dias 0, 15 y 30 dias de
almacenamiento del alimento adicionado con 100% v/p de PSFG, 100% v/p de agua
destilada y 100% v/p de PS sin fermentar. Se tomaron 5 g del alimento para pollos y se
diluyeron en 45 ml triptona 0,1%. Se realizaron las diluciones seriadas necesarias. A
partir de estas, se tomaron alicuotas de 100 pl y se adicionaron a placas de agar DRBC.
Se distribuyeron con perlas estériles. Se contaron los hongos luego de las 48 horas de

incubacion.

3.19 Determinacion de la produccion de micotoxinas.

e En los medios de cultivo.
Se estudio si la variacion en las concentraciones sub-letales de PSFG o mezclas de

acidos organicos incidia en la concentracion de micotoxinas producida por el hongo
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filamentoso estudiado, extrayendo aflatoxinas o zearalenona, segun el hongo, de los
medios de cultivo. Para cada tratamiento se fragmento el agar con el hongo cultivado,
en porciones pequeiias, dentro de un erlenmeyer. Se agregaron 125 ml de metanol
(JTBaker, Center Valley, USA) al 70% v/v por cada 25 g de muestra y perlas de vidrio
para favorecer la extraccion y se llevo el erlenmeyer a agitacion. La muestra se filtro
con papel de filtro Whatman N°1 y el filtrado se almacené en freezer a -20°C, hasta
hacer la determinacion de aflatoxinas o zearalenona. La concentracion de micotoxina en
cada muestra se determiné mediante el método de Kit Inmunoldgico para prueba de
ELISA VERATOX® (Neogen, Lesher Place, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El procedimiento se realizdO cuando los hongos en cada tratamiento
invadieron la totalidad de la placa. Las muestras también fueron medidas mediante
HPLC.
e En el alimento para pollos.

Se contaminaron el alimento para pollos con el hongo y a los 7 y 27 dias de transcurrida
dicha contaminacion, se hacia extraccion de aflatoxinas para el total de los tratamientos.
Esto se hizo para poder comparar la concentracion de aflatoxinas que en ese momento
se habia alcanzado para cada tratamiento. La concentracion de micotoxina en cada
muestra se determiné mediante el método de Kit Inmunoldgico para prueba de ELISA

VERATOX® (Neogen, Lesher Place, USA) y mediante HPLC.
3.20 Extraccion de aflatoxina B, para realizar cuantificacion mediante HPLC.

Una vez observada la aparicion visible del hongo sobre el alimento para pollos, se
realizo la extraccion de aflatoxina B; presente en el alimento para pollos. El alimento
(50 g) se mezclo con 100 ml de metanol 80% y 5 g de NaCl. La mezcla se licud a
maxima potencia por 1 minuto, luego se filtr6 con papel de filtro Whatman y se
recolecto el filtrado en un recipiente limpio. 10 ml del filtrado se mezclé con 40 ml de
agua MiliQ. Se tomaron 10 ml de esta mezcla y se pasaron por la columna de
inmunoafinidad AflaTest Vicam®. Se lavo la columna con 10 ml de agua miliQ. Se
eluyo la micotoxina con 1 ml de metanol puro y 1 ml de agua MiliQ. Se tomaron 20 pl

y se inyectaron en el HPLC. En la Figura 3.2 se muestra el procedimiento realizado.
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Filtracion 10mL de 10mL de
solucién solucién
& N re ™S -
— = - v
' | / z
W ¥
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— < . .-
50 g AP + 100 mL de 40mL de Cuantificacion por
metanol + 5 g NaCl , agua MiliQ \ H PLC

—

0,5g AP/mL metanol

Figura 3.2. Esquema experimental de la extraccion de aflatoxina B; del alimento para

pollos.
3.21 Cuantificacion de aflatoxina B;:

La determinacion de aflatoxina B; se realizo por HPLC, previa extraccion de la toxina
mediante columnas de inmunoafinidad (Aflatest, VICAM®). Las muestras fueron
derivatizadas, filtradas vy analizadas por HPLC (Waters 717 plus Autosampler) con
detector de fluorescencia. Las separaciones cromatograficas fueron llevadas a cabo con
una columna C18 de fase reversa (150 x 4,6 mm, 5 pm tamano de particula). La fase
movil utilizada fue una mezcla de agua/acetonitrilo/metanol (70:17:17, v/v/v) a un flujo
de 1,0 mL/min. La cuantificacion de AFB, fue realizada midiendo el area de los picos y
extrapolando con una curva de calibracion previamente obtenida usando soluciones
estandares de concentraciones conocidas (BIOPURE®) mediante el uso de software
Empower®. El limite inferior de cuantificacion de este equipo es de 25 ppb y el limite

de deteccion de 10 ppb.

3.22 Determinacion de la concentracion de aflatoxina B; mediante método

inmunolégico (VERATOX®)

Esta prueba es un ELISA directo competitivo que proporciona concentraciones exactas
en partes por billones (ppb). La aflatoxina libre en la muestra y los controles compiten
con la toxina-enzima marcada (conjugado) para los sitios de union al anticuerpo.
Después de una etapa de lavado, el substrato reacciona con el conjugado de la enzima
ligada para producir color azul. Se utiliza un lector de microplacas para medir

densidades opticas. Las densidades oOpticas de los controles, forman una curva de
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calibracion, y las densidades Opticas de la muestra se interpolan en la misma curva para
calcular la concentracion exacta de aflatoxina.

Este método permite cuantificar aflatoxinas concentraciones entre 0 y 50 ppb. En pozos
sin anticuerpo, se conjugaron 100 pl de cada muestra de aflatoxina (extraida con
metanol 70% vy filtradas con papel de filtro), con una enzima (peroxidasa de rabano,
utilizada como un antigeno). Un volumen de cada mezcla (100 pl) se transfirié a pozos
que contienen anticuerpos adheridos a la superficie inferior, donde los conjugados se
unieron a los anticuerpos especificos a las aflatoxinas. El exceso de aflatoxinas y
enzimas conjugadas pero no fijadas a los anticuerpos fueron desechadas mediante cinco
lavados sucesivos con agua destilada. Luego se adiciono una segunda enzima que actua
como enzima fijadora, que cambia de color las muestras. La intensidad del color
depende de la cantidad de enzima conjugada fijada a los anticuerpos, un color oscuro
indica menor presencia de aflatoxinas en las muestras. Se agregd finalmente una
solucion que detiene la reaccion y después de 2 o 3 minutos se leyd la absorbancia de

las muestras a 650 nm (Neogen Corporation®, 2009).

3.23 Captura de aflatoxina B; por microorganismos totales del granulo de kefir

CIDCA AGKI1 y con microorganismos aislados del granulo de kefir

3.23.1 Preparacion de la solucion de aflatoxina B;.

a) Preparacion de la solucion madre y la solucion de trabajo de aflatoxina.

Para preparar la solucion madre se utilizé aflatoxina B; (SIGMA®) en estado solido. Se
disolvieron 10 mg en 5 ml de metanol (J.T.BAKER®, Mallinckrodt, Alemania),
alcanzando una concentracion final aproximada de (2000 ppm) y se tomaron 500 pl
llevando hasta 100 ml, para alcanzar una concentracion final de 1/100 ml (10 ppm).
Para determinar el coeficiente de absortividad, se prepar6 una solucion de H,SO,
(Merck®, Darmstadt, Alemania) 0,018 N y tres soluciones de K,Cr,0; (J.T.BAKER®,
Mallinckrodt, Alemania) en concentraciones 0,25; 0,125 y 0,0625 mM. Para ello el
K,Cr,0 se seco en estufa a 100 °C durante 20 horas y el pesado se realizo en balanza
analitica con sensibilidad de 0,001 mg. Se determiné la absorbancia (A) de las tres

soluciones de K,Cr,O; a 350 nm, contra un blanco de H,SO, 0,018 N, en un
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espectrofotometro con celda de cuarzo. Para cada concentracion se calculo la
absortividad &= (A x 1000/mM) y se promediaron los tres valores para obtener la &

media. Se calculé también el factor de correccion (CF) para el instrumento y las celdas

mediante la ecuacion siguiente.

CF=3160/¢ Ecuacion 3.9

Donde 3160 es el factor de correccion para las soluciones de K,Cr,O;. El valor
promedio de € fue 3040,5 y el CF 1,04, quedando dentro del rango de aceptacion mayor
a 0,95 ymenor a 1,05, segin se muestra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Absorbancia y € obtenidos para las tres concentraciones de K,Cr,0;

[K:Cr,0] A £

0,25 0,7856 | 3142
0,125 0,3764 | 3011,2
0,625 0,1855 | 2968
PROMEDIO &=3040,5, CF= 1,04

b) Determinacion de la concentracion de aflatoxinas.

Se determino la absorbancia (4) de la solucion de aflatoxina 10 ppm a 360 nm y se

calculo la concentracion real de la solucion mediante la formula:

&= (AxMWx1000)/ug aflatoxina/ml. Ecuacion 3.10

Donde MW es el peso molecular de la aflatoxina AFB1 (312) (AOAC,1984).

[AF B4] = (0,5065 x 312 x 1000) / 21800 = 7,25 pg/ml: 7,25 ppm.

Multiplicado por el FC dio una concentracion de 7,54 ppm o 7540 ppb.

La concentracion real de aflatoxina B; fue corroborada mediante lectura en HPLC
utilizando un patrén de aflatoxina B; (BIOPURE®).

A partir de la solucion madre, se prepararon la solucion de trabajo de 5 ppm, 1 ppm,
500 ppb 300 ppb, 150 ppb, 75 ppb vy 20 ppb en PBS. Para ello se tomoé el volumen
necesario de aflatoxina en metanol, se adicion6 al PBS y se evaporo en cabina el

metanol hasta su eliminacion total. Las concentraciones finales fueron corroboradas
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mediante lectura en HPLC, lo cual se presenta en la Tabla 3.4 y la Figura 3.3. Las

soluciones de trabajo se alicuotaron y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

Tabla 3.4 Concentraciones tedricas de aflatoxina B; y area obtenida en la corrida de

HPLC

CONCENTRACION TEORICA (ppb) | AREA CORRIDA
5000,0000 457113,0000
1000,0000 75035,0000
500,0000 37647.,0000
100,0000 6383.,0000
50,0000 2707.0000
25,0000 1880.0000
10,0000 736,0000
1,0000 0,0000
Se+5
4e+5
3e+5 4
g 2e+5
<
1e+5 4
0
-le+5 T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Aflatoxina AFB1 (ppb)

Figura 3.3. Regresion lineal de las areas y concentraciones de aflatoxina B,

3.23.2 Preparacion de los microorganismos para los experimentos de captura de

aflatoxina B;.

a) Conjunto de microorganismos totales del granulo de kefir.

Se utilizaron granulos de kefir CIDCA AGKI1 congelados a -20 °C, los cuales se
reactivaron mediante dos pasajes consecutivos en leche. Estos granulos se adaptaron al
PS mediante pasajes sucesivos en PS, se trabajo con granulos en permanencia en PS
como maximo de 4 semanas. El permeado de suero fermentado con el granulo CIDCA
AGK1 (PSFG) se separé de los granulos mediante colador de malla de 1 mm?* y se

centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos en centrifuga Rolco®. Se considerd que el pellet
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de microorganismos obtenidos a partir del PSFG contenia los microorganismos

representativos del granulo de kefir CIDCA AGK1.

b) Microorganismos aislados del granulo de Kkefir.

Los microorganismos aislados fueron sometidos a dos pasajes de 24 horas a 30°C en
caldo MRS a los efectos de ser reactivados. Una vez reactivados, los microorganismos
se cultivaron en 30 ml de caldo MRS o de permeado de suero (PS). Los
microorganismos se cosecharon a las 24 horas de incubacion y se centrifugaron a 3000

rpm por 5 minutos en centrifuga Rolco®.

3.23.3 Captura de aflatoxina B; por microorganismos aislados del kefir y

microorganismos totales del granulo CIDCA AGKI1.

Tanto para los microorganismos aislados como para el conjunto de microorganismos
provenientes del granulo de kefir, se continu6 con el siguiente procedimiento. Se
hicieron dos lavados con PBS (Soluci6n tampén de fosfato: Na,HCOs, KH,PO, y NaCl)
a pH 7 y una vez con agua bidestilada estéril. Los pellets se resuspendieron en 2 ml de
solucion de aflatoxina B;. En paralelo se hizo un control sin aflatoxina resuspendiendo

los pellets en PBS y un control de aflatoxina sin microorganismo.

Para cada experimento, las concentraciones de microorganismos se corroboraron por
recuento en MRS e YGC respectivamente en pellets resuspendidos en PBS,
obteniéndose concentraciones de aproximadamente 1 x 10° UFC/ml de bacterias y 1 x
10°® UFC/ml de levaduras para los microorganismos aislados. En el caso del conjunto de
microorganismos del granulo, las concentraciones fueron de 1 x 10° UFC/ml de

bacterias y 1 x 10’ UFC/ml de levaduras.

Los desafios se hicieron co-incubando los microorganismos resuspendidos en 2 ml de
solucion de 150 ppb de aflatoxina B; a 30°C durante 30 minutos en un agitador orbital
(Peltonen, El-Nezami, Haskard, Ahokas & Salminen, 2001). Una vez terminado el
desafio, se centrifugo toda la solucion por 15 minutos a 13000 rpm en ultracentrifuga
Eppendorf 5415D (Eppendorf®, Alemania), separando el sobrenadante (SN) del pellet

(P), los cuales se almacenaron a -20°C.
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La capacidad de secuestro de aflatoxina por los microorganismos, se determind
midiendo la cantidad de aflatoxina restante en el SN mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), determinandose el area del pico de aflatoxina B; en el
sobrenadante. Se utilizé como control solucion de aflatoxina B; en la concentracion
usada en el desafio disuelta en PBS. Por ultimo, la capacidad de retencion de aflatoxina
por parte de los microorganismos, se determind mediante lavados sucesivos del pellet

microbiano con PBS. Los pasos seguidos para realizar los experimentos de captura se

observan en la Figura 3.4.

CALDO MRS Y PERMEADO DE
SUERD

ESPECTROFOTOMETRO
Do 10

LAVADOS

VOLUMEN 1:1 MO = SOLUCION AFB1

L

INCUBACION 30°C,
ENAGITACION POR
4HS

% captura=

(1-area pico
sobrenadante

tratamiente  AFB1/area
pico AFBL control)

SOLUCION DE AFB1

300PPE

Figura 3.4. Etapas de los experimentos de captura de aflatoxina B;.

3.23.4 Recuento de los microorganismos empleados en los estudios de captura de

aflatoxina B;.

Previo al ensayo de captura se hizo el recuento de los microorganismos empleados. Se
hizo el homogenizado diluyendo 1 ml de la solucion de microorganismos en 9 ml de
agua de peptona y se hicieron diluciones seriadas 1/10, hasta la dilucién 1 x 107 para
lactobacilos v 1 x 10° para levaduras. Se sembraron 100 pl de las ultimas tres
diluciones en superficie de agar MRS (Difco®, Beauvais, Francia) e YGC (Biokar
Diagnostics®, Beauvais, Francia) para las BAL y LEV respectivamente, dispersando el
inoculo con perlas de vidrio estériles. Las placas se incubaron a 30°C por 48 horas las

BAL y 5 dias las levaduras. En los experimentos donde el desafio microorganismo —
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aflatoxina se hicieron a diferentes valores de pH, se hizo recuento de los
microorganismos antes y después del desafio a fin de determinar si morian por las

condiciones del medio y poder relacionarlo con la captura de aflatoxina B;.

3.23.5 Determinacion de la concentracion de aflatoxina B, en el sobrenadante (SN)

del desafio, mediante HPLC.

La concentracion de aflatoxina presente en el sobrenadante luego del desafio se evaluo
inyectando 20 pl del SN en un HPLC (condiciones descriptas previamente). Se integro
el area del pico de la aflatoxina remanente en el SN de cada tratamiento y en el SN del
control de aflatoxina AFB1. El porcentaje de captura de aflatoxina B; (%CAFB,) en

cada tratamiento se calculo mediante la siguiente formula.

%CAFB;= [1-(Area del pico del tratamiento/Area del pico del control AFB;)]*100
Ecuacion 3.11

(Peltonen, ElI-Nezami, Haskard, Ahokas & Salminen, 2001).

3.24 Estudio del efecto citotoxico de la aflatoxina B; en las lineas celulares HepG2 y

Caco-2TC(C7.

El estudio del efecto del kefir sobre el dafo celular producido por aflatoxina B, sobre
células HepG2 (pasaje 10-22) y Caco-2TC7 (pasaje 48-58), se midi¢ a través de las
técnicas determinacion de la actividad deshidrogenasa mitocondrial (MTT) vy
determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) y adicionalmente, en las
células HepG2 también se realizé la metodologia de tincion de los nucleos necroéticos
con ioduro de propidio (IP). La linea celular HepG2, descubierta en 1980, proviene de
un adolecente caucasico que sufria de cancer hepatico o hepatocarcinoma, y su
crecimiento es de tipo epitelial formando pequenos agregados (Sahu, 2007). Por otra
parte, las células Caco-2 provienen de un carcinoma de colon humano, se diferencian en
enterocitos maduros luego de llegar a confluencia, y son células polarizadas con
desarrollo del borde apical "en cepillo” (Pinto y col., 1983; Chantret y col., 1994). La
linea celular Caco-2/TC-7, las utilizadas en este trabajo, es un clon aislado de la linea
celular Caco-2. Estas células se diferencian a enterocitos en tiempos mas cortos y

formando una poblacion mas homogénea que la linea Caco-2 (Turco y col., 2011).
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3.24.1 Descongelacion de células almacenadas en nitrogeno liquido.

Se retird un vial con las células deseadas. Se descongeld el mismo en bafio de agua a
37°C. Se centrifugo las células a 2500 rpm por 5 minutos. Bajo flujo laminar, se saco el
sobrenadante y se resuspendio en 1 ml de medio D-MEM. Se trasvaso el contenido a
una botella de 25 cm’ y se le adicion6 4 ml de D-MEM. Se incubd las células en estufa
a 37°C con 5% C0O,/95% aire. Se renovo el medio celular y se amplifico las células

como se indica en el numeral siguiente.

3.24.2 Inoculacion de células adherentes HepG2 y Caco-2TC7.

Bajo el flujo laminar bioseguridad II 1190 x 600 x 600 — NF X 44-201. Marca Jouan®.
Primero, se descartd el medio agotado D-MEM con suero fetal bovino (SF) (medio D-
MEM con SF al 10 y 15% para el cultivo de las células HpeG2 y Caco-2TC7,
respectivamente) con una pipeta de 10 ml de vidrio estéril. Se lavé la monocapa tres
veces con PBS estéril (10 ml para botellas de 75 cm® y 5 ml para botellas de 25 cm?)
con una pipeta distinta cada vez. Se agregd tripsina termostatisada a temperatura
ambiente sobre la pared opuesta de la monocapa (2 ml para botellas de 75 cm” y 1 ml
para botellas de 25 cm?). Se incubd en estufa (37°C con 5% C0,/95% O,) hasta lograr
el desprendimiento de la mayor parte de la monocapa. A intervalos de 2 minutos se
agitdé la botella para facilitar el desprendimiento de las células. Luego, bajo flujo
laminar, se coloco el volumen de medio correspondiente y se usd una pipeta para
completar el desprendimiento de las células escurriendo el liquido sobre la pared que
contenia la monocapa adherida pero sin raspar con la punta de la pipeta. Utilizando la
misma pipeta, se homogeneizo la suspension para desarmar los grumos y se paso todo el
contenido a un tubo de polipropileno conico estéril. A continuacion, se recuperd las
células centrifugando durante 5 minutos a no mas de 1500 g. luego, se volviendo al
flujo laminar, se descarto el sobrenadante con una pipeta estéril. Usando una nueva
pipeta, se agregd medio de cultivo nuevo, se utilizo la misma pipeta para mezclar las
células con el medio de cultivo, aspirando y expulsando el liquido repetidas veces.
Después, se separd en un ependorf 100-150 pl de la suspension para titular. Se tomo6 50
ul de la suspension celular y se mezclo con 50 pl de azul tripan al 2%. Se realizo el
conteo en camara de Neubauer en un microscopio invertido. En base al recuento, se

prepard una suspension de células y se distribuy6 el volumen correspondiente (para
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botellas de reserva se preparé una suspension de una concentracion de 5x10* células/ml
y para placas de 48 pocillos se realizd una suspension de 2,5x105 células/ml). Al
terminar de inocular las placas o botellas, se sacudieron ligeramente para distribuir
homogéneamente las células en toda la superficie en toda de superficie. Por ultimo, se
verificd microscopicamente el material preparado y se procedio a incubar las células en

estufa a 37°C con 5% CO,/95% aire.

El medio celular agotado se renovo cada 2 dias. Para ellos, se retird la botella de la
estufa a 37°C con 5% CO,/95% aire y se realizo la observacion macro y microscopica
de las células antes de renovar el medio de cultivo. A continuacion, se extrajo el medio
agotado con pipeta estéril. Con una nueva pipeta, se cargo el volumen de medio de
cultivo adecuado sobre la pared opuesta a la que contiene la monocapa. Se introdujo las

células nuevamente en la estufa a 37°C con 5% C0O,/95% aire.

4.24.3 Construccion de la curva de calibracion.

Se procedio a obtener placas de 24 o 48 pocillos de los cultivos celulares. Las células en
la placa se incubaron entre 1 y 7 dias en estufa a 37°C con 5% CO,/95% aire para
formar la monocapa en cada pocillo (las células HepG2 se incubaron durante 1 dia,
mientras que las células Caco-2TC7 requirieron 7 dias para formar la monocapa y
diferenciarse. Durante los 7 dias el medio se renovd cada 2 dias). A continuacion, se
cambio el medio de cultivo agotado por medio D-MEM nuevo solo o con diferentes
concentraciones de aflatoxina B;. La placa se incubd 24 h en estufa a 37°C con 5%
C0O,/95% aire. Las concentraciones probadas fueron las siguientes: 0 ppb, 0,1 ppb, 1
ppb, 10 ppb, 100 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb y 500 ppb. Pasado ese tiempo, se

reveld el dano celular por el método pertinente.

3.24.4 Evaluacion del efecto citotoxico de la aflatoxina B; sobre las células HepG2 y

Caco-2TC7 mediante ensayo MTT.
Se realizo un ensayo de proliferacion celular mediante ensayo con sal de tetrazolio

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5- difenil tetrazolio (MTT) sobre células HepG2
y Caco-2TC7.

48



Materiales y Métodos

El ensayo de MTT es un método colorimétrico que puede detectar el dafio de las células
producido por la accion de xenobidticos (como las aflatoxinas), que provoca un dano
celular interrumpiendo las actividades metabolicas normales de las células.

Se basa en medir la reduccion de la sal de MTT por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa que da lugar a un compuesto insoluble que precipita formando cristales
de formazan. La densidad optica de la solucion coloreada extraida del precipitado es
medida con un espectrofotometro dando una absorbancia que es funcion de la
concentracion de la sal transformada, la cual se correlaciona con el nimero de células
activas metabolicamente. En este ensayo la actividad de succinato-deshidrogenasa es un

indice de la proliferacion celular (Hansen y Briinner, 1998).

Las células fueron crecidas en placa de 24 pocillos (Greiner Bio One, Frieckenhausen,
Alemania) en medio D-MEM. Estas fueron cultivadas durante 1 o 7 dias, segun la linea
celular, a 37° en estufa de cultivo celular con atmosfera controlada de CO, (5%) hasta
alcanzar 70% de confluencia.

Se extrajo el medio D-MEM agotado, y se colocé medio D-MEM nuevo con o sin
distintas concentraciones de aflatoxina B;. Se incubo a 37°C y 5% CO, durante 24
horas.

Para el revelado se descartd el contenido de la placa y se agregaron 500 ul de la sal de
MTT (0,5 mg/ml) diluida 1/10. Se incubé durante 3 horas y media en estufa de cultivo
al abrigo de la luz (con papel metalico). Luego de transcurrido el tiempo para la
formacion del precipitado de la sal, se descarto el MTT excedente y se afiadio 500 pl de
HC1 (0,1 M en 1sopropanol) para disolver los cristales de formazan.

Las suspensiones se leyeron en lector de placas (ELISA Plate Reader STL Rainwob

Reader, Wien, Austria) a 550 nm, previa agitacion a velocidad media durante 5 minutos.

3.24.5 Tincion con Ioduro de Propidio

Las células fueron crecidas en placa de 24 pocillos con vidrios adtos para el cultivo
celular en cada fosa (Greiner Bio One, Frieckenhausen, Alemania) en medio D-MEM.
Estas fueron cultivadas durante 1 dia, a 37° en estufa de cultivo celular con atmosfera
controlada de CO2 (5%) hasta alcanzar 70% de confluencia.

Transcurrido dicho tiempo, se descart6 el medio agotado y se adiciond 0,5 ml del medio

D-MEM con distintas concentraciones de aflatoxina B, (0, 100, 150, 200, 300, 400 y
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500 ppb) sobre la monocapa de células HepG2. Las células se incubaron durante 1 dia.
A continuacion, se descarto el medio de cultivo y las células fueron lavadas 2 veces con
buffer PBS adicionado con 0,2% de gelatina. Luego se coloco 100 ul de solucion de
10duro de propidio (10ug/ml de buffer PBS adicionado con 0,2% de gelatina).

Se incubd 15 minutos en hielo. Se retird el liquido y se montaron en glicerol 50%
(vol/vol). Se examinaron las c€lulas por microscopia de fluorescencia (Leica DMLB -
Leica Microscopy Systems Ltd. CH Heerbrugg, Switzerland). Se contabilizaron el

numero de células tenidas de color rojo por fosa.
3.24.6 Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa

Se midi¢ la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en células Caco-2TC7
diferenciadas y células HepG2. Esta enzima intracelular es una oxidorreductasa y
participa en el metabolismo energético anaerobio, reduciendo el piruvato a L-lactato

para regenerar el NAD".

piruvato + NADH I.DH _» L-lactato + NAD" Ecuacion 3.12

La determinacion de la concentracion de esta enzima liberada al medio refleja el dano
celular. Se utilizé un kit comercial de determinacion de LDH (Wiener Lab, Rosario,
Argentina).

Las células fueron crecidas en placa de 24 pocillos (Greiner Bio One, Frieckenhausen,
Alemania) en medio D-MEM. Estas fueron cultivadas durante 1 o 7 dias, segun la linea
celular, a 37° en estufa de cultivo celular con atmosfera controlada de CO, (5%) hasta
alcanzar 70% de confluencia.

Se extrajo el medio D-MEM agotado, y se colocé medio D-MEM nuevo con o sin
distintas concentraciones de aflatoxina B; y de microorganismos totales del kefir. Se
incubo a 37°C y 5% CO; durante 24 horas.

Pasado ese tiempo, se extrajo una alicuota de cada muestra libre de células y se agrego
el sustrato del kit que contiene NADH,, fosfatos y piruvatos. Se midio cada un minuto,
los cambios de la densidad optica que reflejaron la reduccion del NADH, debido a la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa presente en el medio (LDH). La actividad

enzimatica se establecio en unidades internacionales (U/I). La medicion se realizd con
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un espectofotometro por lectura de la DO a 340 nm (Beckman DU 650, Palo Alto,
USA).

4.24.7 Ensayos de adhesion en células Caco-2TC7.

Se obtuvo monocapas de células Caco-2TC7 en placas de 24 pocillos. Luego de 7 dias,
donde las células se diferenciaron. Se lavaron las monocapas 3 veces con PBS.
Simultaneamente, se obtuvieron los microorganismos totales del kefir como se describe
previamente.

A continuacién, se colocaron en las fosas de la placa 0,25 ml de una suspension
microbiana (en PBS y con una DOgyoan=10) y 0,25 ml de DMEM sin suplementar. La
placa se incubd en atmosfera de CO, a 37°C durante una hora. Concluido ese tiempo,
las fosas se lavaron 3 veces con PBS para eliminar los microorganismos no asociados.
Se adiciono a cada fosa 1 ml de agua miliQ y se incubaron las células 1 hora a 37°C. Se
homogeneizoé el contenido de cada fosa con pipeta automatica y se paso a ependorff’s
estériles. Luego, se realizaron diluciones seriadas con agua con triptona 0,1% y se
sembraron en agar MRS e YGC para recuentos de bacterias y levaduras viables,
respectivamente. Y con el fin de determinar la presencia de microorganismos totales, se
realizo la técnica de Breed, (Meynell and Meynell, 1970): se colocaron 10 pl de la
dilucién correspondiente en 1 cm” delimitado en un portaobjetos. Se efectué tincién con
cristal violeta (5 minutos) y se contaron las bacterias en todos los campos a lo largo del
recorrido de un extremo a otro del cuadrado mediante microscopia optica. El niimero de

bacterias asociadas se calculé como UFC/ml de suspension.

4.24.8 Efecto protector de los microorganismos del kefir sobre las células en

presencia de aflatoxina B;.

- Co-incubacion previa de los microorganismos del kefir con aflatoxina B;.

Las células HepG2 y Caco-2TC7 se desafiaron con AFB1 (10, 50, 150 y 300 ppb en
HepG2 y 300 y 500 ppb en Caco-2TC7) y microorganismos totales del kefir. Los
microorganismos totales del kefir se obtuvieron siguiendo la metodologia indicada
previamente, luego se incubaron previamente 30 minutos con la AFB1 en medio D-

MEM, y luego eso se adiciono sobre las células, después de lavar las células con PBS.
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- Adicion simultanea de los microorganismos del kefir y aflatoxina B; sobre la
monocapa celular Caco-2TC7.

También se realizd6 un ensayo con las mismas concentraciones de aflatoxina B,
estudiadas antes donde el desafio entre la micotoxina y los microorganismos del kefir

tuvo lugar mezclando directamente sobre los pocillos donde se encontraban las células.

- Efecto protector de los microorganismos totales del kefir adheridos sobre una
monocapa celular Caco-2TC7.

En una monocapa diferenciada de una semana, se quitd el medio DMEM agotado y se
puso en contacto con una suspension de PBS con los microorganismos totales del kefir
por 1 h para permitir la asociacion de los microorganismos con las células. Luego, se
realizaron 3 lavados con PBS para eliminar los microorganismos no adheridos, y
finalmente, se adiciono la aflatoxina B; contenida en el medio DMEM. Las células se
incubaron 24 h en estufa a 37°C con 5% C0O,/95% aire. Por ultimo, se realizé el ensayo

de la lactato deshidrogenasa (LDH) mediante el kit LDH P-UV Unitest de Wiener lab®

siguiendo los instrucciones del manufacturante.

3.25 Analisis estadistico

Con el fin de establecer si existia diferencia estadisticamente significativa entre las
velocidades de crecimiento, las fases de latencia, las concentraciones de aflatoxina
obtenidas y actividad enzimatica en las lineas celulares, se hicieron analisis de varianza

y pruebas de medias usando el programa STATGRAPHICS CENTURION 5.1%.


http://www.wiener-lab.com.ar/VademecumDocumentos/Vademecum%20espanol/ldh_p_uv_unitest_sp.pdf

RESULTADOS
Y
DISCUSION



Resultados y discusion. Seccion 4.1

4.1 Estudio de la capacidad de crecimiento de los microorganismos del kefir en

permeado de suero (PS).

La Argentina destina el 33-34% de la produccién nacional de leche a la elaboracion de
quesos. Alrededor del 70% de las empresas lacteas producen exclusivamente este producto
o bien disponen de lineas para su produccion. El principal subproducto de su actividad es el
suero. Se estima que en nuestro pais se producen anualmente 450 mil toneladas de suero
liquido (Speranza, 2011; INTA, 2014), de los cuales, aproximadamente el 33% se destina a
la obtencion de lactosa y derivados proteicos y el 4-5% es transformado en suero en polvo.
El 60% restante se desecha como efluente o es aprovechado, con bajo nivel tecnoldgico, en
la alimentacion de cerdos y bovinos.

La mayoria de las pequefias empresas no tienen resuelto atin el destino del lactosuero y esto
provoca impactos ambientales negativos. Esta situacion pone a muchas de estas empresas y
a su entorno socioeconomico (normalmente radicadas en pequenas poblaciones del interior
del pais) en situacion de riesgo (clausura, limitaciones para acceder a ciertos
mercados, contaminacion de fuentes de agua y conflictos socio — ambientales locales)

(INTA, 2014).

La recuperacion y posterior procesamiento del lactosuero no sélo beneficiaria a las
empresas desde el punto de vista economico comercial, a través de la obtencion de
productos de alto valor agregado, sino que ademas estaria resolviendo un problema

ambiental asociado al vertido del suero.

Estudios previos han demostrado que los granulos de kefir tienen la capacidad de
fermentar, tanto la leche (sustrato original de los granulos) como el suero de queseria

(Londero, 2012; Londero y col., 2014).

Adicionalmente, el suero puede ser filtrado para extraer las proteinas, obteniéndose un
subproducto adicional que es el permeado de suero (PS). Este permeado de suero contiene
principalmente lactosa y una baja concentracion de nitrogeno, de modo que podria ser
fermentado por los granulos de kefir. Se propuso como objetivo estudiar las condiciones

para producir PS fermentado con los microorganismos del kefir.
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4.1.1 Estudio de la cinética de fermentacion del PS con microorganismos aislados del

kefir y con granulo de kefir CIDCA AGKI1.

Como base para los ensayos de cinéticas de acidificacion y aumento de biomasa de los
granulos de kefir cultivados en PS, se realizd la determinacion de la concentracion de
nitrogeno, lactosa y cenizas para sustentar la hipdtesis de que de los granulos tienen la

capacidad de crecer en PS, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.1.1.

Tabla 4.1.1. Contenido de nitrogeno, lactosa, cenizas y pH del PS resuspendido al 5%.

pH Nitrogeno Total | Lactosa (%) Cenizas (%)
(%)
PS1 6,50 0,0200 3,33 0,28
PS 2 6,40 0,0018 3,54 0,26

PS 1: adquirido de la empresa Ilolay®_, Santa Fe, Argentina. PS 2: Arla Foods®, CABA,
Argentina. Las determinaciones se realizaron segiin se indico en materiales y métodos.

Se observd que la concentracion de lactosa y cenizas fue muy similar para los PS que se
disponia, lo mismo que el pH del permeado resuspendido (5%). Sin embargo, la
concentracion de nitrogeno fue aproximadamente 10 veces mayor en el PS 1 que en el PS

2.

Se realizaron los estudios de fermentacion del permeado de suero con granulos de kefir
CIDCA AGKI1, 4 cepas de Lactobacillus plantarum y una cepa de Kluyveromyces
marxianus, todas aisladas de granulos de kefir, segiin se indica en materiales y métodos.

EI PS se incubo a 30°C y se realizaron cinéticas de acidificacién y crecimiento microbiano
seglin se indico en la metodologia. Los resultados se observan en la Figura 4.1.1 y Tabla
4.1.2.

En el caso de las cinéticas se leyo el pH periodicamente y como se observa en la Figura
4.12, L. plantarum CIDCA 83114, L. plantarum CIDCA 8316, L. plantarum CIDCA
8318, L. plantarum CIDCA 8316, L. plantarum CIDCA 8329, K. marxianus CIDCA 8154
y granulos de kefir CIDCA AGKI, tuvieron la capacidad de fermentar el PS.
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Figura 4.1.1. Cinéticas de acidificacion del PS incubado con lactobacilos aislados del kefir
(a), levaduras aisladas del kefir (b) y granulos de kefir CIDCA AGKI (c): a) lactobacilos: @
L. plantarum CIDCA 83114A; e L. plantarum CIDCA 83114B; V L. plantarum CIDCA
8316A; AL. plantarum CIDCA 8316BM L. plantarum CIDCA 8318A:W L. plantarum
CIDCA 8318B;¢ L. plantarum CIDCA 8329A:¢ L. plantarum CIDCA 8329B. b) levadura:
e K marxianus CIDCA 8154A; e K. marxianus CIDCA 8154B; ¢) e granulo de kefir
CIDCA AGKIA; e granulo de kefir CIDCA AGKI1B. Donde A y B son dos cinéticas de
acidificacion realizadas en forma independiente.

Todos los microorganismos probados presentaron la misma tendencia, un rapido descenso
del pH en las primeras horas, y un descenso mas lento posterior hasta llegar a un pH final
que varia segun el tipo de microorganismo utilizado en la fermentacion. En el caso de los
lactobacilos, el descenso de pH fue rapido durante 9 horas, alcanzando un pH de 4,70. En el
caso de K. marxianus (levadura fermentadora de lactosa) la acidificacion rapida produce un
producto de pH de 5,40 después de 13 horas de fermentacion. Con los granulos se observo
una acidificacion rapida durante 10 hs de fermentacion hasta un pH de 4,20. En todos los
casos, a partir de las 9 — 13 horas, la velocidad de acidificacion fue menor. Todas las cepas
de Lactobacillus plantarum estudiadas presentaron la misma cinética de acidificacion

alcanzando aproximadamente un pH de 4,0 a las 30 h, este pH puede ser atin menor si se le
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aumenta el tiempo de incubacion, para algunas cepas. Los pH finales después de 48 h de
incubacion estuvieron entre 3,5 y 4,0, siendo L. plantarum CIDCA 83114 la mas

acidificante.

En el caso de la levadura, la acidificacion fue menor, lograndose unpHde 5,3 alas 30 hya
diferencia de los lactobacilos y los granulos de kefir, el pH final fue 5,0, luego de 48 h de
incubacion. También se observo que esta levadura redujo la concentracion de lactosa del PS
desde alrededor del 3,40% (Tabla 4.1.1) entre 1 — 1,2% luego del tiempo de incubacion
mencionado previamente. Por otra parte, los granulos de kefir mostraron la mayor
pendiente en las primeras horas de incubacion (pH de 4,20 a las 10 h), llegando a un pH
final de 3,35, luego de 48 h de incubacion a 30°C. Sin embargo, en el PS fermentado con
granulos de kefir, la reduccion de la lactosa fue menor que la producida por la levadura,
encontrandose entre 2,1 — 2,3% de lactosa luego de la fermentacion. No obstante, el hecho
de que el producto fermentado con los granulos posea la capacidad de alcanzar el pH tan
bajo en el menor tiempo posible es una ventaja util para la aplicacion del granulo de kefir

como un potencial bioconservante.

Se realizaron recuentos en agar MRS (para bacterias lacticas) y/o agar YGC (para
levaduras) al finalizar el tiempo de incubacion establecido. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 4.1.2. Se observo que los recuentos de los lactobacilos estuvieron
entre 10° y 10° UFC/ml. El recuento de levaduras estuvo alrededor de 10’ UFC/ml. Por
ltimo, en los granulos de kefir se observé un recuento de 10° y 10’ UFC/ml de BAL y
levaduras, respectivamente. Estos recuentos estuvieron un orden logaritmico por debajo a
los observados para los mismos microorganismos desarrollados en caldo MRS, para el caso
de los lactobacilos. Mientras que la levadura presentd un recuento con el mismo orden
logaritmico (10" UFC/ml) tanto el caldo MRS como en PS. Por otro lado, los recuentos del
PS fermentado con los granulos de kefir no presentaron grandes cambios con respecto a los
obtenidos cuando la fermentacion se realizo en leche. Los recuentos obtenidos en leche
fermentada con granulos fueron entre 10° — 10° y 10’ — 10° UFC/ml para BAL y levaduras,

respectivamente.
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Tabla 4.1.2. Recuentos de lactobacilos, levadura y granulos de kefir CIDCA AGKI1
desarrollados en PS, leche o MRS.

Microorganismos

Recuento (UFC/ml) desarrollados
en PS

Recuento (UFC/ml) desarrollados
en leche o MRS

L. plantarum 83114

2.85 +0,66x10°

4,22 +0,20x10° (MRS)

L. plantarum 8316

2.42 +0,41x10°

1,35 +0,11x10" (MRS)

L. plantarum 8318

1,93 +0,35x10°

1,76 + 0,49x10" (MRS)

L. plantarum 8329

1,42 +0,74x10%

1,95 +0,48x10" (MRS)

K. marxianus 8154

5,02 +0,21x10’

1,32 +0,64x10" (MRS)

Granulo de kefir CIDCA AGK1

1,77 £ 0,25x10° BAL: 3,01 +
0,32x10 levaduras.

4,24 +0.46x10° BAL: 5.33 +
0,29x10’ levaduras (leche).

Ademas se quiso establecer si la cinética de acidificacion del granulo era afectada por el

tiempo de permanencia del granulo en el PS. Para ello, se efectué la cinética de

acidificacion de granulos con 4 y 12 semanas de repiques sucesivos en PS. Los resultados

se ven en el Figura 4.1.2.
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Figura 4.1.2. Cinética de acidificacion de granulo de kefir CIDCA AGKI1 con distintos
tiempos de adaptacion en PS: e Kefir 1, con 4 semanas en PS; e Kefir 2, con 12 semanas
en PS. Resultados promedio de tres repeticiones.

En la Figura 4.1.2 se puede apreciar que hay una diferencia de comportamiento entre los
granulos con distinta permanencia en el PS, siendo mucho mas bajo el pH alcanzado por el
kefir 1 (3,49) que el obtenido por el kefir 2 (4,15), este tltimo con 12 semanas de
adaptacion al PS. Los granulos desarrollados en leche y utilizados para la fermentacion del
PS sin adaptacion previa al mismo, se comportaron igual que los adaptados durante 4
semanas. Ademas, estas son similares a la de los granulos cultivados en leche. En la Figura
4.1.3 se observa la cinética de acidificacion de los granulos cultivados en leche y de los
granulos cultivados en PS sin adaptacion previa. Se observa que los granulos cultivados en
leche acidifican dicho medio mas rapidamente durante las primeras horas de fermentacion,
pero luego de 30 horas de incubacion, ambas cinéticas coinciden llegando a un pH final

muy similar a las 48 horas.
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Figura 4.1.3. Cinética de acidificacion de granulo de kefir CIDCA AGKI1 cultivados en PS
sin adaptacion previa al PS (e cinética A; @ cinética B) y de granulos cultivados en leche
(w cinética A; A cinética B).

4.1.2 Determinacion del cambio de biomasa del granulo CIDCA AGK1 en PS
Se realizaron ensayos de biomasa independientes, donde se efectuaron repiques sucesivos
en leche o en PS al 10% y en cada paso se filtraban los granulos, se dejaban secar sobre

papel absorbente hasta peso constante, para luego ser pesados. Los resultados obtenidos se

presentan en la Figura 4.1.4.
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Figura 4.1.4. Cambio de biomasa del granulo de kefir CIDCA AGKI1 cultivados en leche
(a) y con distintos tiempos de adaptacion en PS (b): a) e kefir en leche; b) e Kefir 1, con 4
semanas en PS; e Kefir 2, con 12 semanas en PS. *Resultados promedio de tres

repeticiones.
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En la Figura 4.1.4 se observa una clara diferencia en el cambio de biomasa dependiendo del
medio en que los granulos son cultivados. Mientras que en leche se aprecia en aumento de
la biomasa de 13,6 g en el repique del dia 12, cuando los granulos son cultivados en PS,
estos disminuyeron su biomasa en diferente proporcion, segun el tiempo de permanencia en
el PS. En el caso del kefir 1 (con 4 semanas en PS), éste disminuyo en 1 g la biomasa,
mientras que el kefir 2 (con 4 semanas en PS) disminuyo en 2 g, durante los 12 dias del
ensayo. En ambos casos, se puede observar una tendencia general: un brusco descenso en
los primeros dos dias y luego una disminucion mas lenta de biomasa. Previamente se ha
estudiado el cambio de biomasa en suero de lecheria, encontrando que el granulo es capaz
de incrementar su biomasa cuando utiliza como sustrato suero de leche, pero la formacion
del mismo se ve afectada por las condiciones de fermentacion (Londero, 2012). Cuando la
fermentacion se llevo a cabo a 30 °C el crecimiento fue similar al obtenido a 20°C durante
las primeras fermentaciones, sin embargo luego de 9 cultivos en suero a 30 °C los granulos
presentaron un crecimiento escaso e inconstante (el crecimiento promedio en 20

mediciones resulté de 0,069 + 0,07 g/g).

Se observan cambios significativos tanto en la produccion de biomasa como en la velocidad
de acidificacion entre granulos adaptados al PS durante 4 semanas y aquellos adaptados

durante 12 semanas.

Este cambio de comportamiento tanto en la biomasa como en las cinéticas de acidificacion
se vio acompanado de cambios macroscopicos en los granulos de kefir. Los mismos
dejaron de ser compactos, se redujeron en tamano y la mayoria de ellos se depositaban en el
fondo del recipiente. Se planted, que lo anterior, podria deberse a que ante la baja
concentracion de nitrogeno, habria una disminucion de las bacterias lacticas responsables
de la acidificacion y de la produccion de biomasa. Por lo que se decidid hacer un recuento
general de BAL y levaduras tanto de los granulos como del PS fermentado con ellos,
tomando como valores de referencia los que se exigen en el Codigo Alimentario Argentino
para leche fermentada por granulos de kefir y los reportados por investigadores del grupo
en leche y PS fermentados con granulos de kefir CIDCA AGKI. Estos se indican en la
Tabla 4.1.3.
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Tabla 4.1.3. Valores de referencia para los recuentos de BAL y levaduras.

Producto BAL Levaduras
Leche fermentada* 10"-10° UFC/ml 10°-10" UFC/ml
Granulos desarrollados en leche™ 10° UFC/g 10" UFC/g
PS fermentado con granulos adaptados a PS 3,34 + 0,28x10° 2,66 +0,18x10’
durante 4 semanas UFC/ml UFC/ml
PS fermentado con granulos adaptados a PS 2,17 +0,35x10’ 1,88 +0,16x10°
durante 12 semanas UFC/ml UFC/ml
Granulos adaptados a PS durante 12 semanas 3,1+ 020x10° 237023410
UFC/g UFC/g

* Reportado por Leon (2013). El Codigo Alimentario Argentino sefiala que una leche
fermentada con granulos de kefir debe contener un minimo de 10’y 10* UFC/ml BAL y
levaduras, respectivamente.

Comparando los datos de la Tabla 4.1.3, se observa que el PS fermentado con granulos
adaptados durante 4 semanas tiene una composicion microbiologica equivalente a la de la
leche fermentada. Sin embargo, cuando se utilizan granulos adaptados durante 12 semanas,
el producto fermentado tiene una concentracion de microorganismos 10 veces menor. Los
granulos adaptados durante 12 semanas contienen una concentracion similar a los
provenientes de leche en lo referente a BAL, pero presentan una concentracion muy

superior de levaduras.

Al comparar los valores obtenidos con los de referencia, se puede ver que el recuento
general de BAL y levaduras estan por encima del minimo establecido en el Cddigo
Alimentario Argentino (CAA, 2010). Por lo que se pensé que las diferencias en la cinéticas
de acidificacion y de biomasa entre granulos, con distintos tiempos de permanencia en PS,
podria deberse a una disminucion de alguna o algunas especies en particular, y a
desbalances de la composicion relativa de microorganismos que podria generar ademas las

diferencias macroscopicas observadas (Figura 4.1.5).
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Figura 4.1.5. Granulos de kefir CIDCA AGK1 A) en leche B) en PS.

En la Figura 4.1.5 se observa un cambio en el color de granulos cultivados en leche o PS.
Pasando del color blanco caracteristico cuando esta en leche a un color marrén claro

cuando los granulos son crecidos en PS.

Recientemente Magalhdes et al. (2010) evaluaron la estabilidad de la comunidad
microbiana de los granulos de kefir al cambiar de leche a suero como sustrato,
determinando que no habia variaciones en la estructura interna del granulo ni en los perfiles
de DGGE de bacterias y levaduras. Otras publicaciones indican que a temperaturas mas
altas de fermentacion hay un mayor aumento de biomasa de los granulos de kefir, la
produccion de etanol comienza con anterioridad (Zajsek et al., 2010), se acelera la
velocidad de fermentacion, hay mayor consumo de lactosa (Golfinopoulos et al., 2011) y
varian la produccion de polisacaridos y las caracteristicas reoldgicas del kefir (Rimada et
al., 2001; Bensmira et al., 2010).

Londero (2012) también investigo las caracteristicas del granulo cultivado a 20, 30 y 37°C
en suero de lecheria por DGGE y determind que no se observaron diferencias en los
perfiles de bacterias. Sin embargo, la banda cuya secuencia alinedé con las levaduras
Kazachstania unispora, Kaz. servazzii y Kaz. aquatica y la banda que aline6 con K
marxianus en el granulo a 20°C; estuvieron ausentes en los granulos crecidos a 30 °C y 37
°C. Esto indico que hubo una reduccion de la diversidad de levaduras al aumentar la

temperatura de incubacion.
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En el analisis de los cambios en la cinética de acidificacion y biomasa del granulo, hay que
considerar que el PS, como se dijo anteriormente, es un sustrato pobre en nitrogeno, por lo
tanto podria pensarse que actia como un medio selectivo para determinados
microorganismos mas exigentes en nutrientes que otros que estan presentes en la
comunidad del kefir. A consecuencia de ello, hay que poner especial atencion en el nimero

de repiques en PS que se realizan a los granulos en dicho medio.

Para evitar la disminucion de biomasa y de la velocidad de acidificacion en la obtencion de
PS fermentado se deberia mantener un stock de granulos en leche y, a partir de ellos

fermentar el PS utilizando un maximo de repiques de 4 semanas.

4.1.3 Determinacion de la capacidad antifiingica de los productos fermentados con

granulo CIDCA AGKI1 en PS

Una vez establecidas las condicione de fermentacion y ciertas caracteristicas de los
granulos cuando son cultivados en PS, se decidio hacer un ensayo de reduccion de la
germinacion para estudiar la capacidad antifiingica de los sobrenadantes obtenidos con los
granulos de kefir.

El permeado de suero fermentado con granulos hasta distintos pH finales fue centrifugado y
filtrado como se describio en materiales y métodos con el objetivo de obtener los
sobrenadantes libres de células del permeado de suero fermentado con granulos de kefir
CIDCA AGKI1 (SLC PSFG), los cuales se usaron para el ensayo de reduccion de la
germinacion (Figura 4.1.6). Se observé que los SLC PSFG tuvieron un efecto inhibitorio
variable sobre los hongos ensayados. Se aprecia que a medida que disminuye el pH de los
SLC PSFG se incrementa el porcentaje de inhibicion de la germinacion. Sin embargo, con
SLC PSFG a pH 3,5 o pH 3.3 se obtuvieron porcentajes de inhibicion de germinacion
fuertes (> 70%).
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Figura 4.1.6. Porcentajes de inhibicion de la germinacion de W Aspergillus flavus
AFUNLS; B Penicillum sumatrense CMUNLP3: [ P. crustosum CMUNLP4;

] Fusarium graminearum Fg48 desafiados a SLC PSFG obtenidos a distintos pH finales
de fermentacion.

4.1.4 Conclusiones

Los microorganismos del kefir tiene la capacidad de crecer en permeado de suero,
presentado cinéticas de acidificacion similar a cuando estos son cultivados en leche. Sin
embargo, la biomasa de los granulos se ve reducida a medida que aumenta su permanencia
en permeado de suero, las cinéticas de acidificacion son mas lentas, y la concentracion

relativa de BAL y levaduras del granulo cambia.

En vista de los resultados obtenidos con los sobrenadantes de kefir en cuanto a su
capacidad antifiingica se decidio realizar los experimentos de actividad antifungica del kefir
con PS fermentados con granulos de kefir adaptados al PS durante cuatro semanas como

mMAaximo.
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4.2 Estudio de la capacidad inhibitoria de los sobrenadantes de kefir sobre F.

graminearum.

La mayoria de los productos agricolas son susceptibles de contaminacion por hongos
durante algunas de las etapas de produccion, procesamiento, transporte o
almacenamiento segliin fue descripto en la introduccion general. Tradicionalmente los
hongos toxigénicos han sido clasificados como de campo (patogenos de plantas) o de
almacenamiento. Como microorganismos patogenos de plantas o de campo
encontramos a Claviceps, Fusarium Yy Alternaria, mientras que Aspergillus y
Penicillium son considerados hongos de almacenamiento ya que en esta etapa
encuentran condiciones Optimas para su proliferacion. Cuando los hongos de campo son
aislados durante el almacenamiento indican condiciones deficientes de conservacion del
alimento ya que para su desarrollo necesitan una ay, mayor a la apropiada para esa etapa
(Scudamore y Livesey, 1998; Akande y col., 2006; Amigot y col., 2006).

Como se menciono antes, Fusarium contamina el cereal en el campo, pero por procesos
tecnologicos como el secado, que buscan reducir la humedad para aumentar la vida util
de los productos agricolas, el hongo puede ser destruido pero sus micotoxinas
permanecen activas en el sustrato. Sin embargo, tampoco es de extrafar que se
encuentren estos hongos en este cereal almacenado debido al mal procesamientos de los
alimentos o por malas practicas de saneamiento ambiental dando como consecuencia re-
contaminaciones posteriores causadas por vectores como el aire y los insectos (Carrillo,
2003). Por esto, con frecuencia se los ha aislado a partir de granos almacenados, donde
son capaces de producir micotoxinas (Bueno, 2003). Ademas, se han encontrado que los
cereales estan entre los sustratos mas adecuados para el desarrollo fiingico y la
produccion de micotoxinas. Como se describio anteriormente es conocido que F.
graminearum es uno de los principales hongos aislados en climas templados y afecta
principalmente al trigo y la cebada (Goswami y Kistler, 2004), lo que causa grandes
pérdidas economicas debido a la reduccion del rendimiento y calidad de los granos
(Parry y col., 1995; Liddell 2003; Pirgozilev y col., 2003) y la produccion de
micotoxinas como zearalenona (ZEA) y tricotecenos. Los tricotecenos son altamente
toxicos para el ser humano, mientras que la ZEA es reconocida como un disruptor
endocrino (IARC 1993). F. graminearum suele hallarse también en legumbres, frutas y
pasturas (Carrillo, 2003). Ademas, ZEA esta ampliamente distribuida por todo el mundo

sobre los cereales y piensos, encontrandose incluso en maiz destinado al consumo
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humano (Cervero y col., 2007), es considerada usualmente como un contaminante de
los cereales almacenados y, si bien, la toxina puede ser producida en el campo durante
el desarrollo de los cereales, la mayor produccion de la toxina ocurre durante el
almacenamiento de los alimentos, que transportan estos hongos, en ambientes con
climas frios y alta humedad (Hollinger y Ekperigin, 1999).

Se han publicado trabajos donde los cereales almacenados podrian tener mayor vida util
utilizando bacterias lacticas como biopreservadores, en este sentido Amigot (2009)
obtuvo que la aplicacion de Lactrobacillus buchneri BAL/T o Streptomyces sp C/33-6 en
silos experimentales permitid obtener silos de calidad regular en comparacion de los
silos control, donde su calidad fue mala. Ademas, todos esos silos regulares fueron
aceptables en su evaluacion final para el consumo animal. Por tltimo, este investigador
también observo que en las condiciones ensayadas Lactobacillus buchneri BAL/7
resulto un agente de biocontrol mas promisorio que Strepromyces sp C/33-6.

En este sentido, el kefir podria ser utilizado como biopreservador. Por otra parte,
teniendo en cuenta la potencialidad probiotica y antifiingica del kefir (CYTED, 2010;
Leon, 2013), se podria pensar en alimentos a base de cereales suplementados con kefir
para alimentacion humana.

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad antifiingica de los sobrenadantes
del kefir sobre F. graminearum y dilucidar los compuestos responsables de tal
actividad, asi como estudiar el efecto de dichos sobrenadantes sobre la produccion de
zearalenona como base para desarrollar un conservante biologico a partir de productos

provenientes del kefir.

4.2.1 Optimizacion del medio de crecimiento de F. graminearum

En vista de la diversidad de medios de cultivos usados para el crecimiento de F.
graminearum (Carrillo, 1995; Magnusson y Schnirer, 2001; Lavermicocca y col., 2002;
Etcheverry y col., 2002; Onilude, A y col., 2005; Gerez y col., 2009), en la bibliografia
se observd que distintos autores usaron diferentes medios para el crecimiento de F.
graminearum. En este trabajo de tesis se comenzo probando el medio PDA, los
resultados no fueron los esperados por eso se decidio hacer un estudio comparativo con

4 medios de cultivos. En la Tabla 4.2.1 se muestran los resultados obtenidos.
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Resultados y Discusién. Seccion 4.2

graminearum mediante recuento en camara de Neubauer.

F. graminearum Cepa Medio de Dia 7 Dia 10 Dia 14

Cultivo (conidios/ml) (conidios/ml) (conidios/ml)
Fg44 SNA 1.85+0,50x10° | 1.40+0.36x10° | 2.10+0.70x10°

PDA <1x10* <1x10* <1x10*

MEA <1x10* <1x10* <1x10*

CYA 1,10 £0,30x10° | 1.42+0,55x10° | 0,90 +0,41x10°
Fg36 SNA 1.33 +£0,25x10° | 3.10+0,60x10° | 2.50 +0.41x10°

PDA <1x10* <1x10* <1x10*

MEA <1x10* <1x10* <1x10*

CYA 0,85 +0,47x10° [ 0,92 +0,20x10° | 2,20 +0,57x10°
Fg48 SNA 3,10 £0,41x10° | 2,50 +£0,36x10° | 1.45+0,71x10°

PDA <1x10* <1x10* <1x10*

MEA <1x10* <1x10* <1x10*

CYA 0.40 £0,20x10° | 1,70 = 0,54x10° | 1.60 +0,70x10°

Las cepas de F. graminearum fueron cultivadas en agares inclinados e incubados a
30°C. Los medios usados fueron: SNA (KNO; 0.1% p/v — KH,PO,4 0.1% p/v —
MgS0,.7H,0 0.05% p/v — KCI 0.05% p/v — Glucosa 0.2% p/v — Sacarosa 0.2% p/v —
Agar 1.5% p/v); MEA (extracto de malta (Biokar, Francia) 1% p/v — extracto de
levadura (Biokar, Francia) 2% p/v — agar (Merck, Alemania) 2% p/v); PDA (agar papa
dextrosa — Britania, Argentina); agar Czapek-Dox (1,5%) con 0,5% de extracto de
levadura (CYA). Se tomo y se resuspendio la totalidad del crecimiento, segiin se indico
en materiales y métodos. Se realizaron recuentos en camara de Neubauer. Los recuentos
en camara menores a 20 conidios no se consideraron por razones estadisticas.

Vale aclarar que en todos los casos hubo germinacion y desarrollo fiingico pero no asi
esporulacion. Esto se observo mas claramente en el medio MEA y PDA donde se
observaron micelios fuertemente adheridos al agar, donde se observaron escasos

conidios al microscopio.

Los mayores recuentos, para las tres cepas, se observaron en el agar SNA, éstos
estuvieron entre 1,33x10° y 3,10x10° conidios/ml. En los medios MEA y PDA, Ia
esporulacion fue menor, en algunos y casos y variable en otros, mientras que en el agar
CYA se observo una menor concentracion de conidios y se necesito mas tiempo de
crecimiento. Estos datos se corroboraron con los recuentos en agar MEA realizados a
partir de los recuentos en camara (Figura 4.2.1). Se observo en disminucion de los

recuentos en medio MEA en comparacion que sus respectivos recuento en camara de
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Neubauer, pero siempre dentro de mismo orden logaritmico. Esto se debe a que una

pequena proporcion de los conidios perdieron su viabilidad.
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Figura 4.2.1 Comparacion entre los recuentos de conidios totales por camara de Neubauer en
funcién de los conidios viables en placa MEA. Los hongos desarrollados en agar inclinado (a)
SNA: (b) PDA y (c) CYA en funcién del recuento de hongos viables en placas MEA de F.
graminearum (@) Fg44; (N Fg36; (X) Fg48. En esta Figura no se muestran los recuentos
en camara de Neubauer obtenidos de hongos desarrollados en agar inclinado MEA y sus

recuentos de hongos viables en agar MEA debido a que no hubo esporulacion en el agar MEA
inclinado.

Entonces, se selecciono el medio SNA para continuar los estudios de optimizacion de
obtencion de conidios de F. graminearum.

Luego de este ensayo se decidio cultivar los hongos en agar SNA e incubarlos a 25°C
en un receptaculo cerrado con luz ultravioleta y luz blanca (Fernando y col., 2000;
Carrillo L., 2003) que permitio realizar ciclos alternados de 12 horas de luz blanca y luz
ultravioleta (Femando y col, 2000; Carrillo L., 2003). Estas son condiciones que
favorecen la esporulacion (Carrillo L., 2003). En la Tabla 4.2.2, se muestran los

resultados obtenidos.
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Tabla 4.2.2: Optimizacion de la esporulacion F. graminearum en medio SNA mediante

recuento en camara de Neubauer.

F. graminearum Cepa | Dia 7 Dia 10 Dia 14
(conidios/ml) (conidios/ml) (conidios/ml)
Fe44 5,10=0,32x10° [ 6,50 £0,71x10° | 5.25+0,43x10°
Fg36 8.25+0,35x10° | 7.22+0.56x10° | 8.34 +0.88x10°
Fg48 6.62 +0.48x10° | 5.15+0,50x10° | 7.63 + 0,42x10°

Las cepas de F. graminearum fueron cultivadas en agar inclinado e incubadas segun se
indico anteriormente con ciclos de luz. Se realizaron recuentos en camara de Neubauer.

Cuando se incubaron las cepas con periodos de luz blanca y luz UV (Tabla 4.2.2), se
observaron aumentos significativos en los recuentos comparados con los hechos sin
periodos de luz (Tabla 4.2.1). No se observaron diferencias significativas entre los
recuentos a los diferentes tiempos de incubacion indicando que a los 7 dias los cultivos
entran en fase estacionaria. En la Figura 4.2.2 se muestra la relacion entre el recuento en
camara y el recuento de hongos viables en medio MEA de las cepas de F. graminearum
incubadas a 25°C con ciclos de luz. Se aprecian mayores recuentos en estas
condiciones, sugiriendo que el SNA es un medio adecuado para el crecimiento y

esporulacion de F. graminearum.
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Figura 4.2.2 Comparacion entre los recuentos de hongos totales por camara de Neubauer
obtenidos de hongos desarrollados en agar inclinado SNA con ciclos alternados de 12 horas de
luz blanca y luz UV en funcion del recuento de hongos viables en placas MEA de F.

graminearum (@) Fgd4; (A) Fg36; (X) Fg48.
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Por lo tanto, se decidio tomar como el medio de cultivo y condiciones de incubacion
mas adecuados para el crecimiento y esporulacion de F. graminearum el agar SNA de 7

dias de incubacion con ciclos alternados de 12 horas de luz blanca y luz ultravioleta.

4.2.2 Efecto de los sobrenadantes libres de células de permeado de suero
fermentado con granulos de kefir (SLC PSFG) sobre la germinacion de diferentes

cepas de F. graminearum

Los granulos de kefir CIDCA AGKI1 se utilizaron para fermentar permeado de suero
(PS) a 30°C hasta llegar a determinados pH y se obtuvieron sus sobrenadantes segun se
indicé en materiales y métodos. Los conidios obtenidos segun se indico en el punto

anterior se utilizaron para desafiar con los sobrenadantes del kefir.

La Fig. 4.2.3 muestra el efecto de los SLC PSFG obtenidos a diferentes pH (4.5; 4,0;
3.,5) sobre la germinacion de tres de cepas de F. graminearum. La menor absorbancia,
por consiguiente, el mayor efecto inhibidor se obtuvo con los SLC PSFG sin diluir, a los

pH 3,5y 4,0.

Este mismo método se utilizo para estudiar la repuesta de las tres cepas a la presencia de
los SLC PSFG en diferentes concentraciones. Los datos de absorbancia obtenidos se
transformaron en porcentajes de inhibicion de la germinacion mediante la ecuacion 1
(%RG= [(DOcp-DOxt0)/DOx100, donde DOgp: Densidad optica del control positivo;
DOy,: Densidad oOptica del tratamiento), a los efectos de facilitar la comparacion de los
datos obtenidos con distintas cepas y pH.

La Tabla 4.2.3 muestra el porcentaje de inhibicion fiingica de las tres cepas de F.
graminearum desafiadas con los SLC PSFG a diferentes pH neutralizados o no y a

distintas diluciones. El porcentaje de inhibicion se calculd mediante la ecuacion 1.
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Fig. 4.2.3 Inhibicion de la germinacion de F. graminearum con los sobrenadantes libres
de células obtenidos por la fermentacion del permeado de suero con granulos de kefir
CIDCA AGKI1 (SLC PSFG), a 30°C hasta distintos pH, sin diluir: ([0) F. graminearum
Fg44:; (W) F. graminearum ¥g36; (O F. graminearum Fg48. Cada tratamiento se realizo
por quintuplicado con dos cultivos fingicos independientes de cada cepa (a y b). Los
controles se realizaron con PS sin fermentar (pH 6.5). Barras con diferentes letras
indican diferencias estadisticas significativas determinadas a través de ANOVA
(P<0,05).
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Tabla 4.2.3. Porcentajes de inhibicion de la germinacion de F. graminearum con SLC PSFG.

Resultados y Discusion. Seccion 4.2

pPHSLC Porcentaje pH Porcentaje Porcentaje Porcentaje Acido lictico Acido lactico Acido acético Acido acético
PSFG sin SLC PSFG final Inhibicién Inhibicién Inhibicién (mM) sin disociar (mM) sin disociar
diluir v/v germinacion Fg44 | germinacién Fg36 germinacion Fg48 (mM) (mM)
pH3.5 Sin diluir 3.51 84,17+ 1,05 75,75+ 1.29 82,60+ 0.74 169.35 109.29 50,22 47.37
70% 3,63 73,36 £2.7 71,23 +2.11 76,41 £1,12 118,55 70,07 35.15 32.67
50% 3.87 75,24 + 0,98 65,33 +1,95 69,12 £ 1,59 84.68 38.45 25,11 22,19
25% 4,30 4232+2,12 20,10+1,24 31,24 £ 2,50 42,34 10.00 12,56 9.27
pH4 Sin diluir 3,99 81,76 £ 0.45 80,20+ 1,19 81,81 £ 1.79 86.71 33.07 34.64 2941
70% 4,15 71,15+2.23 68,54+ 1,16 72,62 +£1.85 60,70 18.44 24,25 19.38
50% 4,36 3522+248 22,78+ 1,36 33,51 +1.74 43.36 9,20 17,32 12,31
25% 4,98 18,66 £2.12 -2,49+1.89 2,04+£221 21,67 1.31 8.66 3.21
pH4,5 Sin diluir 4,50 64,95 +2.30 37,12+2.40 44.38 £ 0.81 50,13 8,18 2944 18,84
70% 4.71 30,07 2,49 2,09+1.18 13,91+ 1,66 35,09 3.77 20,61 10,78
50% 4,92 -8,55+2.88 -42,54 1,43 -26,75+1.24 25,07 1,73 14,72 5,94
pH3.5 Sin diluir y 4,00 7547 £ 1.56 76,23+ 1,73 68.83 £2.39 172,06 65.63 48.49 41.17
neutralizado
Sin diluir y 4,50 68,42+ 1,89 72,12+ 1,35 69,23 £1.58 168.00 27.41 50.22 32.15
neutralizado
Sin diluir y 5.00 30,34 2,77 1574 +£1.43 41.24+1.14 170.71 9,91 50.21 18.08
neutralizado

Los SLC PSFG se obtuvieron a los pH finales indicados en la tabla. Se determind el porcentaje de inhibicion de la germinacion de F.
graminearum por los SLC PSFG sin diluir, 70%, 50% y 25% v/v y por los SLC PSFG de pH 3,5 neutralizado a pH 4, 4,5 y 5. Los SLC PSFG se
diluyeron con permeado de suero (PS) estéril resuspendido al 5%. Los SLC se neutralizaron con Na(OH) 0,1 N, estas neutralizaciones no
modificaron los volumenes de los SLC de forma significativa. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la germinacion mediante la ecuacion 1.
Cada tratamiento se realizo por quintuplicado. Los datos correspondientes a los SLC PSFG sin diluir son los mismos que se presentaron en la
Figura 4.3. Los datos correspondientes a las distintas diluciones y a los sobrenadantes neutralizados se realizaron por quintuplicado. Las
concentraciones de acido lactico y acético de los SLC PSFG sin diluir neutralizados o no se determinaron mediante HPLC. Las demas se
calcularon.



Resultados y Discusién. Seccion 4.2

En los SLC PSFG de menor pH se obtuvo la mayor inhibicion fiingica. La mayor
inhibicion esta directamente relacionada con el mayor contenido de acidos organicos
determinado por HPLC, y por lo tanto con la mayor concentracion de acidos no
disociados. Los SLC PSFG a pH 3,5 y 4 al 100%, con mayores concentraciones de
acidos no disociados, produjeron una inhibicion fuerte (>70%), mientras que los SLC a
pH 4.5 al 100%, con la menor concentracion de acidos no disociados, produjeron una
inhibicion entre débil y moderada, segun la cepa evaluada. También, a medida que se
diluyeron los SLC, disminuyd la concentracion de acidos lactico y acético presentes,
reflejandose en un menor poder inhibidor de los SLC. Ademas, los SLC PSFG a pH 4.5
y diluido al 50% v/v no produjeron inhibicion, por el contrario, ocasionaron un efecto
estimulante, lo cual se debe a la drastica disminucion de los acidos no disociados. Es
decir, los hongos crecidos en estas condiciones tuvieron una absorbancia mayor que la

de los controles.

Se seleccionaron los SLC PSFG mas inhibitorios (a pH 3,5) y se realizaron
neutralizaciones de los mismos para seguir estudiando la actividad antifungica. En la
Tabla 4.2.3 se observa que a medida que aumenté el pH por el agregado del alcali, los
porcentajes de inhibicion fiingica se redujeron. Esto se correlaciona con el descenso de
la concentracion de acidos no disociados, a medida que aumenta el pH. Dichas
concentraciones se redujeron de 109,29 mM y 47,37 mM de acido lactico y acético sin
disociar hasta: 65,63 mM y 41,17 mM de acido lactico y acético sin disociar en los SLC
PSFG neutralizados hasta pH 4; 27,41 mM y 32,15 mM de acido lactico y acético sin
disociar en los SLC PSFG neutralizados hasta pH 4.5; y 9,91 mM y 18,08 mM de acido
lactico y acético sin disociar en los SLC PSFG neutralizados hasta pH 5. Con la
evaluacion posterior de la actividad antifiingica de los estos SLC, encontramos que los
SLC PSFG a pH 3,5 neutralizados hasta pH 4 y pH 4.5 produjeron porcentajes de
inhibicion entre moderada y fuerte. Mientras que el SLC llevado a pH 5 produjo una
inhibicion fingica entre débil y negativa, seglin la cepa evaluada.

Se analizo el efecto inhibidor causado por la suma de acidos organicos en cada SLC
PSFG, y se grafico como porcentaje de inhibicion de la germinacion versus la suma de
la concentracion del acido lactico y acético no disociado, tal como se observa en la
Figura 4.2.4. Se observa que el aumento de la inhibicion de la germinacion es
directamente proporcional al aumento de la concentraciéon de los acidos no disociados

hasta 40 mM. A partir de esta concentracion, el porcentaje de inhibicion se estabiliza
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entre 70% y 80% atn cuando la sumatoria de acidos no disociados aumente desde 40

mM hasta 156,66 mM.
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Fig. 4.2.4 Porcentaje de inhibicion de la germinacion de F. graminearum ( @) Fgd4: (A)
Fg36: ( X ) Fg48 en funcion de los acidos lactico y acético no disociados. Este grafico
fue realizado con los datos de inhibicién de la germinacion en funcion de la suma de los

acidos lactico y acético no disociados determinado para cada SLC PSFG tomados de la
Tabla 4.1.

4.2.3 Evaluacion de la actividad fungicida o fungistatica de los SLC PSFG.

A partir de los ensayos de reduccion de la germinacion con SLC PSFG sin diluir,
diluidos y neutralizados, se seleccionaron los SLC PSFG que produjeron una inhibicion
entre moderada y fuerte, es decir >40% y se tomaron una alicuota de 10 pl de cada uno
de los pocillos de seleccionados y se sembraron en placas de agar MEA, para
determinar si el efecto inhibitorio de los SLC se debia a una actividad fungicida o

fungistatica. En los Tabla 4.2 4, se presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 4.2.4: Crecimiento de F. graminearum en agar MEA luego de la exposicion a SLC
PSFG en ensayo de reduccion de la germinacion.

pH SLC PSFG sin | Porcentaje SLC Crecimiento en Crecimiento en Crecimiento en
diluir PSFG v/v agar de F. agar de F. agar de F.
graminearum graminearum graminearum
Fgd4 Fg36 Fg48
pH 3.5 Sin diluir ) &) &)
70% (©) O] O]
50% (©) O] O]
25% (D) * *
pH 4 Sin diluir @) @) @)
70% (©) O] O]
pH 4.5 Sin diluir &) * &)
pH 3.5 Sin diluir y @) @) @)
neutralizado a pH
final 4.0
Sin diluir y (©) O] G
neutralizado a pH
final 4.5
Sin diluir y * * (&)
neutralizado a pH
final 5.0

A partir de los ensayos de reduccion de la germinacion con SLC PSFG sin diluir,
diluidos y neutralizados, se seleccionaron los SLC PSFG que produjeron una inhibicion
entre moderada y fuerte, es decir >40% y se tomaron una alicuota de 10 ul de cada uno
de los pocillos de seleccionados y se sembraron en placas de agar MEA. (+) Indica
crecimiento fungico en las placas de agar MEA, de a menos 1 de los 5 pocillos
sembrados de cada SLC. (-) Indica que no hubo desarrollo fungico en ninguno de las
placas de agar MEA. *Los asteriscos senalan que la reduccion de la germinacion fue <
40%, por lo que no se ensayaron las muestras. El ensayo se realizo dos veces, con los
SLC PSFG de los dos ensayos de reduccion de la germinacion.
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Con este estudio pudimos determinar que se necesitd, por los menos, 37,82 mM de
acidos no disociados totales (correspondiente a los SLC PSFG pH 4 al 70% v/v) para
producir la muerte fiingica de las cepas estudiadas. Esta concentracion de acidos no
disociados corresponde a 18,44 mM mas 19,38 mM de &cido lactico y acético,
respectivamente. En la Figura 4.2.5 se muestra el porcentaje de inhibicion de la
germinacion en funcion de las concentraciones de acidos totales no disociados presentes
en los distintos SLC PSFG probados. El ovalo rojo en dicha Figura senala todos los
SLC PSFG con actividad fungicida sobre las tres cepas estudiadas.
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Fig. 4.2.5 Porcentaje de inhibicion de la germinacion de F. graminearum (@) Fgd4; (A)
Fg36: ( X ) Fg48 en funcion de los acidos lactico y acético no disociados. Este grafico
fue realizado con los datos de inhibicion de la germinacion en funcion de la suma de los

acidos lactico y acético no disociados determinado para cada SLC PSFG tomados de la
Tabla 4.2.1.

4.2.4 Efecto de los SLC PSFG sobre los parametros de crecimiento de F.

graminearum en medio solido.

Con el objetivo de determinar el efecto de los SLC PSFG sobre los parametros de
crecimiento fingico, velocidad de crecimiento y tiempo de latencia, se selecciono un
medio rico en nutrientes (medio MEA) al que se le adicionaron los SLC PSFG a

distintos pH y concentraciones. La seleccion de este medio se baso en la capacidad de
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crecimiento de los conidios de las cepas de F. graminearum tal como se observa en la
Figura 4.2.2. Asi mismo, esta decision se baso en la posibilidad de poder comparar los
resultados con los de otros investigadores ya que el medio MEA ha sido utilizado para

estudios fingicos (Molina y Giannuzzi, 1999; Leon y col., 2012).

Se realizaron ensayos de inhibicion fingica en placa con medio MEA suplementado o
no con SLC PSFG a distintas concentraciones y pH. Estos estudios se realizaron con las
cepas de F. graminearum y se determin¢ la velocidad de crecimiento (Kp) y el tiempo
de latencia (Lag). En la Figura 4.2.6 se observan las curvas de crecimiento de las cepas
de F. graminearum estudiadas desafiadas a distintas concentraciones de SLC PSFG. En
la Figura 4.2.7 se representaron los parametros de crecimiento, fase Lag y KD, para

cada tratamiento.
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Figura 4.2.6. Curva de crecimiento de F. graminearum (a) Fg44, (b) Fg36 y (c) Fg48 en
medio sélido MEA. @MEA Control, @MEA+70% PS estéril acidificado con HC1 3M
hasta pH 3.5, MEA+75% PS estéril, A MEA+70% SLC PSFG pH 3,5 al 70%,
B MEA+50% SLC PSFG pH 3,5, IMEA+25% SLC PSFG pH 3,5, ¢ MEA+70% SLC
PSFG pH 4,0.
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Es importante destacar que se realizaron ensayos con dos controles diferentes para
determinar el efecto del permeado de suero sobre el crecimiento fiingico. El primero
consistio en el medio de crecimiento basal, MEA. Y el segundo fue realizado con medio
MEA mas el agregado de PS sin fermentar (concentracion 70% v/v). Se observa que la
fase de latencia del control MEA y del control MEA con permeado de suero fue entre
21,25-22,50 h y 21,83 - 24,24 h, respectivamente, segun la cepa evaluada. Por la tanto,
no hubo diferencias estadisticamente significativas en la fase de latencia fungica entre
los dos controles. La velocidad de crecimiento fue entre 0,40 - 0,47 mm/h y 0,46 - 0,56
mm/h, segun las cepas F. graminearum evaluadas crecidas en medio MEA y MEA con
PS sin fermentar, respectivamente, pero no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ellas. También, hubo escasas diferencias entre los pH de los dos
controles (6,35 y 6,28). Esto sugiere que el PS, por si mismo, no modifico
significativamente los parametros de crecimiento de las cepas de F. graminearum
probadas. Se adicionaron al medio MEA los SLC PSFG en concentraciones
seleccionadas segun los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion de la

germinacion.

Los ensayos con SLC PSFG se realizaron con los sobrenadantes obtenidos a pH 3,5 que
se adicionaron a concentraciones finales de 70, 50 y 25%. Ademas se ensayo el SLC
PSFG de pH 4,0 a concentracion final 70% v/v. Como se observa en la Figura 4.2.6, las
velocidades de crecimiento de las cepas de F. graminearum en medio MEA
suplementado con SLC PSFG pH 3.5 al 50% o 25 % v/v y SLC a pH 4,0 al 70% no
presentaron grandes diferencias con respecto a los controles. El inico SLC PSFG que
inhibio el crecimiento de las tres cepas por mas de 720 h (tiempo total de duracion del

ensayo) fue el obtenido a pH 3,5 y adicionado al 70%.

El medio MEA suplementado con PS sin fermentar acidificado con HCI 3M hasta pH
3.5 y adicionado al 70% no modificé sustancialmente tanto la velocidad de crecimiento
como los tiempos de latencia de las tres cepas a pesar de que el pH final del medio fue
de 4,71, similar al producido por la adicion de SLC PSFG pH 3.5 al 70% v/v (pH 4,55).
Esto ratifica lo encontrado antes donde se observo que la adicion al medio MEA del PS
sin fermentar no modifica sustancialmente los parametros de crecimiento fungico de las
tres cepas estudiadas. Ademas observamos que el efecto del descenso del pH, producido

por un acido fuerte, tampoco altero significativamente el crecimiento flingico.
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Las mayores diferencias entre las cinéticas de crecimiento se observan en los tiempos de
latencia. El medio MEA suplementado con SLC PSFG pH 3.5 al 70% produjo el mayor
tiempo de latencia (>720 h), para las tres cepas. Cuando se disminuyo el volumen de
SLC PSFG suplementado al 50% v/v, se observaron tiempos de latencia entre 48,49 —
66,71 horas, siendo la cepa Fg36 la que presentd el menor tiempo. Cuando se
adicionaron SLC PSFG pH 3,5 al 25 % v/v y SLC a pH 4,0 al 70% no presentaron

diferencias sustanciales con respecto a los controles.

A los efectos de comparar todos los datos obtenidos se calcularon las velocidades de
crecimiento y los tiempos de latencia y se muestran en la Figura 4.2.7. Se observa que la
adicion de SLC PSFG en distintas concentraciones y pH finales no produjo grandes
alteraciones de la velocidad de crecimiento salvo para el caso de la concentracion
fungicida donde se inhibi¢ totalmente el crecimiento (Figura 4.2.7a). En la Figura
4.2.7b) se observa un claro aumento del tiempo de latencia para dos de las

concentraciones ensayadas.
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Fig. 4.2.7 Efecto de los SLC PSFG en diferentes concentraciones (v/v) en el medio
MEA sobre: a) velocidad de crecimiento. b) fase de latencia de F. graminearum
W Eo14: W F36; @ Fga8.

En la Tabla 4.2.5 se presentan los pH finales y la concentracion de acidos totales no

disociados en las placas calculadas con los datos de la Tabla 4.2.3 teniendo en cuenta la
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dilucion y pH final. En la Figura 4.2.8 se graficaron los parametros de crecimiento
obtenidos en la Figura 4.2.7 en funcion de la concentracion total de acidos no
disociados (acido lactico y acético) determinados por HPLC y calculados como se
menciono en materiales y métodos (ecuacion 3.5) y teniendo en cuenta la diluciéon y en

el pH final en las placas (Tabla 4.2.5).

Tabla 4.2.5. Concentracion de acidos no disociados totales y pH de las placas de MEA
suplementadas o no con SLC PSFG.

_ _ pH final | Concentracion total de acidos
Medio de cultivo _ o
medio no disociados (mM)
MEA 6,35 ND
MEA-PS sin fermentar al 70%
6.28 ND
viv
MEA-PS acidificado con HCI 3M
4,71 ND
pH 3.5 al 70% v/v
MEA-SLC PSFG 5 °
PH3.5al70% | o 39.10
viv
MEA-SLC PSFG pH 3.5 al 50%
Lo ° | 4s6 2323
viv
- 5 0
MEA-SLC PSFG pH 3.5 al 25% 5.03 6.62
viv
- 0
MEA-SLC PSlz:ipH 4,0 al 70% 5.04 1022

ND: no detectado. Los valores de concentracion de acidos no disociados se calcularon
con las concentraciones de acidos obtenidas por HPLC de la Tabla 4.2.3. Esto fue
posible ya que para las curvas de crecimiento (Figura 4.2.6) se utilizaron los mismos
SLC PSFG que los empleados para los experimentos de inhibicion de la germinacion
(Tabla 4.2.3).

En la Figura 4.2.8 se observa que a la concentracion de acidos no disociados de 39,10
mM (SLC PSFG pH 3.5 al 70% v/v) produce la inhibicion completa del crecimiento de
las tres cepas evaluadas. Menores concentraciones de acidos no disociados produjeron

porcentajes de IIKp entre -10 y 15% vy la relacion LagT/LagC entre 1,04 y 2,98.
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Figura 4.2.8 Parametros de crecimiento de F. graminearum en funcion de la
concentracion de acido lactico y acético no disociados. a) [IKp y b) relacion LagT/LagC
de (@) F. graminearum Fgd4; (B Fg36 y ( A Fg48. Los acidos lactico y acético en los
SLC PSFG fueron determinados mediante HPLC, a partir de éstos se calculd la
concentracion de acidos no disociados. IIKp y LagT/LagC fueron calculados como se
indican en los Materiales y Métodos.
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4.2.5 Evaluacion de la actividad fungicida o fungistatica de los SLC PSFG.

A los efectos de determinar si la inhibicion del crecimiento se debia se debia a una
actividad fungicida o fungistatica se sembraron placas de medio MEA suplementado o
no con SLC PSFG de pH 3,5 al 70% y se incubaron a 30°C durante 7, 15 y 30 dias y no
se observo crecimiento en coincidencia con los datos ya presentados. Transcurrido ese
tiempo, se tomaron muestras del centro de las placas (lugar donde se depositaron los
conidios) segun se detallo en materiales y métodos y se depositaron en placa con medio
MEA sin suplementar y se incubaron durante 30 dias. Los datos se muestran en la
Figura 4.2.9 se observa que el SLC PSFG de pH 3.5 al 70% ejercid una actividad
fungicida sobre la cepa F. graminearum Fg36. Los mismos datos se obtuvieron con F.

graminearum Fgd4 y Fg48. Este procedimiento no se realizd con el resto de los

tratamientos porque hubo crecimiento flingico.

Figura 4.2.9: Placas de MEA inoculadas con F. graminearum Fg36 extraidas del medio
MEA con SLC PSFG a pH 3,5 al 70% v/v (a). Controles de crecimiento positivo
sembrados con conidios viables (b).

4.2.6 Comparacion entre resultados obtenidos mediante los ensayos de reduccion

de la germinacion y los ensayos de inhibicion en placa.

Lo primero que debemos mencionar es que la capacidad fungicida de los SLC PSFG fue
distinta segun el método usado ya que el ensayo de reduccion de la germinacién es en
medio liquido mientras que el ensayo de inhibicion en placa es en medio solido.
Ademas, el medio de cultivo también es diferente, en el primero solo estan presentes los
SLC PSFG y los conidios mientras que en el segundo se adiciona un medio sélido rico

en nutrientes (MEA).
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Mediante el método de reduccion de la germinacidn se encontro que los siguientes SLC
PSFG tuvieron actividad fungicida: SLC PSFG a pH 3.5 sin diluir, al 70% v/v, 50% v/v
y los SLC PSFG a pH 4,0 sin diluir y al 70%. Mientras que con el método de inhibicién
en placa observamos que solo el medio MEA con SLC PSFG a pH 3.5 al 70% v/v tuvo
la capacidad fungicida.

Cuando correlacionamos la actividad fungicida con la concentracion de acidos totales
no disociados se observa que en el ensayo de inhibicion de la germinacion los SLC
PSFG obtenidos a pH 3.5 y los obtenidos a pH 4,0 sin diluir, todos con actividad
fungicida, contienen mas de 60 mM de acidos no disociados. El SLC PSFG obtenido a
pH 4.0 y utilizado al 70% presento actividad fungicida con una concentracion de acidos
totales no disociados de 37,82 mM. Esta concentracion es muy similar a la tinica
concentracion fungicida observada en el método de inhibicion en placa, 39,10 mM de
acidos totales no disociados, correspondiente a los SLC obtenidos a pH 3,5 y utilizados
al 70%. Datos que indican la buena correlacion entre los métodos. En la Tabla 4.2.6 se
muestra un resumen de las principales caracteristicas observadas al utilizar ambos

métodos.

Tabla 4.2.6. Comparacion entre ensayo de de reduccion de la germinacion y el ensayo

de inhibicion en placa.

Caracteristicas Reduccion de la germinacion Inhibicion en placa

Duracién del 2 dias 30 dias

ensayo

Material pequenios volimenes de SLC PSFG (1 Grandes volimenes de SLC PSFG (45

requerido ml por ensayo quintuplicado) ml por ensayo triplicado)

Informacion -No brinda informacion sobre los -Brinda informacion sobre los

obtenida parametros de crecimiento fiingico parametros de crecimiento fiingico
-Método menos realista ya que -M¢étodo mas realista ya que interactian
interactian solo los conidios + SLC los conidios + SLC + matriz +

nutrientes

Como conclusion general se puede decir que los dos métodos son validos y se pueden
aplicar de acuerdo a la informacion deseada siendo el mas completo el de inhibicion en
placa. El método de reduccion de la germinacion se propone como un meétodo de

aproximacion o “‘screening’’.
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4.2.7 Efecto de los acidos lactico y acético puros y sus mezclas sobre F.

graminearum

En vista de la capacidad inhibitoria de los sobrenadantes del kefir determinada
previamente y teniendo en cuenta que los acidos lactico y acético son dos de los
principales metabolitos producidos por los microorganismos presentes granulos durante
la fermentacion. Se llevaron a cabo ensayos para determinar la capacidad antifiingica de
dichos acidos puros individuales y sus mezclas frente a las cepas de F. graminearum
probadas previamente para corroborar si dicha actividad se debio solo a estos acidos o
intervienen otros metabolitos producidos por una comunidad microbiana tan compleja

como la presente en los granulos de kefir.

4.2.7.a) Efecto de los acidos lactico y acético puros y sus mezclas sobre la reduccion

de la germinacion de F. graminearum

Teniendo en cuenta las caracteristicas observadas con los dos métodos descriptos, se
decidio comenzar los estudios de los acidos organicos puros mediante el ensayo de
reduccion de la germinacion debido a su facilidad y rapidez. En la Tabla 4.2.7 se
presentan los porcentajes de inhibicion de la germinacion obtenidos al desafiar las tres
cepas de F. graminearum con distintas concentraciones de acidos acético (Parte A) y
lactico (Parte B). Se observd que el porcentaje de inhibicion ascendido a medida que
aumento la concentracion de acidos no disociados. Los hongos presentaron mayor
resistencia al acido lactico que al acético. A partir de 2,73 mM de acido acético no
disociado se obtuvieron porcentajes de inhibicion moderados. Las concentraciones
siguientes produjeron porcentajes de inhibicion fuerte (11 de 12 casos). Mientras que
5,96 mM de acido lactico no disociado (la menor concentracion probada) produjo solo
inhibicion moderada sobre las tres cepas. Al subir la concentracion de dicho acido hasta
24,28 mM, se observo una inhibicion entre moderada y fuerte, dependiendo de la cepa.
Cuando se probaron contracciones mayores de acido lactico no disociado (>49,55 mM),
se observaron cambios en el medio de cultivo, haciéndolo turbio, dando como resultado

porcentajes de inhibicion bajos o negativos.
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Tabla 4.2.7. Inhibicion de la germinacion de F. graminearum con distintas

concentraciones de acido acético y lactico.

Parte A: acido acético

Acido Acido pH final Acido acético no Porcentaje Porcentaje Porcentaje
acético acético disociado (mM) Inhibicion Inhibicion Inhibicion
calculado | medido por germinaciéon | germinacién | germinacion

(mM) HLPC Fg44 Fg36 Fg48
(mM)
6,93 7,79 5,51 1,15 39,62+4,19 | 28.62+5,56 | 45,14+2.16
10,39 10,06 5,18 2,73 53.88+3,63 | 56,59+8,66 | 58.83+1,98
13,86 15,71 4,98 5,82 71,69+222 | 75.54+1.45 | 63.95+1,40
17,32 19,84 4,87 8.56 85,37+0,77 | 81,23+0,92 | 81.44+0,78
20,78 25,47 4,70 13,47 81.87+0,70 | 81,.90+0,61 | 80,39 +0,95
27,71 30,89 4,58 18,43 81.26+0,85 | 82,13+0,93 | 81.27+0.,64
Parte B: 4cido lactico
Acido Acido pH final Acido lactico no Porcentaje Porcentaje Porcentaje
lactico lactico disociado (mM) Inhibicion Inhibicion Inhibicion
calculado | medido por germinaciéon | germinacién | germinacion
(mM) HLPC Fg44 Fg36 Fg48
(mM)
27,10 33,21 4,45 5,96 55,48 +£5,08 4834 + 57.89 £ 5,03
12,45
54,19 56,29 3,91 24,28 72,20+1,05 | 60,26+1,74 | 73,76 +2.33
81,29 88,91 3,69 49,55 24,61 £5,17 | -3.74+£6.22 | 36,59+2.80
108,38 122,33 3,44 84,56 -6.60 = -64.23 + -48,37 +
10,48 12,36 13,64
135,48 139,59 3,32 104,26 -4597 £ -116,62 = -29.90 +
10,45 15,59 16,45

Los acidos organicos se adicionaron al caldo extracto de malta (MEC), el cual se sirvio
en los pocillos de la policubeta. Luego, se inocularon 10 pl suspension de conidios (10°
conidios/ml). La placa se incubd 48 h a 30°C y se leyo la DOsgonm. Mediante la
ecuacion 3.2 (%IG= [(DOcp-DOxto)/DOgp]x100, donde: DOg: Densidad optica del
control positivo y DOy,: Densidad optica del tratamiento), se calculd el porcentaje de
inhibicion de la germinacidn. La concentracion de acidos se corroboro por HPLC, segin
se indico en materiales y métodos. Cada tratamiento se realizo por quintuplicado y el
ensayo se realizo dos veces.
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Para completar los estudios con estos acidos y salvar el problema ocasionado por las
altas concentraciones de acido lactico, se tomaron muestras de todos los pocillos que
produjeron inhibicion entre moderada y fuerte, y adicionalmente se agregaron muestras
de todos los pocillos de medio con concentraciones de acido lactico no disociado >49,55
mM y se sembraron en placas de medio MEA sin acidos organicos (Tabla 4.2.8). En
este ensayo fue muy importante sembrar los caldos MEC adicionado con acidos
organicos en las placas de agar MEA, ya que alli observamos que a pesar de producir
una inhibicion fuerte, cuando se sembraron en el agar observamos que 5,82 mM de
acido acético no disociado no tuvo un efecto fungicida sobre la cepa Fg44.

Las cepas Fg44 y Fg48 fueron mas resistentes al acido acético que la cepa Fg36,
mientras que la cepa Fg36 fue mas resistente al acido lactico que las otras dos.

Ademas, concentraciones de acido lactico no disociado >49,55 mM mostraron actividad
fungicida sobre las tres cepas, este dato no se puede comparar ya que la turbidez que
produce el acido lactico, en altas concentraciones, es un artefacto que limita el uso del

método.
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Tabla 4.2.8 Crecimiento de F. graminearum en agar MEA luego de la exposicion a un

medio con acidos lactico o acético en ensayo de reduccion de la germinacion.

Acido lactico Acido acético | Crecimiento en agar | Crecimiento en agar | Crecimiento en agar
no disociado no disociado de F. graminearum de F. graminearum de F. graminearum
(mM) (mM) Fgd4 Fg36 Fg48
1,15 *) ™) )
2,73 ) 6] )
5.82 ) O )
8.56 O O ©
13,47 O O ©
18.43 O O ©
5,96 ) ) )
2428 8 ) O
2955 8 ) O
84.56 G O] -)
104,26 O O o)

(+) Indica crecimiento fungico en las placas de agar MEA, de al menos 1 de los 5
pocillos sembrados de cada SLC. (-) Indica que no hubo desarrollo fungico ninguno de
las placas de agar MEA incubadas durante un periodo de 30 dias. Los asteriscos (*)
indican que la reduccion de la germinacion fue < 40%, por lo que no se tomaron
muestras para sembrar en las placas de MEA. El ensayo se realizo dos veces en
concordancia con los ensayos de inhibicion de la germinacion.

Debido a que hubo distintas concentraciones de acidos con capacidad fungicida, se
seleccionod la menor en cada caso y se la llamo concentracion fungicida minima (CFM)
a la menor concentracion de acido lactico o acético capaz de impedir la germinacion y
el desarrollo fiingico.

Se encontro que la CFM de los dos acidos estudiados fue diferente segiin la cepa. Con el
objeto de resumir y clarificar los resultados obtenidos, se presenta la Tabla 4.2.9. En
esta se observa que las cepas Fg44 y Fg48 fueron mas resistentes al acido acético que la
cepa Fg36, mientras que la cepa Fg36 fue mas resistente al acido lactico que las otras

dos.
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Tabla 4.2.9. CFM de acido lactico y acético sobre F. graminearum

F. graminearum | CFM Acido Acético | CFM Acido Lactico no
no disociado disociado

Fg44 8.56 mM 24.28 mM

Fg36 5.82 mM 49,55 mM

Fg48 8.56 mM 24.28 mM

A los fines de comparar los efectos producidos por acidos no disociados sobre la
reduccion de la germinacion se graficaron los datos obtenidos (Figura 4.2.10). Aqui se
aprecia que hay un relacion lineal entre el porcentaje de inhibicion de las tres cepas con
la concentraciéon de acido acético no disociado (con un ajunte R*= 0,80) hasta una
concentracion de 8,56 mM (Figura 4.2.9a). Esta comparacion no pudo realizarse en el

caso del acido lactico debido a las alteraciones producidas por dicho acido sobre el

medio de cultivo.

100

[ ]
—~ 804 & <) @
s A
= [ ]
0
2 %
£ X
E (]
13
Q
=] ®
= 4
S .
s
= A
£
[
= 204
ﬂ T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Acido acético no disociado (mM)

Figura 4.2.10 Fig. 4.4 Porcentaje de inhibicion de la germinacion de F. graminearum @)
Fg44: (A) Fg36; (X) Fg48 en funcion del acido acético no disociado. Este grafico fue
realizado con los datos de inhibicion de la germinacion en funcion de la concentracion

de acético no disociado determinado para cada medio adicionado con la concentracion
de acido tomada de la Tabla 4.2.7.
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A continuacion se continuo el estudio con diferentes mezclas de acidos lactico y acético
para estudiar el efecto sinérgico de los dos acidos organicos. Para seleccionar las

concentraciones se realizo la técnica del tablero.

Debido a los resultados obtenidos por Ledn Pelaez y col. (2012) sobre Aspergillus
flavus, ha demostrado que el efecto de los dos acidos es sinérgico, y ademas existe otra
bibliografia que demuestra el efecto sinérgico de otras mezclas de acidos (Corsetti y
col., 1998; Lavermicocca y col., 2000) entonces se decidid que las concentraciones de
acidos mas altas (1 y 2 veces la CIM de cada acido) no serian ensayadas. Las

concentraciones probadas se exponen en la Tabla 4.2.10.

Para la seleccion de las concentraciones de mezclas que se usaron en este ensayo es
esencial determinar las CFM de cada acido. Por lo tanto se eligio la minima
concentracion de acido lactico y acético capaz de mostrar actividad fungicida sobre las
cepas probadas. Entonces se tomo la concentracion de 88,91 mM y 19,84 mM de acido
lactico y acético, respectivamente. Distintas fracciones de esas concentraciones (0,06;

0,12; 0,25 y 0,50 veces CFM cada acido) son las que se muestran en la Tabla 4.2.10.

Tabla 4.2.10: Mezclas de acidos lactico y acético a probar en ensayo de inhibicion de la

germinacion sobre F. graminearum.

Acido Lictico
(M
. 5,33 10,67 22,23 44, 46
Acido AceHgo
(mM)
0.18A+0,11L 0.36A+0,55L 0.68A+3,53L 0.89A+14,.80L
L19 (0,29) (0,91) (4,21) (15,69)
0.46A+0,15L 0.81A+0,64L 1.35A+3.47L 1.74A+14.49L
2,38 (0.61) (1,45) (4,82) (16,23)F1
1.30A+0,221L 1.95A+0,82L 2.94A+3.86L 3. 71A+15.22L1L
4,96 (1.52) (2,77) (6,80) (18.93)F3
3.51A+0,34L 4.45A+1,021L 5.99A+3.89L 7.45A+1591L
9,92 (3.85) (5.47) (9.88)F3 (23,36)F3

A: concentracion de acido acético no disociado; L: concentracion de acido lactico no disociado.
Entre paréntesis su muestra la concentracion de acidos no disociados totales. Los valores son un
promedio de las concentraciones de acidos no disociados determinados para el ensayo de cada
cepa. F1: concentraciéon de acidos no disociados totales con actividad fungicida sobre F.
graminearum Fgd4; F3: concentracion de acidos no disociados totales con actividad fungicida
sobre las tres cepas de F. graminearum.
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Con las mezclas de acidos detalladas en la Tabla 4.2.10 se realizaron los ensayos de
inhibicion de germinacidn con las tres cepas de F. graminearum y los resultados se

presentan en la Figura 4.2.11.
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Figura 4.2.11 Porcentaje de inhibicion de la germinacion de F. graminearum (@) Fgd4;
(A) Fg36; (X) Fg48 en funcion de los acidos lactico y acético no disociados presentes
en las mezclas de acido lactico y acético.

Se observaron dos comportamientos. La cepa Fg36 y Fg48 presentaron mayor
resistencia a la mezcla de acidos que la cepa Fg44, ya que se requirio, al menos, entre
18,93 mM de acidos totales no disociados para producir un accion fungicida mientras
que para la cepa Fg44 fue suficiente 16,23 mM de acidos totales no disociados, siempre
que el principal acido no disociado en mezcla fue el acido lactico (Figura 4.2.11 circulo
rojo). Por otra parte, cuando hubo mayor concentracion de acido acético no disociado
que lactico en la mezcla, una concentracion de acidos no disociados de entre 9,88 mM

resultaron fungicidas (Figura 4.2.11 circulo azul).

Es decir, en las cepas mas resistentes se encontraron tres mezclas con capacidad
fungicida, una mezcla con 4,96 mM: 44,46 mM éacido acético: acido lactico (con 18,93
mM de acidos no disociados totales), otra mezcla con 9,92 mM: 22,23 acido acético:

acido lactico (con 9,88 mM de acidos no disociados totales) y la ultima con 9,92 mM:
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44,46 acido acético: acido lactico (con 23,36 mM de &cidos no disociados totales).
Mientras que la cepa Fg44 fue muerta con las mismas mezclas que las dos cepas
anteriores y ademas, con la mezcla de 2,38 mM: 44,46 acido acético: acido lactico

(16,23 mM de acidos no disociados totales).

Se observo que el ensayo de inhibicion de la germinacion, por si solo, brinda
informacion incompleta ya que dos mezclas de acidos (4,96 mM: 44,46 mM acido
acético: acido lactico y la siguiente con 9,92 mM: 10,67 mM acido acético: acido
lactico), cuyas concentraciones de acidos totales no disociados son 18,93 mM y 5,47
mM respectivamente, produjeron sobre la cepa Fg36 una inhibicion de la germinacion

fuerte, pero una fue fungicida y la otra no. Algo similar se observo con la cepa Fg48.

Por otra parte, el sinergismo producido por la mezcla de acidos fue expresado
matematicamente mediante el Indice de Concentracion Inhibitoria Fraccional (Indice
CIF), el cual fue calculado como la suma de los indices FIC de cada acido. Si la suma
entre ambos acidos es igual a 1, el efecto de los acidos es aditivo; si la suma es menor a
1, el efecto de los acidos es sinérgico y si la suma es mayor a 1, los analitos tienen un
efecto antagénico entre ellos. Cabe resaltar que el Indice FIC de ambas mezclas de
acidos frente a las cepas mas resistentes fue de 0,75, esto demuestra el efecto sinérgico
que tienen ambos acidos sobre la inhibicion de F. graminearum. Sin embargo, la mezcla
de 4,96 mM: 44,46 mM acido acético: acido lactico, respectivamente, necesito mayor
concentracion de acidos no disociados totales (18,93 mM, segun la cepa) que la mezcla

9,92 mM: 22,23 mM éacido acético: acido lactico (9,88 mM).

Si observamos con detenimiento la composicion de la mezcla apreciamos que en la
mezcla de 4,96 mM: 44,46 mM acido acético: acido lactico, alrededor del 80% de los
acidos no disociados son acido lactico mientras que la mezcla de 9,92 mM: 22,23 mM
acido acético: acido lactico, alrededor del 60% pertenece al acido acético. Esto
demuestra la mayor capacidad antifiingica del acido acético sobre el lactico sobre las

cepas de F. graminearum probadas.
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Figura 4.2.12. Comparacion entre porcentaje de inhibicion de la germinacion de F.
graminearum (@) Fg44; (A Fg36; (X) Fg48 en funcion de los acidos lactico y acético no
disociados presentes en las mezclas de acido lactico y acético con porcentaje de
inhibicion de la germinacion de F. graminearum @) Fgd4; (A) Fg36: () Fg48
desafiados a los diferentes SLC PSFG ensayados.

En la Figura 4.2.12 se muestra una comparacion entre los porcentajes de inhibicion de
germinacion en funcion de la concentracion de acidos no disociados totales de las
mezclas de acidos lactico y acético realizadas artificialmente y las mezclas de acidos
lactico y acético presentes en los SLC PSFG. Se observo que se necesitan mayor
concentracion de acidos no disociados en los SLC PSFG para producir altos porcentajes
de inhibicion. Recordemos que el SLC PSFG con menor concentracion de acidos no
disociados totales con poder fungicida tuvo 37,82 mM de acidos no disociados totales y
pertenecio al SLC PSFG de pH 4.0 diluido al 70% v/v. Mientras que las mezclas de
acidos fueron fungicidas con 18,93 mM o 9,88 mM 4acidos no disociados totales, segiin

que acido predomine en la mezcla.

4.2.7.b) Efecto de los acidos lactico y acético puros y sus mezclas sobre los

parametros de crecimiento de F. graminearum

Se realizaron ensayos de inhibicion en placa con acidos lactico y acético puros en el
medio MEA sin SLC PSFG. En la Figura 4.2.13, se muestran las curvas de crecimiento

donde las cepas de F. graminearum fueron expuestas a distintas concentraciones de
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dichos acidos. Al igual que lo producido por los SLC PSFG, el principal parametro de
crecimiento afectado por los acidos es la fase de latencia. No se observo crecimiento
fingico de ninguna de las tres cepas cuando estas fueron expuestas a un medio con 8,56

mM de acido acético no disociado y 49,55 mM de acido lactico no disociado.

1] 24 48 T2 a6 120 144 188 182 216 o 24 48 T2 o8 120 144 168 182 216
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 4.2.13 Curva de crecimiento de F. graminearum Fg44 (a y b); Fg36 (c y d); Fg48
(e y f) en medio solido MEA adicionado con: (a,c,e) @sin acidos organicos; @7,79 mM;
V10,06 mM; Al15,71 mM; l19,84 mM de acido acético; (b,d,f) @sin acidos organicos;
@33,21 mM; V56,29 mM:A 88,91 mM de acido lactico.
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En la Tabla 4.2.11 se observan las fases de latencia de F. graminearum desafiados a

distintas concentraciones de acido lactico y acético. Se encontrd que 8,56 mM de acido

acético no disociado (CFM) en el medio de cultivo fue suficiente para inhibir el

crecimiento de las cepas de F. graminearum estudiadas. Ademas empleando el método

descripto en los Materiales y Métodos se encontré que dicha concentracion de acido

acético tuvo accion fungicida sobre las tres cepas ensayadas.

Por otra parte, se obtuvo que la minima concentracion de acido lactico no disociado que

inhibio a las tres cepas de F. graminearum fue 49,55 mM ejerciendo un efecto

fungicida. En las concentraciones de acidos no fungicidas, se observo que la fase de

latencia aumento cuando aumentaba la concentracion de acido en el medio.

Tabla 4.2.11 Determinacion de la CFM de los acidos lactico y acético sobre F.

gmminearum

Parte A: Acido acético

Acido Acido pH final | Acido acético no Fase Lag (h)
acético acético medio disociado (mM)
calculado | medido por | cultivo F. F. F
(mM) HLPC graminearum | graminearum | graminearum
(mM) Fgd4 Fg36 Fgd8
: ND 6.75 - 26+ 0,09 222+1.21 2007 + 1,34

6.93 7.79 5.51 1,15 29.13+2.1 30,7+ 1.69 25.05+£2,01
10,39 10,06 5.18 2,73 31.53x1.56 4992 +2.24 27.37£1.67
13,86 15,71 498 5,82 91.22+£3.77 130,07 £5.11 69,29 +4,12
17.32 19.84 4,87 8.56* =720 >720 =720
20,78 2547 4,70 13.47* =720 >720 =720
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Acido Acido pH final | Acido lactico no Fase Lag (h)
lactico lactico medio disociado (mM)
calculado | medido por | cultivo F F F
(mM) HLPC graminearum | graminearum | graminearum
(mM) Fgd4 Fg36 Fg48

: ND 6.75 - 26+ 0,09 222+1.21 2007 + 1,34
27.10 3321 4.45 5.96 2068+ 1,80 | 23.58+1.33 26,1 £2.26
54.19 56,20 301 2428 01,1 £3.50 46,41 £ 1,63 9236+ 3,57
81,29 88.91 3,69 49.55% >720 >720 >720
108,38 122,33 347 84.56* =720 =720 =720

Una suspensién de 5x10° conidios/ml fue inoculada en el centro de las placas con medio
MEA con diferentes concentraciones de acidos lactico y acético puros. Se realizaron
curvas de crecimiento y regresiones lineales. A través de las regresiones, se calcularon
las fases de latencia. *Concentraciones de acido lactico o acético no disociado con
actividad fungicida. Los acidos organicos se agregaron al medio de cultivo y se
corrobord la concentracion mediante HPLC.

Una vez determinada la CFM de los acidos individuales, se estudio el efecto de las
mezclas de estos acidos sobre F. graminearum, ya que en los SLC PSFG se encuentran
mezclados.

A su vez se quiso estudiar si al combinar dichos acidos se reducia la concentracion
necesaria de ambos usados individualmente para inhibir a F. graminearum. Se
realizaron mezclas de acidos entre 0,06; 0,12; 0,25; 0,50 veces la CFM de cada acido

para estudiar el efecto combinado de ambos acidos.

En la Figura 4.2.14 se muestran el indice IIKp (a) y la relacion LagT/LagC (b) de las
tres cepas de F. graminearum en funcion de la concentracion de acidos no disociados

totales en los medios de cultivo (Tabla 4.2.10).

99




Resultados y Discusién. Seccion 4.2

1004 ) * *
80 +
60 -
é A
% 40 -
é ry A
20 A A
ApA
|l A :" x . *
odgd 33 ¢
* o
20 - ¢ .
T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Total undissociated acid (mM)
50
b) L] L ]
40 -
A A
O 30+ * &
&
=
'>
S 204
10 +
L ]
¢
omme s088 § S .
0 5 10 15 20 25 30

Total undissociated acid (mM)

Figura 4.2.14. Parametros de crecimiento de F. graminearum en funcion de la
concentracion de acido lactico y acético no disociados presentes en diferentes mezclas
de 4cidos lactico y acético en medio solido. a) IIKp y b) relacion LagT/LagC de (@) F.
graminearum Fgd4;, (& Fgd48 v ( @ Fg36. Los acidos lactico y acético fueron

adicionados al medio solido fundido y luego se plaquearon como se indican en los
Materiales y Métodos.

De forma similar a lo observado en los ensayos de inhibicion en placa con SLC PSFG,

en los ensayos de inhibicion con mezclas de acido lactico y acético observamos que la

fase de latencia fue el parametro fungico mas afectado, la mayor fase de latencia
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observada se encontré con mayor concentracion de acidos (9,92 mM AA: 22.23 mM
ALy 4,96 mM AA: 4446 mM AL, con 11,94 mM y 27,12 mM de acidos no disociados
totales). Los demas tratamientos tuvieron fase de latencia entre 15,68 + 0,98 y 88,71 +
5,27 h. La velocidad de crecimiento fue 0 en los dos tratamientos mencionados arriba,
mientras que los demas estuvieron entre 0,32 + 0,03 y 0,44 + 0,02 mm/h. También, se
observo que 5 de los 16 tratamientos produjeron una mayor velocidad de crecimiento
que los controles. En resumen, se establecio que la menor mezcla capaz de inhibir el
desarrollo de F. graminearum fue de 6,62 mM y 5,32 mM de acido acético y lactico no
disociado (corresponde a la mezcla con 9,92 mM AA: 22.23 mM AL), respectivamente.

El sinergismo producido por la mezcla de acidos fue expresado matematicamente
mediante el Indice de Concentracién Inhibitoria Fraccional (Indice CIF), el cual fue
calculado como la suma de los indices FIC de cada acido. Si la suma entre ambos acidos
es igual a 1, el efecto de los acidos es aditivo; si la suma es menor a 1, el efecto de los
acidos es sinérgico y si la suma es mayor a 1, los analitos tienen un efecto antagonico
entre ellos. En nuestro caso, encontramos que el indice CIF de la mezclas de acidos fue
0,75, es decir que la mezcla de estos acidos tuvo un efecto sinérgico en la inhibicion de

F. graminearum.

Es decir, se necesitan 2 veces menos de acido acético y 2,23 veces menos de acido
lactico en la mezcla que en la CFM individual. En las tres mezclas de acidos no
fungicidas (1,19 mM AA — 44,46 mM; 2,38 mM AA — 4446 mM; 4,96 mM AA —
44,46 mM), la sumatoria de acidos no disociados es mayor a la observada en la mezcla
de 4cidos con actividad fungicida (9,92 mM AA — 22,23 mM AL). Esto se debe a que el
principal acido en la mezcla es el acido lactico, el cual posee una CFM individual 4,69

veces mas alto el acido acético.

Si comparamos estos datos con los encontrados con los SLC PSFG, donde se necesito
17,55 mM y 21,55 mM de acido lactico y acético no disociado, respectivamente, para
producir el efecto fungicida, observamos que se necesito 3,29 veces mas acido lactico y
3,25 veces mas acido acético no disociado en los SLC PSFG para producir un efecto
fungicida sobre F. graminearum. Esto puede deberse a que se esta comparando el efecto

fungicida en dos condiciones diferentes, en una de ellas los hongos sometidos a los
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acidos estan en presencia de los metabolitos producidos por los microorganismos del

kefir, y en la otra estos metabolitos estan ausentes.

4.2.8 Efecto de los SLC PSFG sobre la produccion de zearalenona de F.

graminearum

Como se indico anteriormente, una de las toxinas producidas por F. graminearum es la
zearalenona (ZEA). Teniendo en cuenta los resultados anteriores donde se demostro la
actividad antifiingica de los SLC PSFG, se decidio estudiar el efecto de los mismos
sobre la produccién de ZEA. Para ello se empleé un kit comercial Veratox® y la
metodologia indicada en materiales y métodos.

En la Figura 4.2.15 se muestran los resultados obtenidos en dos ensayos independientes
(a y b). Se encontré que en todos los tratamientos probados, excepto el tratamiento
MEA-SLC PSFG pH 3,5 - 70% v/v (que correspondio al unico medio que tuvo efecto
fungicida) no se detectd produccion de la toxina. Con respecto a los dos controles
ensayados, observamos que la produccion de ZEA fue mayor en medio MEA con el
agregado de PS, en las tres cepas. Esto sugiere que el PS estimula la produccion de
ZEA. La mayor produccion de toxina en un medio sin SLC PSFG se observo en el
medio MEA con agregado de PS acidificado con HCI hasta pH 3,5, la cual fue de 40,99
+ 4,61 ppb (4.2.15a) y 52,42 + 4,72 ppb (4.2.15b), para la cepa F. graminearum Fgi4,
en ausencia de acidos organicos provenientes del metabolismo microbiano del kefir.
Cuando se suplementa el medio de cultivo con SLC PSFG se observa que a una
concentracion de acidos no disociados totales de 39,10 mM no hay produccion de ZEA,

esta concentracion corresponde a SLC PSFG con actividad fungicida.
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Fig. 4.2.15 Efecto de los SLC PSFG, obtenidos por la fermentacion del permeado de
suero con granulos de kefir CIDCA AGKI, a 30°C sobre la produccion de zearalenona
en medio solido MEA: (W) F. graminearum ¥g44; (W) F. graminearum Fg36; (@) F.
graminearum FgA8. Se realizaron dos ensayos independientes (a y b). Barras con
diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05). 6,62 mM (corresponde al
medio con 25% SLC PSFG a pH 3,5); 10,22 mM (corresponde al medio con 70% SLC
PSFG a pH 4.,0); 23,23 mM (corresponde al medio con 50% SLC PSFGapH3,5)y
39,10 mM de écidos totales no disociados (corresponde al medio con 70% SLC PSFG a
pH 3.5).

103



Resultados y Discusién. Seccion 4.2

A menores concentraciones de SLC PSFG se observaron dos comportamientos
diferentes con las cepas evaluadas. Se observo que la produccion de toxina aumentd a
medida que aumenta la concentracion de acidos lactico y acético no disociado, para la
cepa F. graminearum Fgd4. Para la cepa de F. graminearum Fgd8, la produccion de
ZEA disminuy6 con todas las concentraciones de acidos no disociados mientras que
para la cepa Fg36 disminuyo en todos los casos, excepto para una concentracion de 70%
v/v de SLC PSFG a pH 4.0 (10,22 mM de acidos no disociados totales). Esto sugiere
que la produccion de la micotoxina fue de caracter cepa-dependiente. Son necesarias
mas Investigaciones para continuar estudiando estos comportamientos de F.

graminearum frente a los SLC PSFG.

La actividad antifungica de las BAL produce a variedad de compuestos
antimicrobianos, por ejemplo, productos de fermentacion que reducen el pH como acido
lactico y acético, asi como peroxido de hidrogeno, acido formico, acido propionico y
diacetilo (Lindgren y Dobrogosz, 1990). El mecanismo preciso de accion
antimicrobiana es dificil de elucidar debido a la complejidad y las comunes
interacciones sinérgicas entre diferentes compuestos (Corsetti y col., 1998; Niku-

Paavola y col., 1999).

En la leche fermentada de kefir se menciona la presencia, en general, de acido lactico,
etanol, dioxido de carbono, vitaminas del complejo B y compuestos aromaticos como
diacetilo y acetaldheido (Toba, 1987). Garrote y col. (2000) evaluaron la presencia de
acidos organicos en leche descremada estéril y caldo MRS (De Man y col. 1960)
fermentados con granulos de kefir CIDCA AGKI1 y detectaron 299,41 mM y 289,93
mM de acido lactico, respectivamente; y 17,32 mM y 107,38 mM de acido acético,
respectivamente. Esta alta concentracion de acido acético en el caldo MRS se debe al
contenido de acetato de sodio como constituyente del medio de cultivo (5 g/l). Estos
autores también encontraron que la mezcla de acidos tuvo efecto bacteriostatico sobre
E. coli 3. En nuestro caso, la mayor produccion de acidos lactico y acético se observo en
los SLC PSFG a pH 3.5, donde hubo 169,35 mM y 50,22 mM de &cido lactico y
acético, respectivamente. Cuando este SLC (al 70%) se agarizo produjo la muerte
fingica de las tres cepas de Fusarium graminearum estudiadas (Figura 4.2.7 a y b). Es

decir, esa es la menor concentracion de SLC que se necesito para producir la inhibicién
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completa del crecimiento de los hongos estudiados (CFM). Debemos destacar que estos
resultados se obtienen con los granulos de kefir CIDCA AGKI1 crecidos en PS
resuspendido al 5% p/v, un efluente de la industria lactea cuyo principal componente es
la lactosa (3,32 — 3,54%) y que tiene escasa concentracion de fuentes de nitrégeno en su
composicion (0,002-0,01% nitrogeno total). Y esto sugiere que los granulos de kefir
CIDCA AGKI1 tienen una gran capacidad de crecimiento en un medio de desecho

economico, y tienen un potencial como bioconservante.

Estos resultados son muy prometedores comparados con los ensayos que realizamos
previamente en nuestro laboratorio con sobrenadantes libres de células de leches
fermentadas con granulos CIDCA AGKI a distintos pH, siendo el mas bajo e inhibidor
a pH 3,3 frente a 4. flavus AFUNLS, donde solo se observo un incremento significativo
de la fase de latencia. Encontrandose en los SLC de leche 268,27 mM de acido lactico y
17,66 mM de acido acético (Ledn, 2013), los cuales no fueron capaces de producir una
inhibicion completa del crecimiento filngico. Estos resultados sugieren que en los SLC
de leche se ponen en juego dos efectos antagonicos, uno inhibidor debido a la presencia
de los acidos organicos y otro estimulante debido a la presencia de componentes de la
leche que permanecen en los SLC, a pesar de su filtracion. Entonces, los SLC PSFG, al
tener menos nutrientes en su composicion que la leche, tuvieron mayor poder inhibidor
que los obtenidos en leche, en detrimento del efecto estimulante, predominantes en los

sobrenadantes de leche.

Ademas, observamos que en el medio agarizado con SLC PSFG al 70% v/v de pH 3.5
habia 17,55 mM y 21,55 mM de acido lactico y acético no disociado. Estas
concentraciones fueron 3,99 y 1,52 veces inferiores que las determinadas en los SLC
PSFG a pH 3,5 al 70% v/v en el ensayo de inhibicion de la germinacion. En éste habia
70,07 mM y 32,67 mM de acido lactico y acético no disociado. Esto se debio a que el
pH del medio liquido fue de 3,63, mientras que el del medio agarizado fue 4.,55. Estas
diferencias de pH se debid a que los SLC se diluyen con PS sin fermentar, en el ensayo
de mhibicion de la germinacidn, mientras que los SLC se agregaron al medio MEA en
el ensayo de inhibicion en placa, lo cual modifico el pH en mayor medida. Esto sugiere
que los hongos desarrollan algiin mecanismo para protegerse en las condiciones mas
estresantes, en este caso, la presencia de SLC PSFG con ausencia de agar MEA (ensayo

de inhibiciéon de la germinacion). Estos mecanismos no estarian activos en el medio
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solido con SLC PSFG, debido a que la composicion del agar MEA, ejerceria alguna

proteccion.

Comparando los resultados obtenidos mediante el ensayo de reduccion de Ia
germinacion y inhibicion en placa con SLC PSFG sobre F. graminearum observamos
que, si bien cada uno de ellos tiene sus ventajas y desventajas como se muestran en la
Tabla 4.2.6, se necesitd una concentracion muy similar de acidos no disociados totales

(alrededor de 39 mM) para producir la muerte de los hongos estudiados.

Cuando trabajamos con acidos acético y lactico puro y sus mezclas observamos que en
el ensayo de reduccién de la germinacion arrojo que habian dos mezclas de acidos con
capacidad fungicida y efecto sinérgico (una con 4,96 mM: 44,46 acido acético: acido
lactico y la otra con 9,92 mM: 22.23 acido acético: acido lactico). Sin embargo, en el
ensayo de inhibicion en placa, solo la segunda mezcla con mayor proporcion de acido
acético fue fungicida. Los resultados obtenidos mediante el segundo método estan mas
acordes a los obtenidos por investigadores como Leon y col., 2012, quienes asignan al
acido acético como el agente clave para la inhibicion de A. flavus con mezclas de acidos
lactico y acético.

Se estudio el efecto de los acidos organicos lactico y acético de forma individual sobre
F. graminearum encontrando que la CFM, es decir, la minima concentracion de acido
capaz de inhibir el crecimiento fiingico por 30 dias, fue de 19,84 mM para acido acético
(equivalente a 8,56 mM acido no disociado), para las 3 cepas de F. graminearum
evaluadas, mientras que se necesito 88,91 mM de acido lactico (equivalente a 49,55 mM
acido no disociado) para producir la inhibicion total de F. graminearum. Estos
resultados tienen relacion con los obtenidos por Stiles y col. (2002) quien determino que
el acetato de sodio, presente en el caldo MRS en una proporcion 5 g/, afecta el
crecimiento de 33 cepas de 42 evaluadas pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Penicillum, Fusarium y Rhizopus. En ese estudio, 13 de las 14 cepas de Fusarium
fueron afectadas por la presencia del acetato en el medio de cultivo, y 6 de ellas fueron

completamente inhibidas.

Encontramos que a concentraciones menores a la CFM de los acidos, y a medida se
aumenta la concentracion de acido en el medio de cultivo se alarga la fase Lag y
aumenta la velocidad de crecimiento Ky (mm/h) con relacion al control, indicando que

estas concentraciones subletales de acidos, favorecen su crecimiento, a pesar de la
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extension de la fase de latencia, nuestros resultados coinciden parcialmente con los
obtenidos por Molina y Giannuzzi (1999) y Leon y col. (2012) donde el agregado de
acido en el medio de cultivo prolonga la fase Lag y reducen la Kp de los hongos

evaluados.

Hay estudios previos que reportan efectos sinérgicos entre los acidos organicos lactico y
acético (Rubin, 1978; Adams y Hall 1988; Dickson y Maynard 1992; Leon y col,
2012). Mezclas con acido lactico, acido citrico y sorbato de potasio mostraron efectos
sinérgicos produciendo una reduccion del crecimiento o una inhibicion total del
crecimiento de diversos patogenos (Restaino y col., 1981; Restaino y col., 1982). Moon
(1983) encontré que mezclas de acido lactico, acido acético y acido propiodnico inhiben
levaduras que normalmente crecen con altas concentraciones (100 mM) de los acidos

individuales.

En nuestro ensayo, se observo un efecto inhibidor sinérgico entre acido lactico y acético
(FIC=0,75) sobre F. graminearum ensayados. Resultados similares fue encontrados por
Leon ef al. 2012 frente a 4. flavus.

La CFM encontrada de las mezcla de acidos corresponde a 50% de la CFM individual
del acido acético y 25% de la CFM del acido lactico, lo que indica que el acido acético
es el principal responsable de la actividad antifingica y que el acido lactico tiene como
funcion principal bajar el pH del medio de cultivo, de manera que éste se acerque al pK,
del acido acético, ya que el pK, del acido acético es 4,75 y el pH de la mezcla es de
4,33. Leon y col. (2012), también atribuye la actividad antifingica de la mezclas a la
presencia del acido acético, ya que la mezcla esta constituida por una concentracion de
acido acético que representa el 75% de acido en relacion a la CFM del acido acético
determinado, y 21,81% de acido lactico respecto de la CFM del acido lactico individual.
En la mezcla de acidos organicos con capacidad fungicida obtenida en este trabajo (9,92
mM AA:; 22,23 mM AL), el 60,63% del acido acético esta en su forma no disociada lo
que le permitiria entrar a la célula fiingica, mientras que solo el 39,37% del acido lactico
esta en su forma no disociada, corroborando la funcion del acido lactico como reductor
de pH. El acido lactico, acético y propionico interactian de forma similar con las
membranas celulares neutralizando el gradiente electroquimico de protones, pero el
efecto del acido acético y propionico depende, con frecuencia, del la reduccion del pH

causada por el acido lactico (Freese y col., 1973; Eklund, 1980).
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Los métodos analiticos utilizados para la determinacion de zearalenona incluyen
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Krska y Josephs 2001; De Saeger y
col., 2003; Nuryono y col., 2005) y los métodos rapidos, como inmunoensayos
enzimaticos (ELISA) (Krska y Josephs 2001; Nuryono y col., 2005; Zheng y col.,
2006). Métodos de ELISA se han convertido en una de las herramientas mas utiles para
el seguimiento rapido de las micotoxinas, en especial para el cribado de las materias
primas. Segun Krska y Josephs (2001), el estudio de intercomparacion demostro que los
métodos ELISA se reconocen como una herramienta de analisis muy precisos en la
deteccion ZEA. A través del ensayo inmunoldgico determinamos que la presencia del
permeado de suero sin fermentar produjo un aumento de la produccion de toxina para
las tres cepas probadas. Gwiazdowska y col. (2008) mostraron que los SLC de dos
propionibacteria, conteniendo acido propionico y acético, reducen significativamente el
crecimiento y la produccion de ZEA en medio liquido de F. culmorum. En forma
similar, en nuestro estudio, el medio MEA con 70% v/v de SLC PSFG a pH 3.5 tuvo un

efecto fungicida sobre F. graminearum y no se detecto produccion de ZEA.

4.2.9 Conclusiones

Los SLC PSFG de pH < 4, se obtuvieron los mayores porcentajes de reducciones de la
germinacion. Y se demostro que el SLC PSFG a pH 3.5 tuvo capacidad fungicida sobre
las cepas de F. graminearum evaluadas en medio solido. La aplicacion de SLC en
proporciones que no causan la muerte fngica genero produccion de ZEA, en una de las
cepas. Por esto, la posible aplicacion como bioconsevante requiere futuros estudios para
profundizar el analisis del efecto del kefir sobre los hongos y sus toxinas; asi también,
resultaria conveniente aplicar el estudio a diversos géneros fungicos productores de

micotoxinas.
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4.3 Estudio de la capacidad inhibitoria del permeado de suero fermentado con

granulos de kefir sobre A. parasiticus CMUNLP7.

La mayoria de los productos agricolas son susceptibles de contaminacién por hongos
durante algunas de las etapas de produccion, procesamiento, transporte o almacenamiento.
(Vaamonde, 1996). Aspergillus y Penicillium se encuentran generalmente como
contaminantes en alimentos durante el secado y almacenamiento, mientras que las especies

de Fusarium pueden producir micotoxinas antes o después de la cosecha (CAST, 2003).

Dentro de las familias mas importantes de micotoxinas se encuentran las aflatoxinas, los
tricotecenos, la ocratoxina A, las fumonisinas y la zearalenona. Las condiciones de
colonizacion de los sustratos por los hongos micotoxigénicos, asi como su posterior
contaminacion con micofoxinas juegan un papel fundamental en las estrategias de
vigilancia y control de la industria alimentaria.

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios.
Los productos metabolicos de su desarrollo suelen ser muy téxicos, tanto para el hombre
como para otros animales. También inhiben la germinacion del grano y causan cambios de
color, aumento de la temperatura, enmohecimiento, apelmazado y finalmente podredumbre
de las semillas. Algunas especies como A4. niger 0 A. oryzae, son de interés industrial y se
emplean en la fermentacion de alimentos (Kozakiewicz, 1989).

Quimicamente, las aflatoxinas corresponden a derivados del grupo de difuranocumarina
que muestran fluorescencia bajo la luz ultravioleta. De acuerdo al color de la fluorescencia
las aflatoxinas son agrupadas en aflatoxina B; y B, (AFB,, AFB;) y G; ¥ G; (AFG,, AFG,).
La AFB; es las mas toxica y presenta mayor prevalencia (Busby, 1984). Las aflatoxinas
pueden ser producidas por cuatro especies de Aspergillus como son A. flavus, A.

parasiticus, A. nomius y A. pseudotamarii (Pitt, 2000; CAST, 2003).

La contaminacion de los alimentos con estos hongos y aflatoxinas ha sido detectada mas
frecuentemente en Africa y sur este de Asia. Los alimentos mas frecuentemente
contaminados con aflatoxinas son maiz y productos del maiz, mani, frutas secas y

productos lacteos (éstos con AFM;) (IARC, 1993). En el caso de las aflatoxinas, a sus
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efectos hepatotoxicos y hepatocancerigenos se afaden el efecto inmunodepresor,
aumentando la susceptibilidad a enfermedades de origen viral y bacteriano (Richard y col.,
2003; Presello y Botta, 2004). Existe evidencia epidemiologica que indica que las
aflatoxinas son productoras de enfermedad humana en diversas regiones del mundo. Al
respecto, los estudios epidemioldgicos en Africa y Asia Oriental han demostrado una
correlacion positiva entre el logaritmo de ingestion de alimentos contaminados con
aflatoxina B; y la ocurrencia de cancer primario de higado en humanos (Alvarez y col.,
2000).

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del kefir y sus derivados sobre el
crecimiento y produccion de aflatoxina B, por Aspergillus parasiticus como base para

realizar un biopreservante.

4.3.1 Determinacion de la capacidad inhibitoria de los SLC PSFG sobre A. parasiticus
CMUNLP7

Para realizar estos estudios se utilizo el método de inhibicion en placa empleando diferentes
concentraciones de SLC PSFG. Debido a que en el capitulo anterior solo se observo
actividad fungicida de los SLC PSFG a pH 3.5 contra F. graminearum, se comenzo a
trabajar con ese SLC PSFG y diluciones del mismo.

Se realizo un primer ensayo en placa con las concentraciones mas altas posibles de SLC
PSFG a pH 3,5 en el agar, estas fueron al 75% y 70% v/v. Se encontré que estas
concentraciones tuvieron capacidad fungicida sobre A. parasiticus CMUNLP7 (datos no
mostrados).

Por lo cual se decidio llevar a cabo otro ensayo para evaluar la inhibicion producida por un
rango de concentraciones descendientes, las cuales fueron: 65; 62.5; 60; 55, 50 y 25% v/v
de SLC PSFG. El medio MEA fundido se mezclo con el SLC PSFG para obtener las
diferentes concentraciones finales de trabajo y se determino el pH final del medio de

cultivo (Materiales y Métodos). Para este experimento se utilizaron los siguientes controles:

e Medio MEA sin agregado de SLC.

e Medio MEA adicionado con PS estéril sin fermentar.
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e Medio MEA adicionado con PS acidificado con HC] 3M al mismo pH que el SLC
del PSFG (pH= 3,5).

e Medio MEA adicionado con PS acidificado con Acidos Organicos en las mismas
concentraciones determinadas para los SLC de PSFG (Lactico 154,14 mM y
Acético 41,51 mM). El PS acidificado artificialmente se adicioné al medio en las
mismas concentraciones que se usaron en los tratamientos con mayor concentracion

de PSFG.

Las soluciones controles acidificadas artificialmente se prepararon a partir de PS sin
fermentar. El PS se esterilizo y luego se acidificé con HCI hasta alcanzar el mismo pH del
SLC PSFG empleado. El mismo procedimiento se realizo para los controles acidificados
con acidos organicos puros, cuyas concentraciones se seleccionaron a partir de aquellas

presentes en los SLC PSFG (Lactico 154,14 mM y Acético 41,51 mM).

La evaluacion de diferentes controles en este experimento obedecié a la necesidad de
determinar el efecto producido por el PSFG en si mismo y sin fermentar, y si el efecto
inhibitorio del PS fermentado podria deberse sdlo a la presencia de los acidos organicos, o a
la combinacion de éstos con el descenso de pH y/o a la presencia de otros productos de la
fermentacion, tal como se describira a continuacion. El control de MEA acidificado con
HC1 3M se utilizé para evaluar si la acidificacion con acidos fuertes, o sea, el descenso
exclusivo del pH sin presencia de acidos organicos débiles, podia tener el mismo efecto
antifingico que el PSFG. La mezcla de los acidos organicos puros busco confirmar si la
sola presencia de éstos era responsable de la inhibicion fingica. El control de PS sin
fermentar se utilizo para establecer la diferencia enfre la inhibicion cuando hay o no
metabolitos presentes producidos por la fermentacion. Y el control de medio MEA solo se
utilizo para evaluar el crecimiento del hongo sin ningun tipo de estrés.

Una vez obtenidos el PSFG se determind la concentracion real de acidos organicos

presentes en cada uno por HPLC. Estos resultados se presentan en la Tabla 4.3.1.
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Tabla 4.3.1. Concentracién de Acido lictico y Acético en SLC PSFG y PS acidificados

artificialmente.
pH Acido Acido lictico sin Acido Acido acético sin
lactico (mM) disociar (mM) acético (mM) disociar (mM)
PS c/acidos
L. 3.48 161.53 108.43 44.26 42.00
orgamcos
PS ¢/HCI 3,50 nd nd
SLC
PSFG (ler | 3% 142,69 95,05 46,28 43.87
ensayo)
SLC
PSFG (2do | 31 154,14 101,09 41,51 39.25
ensayo)

PS fue fermentado con granulos de kefir CIDCA AGKI1 al 10% a 30 °C hasta alcanzar el
pH 3.5. Se obtuvieron los SLC a partir de estos como se indico en los materiales y métodos.

Las concentraciones de acido lactico y acético se determinaron mediante HPLC. Nd: no
detectado.

Una vez obtenidos los sobrenadantes libres de células de PSFG y cuantificados sus acidos
organicos, se procedid a hacer los experimentos de inhibicion fingica mediante los ensayos
de inhibicion en placa, en los cuales se determind el crecimiento del hongo en milimetros
durante un periodo de tiempo hasta invadir el total de la caja de Petri. Los graficos de

crecimiento (mm) vs. Tiempo (h) se presentan en la Figura 4.3.1
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Figura 4.3.1 Curva de crecimiento de 4. parasiticus CMUNLP7 (mm/h) desarrollado en el
medio con diferentes tratamientos. ®: MEA sin suplementar, ®: MEA+PS sin fermentars:
MEA+PS acidificado con HCI, It MEA+SLC de PSFG adicionado al 65% v/v, lt MEA +
SLC de PSFG 62,5%; ¢: MEA + SLC de PSFG 60%; ¢: MEA+SLC de PSFG 55%: A :
MEA+SLC de PSFG adicionado al 50% v/v, w: MEA+SLC de PSFG adicionado al 25%.
Todos los valores corresponden a cuatro mediciones diarias de tres experimentos
independientes.

Las curvas graficadas indican el crecimiento del hongo en milimetros durante el tiempo de
incubacion, hasta alcanzar el diametro maximo de la caja de 80 mm. Los tratamientos
fueron PSFG adicionado a diferentes concentraciones en el medio MEA: 25%, 50%, 55%,
60%, 62,5% y 65% v/v y los controles fueron los descriptos arriba. En el tratamiento con
agregado de PSFG al 65% v/v no se observo crecimiento fiingico, por lo tanto su curva fue
plana. Los controles de MEA con PS acidificado con HC1 3M y MEA+PS sin fermentar,
fueron los primeros en alcanzar el extremo de la caja de Petri, en 120 horas, indicando que
tuvieron una mayor tasa de crecimiento con respecto al control de MEA sin suplementar, el
cual tardo 144 horas. Esto pudo deberse a que la presencia de PS aumento la disponibilidad
de nutrientes para el hongo y por lo tanto su velocidad de crecimiento. La acidificacion con
un acido fuerte solo no produjo, al parecer, ningtin efecto contrario al aporte que hizo el PS

adicionado, indicando que la sola acidificacion no tuvo efecto antifingico. El hongo
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sometido a concentraciones del 25% y 50% v/v PSFG alcanzo el borde de la caja en el
mismo tiempo que requirid el control de MEA sin suplementar, lo cual estaria indicando
que la concentraciones bajas de SLC PSFG no aportan suficientes metabolitos, como para

producir un efecto inhibitorio.

Cabe resaltar que graficamente se observo que con una concentracion de 50% v/v de SLC
PSFG el hongo tardéo mas tiempo en superar el didmetro inicial de crecimiento que en
cualquiera de los controles o con 25% v/v de PSFG. No obstante, alcanzo el borde de la
caja en el mismo tiempo, pues se observdo que la pendiente de crecimiento fue mas
pronunciada que las dos anteriores tal como se observarda mas adelante. Con
concentraciones de 55%, 60% y 62,5 % v/v de PSFG continuo retrasandose el comienzo del
crecimiento fungico, respecto a todos los controles. Ademas, en estas concentraciones el
hongo tardo entre 168 - 192 horas en alcanzar el diametro maximo de la caja de Petri, mas
que todos los tratamientos anteriores, lo cual nos estd indicando que éste producto, en
concentraciones altas, hace mas dificultoso el crecimiento del hongo, aumentando su fase

de latencia.

El PSFG en concentraciones 65% inhibio totalmente el crecimiento fiingico.

4.3.2 Determinacion del efecto fungicida del PSFG.

De igual forma que se trabajo con F. graminearum, se repitio el ensayo para determinar la
capacidad fungicida de los SLC PSFG. Para ello, se sembraron placas de medio MEA
suplementado o no con SLC PSFG de pH 3.5 al 65% y se incubaron a 30°C durante 7, 15 y
30 dias y no se observd crecimiento en coincidencia con los datos ya comentados.
Transcurrido ese tiempo, se tomaron muestras del centro de las placas (lugar donde se
depositaron los conidios) segin se detalld en materiales y métodos y se depositaron en
placa con medio MEA sin suplementar y se incubaron durante 30 dias. No se observo

crecimiento fungico corroborando que la actividad de los SLC fue fungicida.

Para corroborar si la concentracion de 65% v/v de PSFG era fungicida, se repitio el ensayo

con dichos SLC PSFG. Para ello, se sembraron placas de medio MEA suplementado o no
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con SLC PSFG de pH 3.5 al 65% y se incubaron a 30°C durante 7, 15 y 30 dias y no se
observd crecimiento en coincidencia con los datos ya mostrados (Figura 4.3.1).
Transcurrido ese tiempo, se tomaron muestras del centro de las placas (lugar donde se
depositaron los conidios) segin se detalld en materiales y métodos y se depositaron en
placa con medio MEA sin suplementar y se incubaron durante 30 dias. No se observo

crecimiento fungico corroborando que la actividad de los SLC fue fungicida.

4.3.3 Calculo de parametros cinéticos.
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Figura 4.3.2. Regresion lineal del crecimiento de 4. parasiticus CMUNLP7 en presencia de
de medios de cultivo con o sin PSFG. e: MEA sin suplementar, ®: MEA+PS sin fermentar,
V MEA+PS acidificado con HCl, A: MEA+PS acidificado con Acidos Organicos
(adicionado al medio al 65% v/v),l: MEA+SLC de PSFG adicionado al 65% v/v,ll: MEA
+ SLC de PSFG 62,5%:;<: MEA + SLC de PSFG 60%:; ©¢: MEA+SLC de PSFG 55%; A:
MEA+SLC de PSFG adicionado al 50% v/v, ¥ : MEA+SLC de PSFG adicionado al 25%.

Todos los valores corresponden a cuatro mediciones diarias de tres experimentos
independientes.
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Con los datos de la Figura 4.3.1 se obtuvieron las regresiones lineales (Figura 4.3.2) que
muestran las fases lineales de crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 en cada tratamiento

y control a partir de las cuales se calcularon los parametros cinéticos.

La curva de crecimiento del hongo creciendo en el medio MEA sin suplementar se hizo
lineal aproximadamente entre las 24 y 120 horas. Los parametros cinéticos que se
calcularon a partir de la regresion lineal fueron: Kp= 0,608 + 0,008 mm/h y una Fase
Lag=14,1 £ 0.7 horas.

En el caso del hongo creciendo en el medio MEA-PS sin fermentar la curva de crecimiento
se hizo lineal aproximadamente entre las 24 y 96 horas. La Kp obtenida a partir de la
regresion lineal fue de 0,829 + 0,009 mm/h, significativamente superior a la calculada para
los demas controles, esto puede explicarse por el aporte de algunos metabolitos o nutrientes
presentes en el PS que hacen que el hongo aumente su velocidad de crecimiento. La fase
Lag calculada fue de 17,6 + 04 horas. Pudo observarse que el hongo tardo
aproximadamente 3 horas mas en comenzar su crecimiento, lo cual indica que la adicion de
permeado de suero sin fermentar aporta nutrientes que hacen que el hongo tarde en
adaptarse al medio, pero sin embargo, una vez adaptado, su velocidad de crecimiento

aumenta.

Al 1gual que en el medio adicionado con PS sin fermentar, la curva de crecimiento del
hongo en el medio suplementado con PS acidificado con HCIL, se hizo lineal
aproximadamente entre las 24 y 96 horas. Presento una Kp de 0,793 + 0,006 mm/h, y una
fase Lag de 17,7 + 0,5 horas.

La tasa de crecimiento y la fase de latencia de los medios adicionados con PS acidificado
con HCI y con PS sin fermentar fueron superiores significativamente (P<0,05) al medio
MEA sin suplementar. Con respecto al medio con PS sin fermentar, la presencia de
carbohidratos como lactosa en un 3,334+0,35% (Leon, 2013), podria ser causante de una
mayor fase de latencia al exigir la adaptacion del hongo a ésta; pero igualmente podria ser
una fuente de carbono y energia que acelero la tasa de crecimiento una vez fue superada la

fase de adaptacion. El efecto de la acidificacion del medio MEA adicionado con HCI no
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produjo cambios significativos en los parametros de crecimiento (Kp y Fase Lag) con

respecto a lo observado en el medio de cultivo con el agregado de PS sin fermentar.

En el tratamiento con un 25% v/v de PSFG la curva de crecimiento se hizo lineal
aproximadamente entre las 24 y 120 horas. La Kp calculada fue de 0,676+ 0,006 mm/h,
superior a la calculada para el medio MEA sin suplementar, por lo tanto podria decirse que
el PSFG en bajas concentraciones estimula la velocidad de crecimiento. No obstante lo
anterior, debe observarse que Kp es inferior a la obtenida con los medios con PS sin
fermentar y con PS acidificado con HCI, lo cual podria estar indicando que los acidos
organicos débiles presentes el producto fermentado hacen que la velocidad de crecimiento
sea inferior a la que presenta el mismo hongo en un medio sin acidos organicos. La fase
Lag se calculo en 18,35 & 0,7 horas, significativamente superior a la obtenida con el medio
MEA sin suplementar (P<0,005). Por lo tanto, se podria decir que el PSFG en bajas
concentraciones, no aporta metabolitos capaces de inhibir el crecimiento fungico.

Al aumentar la concentracion del producto fermentado al 50% v/v, la curva de crecimiento
se hizo lineal aproximadamente entre las 48 y 144 horas. La Kp fue de 0,687 + 0,007
mm/h la cual no presentd diferencias significativas con la obtenida en el tratamiento con
25% v/v, mientras que la fase Lag si fue significativamente superior con 36,9 + 1,5 horas,
siendo la concentracion mas baja a la cual la fase Lag fue superior significativamente a la
de todos los medios sin SLC PSFG.

Al aumentar la concentracion de SLC PSFG al 55% y 60% v/v, la curva de crecimiento se
hizo lineal aproximadamente entre las 48 y 144 horas. La Kp calculada fue de 0,636 +
0,007 y 0,659 = 0,003 mm/h para el 55% y 60% v/v respectivamente. Ambos valores
fueron superiores a la Kp del medio MEA sin suplementar pero no respecto a los demas
medios sin SLC PSFG. La fase de latencia se calculo en 33,3 + 1,2 y 42,6 + 0,7 horas para
el 55 y 60% respectivamente. El valor de Lag correspondiente al 60% v/v fue superior
significativamente al obtenido al 55% v/v y ambos valores a su vez fueron superiores a los
obtenidos con todos los medios sin SLC PSFG y con PSFG al 50% v/v. Por 1ltimo, al
adicionar 62,5% v/v de SLC PSFG, se obtuvo la mayor fase Lag, de 75,35+1,6, mientras
que la Kp fue de 0,6429+0,009.
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A una mayor concentracion de SLC PSFG como la del 65% v/v no tuvo lugar el

crecimiento fiingico, lo cual demuestra la capacidad antifiingica de los SLC PSFG en altas

concentraciones. Con base en estos resultados se puede asegurar que la concentracion
fungicida minima (CFM) para A4. parasiticus CMUNLP7 se encuentra entre 62,5 y 65% v/v
de SLC PSFG en el medio de cultivo.

Los parametros cinéticos de los tratamientos realizados se resumen en la Tabla 4.3.2. Estos

valores fueron empleados en la determinacion de los indices de inhibicion del crecimiento

(ITIKp%) v la relacion entre la fase Lag de los tratamientos con la fase Lag del medio MEA

sin suplementar (LagT/LagC) con los distintos tratamientos, los cuales también se

presentan, ademas de la concentracion de acidos organicos en los medios.

Tabla 4.3.2. Parametros cinéticos y concentraciones de acidos no disociados en la

inhibicion de 4. parasiticus CMUNLP7 con SLC PSFG con granulo de kefir CIDCA

AGKI.
Acidos no
Tratamiento Kp (mm/h) Fase Lag Ky LagT/LagC disociados totales
(h) (%)
(mM)
MEA 0,608+0,008 14.1+£0.7 NC 1,00 NC
s/suplementar
MEA+PS 0.820+0.000 | 17.6:04 | -36.35 1,25 NC
s/fermentar
MEA+PS con 0,793+0,006 17,7405 -30,43 1,26 NC
HCI1
MEA+PSSLC | c7610006 | 18407 | -11.18 130 6.08
25%
MEA+PS SLC 0,687+0,007 36,9+1,5 -12,99 2.62 16,45
50%
MEAPSSLC | 63610007 | 333+12 | -4.61 2.36 21.04
55%
MEA-PSSLC | 65040003 | 427207 | -839 3.03 26,99
60%
MEA-PS SL.C
3+ 5.4%1, -5, . ’
62.5% 0.643+0.009 75.4+1,6 74 5,34 31,02
MEA-PS SL.C
=
65% 0 720 100,00 51.06 34,08

Las concentraciones de acido lactico y acético de los SLC PSFG sin diluir corresponden a
los SLC cuyas concentraciones se indicaron en la Tabla 4.3.1. NC: no calculado.
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Se calcularon el indice IIKp y la relacion LagT/LagC respecto al medio MEA sin
suplementar, teniendo en cuenta que este es el medio basal para el crecimiento del hongo.

Este medio se diferencia de los medios con PS sin fermentar y con PS acidificado con HCI,
por la presencia del PS y sus metabolitos, principalmente lactosa (alrededor del 3%).
Cuando observamos los SLC PSFG en relacion a los SLC de PS sin fermentar, hay
presencia de lactosa aunque en menor concentracion (2,23+0,14%), no hay diferencia en la
concentracion de cenizas (0,2959+0,0144% p/p), v hay 1,53 veces mas del nitrogeno total
(0,0317+1,7x10°) y acidos lactico (154,14 mM) y acético (41,51 mM). La relacién
LagT/LagC del tratamiento con 25% de SLC presento un valor bajo, de 1,30, lo cual indica
una diferencia minima entre el MEA sin suplementar y éste, y se refleja en su bajo poder
antifiingico general. Este valor fue similar a los encontrados en el medio adicionado con PS
sin fermentar (1,25) y el medio con PS acidificado con HCI (1,26). Los tratamientos a 50,
55, 60 y 62,5% v/v de PSFG registraron los mayores LagT/LagC, los cuales reflejan un
efecto antifingico mayor que el tratamiento con 25% de SLC, y que se corresponde con la
diferencia significativa determinada frente a los controles. No obstante, y como se demostro
para las tasas de crecimiento, los indices de inhibicion de este pardmetro, no fueron
positivos, es decir, la tasa de crecimiento no fue inferior en ningin caso a la del control
seleccionado, demostrandose que la presencia del PS aporta nutrientes que estimulan el

crecimiento fingico una vez se supera la fase de latencia.

Con respecto a la tasa de crecimiento, al comparar todos los tratamientos entre si, se
encontrd que ningun tratamiento supera las tasas de los medios con PS y PS+HCI indicando
que los compuestos del PS tienen un efecto estimulante en la velocidad de crecimiento una
vez se supera la fase de latencia. También se observd que las tasas de crecimiento de los
medios suplementados con SLC PSFG estuvo 0,639 - 0,687 mm/h cuando hubo desarrollo
fingico. No obstante, al evaluar el crecimiento a una concentracion cercana de 65% v/v no

tuvo lugar el desarrollo fungico.

La fase de latencia fue diferente entre todas las concentraciones ensayadas y presentd una
tendencia a aumentar a medida que aumentaba el porcentaje del producto fermentado en el
medio. La minima concentracion a la cual Lag fue superior al medio MEA sin suplementar

correspondid al medio con 25% v/v de PSFG, esta fue muy similar a la de los medios
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adicionados con PS sin fermentar y PS acidificado HCI. La mayor fase de latencia 75,35 h
se observo al 62,5% v/v de PSFG en el medio, con la mayor concentracion de acidos no
disociados totales, de 31,02 mM. En conclusion, puede afirmarse que el PSFG a estas
concentraciones (entre 50 y 62,5%) aumento significativamente el tiempo que le lleva al
hongo adaptarse al medio y que el parametro méas afectado en la inhibicion fungica con el
PSFG fue la fase de latencia. Estos resultados coinciden con los obtenidos con acidos
organicos puros y con sobrenadantes libres de células de leche fermentada con granulos de
kefir CIDCA AGKI1, en la inhibicion de varias cepas de 4. flavus, donde se demostré que
los mayores valores de inhibicion se evidencian sobre la fase de latencia y no sobre la tasa

de crecimiento (Ledn y col., 2012; Ledn, 2013).

En la Figura 4.3.3 se observa el efecto de la concentracion de acidos no disociados totales
presentes en el SLC PSFG sobre el IIKp y la relacion LagT/LagC de A. parasiticus
CMUNLP?7.

Se observa que concentraciones de acidos no disociados totales entre 0 y 31,02 mM
modificaron en escasa proporcion la velocidad de crecimiento, ya que el indice IIKp estuvo
-36,35 y 4,61%, es decir que hubo un leve aumento de la velocidad de crecimiento de todos
esos tratamientos con respecto al hongo crecido en medio MEA sin suplementar. Por otra
parte, entre dichas concentraciones de acidos no disociados la relacion LagT/LagC fue
alterada en mayor medida que el indice IIKp, se observa que esta relacion aumento a
medida que se incrementd la concentracion de acidos no disociados totales. Ademas,
concentraciones de acidos no disociados totales > 34,08 mM (corresponde a un medio con
65% v/v SLC PSFQG) llevaron la inhibicion total del crecimiento fiingico, lo que se tradujo
en las relaciones LagT/LagC (51,06) e indice IIKp (100%) mas grandes observados.
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Figura 4.3.3 Indices de inhibicion fingica (IIKp y LagT/LagC) en funcién de concentracion
de acidos no disociados totales presentes en los medios adicionados o no con SLC PSFG
sobre A. parasiticus CMUNLP7.
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4.3.4 Determinacion de la produccion de aflatoxinas por A. parasiticus CMUNLP7

desafiado con distintas concentraciones de SLC PSFG en medio solido.

Se ha reportado que a concentraciones sub-letales de un agente inhibidor, los hongos
pueden, una vez superada la concentracion inhibitoria, producir mayores concentraciones
de micotoxinas que cuando no se someten a ninguna restriccion (Milus y Parsons, 1994;
D’Mello y col., 1998). Se esperaria, por lo tanto, que habiendo aplicado concentraciones
subletales, entre 25 y 62,5% de SLC PSFG en el medio de cultivo, la produccion de
aflatoxinas hubiese sido variable. Se extrajeron aflatoxinas de los medios de cultivo y se
construyé la recta de calibracion con los patrones del kit VERATOX (Neogen®) en
concentraciones de 0, 5, 15 y 50 ppb. En la Figura 4.3.4 se observan los valores de
absorbancia de los patrones en funcion de la concentracion de aflatoxinas. Se observa que
la absorbancia de los patrones disminuyé a medida que aumentoé la concentracion de
aflatoxinas debido a que este método es un ELISA competitivo como se indico en

materiales y métodos.
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Figura 4.3.4. Regresion lineal del patrén de aflatoxinas del kit VERATOX®.
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La primera cuantificacion de aflatoxinas se realizo con las muestras originales, sin
diluciones, para obtener un dato aproximado de la produccion de aflatoxinas obtenida; pero
dado que superaban el limite de deteccion del kit (en la mayoria de los casos), se realizaron
diluciones de las muestras y se llevd a cabo la determinacion nuevamente. Las

concentraciones obtenidas se observan en la Tabla 4.3.3.

Tabla 4.3.3. Concentracion de aflatoxina B; obtenida en los cultivos de A. parasiticus

CMUNLP7 desafiados con distintas concentraciones de SLC PSFG.

Tratamientos Aflatoxinas (ppb)
MEA- PSFG 65% v/v Nd
MEA- PSFG 62,5% v/v 75,28
MEA- PSFG 60% v/v 87,88
MEA- PSFG 55% viv 66,10
MEA- PSFG 50% v/v 150,02
MEA- PSFG 25% viv 99,88
MEA-PS s/fermentar 120,93
MEA- PS ¢/HCI 107,96
MEA sin suplementar 3,03

Nd: no detectado

Se realizaron diluciones seriadas de las muestras de medio de cultivo en metanol (70% en
agua destilada, igual composicion que el solvente de extraccion) hasta que las
concentraciones de aflatoxinas en las muestras quedaron dentro del limite de cuantificacion
del método empleado. Los valores de absorbancia se extrapolaron a la curva patron y se
calculo la concentracion de micotoxina, luego esta se multiplico por el factor de dilucion de
la muestra. Los valores obtenidos son los que se presentan en esta Tabla.

En base en los valores obtenidos, se confirmé que A4. parasiticus CMUNPL7 es un hongo
productor de aflatoxinas, tanto cuando se encuentra creciendo en un medio rico en
nutrientes, como cuando se encuentra estresado por algun componente del medio de

cultivo. Se pudo determinar que existe diferencia en la produccion de aflatoxinas entre los
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controles y los tratamientos. Cuando el hongo se cultivo en el medio con el menor estimulo
(MEA sin suplementar) se determind la menor produccion de aflatoxinas. Esta
concentracion aumenté con el agregado de PS sin fermentar, lo cual esta indicando que
existen factores que estimulan la produccion de aflatoxina B;. La acidificacion del medio
con acido fuerte (MEA-PS), desencadeno una produccion de aflatoxinas menor que con el
medio con PS sin fermentar.

En todos los tratamientos con SLC PSFG, se observaron concentraciones de aflatoxinas
mayores que la obtenida en el medio MEA sin suplementar, pero estuvieron alrededor de la
concentracion detectada en el medio MEA adicionado con PS sin fermentar. Esto sugeriria
que el PS estimularia la produccion de aflatoxina B;, pero no asi los metabolitos
provenientes del SLC PSFG. Cuando se adiciono un 50% v/v de SLC PSFG en el medio de
cultivo, aumento levemente la concentracion de micotoxina con respecto a los controles.
Con concentraciones superiores de SLC PSFG se observa un descenso de la concentracion
de aflatoxinas indicando que no hay una proporcionalidad entre la concentracion de SLC

PSFG y la produccion de aflatoxinas.

Por otra parte, en medios de cultivo con 65% v/v de SLC PSFG (34,08 mM de acidos no
disociados totales) no se observo presencia de aflatoxinas. Dichos medios correspondieron

a los medios con concentraciones fungicidas de SLC PSFG.

Dado que la determinacion de aflatoxinas mediante HPLC es un método reconocido
(AOAC, 1984), se decidio corroborar los datos obtenidos mediante esta técnica y para
repetir los ensayos de algunos tratamientos seleccionados (SLC PSFG 65, 50 y 25%). La
metodologia para la determinaciéon de aflatoxina B; por HPLC se indicé en materiales y
métodos. Se realizaron dos ensayos independientes (Figura 4.3.5 a y b). Se observé que en
el medio MEA sin suplementar hubo produccion de aflatoxina B; (a), mientras que en el
segundo ensayo (b), no se observo produccion de aflatoxina B; en las mismas condiciones.
Cuando al medio MEA se le adiciono PS sin fermentar, se observo un incremento de la
produccion de aflatoxina B;, en ambos ensayos, ésta estuvo alrededor de los 100 ppb. El
agregado de PS acidificado con HCI no produjo cambios significativos en la produccion de
aflatoxina B; con respecto al medio MEA adicionado con PS sin fermentar (a), mientras

que esta disminuyo a 31,18+5,89 ppb en el segundo ensayo (b). Por otra parte, se observo
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un comportamiento coincidente en los dos ensayos cuando se aplico SLC PSFG al medio
MEA, es decir, no hubo produccién de aflatoxina B; en el medio MEA adicionado con 65%
v/v SLC PSFG (SLC con actividad fungicida) y se observo mayor produccion de toxina en
el medio adicionado con 50% v/v SLC PSFG que en el medio con 25% v/v SLC PSFG. En
general, se pudo observar que el PS, por si solo, aumento la produccion de toxina por parte
del hongo y que los SLC PSFG sin accion fungicida, también llevaron a un incremento en

la concentracion de aflatoxina B, en el medio de cultivo.
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Figura 4.3.5 Produccion de aflatoxina B; por A. parasiticus CMUNLP7 en medio MEA
suplementado o no con SLC PSFG en distintas concentraciones determinadas mediante
HPLC. Se realizaron dos ensayos independientes (a y b).

Se compararon los resultados obtenidos de cuantificacion de aflatoxina B; por el método
inmunologico y por HPLC en funcion de la concentracion de acidos no disociados totales
presentes en los SLC PSFG. En la Figura 4.3.6 se observa que la produccion de aflatoxina
B; en medios sin SLC PSFG estuvo entre 0 y 120 ppb para el hongo desarrollado en medio
MEA y MEA+PS, respectivamente. La produccion de aflatoxina B; en medio con SLC
PSFG aument6 cuando se incremento la concentracion de acidos no disociados totales hasta
16,45 mM, resultado observado con ambos meétodos. Concentraciones mayores a esta
produjeron una disminucién en la concentracion de AFB1. Por ultimo, en concentraciones

> a 34,08 mM (concentracion fungicida) no se observo produccion de aflatoxina B;.
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Figura 4.3.6. Concentracién de aflatoxinas en funcion de los 4cidos no disociados totales

presentes en los SLC PSFG. e Aflatoxinas medida mediante kit inmunologico. ® AFB;
medida mediante HPLC (1).VAFB; medida mediante HPLC (2). Se realizaron tres ensayos
independientes.

4.3.5 Efecto de los acidos lactico y acético individuales sobre el crecimiento de A.

parasiticus CMUNLP7 en medio solido.

Se realizaron ensayos de inhibicion en placa de MEA adicionado con distintas
concentraciones de acido lactico y acético individuales con el objetivo de determinar la
concentracion fungicida minima (CFM), es decir, la minima concentracion de acido capaz
de producir la muerte fiingica. En la Figura 4.3.7 se presentan las curvas de crecimiento de
A. parasiticus CMUNLP7 en medio MEA con distintas concentraciones de acido lactico (a)

y acético (b).
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Figura 4.3.7 Curvas de crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 en medio MEA con
distintas concentraciones de acido lactico (a) y acético (b).@) MEA sin acidos organicos;
@ MEA con 108,38 mM (a) y con 17,32 mM (b)¥ MEA con 162,58 mM (a) y con 24,25
mM (b); AMEA con 216,77 mM (a) y con 27,71 mM (b); EIMEA con 270,96 mM (a) y con
31,17 mM (b);E MEA con 325,15 mM (a) y con 34,64 mM (b)<>MEA con 379,34 mM (a)
y con 38,10 mM (b); OMEA con 433,54 mM (a) & MEA con 460,63 mM (a).

En la Figura 4.3.7 se aprecia que el aumento de la concentracion de acido, tanto lactico (a)
como acético (b), produjo un incremento en la fase de latencia y reduccion de la velocidad
de crecimiento. Se observa también que a la concentracion de 460,63 mM y 38,10 mM de
acido lactico y acético se produjo la nhibicion total del crecimiento fiingico a lo largo de
todo el periodo del ensayo (30 dias). Entonces, se tomaron esas concentraciones como la
CFM de acido lactico y acético para 4. parasiticus CMUNLP7. Estos datos se usaron como

base para disefar las mezclas de acidos que se probaron a continuacion.

4.3.6 Efecto de soluciones mezcla de acidos organicos, sobre el crecimiento de A.

parasiticus CMUNLP7 en medio solido

A fin de evaluar el efecto antifiingico de la presencia exclusiva de acidos organicos puros
en el medio de cultivo, se cultivd 4. parasiticus CMUNLP7 en medio MEA adicionado de
soluciones con mezcla de acidos organicos puros, correspondientes a 0,06, 0,12, 0,25 y 0,5
veces la concentracion presente en la CFM determinada previamente (Seccion 4.3.5), segun

se indico en los materiales y métodos. Al igual que con los SLC del PSFG, se construyeron
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curvas de crecimiento fungico en milimetros en funcion del tiempo en horas. A partir de los
datos obtenidos se calcularon la tasa de crecimiento Kp (mm/h), fase Lag (h) y el indice
IIKp (%) y la relacion LagT/LagC. El pH final de las mezclas de acidos en el medio de
cultivo se indica en la Tabla 4.3.4, donde se observa que el incremento en la concentracion
de acido lactico determin¢ el descenso del pH en el medio de cultivo, mientras que el acido
acético no generd un descenso fuerte de pH al aumentar su concentracion. Otros autores
han determinado previamente en la mezcla de estos acidos, que mientras el lactico cumple
la funcion mas acidificante, el acético tiene mayor efecto antifiingico en menores

concentraciones (Ledn y col., 2012).

Tabla 4.3.4. pH final en el medio de cultivo de las mezclas de acidos lactico y acético

puros.

Ac. Lactico (mM)
. ( 27,1 | 55,55 | 115,16 | 230,32
Ac. acético(

2,25 426 3,83 | 341 2,95
4,50 422 | 3,76 | 3,45 2,94
9,53 4,15 3,75 | 3,35 | *2,92
19,05 4,12 | *3,68 | *3,28 | *2,88

pH de las mezclas donde tuvo lugar la inhibicion total del crecimiento.

El crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 en presencia de las mezclas anteriores, se
grafico como diametro (mm) contra tiempo (horas), como se observa en la Figura 4.3.8. En
¢sta se observa que en las mezclas que incluian la menor concentracion de acido acético
(2,25 mM) y las concentraciones mas bajas de acido lactico (27,1; 55,55 y 115,16 mM) no
se obtuvo una diferencia significativa en la curva de crecimiento con respecto al control de
medio MEA sin suplementar. Al aumentar la concentracion de acido acético 4,50 mM y de
lactico a 230,32 mM, se alcanzé la menor pendiente de crecimiento que se observa en la

Figura 4.3.8. Las mezclas con las mas bajas concentraciones de acidos donde no se observo
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crecimiento fueron de: 9,53 mM acido acético (AA)/230,32mM acido lactico (AL) (pH
2,92) y 19,05mM AA/55,55mM AL (pH 3,68).

Diametro (mm)

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (h)

Figura 4.3.8. Curva de crecimiento de 4. parasiticus CMUNLP7 en presencia de mezclas
de acidos organicos puros. ® MEA Sin suplementar; ® MEA con 2,25mM AA-27.1mM
AL, WMEA con 2,25mM AA-55,55mM AL; A MEA con 2,25 mM AA-115,16mM AL;
BEMEA con 2,25 mM AA-230,32mM AL;EMEA con 4,50mM AA-27,10mM AL; + MEA
con 4,50 mM AA-55,55mM AL; «+ MEA con 4,50mM AA-11516mM AL; AMEA con
4,50mM AA-230,32mM AL;wMEA con 9,53mM AA-27,1mM AL; « MEA con 9,53mM
AA-5555mM AL; e MEA con 9,53mM AA-115,16mM AL; ¢ MEA con 9,53mM AA-
230,32mM AL; e MEA con 19,.05mM AA-27.1lmM AL;syMEA con 19,05mM AA-
55,55mM AL;AMEA con 19,05mM AA-115,16mM AL; EMEA con 19,05mM AA-
230,32mM AL. AA: acido acético. AL acido lactico.

Para cuantificar el efecto inhibidor, se calcularon las concentraciones de acidos no

disociadas en las mezclas y los parametros de crecimiento que se presentan en la Tabla
435.
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Tabla 4.3.5. Parametros cinéticos del crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 en presencia de mezclas de acidos Lactico y Acético puros.

Mezclas de acidos: pH K, (mm/h) Fase Lag | IIK, | LagT/ | AL no disociado | AA no disociado Aflatoxina B,
AA (mM) /AL (mM) | final (h) (%) | LagC (mM) (mM) (ppb) por HPLC
MEA sin acidos organicos | 6,5 | 0,603£0,008 | 141+07 | © 1,00 ND ND 31,18+ 3.04
2.25/27.10 426 | 0.545£0003 | 100+03 | 262 | 071 6.86 1,70 136,64+ 3143
2,25/55.55 383 | 0551£0000 | 120=12 | %62 | 085 26,50 2,01 248,96+ 1,88
2.25/115.16 341 | 0578+ 0,002 | 260=11 | +15 | 184 81.28 2,15 117,74+ 29,43
2.25/230,32 205 | 05240001 | 82.8+09 | 1310 | 387 201,23 222 378,66+ 1.40
4,50/27,10 422 | 0572£0002 | 150+10 | >4 | 106 734 3,77 101,78+ 3,71
4.50/55.55 376 | 0.569+0,007 | 159+03 | 64 [ L3 28.73 4,0 231,06+ 1,43
450/115,16 345 | 0558£0006 | 390=12 | 746 | 277 79,03 429 278,05+ 16,71
4,50/230,32 294 | 0.470+0050 | 1188+89 | 2206 | 837 201.81 443 271,76+ 17.12
9.53/27,10 415 | 0.530+0010 | 167+0g8 | 1211 | LI8 8,23 7,62 140,89+ 3,44
9,53/55.55 375 | 0551£0006 | 25804 | 62 | 183 29,05 8.66 210,05+ 1,34
9.53/115.16 335 | 0525£0,003 | 51,0+03 | 1294 [ 3.62 84,49 9,17 222,58+ 22,25
9.53/230,32 2.92 0 >720.0 | 100.00 | 51.06 202,94 9.39 Nd
19,05/27,10 412 | 0520£0010 | 47,0+31 | 1377 | 333 8.63 15.43 102,98+ 0,18
19.05/55.55 3.68 0 >7200 | 100,00 | 51.06 3127 17.56 Nd
19.05/115.16 328 0 >7200 | 100,00 | 51.06 87,07 18.43 Nd
19.05/230,32 2.88 0 >7200 | 100,00 | 51.06 205,09 18.80 Nd

AA: acido acético; AL: acido lactico. Nd: no detectado.
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En la Tabla 4.3.5 se muestran los parametros cinéticos calculados a partir de las regresiones
lineales de las curvas de crecimiento, el indice IIKp vy la relaciéon LagT/LagC, y la
concentracion de acidos organicos no disociados. Se pudo observar que el efecto
antifiingico causado por las mezclas de acidos se expresaba tanto en el aumento de la fase

de latencia como en la disminucion de la tasa de crecimiento.

Al comparar los tratamientos en los cuales se mantuvo constante la concentracion de acido
acético en 2,25 mM y se aumento la concentracion de acido lactico desde 27,1 mM a 55,55
mM, no se observaron diferencias significativas en Kp ni en Lag. Al aumentar la
concentracion de acido lactico a 115,16 mM, Kp y Lag aumentaron significativamente
respecto a los dos tratamientos anteriores. Cuando la concentracion de acido lactico fue de
230,32 mM, Ky disminuyo, hasta llegar a un valor de 0,524 mm/h, siendo este valor
significativamente inferior a los demas tratamientos de este bloque y la fase de latencia
aumento significativamente respecto de los tratamientos anteriores, lo cual indica que a

mayor concentracion de acido lactico en el medio, el hongo tarda mas en adaptarse.

Comparando en segundo lugar los tratamientos en los cuales se mantuvo constante la
concentracion de acido acético en 4,5 mM, se observo una leve disminucion en Kp pero
sin diferencias, significativas cuando la concentracion de acido lactico aumenta de 27,1
mM hasta 115,16 mM. En estos casos la fase de latencia aumento significativamente. Al
aumentar la concentracion de acido lactico hasta 230,32 mM, se observo que Kp disminuyo
significativamente con respecto a los tratamientos anteriores y la fase Lag también aumento
significativamente, llegando a un valor maximo de 118,80 horas. Esto esta indicando que
acido lactico juega un papel importante en la adaptacion del hongo al medio de cultivo. Los
tres tratamientos con 9,53 mM de acido acético no presentaron diferencias significativas en
Kp, pero si presentan diferencias significativas en cuanto a fase Lag, observando que a
medida que aumenta la concentracion de acido lactico, aumenta la fase de latencia. Incluso
podria decirse que a concentraciones altas de acido lactico se inhibe el crecimiento al no
observarse crecimiento en el tratamiento con 9,53 mM de acido acético y 230,32 mM de
acido lactico (con una concentracion de acidos no disociados totales de 212,33 mM).
Cuando se aumentd la concentracion de acido acético a 19,05 mM solo se observo

crecimiento cuando el hongo crecidé en un medio con baja concentracion de acido lactico
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(27,10 mM), lo cual esta indicando que altas concentraciones de los dos acidos organicos
producen la inhibicion fiingica. A concentraciones mayores de acido lactico pero constante

de acido acético, no se observd desarrollo fungico y correspondieron a mezclas con

concentraciones de acidos no disociados totales de 48,83 mM, 106,40 mM y 223,84 mM.

Comparando ahora los tratamientos en los cuales se mantuvo constante la concentracion de
acido lactico, se puede observar, en el caso de mantenerse la concentracion de 27,1 mM,
que no se encuentran diferencias significativas en las Kp correspondientes a los
tratamientos con 2,25, 4,5 y 9,53 mM de acido acético, pero si hay diferencia significativa
en el tratamiento con 19,05 mM. En cuanto a la fase Lag no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con 4,5 mM y 9,53 mM de é4cido acético. En los dos
casos restantes si se observan diferencias. Cuando se mantuvo constante el acido lactico en
una concentracion 55,55 mM y se vario la concentracion de acido acético, las Kp no
presentaron diferencias. En los tratamientos con 115,16 mM de acido lactico y diferentes
concentraciones de acido acético, las Kp no presentaron diferencias, pero en este caso las

fases de latencia resultaron todas significativamente diferentes.

Cuando se aumento la concentracion de acido lactico hasta un 230,32 mM se produjo la
inhibicion de crecimiento fingico en los tratamientos que contenian mayores
concentraciones de acido acético (9,53 mM y 19,05 mM) y en los dos tratamientos con

concentraciones inferiores se observaron Ky, y fases Lag con diferencias significativas.

La minima concentracion de mezcla donde el acido acético estuvo en su menor
concentracion y no hubo crecimiento fiingico fue la mezcla de 9,53 mM: 230,32 mM de
acido acético y lactico respectivamente (con 212,33 mM de acidos no disociados totales) a
pH de 2,92. Mientras que la minima concentracion de mezcla donde el acido lactico estuvo
en su menor concentracion y no hubo crecimiento fungico fue la mezcla de y 19,05mM:
55,55 mM de acido acético y lactico respectivamente (con 48,83 mM de acidos no
disociados totales), a pH de 3,58. Si observamos el indice CIF de estas mezclas
(recordemos que si €ste es menor a 1, igual a 1 o mayor a 1 indica que hay en efecto
sinérgico, de adicion o antagonico entre los acidos, respectivamente), en ambos casos es
menor a 1, especificamente de 0,75 para la mezcla con 212,33 mM de acidos no disociados

totales y de 0,67 para la mezcla con 48,83 mM de acidos no disociados totales.

132



Resultados y Discusion. Seccion 4.3

Dado que la ultima mezcla presenta un indice CIF mas bajo y disminuye menos el valor de
pH y en consecuencia alteraria menos las propiedades sensoriales de un producto
alimentario, se podria recomendar la aplicacion de ésta en caso de ser como persevante
antifingico. Igualmente, se comprueba la accion sinérgica de la mezcla, dado que se
necesita la mitad de la concentracion del acido acético y 1/8 de la concentracion de acido
lactico cuando se emplean individualmente. Estos resultados se corresponden con la
minima mezcla de acidos lactico y acético determinada para lograr la inhibicion de A.
flavus AFUNQG6 de 78 mM 4acido lactico y 31.2 mM de acido acético a pH 3,40, los cuales
estuvieron 4,6 y 1,3 veces por debajo de sus valores de concentracion inhibitoria minima

(Leon y col., 2012).

El aumento de concentracion de acidos genero un patron en la produccion de aflatoxina B;.
La minima produccion se obtuvo en el control, mientras que llegé a aumentar 10 veces en
presencia de las mezclas de acidos. A medida que aumentaba la concentracion de acido
lactico en el medio, la concentracion producida aumentaba mientras que las
concentraciones de aflatoxina no variaron significativamente con los cambios de la
concentracion de acido acético. De estos experimentos y de los anteriores se puede concluir
que la presencia de un compuesto cuyo efecto inhibidor puede ser superado por el hongo
causara un incremento en la produccion de micotoxinas con respecto a la obtenida en

ausencia del factor de estrés.

En la Figura 4.3.9 se observa el crecimiento o no de 4. parasiticus CMUNLP7 frente a

algunas de las mezclas de acidos organicos probadas.
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Figura 4.3.9. Crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 en presencia de diferentes mezclas
de acidos lactico y acético puros. (a) 2,.25mM AA - 27,10mM AL. (b) 9.52mM AA -
115,16mM AL. (c) 4,26mM AA - 230,32mM AL, (d) 19,05mM AA - 55,55mM AL. Las
fotografias se tomaron a los 5 dias de crecimiento.

La Figura 4.3.9 (a) corresponde al tratamiento 2,.25mM AA- 27,.1mM AL vs control de
MEA sin suplementar. En este caso no se observo casi inhibicion, debido a que la
concentracion de acidos organicos es baja, como para ejercer algin efecto sobre el
crecimiento del hongo. La figura (b) corresponde al tratamiento 9,52mM AA - 115,16mM
AL, en el cual se pudo observar el efecto inhibidor mayor sobre el crecimiento fiingico que
causaron los acidos organicos. La figura (c) corresponde al tratamiento 4,26mM AA -
230,32mM AL vs el control MEA sin acidos donde puede observarse un fuerte efecto
inhibitorio provocado por el aumento de la concentracion de acidos organicos puros. La
figura (d) corresponde al tratamiento 19,05 mM AA - 55.55mM AL vs el control MEA sin
suplementar donde se hace evidente el efecto antifungico que ejercen dichas
concentraciones de acidos organicos.

A los fines de facilitar la comparacion de los datos obtenidos se represento el indice IIKp,
la relaci6n LagT/LagC y la produccion de aflatoxina B; en funcion de la concentracion de
acidos no disociados totales determinados en las mezclas de acidos ensayadas (Figura

43.10).
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Se observa que la velocidad de crecimiento es escasamente alterada por las mezclas de
acidos cuando estan no tienen accidon fungicida. Esto se refleja con bajos indices IIKp
(Figura 4.3.10.a) que estuvieron entre 4,51 y 22,06%. Como se dijo anteriormente hubo 4
mezclas fungicidas con indices IIKp del 100%. Por otra parte, en la relacion LagT/LagC
(Figura 4.3.10.b) se observo una tendencia similar, valores de LagT/LagC entre 0,71 — 8,37
(valores menores a 1 indican que la fase Lag de dicho tratamiento fue menor a la del medio
MEA control sin suplementar) cuando la mezclas de acidos no fueron fungicidas y valores
de LagT/LagC maximos con mezclas fungicidas. En otra parte, la produccion de aflatoxina
B, (Figura 4.3.10.c) estuvo entre 31,18+3,04 ppb (MEA sin acidos organicos) y
378,66+1,40 ppb (MEA con 203,45 mM de &cidos no disociados totales), y las dos
concentraciones maximas de toxina se produjeron en los medios con maximas
concentraciones de acidos no disociados totales sin accion fungicida (mezcla con 2,25 mM
/230,32 mM y 4,50 mM / 230,32 mM de acido acético y lactico, respectivamente). En las

mezclas de acidos con accion fungicida no se observo produccidn de aflatoxina B;.

En resumen, en las mezclas de acidos con actividad fungicida produjeron la inhibicion total
de crecimiento fungico dando como resultados los mayores indices IIKp (Figura 4.3.10a
circulo rojo) y LagT/LagC (Figura 4.3.10b circulo azul). Ademaés, en medios de cultivo con
dichas mezclas de acidos no se detectaron aflatoxinas (Figura 4.3.10c circulo verde). Las
mezclas de acidos mencionadas tuvieron efecto sinérgico (indices CIF entre 0,67 y 0,75)
sobre la inhibicion de sobre 4. parasiticus CMUNLP7. Es importante destacar que todas las
mezclas sefialadas con los circulos tuvieron actividad fungicida. Las mezclas con actividad

fungicida tuvieron entre 48,33 y 223,89 mM de acidos no disociados totales (Tabla 4.3.6).
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Figura 4.3.10. IIKp (a), LagT/LagC (b) y concentracion de aflatoxina B; (c¢) por A.
parasiticus CMUNLP7 en funcion de la Concentracion de acidos no disociados totales
presentes en las mezclas de acidos lactico y acético ensayadas.
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Se observd que para que las mezclas de acidos sean fungicidas deben contener una
concentracion de acido acético no disociado > 17,56 mM y la concentracion de acido
lactico no disociado > 31,27 mM. Sin embargo, si se utiliza una mezcla con una
concentracion de acido lactico mayor a 202 mM, se necesitaron 9,39 mM de acido acético
no disociado para producir actividad fungicida. Por otra parte, todas las mezclas con una
concentracion < 15,43 mM de acido acético no disociado y < 201,81 mM de acido lactico

no disociado resultaron ser no fungicidas.

Por otro lado, si comparamos la minima concentracion de SLC PSFG capaz de tener
actividad fungicida sobre 4. parasiticus CMUNLP7 en medio solido que fue el medio con
65% v/v de SLC PSFG con los resultados obtenidos con las mezclas de acidos, donde la
minima mezcla de acidos organicos puros capaz de producir la misma actividad sobre A.
parasiticus CMUNLP7 (19,05mM: 55,55 mM de acido acético y lactico, respectivamente y
un indice CIF=0,67) se aprecia que en el medio con SLC PSFG hubo 34,08 mM de acidos
no disociados totales mientras que en el medio con la mezcla de acidos hubo 48,83 mM de
acidos no disociados totales. Es decir, las mezclas de acidos lactico y acético sin presencia
de SLC PSFG, requirieron 1,43 veces mayor concentracion de acidos no disociados totales

que la mezcla presente en el medio con SLC PSFG.

Por lo observado, podria sugerirse que el efecto inhibidor de los sobrenadantes de kefir se
deberia parcialmente a los acidos organicos producidos por los microorganismos del kefir,

y que el poder inhibidor de los sobrenadantes debe involucrar otros metabolitos.

4.3.7 Efecto antifiingico y sobre la produccion de aflatoxinas de la adicion de PSFG a

alimento para pollos.

El alimento para pollos puede servir como sustrato para el desarrollo de una amplia
variedad de microorganismos. Si bien algunas bacterias pueden crecer en éste, los hongos
son los principales contaminantes gracias a su resistencia a la baja actividad acuosa.
Algunos hongos se adaptan a la baja cantidad de humedad disponible y crecen activamente
en el alimento, mientras que otros producen esporas o entran en estado de latencia hasta que

la humedad es suficientemente alta para su proliferacion. Los hongos pueden afectar
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negativamente la calidad del alimento mediante la alteracion de sus propiedades
nutricionales y la generacion de dano fisico. Por otra parte, el consumo de alimentos
contaminados por hongos puede ocasionar en las aves lesiones con distinta severidad,
dependiendo del estado inmunologico del ave y de la especie fiingica, produciendo en
algunos casos efectos histopatologicos significativos y atrofia de los principales organos del
sistema inmune, aumentando asi la susceptibilidad a contraer enfermedades (Rochette y
col., 2003). Si bien los hongos en si mismos pueden ser causantes de enfermedades, los
mayores dafios son ocasionados por las toxinas que producen. Las micotoxinas causan
importantes pérdidas economicas en la industria avicola reduciendo la tasa de crecimiento,
los porcentajes de nacimiento, la eficiencia alimentaria y la inmunidad contra enfermedades
(Rawal y col., 2010).

Denli y col (2005) observaron un aumento del peso de higado y lesiones hepaticas en pollos
alimentados con dietas que contenian lmg AFB;/kg de alimentacion y también han
informado aumentos significativos en el peso relativo del bazo de pollos de engorde (Bailey
y col., 2006; Shi y col., 2006). Seglin este estudio, la administracion de 1 mg AFB,/kg de
alimento causa una disminucion en la tasa de conversion de alimento comparado con un
control (sin administracion de AFBI1), y con esta misma dieta, los niveles residuales de
AFB; en higado de pollos son de 0,166 g/kg. Los residuos de AFB; y sus metabolitos, que
se encuentran en los huevos y el tejido muscular después del consumo de las dietas
contaminadas, son menores que en higado (Denli y col., 2004; Arulmozhi 2002). Esta
concentracion también afecta gravemente el rendimiento reproductivo (Fernandez y col.
1994; Denli y col., 2004). Los efectos adversos de la aflatoxina B; en el crecimiento se han
relacionado con la disminucion en la concentracion de proteinas y menor utilizacion de la
energia, probablemente como consecuencia del deterioro del aparato digestivo y la

eficiencia metabolica (Dalvi y Ademoyero, 1984; Verma y col., 2002).

Por todo lo mencionado previamente, la adicion del PSFG tuvo como finalidad primordial
aportar microorganismos probidticos y acidos organicos al alimento para pollos con el fin
de evaluar la inhibicion del crecimiento fiingico y la produccion de micotoxinas. Para ello
compra y se abre la bolsa. Por lo tanto, en un primer momento se evaluo la capacidad

antifingica del PSFG adicionado al alimento y llevado a la ay original. Para ello se
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adiciono el PSFG en diferentes concentraciones al alimento y el mismo se secd hasta
alcanzar una a, de 0,65. A continuacion, se contamind el alimento con 1 ml de una
solucion conteniendo 1x10* conidios/ml por cada 100 g de alimento. Se determiné que a
esta ay no tenia lugar el crecimiento fiingico ni en los controles, ni en los diferentes
tratamientos debido a que a esta actividad acuosa fue inferior a la minima que se reporta en

la literatura como minima para el crecimiento de A. parasiticus, de 0,85 (Carrillo, 2003).

El almacenamiento del alimento en los criaderos bajo condiciones no adecuadas, tales
como falta de ventilacion y temperatura y humedad elevadas, atin por periodos de tiempo
breves puede conducir a la rapida proliferacion de hongos filamentosos contaminantes
(Labuda y Tan¢inov, 2006). Por lo tanto se decidio secar el alimento adicionado con PSFG
hasta un valor de actividad acuosa optima para el crecimiento del hongo de 0,95. Dado que
la adicion de concentraciones diferentes de producto fermentado al alimento generaba
cambios diferentes en su ay, se determind este valor y se controld el tiempo necesario para

que cada tratamiento alcanzara la ay, final de 0,95, lo cual se observa en la Tabla 4.3.6.

Tabla 4.3.6. ay, y tiempo de secado del alimento para pollos adicionado de PSFG

Tiempo de | pH

a, del alimento | a,, final del
Tratamientos secado a 50 °C | final

adicionado alimento secado

(min)

Alimento+Agua,100% v/p 0,988 0,943 240 6,82
Alimento+PS sin fermentar,

0,984 0,948 240 6,79
100% v/p
Alimento+PSFG (pH 3.6).

0,984 0,957 240 6,23
100% v/p
Alimento+PSFG (pH 3.6).

0,978 0,941 60 6,43
65% v/p
Alimento+PSFG (pH 3.6).

0,976 0,943 60 6,54
50% v/p
Alimento+PSFG (pH 3.6).

0,946 0,946 0 6,69
25% vip
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Seglin se observa en la Tabla 4.3.7 se determino que la a,, del alimento se incrementaba al
adicionar el producto fermentado, excepto en la concentracion del 25% v/p. Por lo tanto

esta ultima no fue secada.

El estudio de la resistencia a la contaminacion artificial se basa en determinar los dias
necesarios para hacerse visible el hongo en un alimento contaminado artificialmente con un
orden de 10* conidios/ml por cada 100 g de alimento (Gerez y col., 2009; Londero y col.,
2014). Para determinar este tiempo, se observo diariamente el alimento contaminado, tal

como se observa en la Tabla 4.3.7.

Tabla 4.3.7. Resistencia a la contaminacion artificial del alimento para pollos adicionado

con PSFG.

Dias transcurridos cuando
aparecio la contaminacion
Tratamiento visible
Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3
Alimento+H,0 (v/p) 4£1,5 4£2.5 5+1,7
Alimento+PS sin fermentar (v/p) | 4+0.,2 4+£1,5 6+2.6

Alimento+PSFG 25% v/p 5+23 14+2.0 5+3,9
Alimento+PSFG 50% v/p 8+4.6 19425 9+1.4
Alimento+PSFG 65% v/p 10+3,3 18+0,6 11+1,8
Alimento+PSFG 100% v/p 21445 27+5,0 17424

La adicion de PSFG en concentracion del 100 % p/v al alimento para pollos, aumento la
resistencia a la contaminacion artificial; pasando de entre 4 - 6 dias en el alimento control
(adicionado con agua o PS sin fermentar) a entre 17 - 27 dias en el alimento adicionado de

la concentracion antes mencionada.

141



Resultados y Discusion. Seccion 4.3

Mientras que el alimento para pollos adicionado con menores concentraciones de PSFG
tuvieron un tiempo en dias similar al de los controles. Los resultados obtenidos permiten
concluir que la adicion del PSFG al alimento para pollos en una alta concentracion tiene el
potencial de aumentar significativamente su resistencia a la contaminacion con hongos
filamentosos. No obstante, a bajas concentraciones del PSFG no hubo efecto antifiingico.

Lo anterior se observa en la Figura 4.3.11 donde se presenta el desarrollo filngico en las

concentraciones del 25% v/p.

Figura 4.3.11. Aparicion visible de 4. parasiticus CMUNLP7 en alimento para pollos
adicionado con PSFG. Fotografias tomadas después de 4 dias del ensayo.

La adicion de PSFG al alimento para aves, en todas las concentraciones ensayadas aumento
el tiempo en que se hizo wvisible la aparicion de hongo (Tabla 4.3.8), pero a bajas
concentraciones estas diferencias de tiempos no son tan importantes. Con la concentracion
mas baja ensayada de PFSG (25% v/p) el hongo tardo entre 5 — 14 dias en hacerse visible
mientras que en los dos controles utilizados (alimento con PS fermentar o agua) aparecio
entre los 4 — 6 dias. Al aumentar la concentracion del producto fermentado entre 50 y 65%

v/p, se observo un retraso en la visibilidad del hongo, llegando a hacerse visible entre los 8
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— 19 dias de almacenamiento. Por ultimo, cuando el PSFG se adiciono al alimento en una
concentracion del 100% v/v, se observo la aparicion del hongo a los tiempos mas largos de
almacenamiento, entre 17 - 27 dias de contaminado el alimento. Estos resultados estan en
coincidencia con los obtenidos por Londero y col. (2014), quienes observaron que la
adicion de suero fermentado (en lugar de permeado de suero, como fue en nuestro caso)
con granulos de kefir CIDCA AGKI produjo incrementos significativos en el nimero de
dias necesarios para la aparicion visible de 4. parasiticus NRRL 2999 de 11,0+7,0 dias en
los alimentos controles hasta los 27,3+6,4 dias en los alimentos suplementados con 100%

v/p de suero fermentado.

La determinacion de la concentracion de acido lactico y acético en el alimento adicionado
con PSFG al 100% mostré que habia 12,87 mM y 4,50 mM de acido lactico y acético,
respectivamente, y la sumatoria de las formas no disociadas de ambos era 1,39 mM. Esto
sugiere que el aumento de la resistencia a la contaminacion artificial del alimento para
pollos se deberia a otros metabolitos presentes en el PSFG, ademas de los acidos organicos

estudiados.

Se realizaron extracciones de aflatoxinas del alimento para pollos adicionado o no con
PSFG a los dias 7 y 27 de almacenamiento (Tabla 4.3.8) y se cuantificaron mediante el kit

inmunolégico Veratox®™, obteniendo los resultados que se presentan en la Tabla 4.3.8.

Se pudo determinar que no hubo produccion de aflatoxina B; durante los primeros 7 dias de
almacenamiento del alimento contaminado artificialmente. Sin embardo, se detecto
aflatoxinas en todos los tratamientos almacenados durante 27 dias, siendo menor en los dos
tratamientos controles con agua o PS sin fermentar (entre 3,47 — 3,48 ppb) y aumentando
en todos los alimentos con PSFG adicionado. Esto sugiere que el agregado de PSFG al

alimento favoreci6 la produccion de toxina por el hongo.
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Tabla 4.3.8. Concentracion de aflatoxina B; en el alimento para pollos contaminado

artificialmente con 4. parasiticus CMUNLP7.

Aflatoxinas (ppb)
Tratamiento

Dia 7 | Dia27
Alimento+Agua 100% (v/p) Nd 3.47
Alimento+PS sin fermentar 100% (v/p) Nd 3.48
Alimento+PSFG 100% (v/p) Nd 24,22
Alimento+PSFG 65% (v/p) Nd 25.23
Alimento+PSFG 50% (v/p) Nd 25.12
Alimento+PSFG 25% (v/p) Nd 18,98

La determinacion de aflatoxinas se realizé mediante kit Veratox. Nd: no detectado.

Adicionalmente, en los ensayos 2 y 3 (Tabla 4.3.7), se modifico la técnica de extraccion y
determinacion de aflatoxina B; pasando al HPLC (AOAC, 1984). En estos dos ensayos solo
se detecto produccion de aflatoxina B; en un tratamiento a los 27 dias de almacenamiento,
correspondiente al PSFG adicionado al alimento al 100% v/p. La concentracion de
aflatoxina B; encontrada en este caso varid entre 38,50 = 9,32 y 45,78 £+ 6,96 ppb de
aflatoxina B, para el ensayo 2 y 3, respectivamente. Durante los primeros 7 dias de

almacenamiento, no se detecto aflatoxina B; en ninguno de los tratamientos.

Observando sdélo los datos de aparicion visible del hongo en el alimento, se considera que el
PSFG podria llegar a utilizarse como conservante de alimentos para aves, al retrasar el
crecimiento fungico en comparacion con los controles que contenian agua o PS sin
fermentar, pero al evaluar la concentracion de aflatoxinas producidas por el hongo en cada
tratamiento se observé la misma tendencia que en los ensayos de inhibicion en placa. Esto
es, que la adicion del producto fermentado, en concentraciones inferiores a las fungicidas,
estimula la produccion de aflatoxinas, por lo tanto, mientras no haya una inhibicion total

del crecimiento fiingico, no es un buen producto para utilizarse como conservante ya que
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una vez que el hongo supera el factor inhibitorio crece y produce mayor cantidad de
aflatoxina B;.

Se pudo observar que la concentracion de aflatoxina B; producida fue mayor con el PSFG
agregado al alimento en una concentracion del 100% v/v. En los tratamientos con distintos
agregados de PSFG (entre 25 y 65% v/v) no se determind presencia de aflatoxina B,
mediante HPLC.

En paralelo a los estudios de resistencia a la contaminacion artificial, se siguio el recuento
de hongos filamentosos en el alimento adicionado de PSFG al 100% v/p almacenado a

20°C, durante 30 dias. Los resultados obtenidos se observan en la Tabla 4.3.9.

Tabla 4.3.9. Evolucion de los hongos filamentosos naturales del alimento para pollos

adicionado con PSFG (1:1) durante 30 dias de almacenamiento a 20°C.

Tratamiento Dia | Recuento hongos (UFC/g)

0 8,30x10% 1,91x10"

Alimento+PSFG 100% (v/p) 15 1.12x10°+3,16x10°

30 2,71x10°+3,11x10%

0 1,88x10°+2.41x10?

Alimento+PS sin fermentar 100% (v/p) | 15 3.43x10°£1,71x10°
30 1,12x10*£2.96x10°

0 9.11x10%2,31x10"

Alimento+Agua 100% (v/p) 15 4.52x10°+5,02x10°

30 3,27x10%+2,15x10°

En esta investigacion se quiso determinar adicionalmente si el secado del alimento influiye
en la contaminacion fungica natural, para lo cual se hicieron los recuentos del alimento
adicionado con agua, PS sin fermentar y con PSFG. El alimento adicionado con agua tuvo
el mayor recuento al dia 30, seguido del alimento con PS sin fermentar; mientras que el
minimo recuento en un orden por debajo, se obtuvo en el alimento adicionado de PSFG.
Los resultados obtenidos indican que el secado puede ejercer un efecto protector en los
primeros 15 dias de almacenamiento para todos productos que pasaron por el horno de

conveccion, pero este efecto se pierde para el dia 30, en el alimento con agua y PSFG. El
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PSFG protegid el alimento al mantener los recuentos en el mismo logaritmo y por debajo

del valor de los otros dos productos durante los tltimos 15 dias de almacenamiento.

4.3.8 Conclusiones

En los primero ensayos se probd el efecto inhibidor que ejercia el Permeado de Suero frente
al crecimiento de un hongo filamentoso, Aspergillus parasiticus CMUNLP7 mediante
métodos de nhibicion en placa. La utilizacion de SLC PSFG en concentraciones inferiores
al 65% v/v en el medio de cultivo solido causé una inhibicion fungica expresada en el
incremento de la fase de latencia de 4. parasiticus CMUNLP7 con respecto a los controles
que no contenian este producto fermentado. La concentracion del 65% de SLC PSFG v/v
tuvo caracter fungicida sobre dicho hongo. El SLC PSFG presenta un marcado efecto
antifingico cuando es utilizado en altas concentraciones inhibiendo totalmente el
crecimiento de 4. parasiticus CMUNLP7.

Si bien el producto fermentado ejerce un efecto inhibidor sobre el crecimiento de hongos
filamentosos, el agregado de SLC PSFG en los diferentes medios de cultivo estimulo la
produccion de aflatoxina B; comparado con control de medio MEA sin suplementar. A.
parasiticus CMUNLP7 es un hongo productor de AFB1 y la concentracion de aflatoxinas
producidas no se relaciona proporcionalmente con la cantidad de SLC PSFG adicionado. Al
evaluar tratamientos con distintas mezclas de acidos orgéanicos se concluyo que los acidos
organicos inhiben A. parasiticus CMUNLP7 en medio sélido hasta una minima
concentracion de 19,05 mM AA: 55,55 mM AL (48,83 mM de acidos no disociados
totales) y la concentracion del acido lactico tuvo la mayor influencia en el aumento en la

produccion de aflatoxina aflatoxina B;.

La adicion de PSFG al alimento para pollos seguido de una contaminacion artificial con
conidios de A. parasiticus CMUNLP7 solo produjo un retraso significativo en la aparicion
visible del hongo, adicionando PSFG al 100% v/p. La produccion de aflatoxina B; en el
alimento contaminado artificialmente fue detectada solamente en el alimento adicionado
con la maxima concentracion de PSFG (100% v/v). Esto sugiere que altas concentraciones

de PSFG estimulan la sintesis de la micotoxina por parte del hongo salvo que estas sean
fungicidas.
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4.4 Interaccion de los microorganismos del kefir con aflatoxina B; (AFB,).

La enfermedad resultante de la exposicion a las micotoxinas se denomina micotoxicosis
(CAST, 2003). Las aflatoxinas producen aflatoxicosis siendo producidas por 4. flavus y A.
parasiticus, principalmente. La contaminacion de alimentos con A. flavus fue descubierta
por primera vez como consecuencia de un brote que produjo una muerte subita de cientos
de pavos en el afo 1960 y fue denominada enfermedad X de los pavos o “Turkey X
Disease” (Blount, 1961). Este hallazgo produjo el aislamiento de un compuesto
fluorescente denominado aflatoxina debido a la abreviatura de toxina de “Aspergillus flavus
toxin” (Nesbitt y col., 1962).

Las principales aflatoxinas son la aflatoxina B; y B, (AFB;, AFB,) por su color azul (blue)
vy G1 ¥ G2 (AFG,, AFGy;) por su fluorescencia verde (green) al de ser corridas en una placa
cromatografica. La aflatoxina B; es las mas toxica y presenta mayor prevalencia, seguida
por Gy, B, y G,, que presentann un incremento de la toxicidad en ese orden (Busby, 1984).
La contaminacion de los alimentos con estos hongos y aflatoxinas ha sido detectada mas
frecuentemente en Africa y sureste de Asia. Los alimentos mas frecuentemente
contaminados con aflatoxinas son maiz y derivados, mani, frutas secas y productos lacteos
(IARC, 1993). En el caso de las aflatoxinas, a sus efectos hepatotoxicos y
hepatocancerigenos se anaden el efecto inmunodepresor, aumentando la susceptibilidad a
enfermedades de origen viral y bacteriano (Richard y col., 2003; Presello y Botta, 2004).
Existe evidencia epidemioldgica que indica que las aflatoxinas son productoras de
enfermedades en seres humanos en diversas regiones del mundo. Al respecto, los estudios
epidemioldgicos en Africa y Asia Oriental han demostrado una correlacién positiva entre el
logaritmo de ingestion de alimentos contaminados con aflatoxina B; y la ocurrencia de
cancer primario de higado en humanos (Alvarez y col., 2000). En América Latina se
registra el cancer de higado en el cuarto lugar de muerte por cancer, sin estar asociado a
altas tasas de hepatitis B, cirrosis u otras enfermedades hepaticas, lo cual deja entre las
causas posibles el efecto de las aflatoxinas. A pesar de que mas del 60% se registra como
cancer de higado no especificado como primario ni como secundario, con frecuencia el

cancer secundario por metastasis se diagnostica y luego se registra como primario, cuando
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en realidad se trata de lesiones malignas producto de una lesion de origen no determinado o
de diagnostico tardio (Gallardo y Rodriguez, 1999).

Existe evidencia indicando que la exposicion cronica a aflatoxinas induce la produccion de
células cancerigenas, convirtiéndolo en un problema de salud publica, especialmente
cuando se asegura que del 20 al 50% de todos los canceres estan relacionados con factores
de la dieta (Montesano, 1997; Groopman y col., 1992). La aflatoxina B,, junto al virus de la
hepatitis B, son considerados como los factores de riesgo de cancer hepatocelular en China
y Africa del Norte, estimandose en 250.000 muertes anualmente (Eaton y Groopman,
1994). En la exposicion cronica el efecto mas drastico ocurre en el ADN y su efecto se

puede subdividir en carcinogénico, mutagénico y teratogénico.

La aflatoxina M; (AFM;) es un metabolito derivado de AFB; (4 hidroxi-aflatoxina B;)
(Carnaghan y col., 1963) y que proviene del metabolismo de algunos animales (Creppy,
2002). En los rumiantes que ingieren alimento contaminado con AFB;, una parte de la
AFB; es degradada en el rumen por el fluido ruminal y se forma el metabolito aflatoxicol
que es 18 veces menos toxico que la AFBI pero es reversible y puede nuevamente
transformarse en AFB;. El aflatoxicol es el reservorio para la génesis de la AFB, y es
considerado peligroso. La fraccion de AFB, remanente es absorbida en el tracto digestivo y
por difusion pasiva es hidroxilada en el higado, formandose AFM; y contaminando la leche
a través del sistema circulatorio sanguineo. En los mamiferos monogastricos productores de
leche (humanos, cerdos y otros), la AFB; es absorbida via tracto gastrointestinal, dentro del
sistema portal sanguineo y es llevada para el higado donde se metaboliza. Una porcion de
aflatoxina es activada y fijada en los tejidos hepaticos. Algunos metabolitos conjugados de
la AFB; solubles en agua son excretados dentro de la bilis y van a las heces. Otras formas
conjugadas solubles en agua, productos de degradacion de la AFB; y metabolitos no
conjugados de ésta, son excretadas en el sistema circulatorio sanguineo y se distribuyen de
forma sistémica. Eventualmente, van a la leche y musculo. La AFM; es uno de esos
derivados metabolicos que va a la leche contaminandola (Gimeno, 2013).
Por todo lo mencionado previamente sobre los peligros de la AFB; sobre la salud publica se
quiso determinar si el uso de la comunidad entera de microorganismos del granulo de kefir
posee la capacidad de capturar aflatoxinas. Si esta hipotesis se comprobara se podria

proponer el consumo de kefir para disminuir la absorcion intestinal de aflatoxinas ingeridas
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con los alimentos. Para cumplir este objetivo se decidid tomar como base el trabajo de Leon
(2013), para corroborar y profundizar los resultados alli obtenidos. Esta investigadora, en
sus resultados preliminares encontréo que algunos microorganismos del kefir poseian
capacidad de captura de AFB;. Sin embargo era necesario comprobar dichos resultados y
compararlos con la capacidad de captura del conjunto de microorganismos del kefir
presentes en los productos fermentados con granulos, que son los que realmente se

consumer.

4.4.1 Determinacion de la capacidad de captura de AFB; por el conjunto de
microorganismos presentes en Permeado de Suero (PS) fermentado con granulos de

kefir CIDCA AGKI1.

El PS fermentado con granulos de kefir CIDCA AGKI1 a pH final de 3,6 se prepar¢ tal
como se describio en materiales y métodos, obteniéndose el pellet de microorganismos
totales, los cuales se desafiaron en PBS con una concentracion final de 150 ppb de AFB;.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.4.1.

Tabla 4.4.1 Porcentaje de captura de los microorganismos totales del kefir cultivados en PS

resuspendido al 5%.

BAL Levaduras
pH final del PS fermentado Captura (%)
(UFC/ml) (UFC/ml)
3,6 5,1340,56x10® | 3,36+0,74x10” | 70,34+6,23

Se obtuvo el PSFG con granulos CIDCA AGK1 como se indico en materiales y métodos y
se determind el pH y la concentracion de BAL (bacterias acido-lacticas) y levaduras. Los
microorganismos presentes en el PS se desafiaron con la AFB; y se determind la
concentracion de AFB; por HPLC antes y después del desafio en el sobrenadante, previa
centrifugacion. La metodologia se describio en detalle en materiales y métodos. Se calculo
la concentracion de captura segun se indico en materiales y métodos.

Los microorganismos del kefir entero presentaron un alto porcentaje de captura del 70,34%.

Este dato fue corroborado en distintos experimentos donde se observo un porcentaje de
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captura del orden del 65-70%. Esto muestra el poder de captura de la comunidad
microbiana presente en los productos fermentados con granulos de kefir. Este efecto es de
relevancia ya que los microorganismos totales del producto fermentado son los que estan

presentes en el producto consumible.

Es importante destacar que esta comunidad microbiana es muy compleja, ya que contiene
bacterias acido-lacticas, bacterias acido-acéticas, levaduras, hongos en forma mayoritaria y
probablemente otros grupos de microorganismos aun no identificados. Esta caracteristica
puede significar una ventaja porque distintos microorganismos podrian tener diferente
capacidad de captura y su accion seria aditiva, incrementado asi el poder de captura total.
Sin embargo si se quisiera profundizar en el mecanismo de captura y dilucidar que grupos
de microorganismos poseen la mayor capacidad nos encontrariamos frente a un problema,
ya que como se indico anteriormente, no se conoce la totalidad de las especies microbianas

presentes en el granulo.

Ya se ha demostrado (Kendirci y Altug, 2004) que en leche contaminada artificialmente
con tres concentraciones de aflatoxina M; (0,1, 0.2 y 0,5 ppb), y fermentada con granulos
de kefir se produce una disminucion en la concentracion de micotoxina. En efecto, la
proporcion de AFM; que quedo en el kefir fue de 60, 60 y 80% con respecto a las
concentraciones originales de 0,1, 0.2 y 0,5 ppb, respectivamente, mientras que el
porcentaje final en el granulo fue de 1,6, 2,6 y 2,6%. Comparando esos resultados con los
obtenidos en este trabajo de tesis podemos observar que: la cantidad de aflatoxina
remanente despues de un desafio de media hora (alrededor del 30%) fue mucho menor que
la obtenida por Kendirci y Altug (2004). Esta diferencia es todavia mayor si se tiene en
cuenta que la concentracion de aflatoxina de los autores mencionados es aproximadamente
1000 veces menor y que el tiempo de contacto de la aflatoxina con los microorganismos es
40 veces mayor. Esto significa que la eficiencia de la captura en las condiciones que estos
autores proponen es inferior a la que se obtiene en este trabajo. Estas discrepancias podrian
deberse a diferencias en la comunidad microbiana debido a la presencia de distintos tipos
de microorganismos o a una diferencia en la composicion de las paredes microbianas dado

que el medio de cultivo de los microorganismos es leche en un caso y permeado de suero
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en el otro. Hay que destacar también que en un caso se us6 AFM,; y en el otro AFB;, hecho

que podria modificar la interaccion entre microorganismos y aflatoxina.

A los efectos de completar los estudios de captura se determind dicha capacidad con
microorganismos de kefir desarrollados en PS de diferente procedencia. En la Tabla 4.4.2

se presentan los datos obtenidos.

Tabla 4.4.2 Porcentaje de captura de AFB; por los microorganismos totales del kefir

cultivados en distintos PS resuspendidos al 5%.

Tipo pHPS BAL Levaduras Captura Porcentaje de captura
PS fermentado (UFC/ml) (UFC/ml) (%) por Microorganismo
1 3.60 5,13+0,56x10° | 3,36+0,74x107 | 70,34+6,23 1.29E-7
2 3,61 1,16+0,45x10° | 3,05+0,26x107 | 48,37+4,22 3.30E-7
3 3.80 5.33+0.62x107 | 4.4240,72x10" | 40,24+7.43 4.13E-7

Los datos de captura y recuentos de BAL y levaduras de los microorganismos totales del
kefir cultivados en el PS 1 fueron tomados de la Tabla 4.4.1. La composicion de los PS se
presenta en la Tabla 4.1.1. Los PS 1 y 2 corresponden a los adquiridos a la empresa Ilolay®
y el PS 3 de la empresa Arla Foods®.

En los PS presentados en la Tabla 4.4.2, denominados PS 2 y 3, para diferenciarlos del PS
mostrado anteriormente (PS 1) (Tabla 4.4.1) se observdo que presentaron una menor
capacidad de captura que el PS 1. También se observo que en el PS 3 disminuyo un orden
logaritmico la concentracion de BAL. La concentracion de levaduras fue similar en los tres
PS (Tabla 4.4.1 y 4.4.2), en el orden de 10’'UFC/ml. A los fines de poder comparar la
capacidad de captura de los distintos PS, se calculo la relacion %Captura/Microorganismo
del kefir. Mediante ella se puede observar que el PS 3, que tuvo el menor porcentaje de
captura (40,24+7.43) de los PS probados, tuvo un relacion Captura/Microorganismo mas
alta (4,13E-7) que los otros dos (1,29E-7 y 3,30E-7 para el PSFG obtenidos del PS 1 y 2,
respectivamente). Es decir, los microorganismos totales obtenidos del PS 3 mostraron la
mejor capacidad de capturar AFB,, considerando el numero de microorganismos presentes

en el PSFG.

151




Resultados y Discusion. Seccion 4.4

4.4.2 Determinacion de la capacidad de captura de AFB; por microorganismos

aislados del granulo de kefir.

Teniendo en cuenta que el conjunto de los microorganismos del kefir tiene la capacidad de
secuestrar AFB; se realizaron experimentos con microorganismos aislados para determinar
si esta propiedad dependia del tipo de microorganismo y si se podian detectar

microorganismos especificos con alta capacidad de captura.
4.4.2.1 Captura de aflatoxina B; por lactobacilos.

Se evaluo la capacidad de capturar aflatoxina B; por parte de varios lactobacilos aislados
del granulo de kefir, cultivados en dos medios de cultivo, MRS G)ifco®_, Beauvais, Francia)
y permeado de suero (PS). En la Tabla 4.4.3 se observan los porcentajes de captura y los
recuentos obtenidos para cada lactobacilo. Se observo que el mayor porcentaje de captura
de los microorganismos cultivados en ambos medios, lo presento L. plantarum 83114 con
un 55,37% y 51,48% para MRS y PS respectivamente.

Los L. kefiri en general capturaron menos aflatoxina que los L. plantarum y también
presentaron mayor variacion entre si. Ademas, los L. kefiri probados no tuvieron la
capacidad de crecer en PS en las condiciones ensayadas. Se observd también que los
recuentos de un mismo microorganismo en los dos medios no presentaron variacion para L.
plantarum 83114 y 8316 mientras que descendieron un logaritmo en PS para L. plantarum

8327 y 8318.
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Tabla 4.4.3 Porcentajes de captura de AFB, por lactobacilos aislados de granulos de kefir.

Lactobacilo Captura (%) Recuento (UFC/ml) Cmgﬂf‘;;iﬁzj:‘g:;igiﬂ“ .

L-keﬁ’i’i\ﬁg B8 1 1834+4.18 1.90 + 0,39x10" 9.65E-10
L. kefiri &ng‘ SHL 565644 130 + 0,25x10° 4.35E-9
L keﬁ”'(fgsc)“ 83331 341515589 1,00 + 0,43x10° 3.42E-8
bk R | 1658377 2,10 +0,65x10° 7.90E-9
L pg;”';’ff’{féféé?m 5537 +3.19 2,00 +0.20x10° 2,77E-8
L P’fg;‘fﬁ”(’P%I)DCA 51.48 +5.69 135 +0.11x10° 3.81E-8
L P’é’?;ﬂ;”g’ﬁ?m 36,35 + 4,15 1,76 +0,49x10% 2.07E-9
L P’”g;ﬁ’g”(’;gDCA 3345 +5,76 1,95 + 0,48x10° 1.72E-8
L pﬁg;?;ﬂg’z%g?m 39.97 + 6,02 1.42 +0,74x10° 2.81E-8
L pﬁﬂg;f;*?;gm—“ 4197 +4.94 1,00 +0.21x10° 4,20E-8
L pﬁg;?;f’g&g?m 44,51 £2.81 2.85 +0.79x10" 1.56E-9
L P’”g;‘;’;”(’;;mm 4678 +5.78 2,00 +0.15x10° 2,34E-8

Entre paréntesis se indica el medio en el cual se cultivo el lactobacilo.
“Pertenece a la coleccion JCM (Japan Collection of Microorganisms).

La capacidad de captura de los microorganismos aislados desarrollados en diferentes
medios de cultivo mostro diferencias significativas, particularmente las cuatro cepas de L.
plantarum crecidas en PS mostraron una mayor capacidad de captura que cuando fueron

cultivadas en caldo MRS (Figura 4.4.1).

Todos los microorganismos cultivados en ambos medios, capturaron AFB; en diferentes

porcentajes, pero los lactobacilos que tuvieron la capacidad de crecer en PS fueron los mas
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eficaces, segun quedo demostrado mediante el calculo de la capacidad de captura AFB, por

microorganismo.

Relacién Captura/Microorganismo (x10%)
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Lactobacilos y Medios de cultivo

Figura 4.4.1 Porcentaje de captura de aflatoxina B; por lactobacilo en funcion del medio de
cultivo. En gris y en verde se indican los porcentajes de captura obtenidos con los
lactobacilos cultivados en caldo MRS y en PS, respectivamente. Los datos se tomaron de la
Tabla 4.4.2.

Como ya se indico, L. plantarum CIDCA 83114 tuvo una buena capacidad de captura, de
3.81E-8. Este microorganismo presenta otras caracteristicas positivas en la inhibicion
fungica. L. plantarum CIDCA 83114 presentdé buenos porcentajes de reduccion de la
germinacion, superiores al 90%, sobre 4. flavus AFUNLS y A. parasiticus NRRL 2999.
Estos resultados de inhibicion también fueron encontrados por otros investigadores (Leon,
2013).

Por otra parte, esta cepa de L. plantarum es capaz de transformar el sustrato en que crece,
reduciendo el porcentaje de lactosa de 3,32% en el permeado estéril hasta 2,62%; produce

altas concentraciones de acido, dado que cuando se incub¢d a 30°C por 24 horas, acidifico el
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PS a un pH de 3,5 con una concentracion de acido lactico y acético de 0,97% vy 0,16%,
respectivamente, tal como se indico en la seccion 4.1.

En vista de lo anterior, esta cepa presenta un conjunto de propiedades probidticas que
determinarian su potencial aplicacion industrial. Teniendo esto en cuenta, se decidid
seleccionar L. plantarum CIDCA 83114 para efectuar los estudios posteriores de captura de
AFB,.

4.4.2.2 Captura de aflatoxina B; por parte de levaduras.

En la Tabla 4.4.4 y en la Figura 4.4.2 se pueden observar los resultados de la captura de
AFB; con levaduras aisladas del kefir y otras aisladas de otros productos fermentados
cuando fueron cultivadas en dos medios diferentes, MRS (Difco®, Beauvais, Francia) y PS.
En primer lugar, debe destacarse que todas las levaduras provenientes de los granulos de
kefir de la coleccion del CIDCA, secuestraron AFB; cuando se cultivaron en ambos
medios. Las levaduras provenientes de otros productos fermentados fueron Kluyveromyces
lactis CINDEFI que demostro capacidad de secuestrar pero no asi Saccharomyces boulardii
CINDEFI. El mayor porcentaje de captura obtenido con levaduras crecidas en MRS y PS
respectivamente fueron logrados por S. cerevisiae CIDCA 8112 (51,54 + 5,82% y 44,57 +

4,33%, respectivamente).

En la Figura 4.4.2 se observa un grafico de barras donde se compara la capacidad de
captura por levadura crecida en ambos medios de cultivo. Puede observarse que dos
comportamientos diferentes en las cepas probadas. Por una parte, las cepas de K. marxianus
CIDCA 8154, S. cerevisiae CIDCA 8116 y S. cerevisiae CIDCA 8112 presentaron menor
capacidad de captura por microorganismo cuando estas fueron cultivadas en PS. Por el
contrario, las cepas de K. lactis CINDEFI y S. cerevisiae CIDCA 81103 presentaron mayor

capacidad de captura en el PS como medio de crecimiento.
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Tabla 4.4.4 Porcentajes de captura de aflatoxina B; por levaduras aisladas del kefir y de

otros productos lacteos fermentados.

C/M: Porcentaje
Captura
Levadura Recuento (UFC/ml) de captura por
%
(*%) Microorganismo
K. marxianus CIDCA 8154 7
21,65 +3.46 1,14 + 0,64x10 1.90E-6
(MRS) ’
K. marxianus CIDCA 8154 s
31,54 +3,37 1,48 +0,52x10 2.13E-7
(PS) |
S. cerevisiae CIDCA 8116 5
31,22 +2.14 1,10 +£0,34x10 2 84E-6
(MRS) ’
S. cerevisiae CIDCA 8116 (PS) | 43,84 + 4,84 1.00 + 0,85x10° 438E-7
S. cerevisiae CIDCA 8112 51544580 111 + 0.70x10°
D4 x5, 11 +0,70x -
(MRS) 4,64E-7
S. cerevisiae CIDCA 8112 (PS) | 44,57 £4.33 9,26 +0,25x10° 4,81E-8
S. cerevisiae CIDCA 81103 s
29,77 +£3.27 1,21 +£0.,31x10 2 AGE-7
(MRS) ’
S. cerevisiae CIDCA 81103 4
39,74 +5,02 1,94 + 0,43x10 2.05E-6
(PS) T
K. lactis CINDEFI (MRS) | 20,24 +424 1.00 + 0,34x10° 2.00E-7
K. lactis CINDEFI (PS) 28,41 +3.17 1.22 +0.26x10’ 2.33E-6
S. boulardii CINDEFI (MRS) 0 1,41 +0,46x10’ 0

Entre paréntesis se indica el medio en el cual se cultivo la levadura.
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Figura 4.4.2 Porcentaje de captura de AFB,; por levaduras aisladas de granulos de kefir y de
coleccion. En gris y oliva se indican los porcentajes de captura por microorganismo
obtenidos con las levaduras cultivadas en caldo MRS y en PS respectivamente. Los datos se
tomaron de la tabla 4.4.3.

En la Tabla 4.4.3 puede observarse que K. marxianus CIDCA 8154 present6 un porcentaje
de captura de AFB; de 21,65 + 3,46% (con un recuento de 10’ UFC/ml) cultivada en MRS
y de 31,54+3,37 (con un recuento de 10° UFC/ml) cultivada en PS al 5%. Aun cuando no
presentd el mayor porcentaje de captura, esta levadura ha demostrado caracteristicas
interesantes como una gran capacidad de reducir la lactosa presente en el PS, durante 24
horas de fermentacioén a 30 °C, pasando de una concentracion inicial de 3,32% de lactosa en
el PS sin fermentar a 1,01% al final de la fermentacion a un pH de 5,06, (seccion 4.1), lo
cual le hace un microorganismo de interés para elaborar una mezcla microbiana con el L.
plantarum CIDCA 83114 que fermenten un producto lacteo, tengan actividad antifiingica y

capturen AFB;.
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Se tomaron los datos de captura por microorganismo de las Tablas 4.4.2, 44.3 444, y se
realizo la Figura 4.4.3 para poder comparar los datos entre ellos.

En esta Figura puede observase que todas las levaduras (excepto la cepa de S. boulardii
CINDEFI, que no presento capacidad de capturar AFB;) tuvieron una mayor capacidad de
captura que los lactobacilos. Esto puede deberse a que las levaduras son mas grandes que
los lactobacilos y tiene una mayor superficie disponible para la captacion de AFB,. Por otra
parte, si comparamos la capacidad de captura de las levaduras con la de los
microorganismos totales del kefir (donde hay presentes lactobacilos y levaduras, entre otros
grupos de microorganismos) se observa que las levaduras aisladas fueron mas eficientes
para captar toxina que la mezcla de microorganismos presentes en el kefir.

S1 comparamos la capacidad de captura por microorganismo de las levaduras aisladas del
kefir crecidas en PS con los microorganismos totales del kefir se pudo observar que la cepa
K. marxianus CIDCA 8154 (2,13E-7) y S. cerevisiae CIDCA 8116 (4,38E-7) presentaron
una capacidad de captura similar a la de los microorganismos totales del kefir (entre 1,29 —
4,13E-7). Por otra parte, S. cerevisiae CIDCA 8112 presentd una captura de
aproximadamente 10 veces menor (4,81E-8) que los microorganismos totales del kefir. Por
ultimo, S. cerevisiae CIDCA 81103 captd alrededor de 10 veces mas AFB, (2,05E-6) que
los microorganismos totales del kefir.

Esto puede deberse a fenomenos como la coagregacion de los microorganismos, que
llevaria a disminucion la superficie disponible para la captura. También habria que tener en
cuenta la concentracion relativa de cada cepa en los productos fermentados con kefir.

Por otra parte, si comparamos el porcentaje de captura por microorganismo obtenida con la
cepa L. plantarum CIDCA 83114, ésta fue una de las mas altas para los lactobacilos, pero si
se compara con las obtenidas con los microorganismos totales del kefir cultivadas en PS,
podemos ver que los microorganismos totales tuvieron mayor capacidad de captura de
AFB;. Se observa que la capacidad de captura de los microorganismos totales del kefir es,

al menos, 10 veces mayor que la de los lactobacilos (Figura 4.4.4).
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Figura 4.4.3 Comparacion entre el porcentaje de captura de AFB; por microorganismo
realizado por cepas de lactobacilos y levaduras aisladas y por los microorganismos totales
del kefir. Los datos fueron tomados de las Tablas 4.4.2, 443 4.4 4.

A partir de las condiciones anteriores de captura de AFBI, el consumo de lactosa y
capacidad antifungica, se seleccionaron L. plantarum CIDCA 83114 y K. marxianus
CIDCA 8154 para profundizar los estudios sobre su capacidad de captura de AFBI1.

4.4.3 Estudio de la influencia del porcentaje de hidrofobicidad superficial en la
captura de AFB;.

Las primeras publicaciones sobre captura de micotoxinas demostraron que las bacterias
acido lacticas y otras bacterias intestinales eran capaces de secuestrar contaminantes de la
dieta como las aflatoxinas (El-Nezami y col., 1996; El-Nezami y col., 1998a; Thyagaraja y
Hosono, 1994). También se demostrd que las bifidobacterias muertas por calor capturaban
aflatoxina AFB; de forma cepa dependiente (Oatley y col., 2000). Algunas investigaciones

realizadas previamente demostraron que la remocion de aflatoxinas envuelve el secuestro
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probable a nivel de la pared celular o Lb. rhamnosus de sus componentes (EI-Nezami y
col., 1998b; Haskard y col., 2001) y que la eliminacion de algunos componentes especificos
de la pared celular como carbohidratos y proteinas producen un descenso en la captura de

AFB; (Haskard y col., 2000).

Dado que la captura de aflatoxina se ha interpretado como dependiente de la composicion
de la pared celular, (Peltonen y col., 2001; Haskard y col., 2001; Hernandez — Mendoza y
col., 2009) se decidio evaluar si existe correlacion entre la hidrofobicidad superficial
determinada por las moléculas presentes en la superficie de los microorganismos y la
captura de micotoxinas.

Dado que las aflatoxinas son moléculas ligeramente apolares, se quiso determinar si la
hidrofobicidad superficial (%H) de los lactobacilos cultivados en dos medios de cultivo
diferentes, ejercia un efecto en la capacidad de captura. Para comprobarlo se cultivaron los
lactobacilos en MRS (Difco®, Beauvais, Francia) y PS. Se determino el porcentaje de
hidrofobicidad de los microorganismos y se desafiaron con la AFB;.

En la Tabla 4.4.5 se relacion6 el porcentaje de captura por microorganismo de los
lactobacilos con el porcentaje de hidrofobicidad (%H) en hexadecano, al ser cultivados en
ambos medios de cultivo.

En esta tabla se observa que L. plantarum CIDCA 83114 y L. plantarum CIDCA 8316 no
presentaron grandes cambios tanto en el porcentaje de hidrofobicidad como en el porcentaje de
captura por microorganismo cuando fueron cultivados en caldo MRS o PS. Mientras que con L.
plantarum CIDCA 8327 y L. plantarum CIDCA 8318 se observaron escasos cambios en la

hidrofobicidad superficial cuando fueron crecidos en ambos medios de cultivo, pero la capacidad de

captura si fue modificada, siendo mayor en los microorganismos crecidos en PS.
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Tabla 4.4.5 Porcentaje de captura de AFB; por microorganismo y porcentaje de

Hidrofobicidad de lactobacilos aislados del kefir.

Lactobacilo Porcen.taje de ca?tm‘a por Hidrofobicidad (%)
microorganismo
L.kefiri JCM 5818 (MRS) 9.65E-10 83,0+1.0
L. kefiri 83111 (MRS) 4,35E-9 80,5+2.5
L. kefiri 8325 (MRS) 3 42E-8 79,0+0,1
L. kefiri 8348 (MRS) 7.90E-9 83,0+2.0
L. plantarum 83114 (MRS) 2.77E-8 1,240.8
L. plantarum 83114 (PS) 3.81E-8 0,240,1
L. plantarum 8318 (MRS) 2.07E-9 2,040,1
L. plantarum 8318 (PS) 1,72E-8 0.8+0,1
L. plantarum 8316 (MRS) 2.81E-8 3,540,2
L. plantarum 8316 (PS) 4,20E-8 2,0+0.,3
L. plantarum 8327 (MRS) 1.56E-9 1,0£0.1
L. plantarum 8327 (PS) 2.34E-8 1,0£0.1

Los datos de hidrofobicidad de esta Tabla se tomaron de Leon (2013).

Para facilitar la comprension, en la Figura 4.4.4 se relaciona el porcentaje de captura por
microorganismo de los lactobacilos con el porcentaje de hidrofobicidad al ser cultivados en
ambos medios de cultivo. En ella se observan dos tendencias: L. kefiri hidrofobicos y L.
plantarum hidrofilicos. Los lactobacilos con porcentajes de hidrofobicidad entre 79 y 83%,
presentaron un porcentaje de captura variable entre 9,65E-10 y 3.42E-8, y los lactobacilos

hidrofilicos con porcentajes de hidrofobicidad inferior a 5% (varié entre 1 y 3.5 y entre
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0,23 y 2,03% cultivados en MRS y PS respectivamente), capturaron entre 1,56E-9 y 4,20E-
8.

Se observd que el porcentaje de captura por microorganismo vario considerablemente entre
las diferentes cepas tanto de L. kefiri como de L. plantarum. Ademas, entre los L.
plantarum los porcentajes de hidrofobicidad no se modificaron de forma significativa
cuando fueron cultivados en ambos medios. Sin embargo, la captura se vio escasamente
modificada en los distintos medios para L. plantarum CIDCA 83114 (entre 2,77E-8 y
3,81E-8) y L. plantarum CIDCA 8316 (entre 2,81E-8 y 4,20E-8), mientras que se observo
aumentada su capacidad de capturar AFB, para L. plantarum CIDCA 8318 y L. plantarum
CIDCA 8327 cultivadas en PS.

Es decir, no puede afirmarse que la hidrofobicidad superficial sea una medida que

determine la capacidad de captura de AFB; por los microorganismos.

Podria pensarse otros factores que estén asociados a la composicion de la pared, como la
presencia de acidos teicoicos (Hernandez-Mendoza y col., 2009) o la transformacion en la
estructura de algunas proteinas por tratamientos como calor, que expongan superficies
afines a la aflatoxina (Haskard y col., 2001), o la capacidad de crear uniones al

peptidoglicano de la pared celular (Lahtinen, y col., 2004).
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Figura 4.4.4 Relacion entre el porcentaje de captura AFB; por microorganismo con el
porcentaje de Hidrofobicidad de los lactobacilos evaluados. @ L. kefiri JCM 5818 MRS;
L. kefiri 83111 MRS; e L. kefiri 8325 MRS; o L. kefiri 8348 MRS; = L. plantarum 83114
MRS; e L. plantarum 83114 PS; e L. plantarum 8318 MRS; e L. plantarum 8318 PS; e L.
plantarum 8316 MRS: » L. plantarum 8316 PS; e L. plantarum 8327 MRS; e L. plantarum
8327 PS.

En la Tabla 4.4.6 se observa el porcentaje de hidrofobicidad superficial de las levaduras
cultivadas en ambos medios de cultivo y el porcentaje de captura de AFB; por
microorganismo. Se aprecia que al contrario de lo que se observo con los lactobacilos que
pudieron crecer en ambos medios, pero no modificaron su hidrofobicidad a pesar de ello.
Todas las levaduras alteraron su hidrofobicidad (excepto K. marxianus 8154) cuando se
desarrollaron en los distintos medios. La capacidad de captura también fue alterada en
todos los casos. Especificamente se observo que K. marxianus 8154 no modificd su
hidrofobicidad superficial en ambos medios pero si redujo su capacidad de captura en PS.
Por otra parte, S. cerevisiae CIDCA 8116 disminuyo su hidrofobicidad y su capacidad de
captura cuando fue cultivada en PS. S. cerevisiae CIDCA 8112 incrementd drasticamente
su hidrofobicidad pero disminuyo capacidad de captura cuando fue cultivada en PS. Por
ultimo, S. cerevisiae CIDCA 81103 y K. lactis CINDEFI aumentaron su hidrofobicidad y

capacidad de captura cuando crecieron en PS.
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Tabla 4.4.6 Porcentaje de captura de AFB; por microorganismo y porcentaje de

Hidrofobicidad de levaduras aisladas del kefir.

C/M: Porcentaje de captura por Hidrofobicidad
Levadura Microorganismo (%)
K. marxianus CIDCA 8154
1.90E-6 94,924+0,66
(MRS)
K. marxianus CIDCA 8154
2,13E-7 94,914+0,59
(PS)
S. cerevisiae CIDCA 8116
2.84E-6 48,89+8.,49
(MRS)
S. cerevisiae CIDCA 8116
4,38E-7 27,7245,.22
(PS)
S. cerevisiae CIDCA 8112
4.64E-7 52,81+8.83
(MRS)
S. cerevisiae CIDCA 8112
4.81E-8 89,7343,73
(PS)
S. cerevisiae CIDCA 81103
2.46E-7 51,4143,33
(MRS)
S. cerevisiae CIDCA 81103
2,05E-6 95,02+4,35
(PS)
K. lactis CINDEFI (MRS) 2.00E-7 1,07+0,78
K. lactis CINDEFI (PS) 2.33E-6 31,80+1 ,35b
S. boulardii CINDEFI (MRS) 0 2,69+0,39

Los datos de hidrofobicidad de esta Tabla se tomaron de Leon (2013).

Para facilitar la visualizacion de los resultados obtenidos en la Tabla 4.4.6, se presenta la
Figura 4.4.5 donde se representa el porcentaje de captura de AFB; por microorganismo de

las levaduras en funcidn de su porcentaje de hidrofobicidad superficial.
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Figura 4.4.5 Relacion entre el porcentaje de captura de AFB; por microorganismo con el
porcentaje de Hidrofobicidad de las levaduras evaluadas. ® K. marxianus CIDCA 8154,
MRS; e K marxianus CIDCA 8154, PS; S. cerevisiae CIDCA 8116, MRS; » S
cerevisiae CIDCA 8116, PS; e S. cerevisiae CIDCA 8112, MRS; ¢ S. cerevisiae CIDCA
8112, PS; o §. cerevisiae CIDCA 81103, MRS; ¢ S. cerevisiae CIDCA 81103, PS; e K.
lactis CINDEFI, MRS; K lactis CINDEFI, PS; @ S. boularddii CINDEFI, MRS.

Relacion Captura/Microorganismo (x10‘s)

Por otra parte, los microorganismos totales del kefir cultivados en el PS 1 presentaron un
porcentaje de hidrofobicidad superficial de 47,77 + 9,32 (dato obtenido en este trabajo), con
una capacidad de captura de AFB; por microorganismo de 1,29E-7 (Tabla 4.4.2).

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la hidrofobicidad de las levaduras
aisladas del granulo de kefir varia de acuerdo al medio de cultivo donde son cultivadas,

excepto en el caso de K. marxianus CIDCA 8154.

Dado que los mismos resultados se encontraron con los lactobacilos cultivados en medio
MRS y PS, no se pudo establecer una relacion entre el porcentaje de captura y el porcentaje
de hidrofobicidad. Estos resultados coincidieron con los obtenidos con L.
rhamnosus GG, L.rhamnosus LC-705 y Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanii JS desafiados en PBS con AFB;, donde no se encontro

correlacion entre la hidrofobicidad y la afinidad por AFB; (Lee y col., 2003).
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4.4.4 Captura de aflatoxina B, en presencia de microorganismos viables y no viables.

Considerando que los microorganismos seleccionados cumplian con la capacidad de
capturar AFB;, se busco determinar si es condicion necesaria para la captura la presencia de
microorganismos vivos, o si aquellos no viables (pasteurizados) conservaban la capacidad
de captura presentada por los viables. Para evaluarlo, los cultivos de L. plantarum CIDCA
83114 y de Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 cultivados en PS se cosecharon en fase
estacionaria, con un recuento de 6,3x10°+1,34x10° para L. plantarum 83114 y de
1,48x10%+5,22x10” para K. marxianus 8154 y se sometieron a pasteurizacién. En paralelo,
se realizd el mismo procedimiento con los microorganismos totales y viables obtenidos de
la fermentacion de los granulos CIDCA AGKI que tuvieron un recuento de 8,33+0,32x10’
y 3,724042x10" de BAL vy levaduras, respectivamente. Se comprobé que los
microorganismos no eran viables al observar que no hubo crecimiento de las estrias de los
microorganismos inoculados en medio solido (agar MRS y/o YGC). Posteriormente se
sometieron al desafio con AFB,;, como se indic6 previamente.

La Figura 4.4.6a muestra que la capacidad de captura de L. plantarum CIDCA 83114 fue de
54,1242,33% para las células viables y de 44,85+4,24% para las no viables. En el caso de
K. marxianus CIDCA 8154, las levaduras viables capturaron 21,36+4,69% y las no viables
un 11,25+4,12%. Mientras que cuando se trabajé con los microorganismos totales del kefir
viables la captura fue del 67,44+7,33% vy en los no viables fue de 61,21+5,89%, aunque no
hubo diferencias estadisticas entre ambos valores. En la Figura 4.4.6b se observa la
capacidad de captura por microorganismo con los mismos tratamientos. A través de esta
también se observa una pequeila reduccion en la capacidad de captura de los
microorganismos no viables en relacion a los viables. Se aprecia también que los
microorganismos totales del kefir, seguidos por K. marxianus CIDCA 8154 y, por ultimo,

el L. plantarum CIDCA 83114 tuvieron mayor capacidad de captura de AFB;.

A partir de los resultados obtenidos pudo establecerse que la capacidad de captura de AFB,
por parte de los microorganismos totales no fue afectada por la viabilidad de los mismos,
mientras que L. plantarum CIDCA 83114 y por K. marxianus CIDCA 8154, no se perdio

aunque disminuyo alrededor de un 10% para ambos, lo cual podria atribuirse a cambios en
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la conformacion de la pared y alteracion de los sitios de captura debidos a la aplicacion de
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Figura 4.4.6 Porcentaje de captura (a) y porcentaje de captura por microorganismo (b) de
AFB; por los microorganismos totales del kefir, L. plantarum CIDCA 83114 y K.
marxianus CIDCA 8154 viables y no viables por pasteurizacion.
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A través de diferentes investigaciones previas, se demostro que las BAL tratadas con calor
capturaban efectivamente aminoacidos pirolizados (Orrhage y col., 1994; Zhang y Ohta,
1990, 1991, 1993; Thyagaraja y Ozono, 1994) y aflatoxinas (El-Nezami y col., 1998b;
Thyagaraja y Ozono, 1994) y que las bifidobacterias muertas por calor capturaban AFB;
de forma cepa dependiente (Oatley y col., 2000). La remocion de aflatoxinas envuelve el
secuestro probable a nivel de la pared celular o de sus componentes (EI-Nezami y col.,
1998b; Haskard y col., 2001) y el descenso en esta capacidad tal como ocurrié en la
presente investigacion, puede deberse a la eliminacion de algunos componentes especificos
de la pared celular tal como se ha demostrado con carbohidratos y proteinas de pared que al
ser retirados, produjeron un descenso en la captura de AFB; de un lactobacilo como Lb.

rhamnosus GG (Haskard y col., 2000) y de L. casei (Hernandez—Mendoza y col., 2009).

Adicionalmente, cabe resaltar que la captura de AFB; aun cuando disminuyo, no se perdio
debida a la muerte por pasteurizacion de los microorganismos, lo cual es un elemento
positivo para tener en cuenta, ya que asi haya muerte microbiana, se conserva gran parte de
la capacidad de secuestro de la micotoxina. El hecho de que la capacidad de secuestro de
los microorganismos muertos por calor no se pierda totalmente o se reduzca comparado con
las células viables, indica que éstas no metabolizan las aflatoxinas. El tratamiento por calor
puede cambiar el sitio de captura original del microorganismo viable y/o exponer nuevos
sitios de union al desnaturalizar las proteinas (Haskard y col., 2000). Es por ello que en
estudios posteriores se deberia estudiar la capacidad de captura de los microorganismos
muertos por otros medios como radiacion UV, o aplicacion de calor mas fuerte como
esterilizacion. También se debera extraer la pared celular y estudiar la capacidad de captura

de ésta y de algunos de sus componentes.

4.4.5 Determinacion de la capacidad de captura de aflatoxina B; por microorganismos
totales del granulo de kefir CIDCA AGKI1, L. plantarum CIDCA 83114 y K

marxianus CIDCA 8154 en solucion salina a diferentes pH.

A lo largo del tracto gastrointestinal la presencia de fluidos como el alimento ingerido, el

jugo gastrico, el jugo pancreatico, las sales biliares y otros, determinan cambios
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significativos en el pH. Es asi como el pH del estomago, dada la presencia de acido
clorhidrico, puede variar entre 1 y 5 en un periodo de 24 horas donde el valor minimo
corresponde a los estadios entre comidas y el maximo a la hora de la ingesta de alimentos.
En el intestino delgado el pH del quimo aumenta dada la presencia del jugo intestinal (pH
7.6), el jugo pancreatico (pH 7,1-8,2) y la bilis (pH 7,6-8,6). En el duodeno, el pH varia
entre 5,7 y 6.4; en el yeyuno entre 5,9 y 6,8 y en el [leon entre 7,3 y 7,7. En el tramo inicial
del intestino grueso, el ciego, el pH desciende alrededor de 5,7, debido a la fermentacion
bacteriana de los carbohidratos que no fueron absorbidos en el intestino delgado, liberando
acidos grasos de cadena corta como propionato, butirato y acetato.

El pH se mantiene levemente acido tanto en el colon ascendente (5,6) como transverso (5,7)
y asciende a 6,6 en el colon descendente y sigmoideo. Por ultimo, el pH del recto varia
entre 6,6 a 6,8. (Wilson, 2005). Dado que el encuentro entre los microorganismos y la
aflatoxina B; puede tener lugar tanto antes como durante la ingesta del alimento, se evaluo
la capacidad de captura que presentan los microorganismos del kefir cuando el desafio se
realizo directamente a valores de pH del tracto gastrointestinal. Los microorganismos
fueron crecidos en PS al 5% y la aflatoxina fue preparada en solucion salina (150 ppb) que
se llevo a pH 2,1; 5.1; 7,1 y 8.1; el desafio se hizo como se describio anteriormente, por un
periodo de 30 minutos. Al final del desafio, se hicieron los recuentos de los
microorganismos presentes a fin de determinar si el cambio brusco de pH alter6 su
viabilidad. En la Figura 4.4.7 se presentan los porcentajes de captura de AFB; por
microorganismo obtenidos de los desafios de los microorganismos totales del granulo de

kefir CIDCA AGK1, por L. plantarum 83114 y K. marxianus 8154 contra aflatoxina B;.
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Figura 4.4.7 Porcentaje de captura de AFB; por microorganismos totales del granulo
CIDCA AGKI, L. plantarum CIDCA 83114 y K. marxianus CIDCA 8154, a diferentes
valores de pH.

Tanto los microorganismos totales del kefir como los microorganismos individuales no
perdieron la capacidad de capturar aflatoxina; sin embargo, ésta varid con los cambios de
pH del medio y entre los microorganismos. K. marxianus 8154 tuvo su maxima capacidad
de captura a pH de 5,1 y la minima a pH 7.1, mientras que a pH 2,1 y 8.4 present6 menor
variacion. L. plantarum 83114 presentd un comportamiento diferente frente a los diferentes
pH. La maxima captura tuvo lugar a pH 2,1 seguido de pH 7,1 mientras que la minima
captura fue a pH 8.4 y 2,1. Lo anterior permite suponer que en la levadura y en la bacteria
pudieron ocurrir cambios de conformacion en la pared al cambiar el pH, que permitieron la
exposicion de diferentes sitios de union a aflatoxinas.

Al parecer, en el caso de la levadura, el pH de 5,1 favorecidé la mayor exposicion de sitios
de union a AFB; que cuando estuvo a pH cerca de la neutralidad (pH 7,1). En el lactobacilo

se pudo observar que a pH 8.4 y 5,1 parecia ocurrir la menor exposicion de sitios a la
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micotoxina y que estos alcanzaron su mayor exposicion a pH 2.1. El hecho de que el
recuento a pH 7,1 y 5,1 era equivalente pero descendia la captura, indican que la captura no
esta relacionada con la viabilidad. La disminucion en la captura a pH 5,1 puede deberse a

un cambio en la conformacion de la pared debida al descenso de pH.

Los microorganismos totales provenientes del granulo de kefir tuvieron la méxima
capacidad de captura a pH 2,1 (1,35e-6), seguida de la obtenida a pH 5,1 (3,57e-7) y 8.4
(1,91e-7), mientras que a pH 7,1 presentaron una minima captura (1.26e-7). No obstante, se
establecio que solo hubo diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) entre los
porcentajes de captura obtenidos a pH de 2,1 y 5,1. De alli que el pH optimo para la captura
de aflatoxina B; por los microorganismos totales del kefir es 2,1. En cuanto al recuento de
microorganismos del granulo a los diferentes pH, éstos disminuyeron en un orden solo a pH
2.1. Este descenso no afecto significativamente la capacidad de captura pues fue igual a la
obtenida a pH 8, cuyo recuento fue superior; ademas, aunque su porcentaje de captura fue
un poco inferior a la maxima obtenida a pH 7,1, no tuvieron diferencia significativa entre

Si.

Se pudo observar una tendencia similar en la variacion del porcentaje de captura del kefir y
de L. plantarum CIDCA 83114, lo que se corresponde con el hecho de que las bacterias
lacticas en el kefir prevalecen o estan, en general, en una concentracion diez veces superior

a la de las levaduras, determinando el comportamiento del kefir frente a la captura.

En la Tabla 4.4.7 se presentan los recuentos de todos los microorganismos evaluados a los
diferentes valores de pH. Se observo que a pesar de los pH acidos como en el estomago,
los microorganismos no perdieron totalmente su viabilidad. L. plantarum CIDCA 83114
tuvo un recuento del orden de 10° UFC/ml a pH 8.1, 7,1 y 5,1; mientras que a pH 2,1 el
recuento se redujo en 3 ordenes, pero no perdio la capacidad de captura.

Es decir, a este pH su recuento se redujo, pero su capacidad de captura fue similar a la
obtenida a pH 8.1, lo cual podria explicarse en que a dicho pH acido, la conformacion de la
pared del microorganismo podria ofrecer una cantidad de sitios de union a la aflatoxina que

le permitirian lograr un porcentaje de captura similar al que alcanzé cuando estuvo en un
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recuento tres ordenes superiores pero a otro valor de pH donde tal vez no se favorecia tanto
la presencia de sitios de union a AFB;. Por su parte, K. marxianus 8154 tuvo un recuento
maximo a pH 7,1 en un orden de 10° UFC/ml, mientras que a los otros pH estuvo un orden
por debajo. Su maxima capacidad de captura se dio a pH 5,1 lo cual podria explicarse

también por la disposicion de sitios de captura a dicho pH.

A pH 8,4 y 7,1 la levadura captur6 un porcentaje muy similar de aflatoxina atun cuando
existia diferencia en su recuento, la cual no hizo efecto al parecer sobre el secuestro. Por
ultimo, atin cuando la levadura tuvo el mismo orden de recuento a pH 2,1 que a pH 8.4, su
capacidad de captura fue inferior, evidenciandose que a este pH disminuyeron fuertemente

los posibles sitios de union a la aflatoxina.

Tabla 4.4.7 Recuentos de los microorganismos después del desafio con aflatoxina B; a
diferentes valores de pH.

Recuento (UFC/ml)
CrooTsanismo pH 2.1 pH5.1 pH 7.1 pH 8.4
i . e BAL BAL BAL BAL
1CTO0rZanisinoes de
0018 1,12x107+2,26x10° | 1,04x10%+9.90x10° | 5.,01x10%+7,78x10” | 1,22x10%+3,54x10°
granulo de kefir
Levaduras Levaduras Levaduras Levaduras
3,86x10%+3,11x10° | 1,56x10"+4,43x10° | 2.69x107+9,19x10° | 1,99x107+5,54x10
L. plantarum 83114 | 2,25x10%47.07x10* [ 5.11x10°+3.32x10® | 1.28x10°+9.38x10” | 5.21x19°+7.21x10%
K. marxianus 8154 | 6,83x10'+6,13x10° | 5.43x10+2,12x10° | 2,28x10°+5,33x10" | 7.63x10'+9,35x10°

La concentracion inicial de los microorganismos fue de 10° UFC/ml y 10’ UFC/ml de BAL
y LEV para el kefir; 19° UFC/ml de L. plantarum 83114 y 10° UFC/ml de K. marxianus
8154. Los microorganismos estuvieron expuestos a los pH indicados durante 24 horas.

Previamente, otros autores han estudiado el efecto del pH en la capacidad de secuestrar
aflatoxina B; y otros compuestos toxicos y no hay un consenso final sobre este efecto.
Algunos investigadores han planteado la importancia de determinar la capacidad de captura
de las bacterias al pH del intestino delgado (6-8), dado que este es el punto clave de la
digestion donde se inhibe la absorcion de la aflatoxina (Haskard y col., 2000). Estos autores
demostraron que la capacidad de secuestrar AFB; por parte de L. rhamnosus GG ya fuera
viable o muerto por acidez o por calor, era independiente del pH de la solucion en un rango

de 2,5 a 8.5, indicando entonces que la formacién de puentes de hidrogeno no era
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determinante para el secuestro y que éste podria ocurrir en cualquier punto del tracto GI

(Haskard y col., 2000).

En contraste con lo anterior y de acuerdo a lo que se pudo determinar en esta investigacion,
algunos autores han planteado que la captura de compuestos cancerigenos como aminas
heterociclicas formadas durante la coccion de alimentos ricos en proteinas variaba entre
diferentes BAL y diferentes valores de pH. Streptococcus thermophilus 1131 capturo 85%
o mas de Trp-P-1 a pH entre 4 y 9 mientras que L. delbrueckii subsp. bulgaricus 2038
captur6 el maximo a pH 4 y menos del 50% cuando éste se redujo a 7. (Terahara y col.,

1998).

La captura de aflatoxinas y compuestos cancerigenos (aminas heterociclicas) dependia de
las condiciones de pH durante la incubacién y dicho efecto fue mayor sobre
Bifidobacterium longum que sobre L. acidophilus (Bolognani y col., 1997). Asi mismo se
evaluo la capacidad de secuestro de Trp-P-2 por Streptococcus cremoris Z-25, directamente
en jugo gastrico y se concluyo que ésta variaba con el cambio de pH y fue mayor a pH
entre 4 y 8 que a pH acido de 1,2, 1,48 y 2,1 (Zhang y Ohta, 1991). La captura de AFB; a lo
largo del tracto gastrointestinal depende del recuento que haya en los diferentes
compartimentos del tracto y del estado fisiologico de los microorganismos (Hernandez-
Mendoza y col., 2009). Dado que el pH del estomago es muy acido, el recuento de
microorganismos en él es muy bajo, usualmente inferior a 10’ UFC por gramo de contenido
estomacal. Este aumenta a 10* en el duodeno hasta alcanzar 10’ UFC por gramo de
contenido intestinal al final del ileo (Booijink y col., 2007). Otros estudios in vivo previos
demostraron que al consumir leche fermentada con L. casei, el recuento del probiotico en el
ileo fue 10 a 100 veces superior a la microbiota residente (Oozeer y col., 2006). Aunque los
resultados que se obtuvieron en este estudio, fueron hechos in vifro, se demostréo que el
recuento de L. plantarum 83114 descendi6 hasta 10° a pH estomacal y en el pH cercano al
del ileon alcanzé un recuento de 10”. K. marxianus 8154 tuvo un recuento de 10’ en ambos
pH. Estos recuentos son superiores a los que han sido indicados en el estomago y son
similares a los del ileon de acuerdo a lo indicado por Boojink y col. (2007). Los resultados
obtenidos tanto con kefir entero como con los microorganismos aislados, hacen interesante

el estudio de estos microorganismos en la captura de AFB;, ya que demostraron que son
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capaces de sobrevivir y capturar aflatoxina cuando el desafio tiene lugar a pH similares a
los del tracto digestivo. No obstante, deberan realizarse estudios in vifro donde se analice la
captura de aflatoxina combinando la variacion de pH con la presencia de jugos gastricos,

pancreaticos, intestinales y biliares.

4.4.6 Capacidad de captura de aflatoxina B; con diferentes concentraciones de L.
plantarum CIDCA 83114 y K. marxianus CIDCA 8154 y de los microorganismos
totales del kefir.

Aun cuando en el estudio a diferentes pH se observo que a un pH determinado podia
disminuir el recuento microbiano pero conservar o aumentar su capacidad de captura de
aflatoxina, se investigd el efecto de la wvariacion de la concentracion de los
microorganismos en la captura de AFB; en PBS ya pH 7.1. En la Figura 4.4.8 se observa el
descenso en la captura de AFB; cuando disminuye la concentracidon de L. plantarum
CIDCA 83114, de K. marxianus CIDCA 8154 y de los microorganismos totales del kefir en

el medio del desafio, hasta casi no observarse captura a la diluciéon 1/1000.
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Figura 4.4.8 Porcentaje de captura de AFB, por L. plantarum CIDCA 83114, K. marxianus
CIDCA 8154 y microorganismos totales del kefir en diferentes concentraciones de
microorganismo.

Los desafios fueron realizados a 30 °C por 30 minutos. La concentracion inicial de L.
plantarum CIDCA 83114 fue de 1,82+0,28x10°, de K. marxianus CIDCA 8154 fue de
2.41+0,36x10° y de los microorganismos totales del kefir fue de 7,18 + 0,44x10" BAL y de
3,37 +0,29x10".

Para el lactobacilo, el porcentaje de captura fue 52,08+7,45% en la concentracion
1,82+0,276x10° UFC/ml; disminuydo a la mitad (24,59+9.86%), a la cuarta parte
(13,1448,98%), y 20 veces (2,88+0,61%) a medida que su concentracion se redujo en 10,
100 y 1000 veces respectivamente.

De igual manera, K. marxianus 8154 captur6 29,154+0.62% en la concentracion original de
1,81+0,36x10° y se redujo en 1,45 (20,17+0.59%), 2.6 (20,17+0.59%) y 7,25 (4,76+0.59%)
veces a medida que su concentracion disminuyo 10, 100 y 1000 veces respectivamente.
Siguiendo con esta tendencia, cuando se trabajé con los microorganismos totales del kefir

el porcentaje de captura fue 63,52+4,35%, para la concentracion directa, mientras que
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disminuyo alrededor de un tercio (41,8543,42%), un 54% (24,69+3,03%) y un 84%
(9,01+1,21%) a medida que su concentracion se redujo en 10, 100 y 1000 veces
respectivamente.

A partir de lo anterior se concluyd que el nimero de microorganismos presentes en el
desafio, es determinante en el porcentaje de captura, pues al pH evaluado, se establecio que
la captura disminuye proporcionalmente al descenso de concentracion microbiana.

Con todos los ensayos anteriores se encontro que los microorganismos totales del kefir, los
lactobacilos y levaduras aislados del granulo de kefir demostraron capacidad de capturar
AFB; y fue cepa dependiente. Ademas, la capacidad de secuestrar AFB; cambi6 de acuerdo
al medio de cultivo del microorganismo y no tuvo relacion con el porcentaje de
hidrofobicidad superficial. Por otra parte, tanto los microorganismos totales del kefir como
el L. plantarum CIDCA 83114 y la K. marxianus CIDCA 8154 redujeron pero no perdieron
totalmente su capacidad de secuestrar aflatoxina B; cuando fueron muertas por calor.
Adicionalmente, la variacion en el pH del medio del desafio también generé cambios en la
capacidad de captura, y los pH de maxima captura fueron variables, para los
microorganismos del kefir entero, el lactobacilo y la levadura. Todo esto indica que existe
una gran complejidad de factores que intervienen en la interaccion microorganismo-AFB;,
y teniendo en cuenta los resultados prometedores en cuanto a la capacidad de captura de
AFB; por los microorganismos del kefir se decidié estudiar la capacidad protectora de los

microorganismos del kefir sobre monocapas celulares expuestas a AFB;.

4.4.7 Estudio de la capacidad protectora del kefir sobre monocapas celulares

expuestas a aflatoxina B,

4.4.7.1 Capacidad de adhesion de los microorganismos del kefir a las células Caco-

2TC7.

Para comenzar estos estudios se determind la capacidad de adhesion de los
microorganismos totales del kefir a células Caco-2TC7 que son un clon de las celulas Caco-
2 (Servin, 2004), las cuales son células de carcinoma de colon humano y se diferencian en

enterocitos maduros luego de la confluencia, son células polarizadas con desarrollo del
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borde apical “en cepillo” caracteristico de las células intestinales (Pinto y col., 1983;
Chantret y col., 1994). Estas lineas son muy utilizadas para estudiar y seleccionar bacterias

lacticas en base a su capacidad de adhesion (Pmnto y col., 1983; Tuomola y Salminen,

1998).

En la Tabla 4.4.8 se presentan los recuentos de microorganismos del kefir totales y viables
iniciales, antes de la adhesion, y luego de ésta (microorganismos adheridos).

Para realizar los experimento con células se obtuvo una suspension microbiana de
DOgoonn=10 y se determino el estado fisioldgico de los microorganismos del kefir, antes de
la adhesion a la monocapa. Alli se observo que el 1% de las bacterias lacticas totales eran
viables, correspondiendo a un recuento de 5,2 + 0,18x10” UFC/ml. Por el contrario, las
levaduras totales y viables estuvieron dentro del mismo orden logaritmico (10" UFC/ml).
Los recuentos de microorganismos viables estuvieron dentro los limites minimos exigidos
por el Codigo Alimentario Argentino de 10’ y 10* UFC/ml de BAL y levaduras,
respectivamente (CAA, 2006). La reduccion en la viabilidad de las bacterias lacticas puede
explicarse debido a que son microorganismos exigentes nutricionalmente y los granulos
CIDCA AGKI1 fueron crecidos en PS, un efluente de la industria lactea, cuya composicion
se caracteriza principalmente por la presencia de lactosa (alrededor del 3%) y muy baja
concentracion de nitrégeno (< 0,02%) (Seccion 4.1). Luego, la suspension microbiana de
DOsoonm=10 se adiciono a la monocapa celular diferenciada y se realizaron los recuentos de

microorganismos totales y viables como se indico en los materiales y métodos.

Tabla 4.4.8. Estudio de adhesion de los microorganismos del kefir a las Caco-2TC7

Inicial (DOgonni=10) Adheridos

BAL Levaduras BAL Levaduras

Recuento Totales

. . 1,20 +£0,77x10° | 6,01 £0,52x107 | 1,10 £0,78x10% | 6,50 £ 0,51x10°
(microorganismos/ml)

Recuento Viables

(UEC/ml)

5.20+0.18x10" | 1.52+0,35x10" | 3.60+0,57x10° | 3.50 £0.11x10°

Se observo que se adhirieron solo el 10% de los microorganismos totales del kefir presentes

en la suspension microbiana en PBS de DO 10. Y de los microorganismos adheridos, el 1%
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de las BAL estaban viables mientras que las levaduras adheridas, tanto las totales como las

viables fueron del mismo orden logaritmico (10° UFC/ml).

Estos resultados fueron similares a los encontrados por Golowczyc (2008), quien estudio la
capacidad de algunos microorganismos aislados del kefir como el Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114, L. plantarum CIDCA 8318, L. plantarum CIDCA 8316 y L. kefir CIDCA
83111 (todos microorganismos aislados de las granulos CIDCA AGK1) de adherirse a las
células Caco-2TC7, y encontrd que estos microorganismos presentaron un porcentaje de

adhesion entre el 1 y el 4%, segiin la cepa evaluada.

4.4.7.2 Estudio del efecto protector de los microorganismos totales del Kefir en linea

celular Caco-2TC7 expuesta a aflatoxina B;.

El dano celular causado por xenobiodticos como las aflatoxinas da como resultado una
alteracion de la permeabilidad de membrana celular llevando al vertido hacia el exterior de
enzimas citoplasmaticas, entre ellas la LDH es un excelente marcador para evaluar
citotoxicidad. El vertido de otras enzimas asociadas a determinadas organelas celulares
como la mitocondria, son también utilizados. Entre ellos, el test mitocondrial del MTT,
basado en la conversion de sales de tetrazolio en un formazan de color azul por la accion de
la enzima mitocondrial succinato deshidrogensa, es ampliamente usado, como se indico en
materiales y métodos.

Se construyeron las curvas de calibracion para establecer —mediante las técnicas de la
lactato deshidrogenasa (LDH) y de la actividad deshidrogenasa mitocondrial (MTT)- el
dano celular causado por diversas concentraciones de AFB; sobre la linea celular Caco-
2TC7. Mediante la técnica LDH se observo una relacion lineal entre la concentracion de
AFB; y el aumento de la actividad enzimatica, la cual indica mayor dafio celular (Figura
4.49a). La técnica MTT no permitio detectar diferencias significativas entre la actividad
deshidrogenasa mitocondrial del control y las distintas concentraciones de AFB; ensayadas
(Figura 4.4.9b). Con base en estos resultados, se decidio continuar el estudio del efecto de

la aflatoxina B; sobre las células mediante la técnica LDH.
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Figura 4.49. Curva de calibracion del dafio celular en la linea Caco-2TC7 wvs.
Concentracion de AFB; mediante las técnicas LDH (a) y MTT (b). Los resultados
representan la media de los experimentos realizados por cuadruplicado. Cada ensayo se
repitio dos veces @ 19:A2° ensayo.

Para los ensayos de co-incubacion con los microorganismos del kefir se decidid trabajar

con dos concentraciones de AFB; (300 y 500 ppb) debido a que 300 ppb fue la menor
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concentracion de AFB; que tuvo diferencias significativas con el control mientras que la de

500 ppb se conservo como la maxima concentracion de trabajo.

4.4.7.3 Efecto en el dafio celular por la co-incubacion de los microorganismos con

aflatoxina B, sobre células Caco-2TC7.

Estos ensayos se realizaron de dos maneras: primero, se adicionaron los microorganismos
del kefir y la AFB; simultaneamente sobre las células en estudio (Ensayo de co-
incubacion). Por otra parte, cuando se hizo un ensayo donde se estudio la capacidad
protectora de los microorganismos del kefir adheridos a la monocapa, las células Caco-
2TC7 se enfrentaron previamente con los microorganismos del kefir, se realizaron lavados
con PBS para quitar los microorganismos no adheridos, y posteriormente se adiciono la
AFB; (Ensayo de pre-incubacion).

Cuando se agregaron los microorganismos del kefir y las micotoxinas (Ensayo de co-
incubacion) (Tabla 4.4.9), sin una incubacion previa, observamos resultados similares a los
obtenidos con los microorganismos que se incubaron previamente (Ensayo de pre-
incubacion) (Tabla 4.4.9). Es decir que la presencia de los microorganismos adheridos

tampoco presento capacidad protectora sobre la linea celular estudiada.

Tabla 4.4.9 Actividad LDH de células Caco-2TC7 expuestas a aflatoxina B; con o sin

presencia de microorganismos totales del kefir.

Tratamientos Actividad LDH*
Control 0,076+0,003 *
300 ppb 0,131+0,012°
500 ppb 0,220+0,018 ¢

300 ppb + MO simultaneos 0,130+0,009 °
500 ppb + MO simultaneos 0,189+0,015 ¢
300 ppb + MO lavados 0,147+0,005 °
500 ppb + MO lavados 0,224+0,009 ©

*misma letra indica que no hubo diferencias estadisticamente significativas
(ANOVA<0.05). El ensayo se realizo por cuadruplicado.
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Se observo que hubo un orden logaritmico de diferencia entre los microorganismos del
kefir totales presentes en la suspension en PBS de DO=10 y los microorganismos totales
adheridas a las monocapas. Esas concentraciones de microorganismos del kefir (totales y
adheridos) no fueron suficientes para reducir la actividad lactato deshidrogenasa en
presencia de las concentraciones de micotoxinas estudiadas. En definitiva, no se observo un

efecto protector de los microorganismos del kefir en células Caco-2TC7.

Adicionalmente se enfrentaron células Caco-2TC7 de 7 dias a agua miliQ estéril por 1 h para
producir la lisis celular y producir el volcado de todo el contenido citoplasmatico al
exterior. Por lo tanto, se libero todo el contenido de la enzima LLDH al exterior. Se tomaron
muestras de este y se midid la actividad LDH como se hizo en los casos anteriores. Ese
valor se tomo como la maxima actividad LDH en las células Caco-2TC7. Se encontrd una
actividad LDH de 5,28. Esto sugiere que si bien la AFB;, en las dos concentraciones
ensayadas, produjo aumentos de la actividad LDH, indicando cierto grado de dafo sobre las

células, este esta muy distante al producido por el agua miliQ.

Esto va en concordancia con los estudios que sugieren que la AFB; ingresa a las células
mediante difusion pasiva debido a que es un metabolito de bajo peso molecular (Hsieh y
Wong, 1994; Fernandez y col., 1997) y esto estd apoyado sobre estudios realizados sobre
células Caco-2 que muestran que existe una tasa de transporte similar desde el lado apical
hacia el lado basolateral y viceversa (Mata y col., 2004). Es decir, que las células
intestinales, si bien pueden llegar a ser dafnadas por AFB; (en intoxicaciones agudas) ellas
principalmente no se muy afectadas por la rapida absorcion de la micotoxina y liberacion

en el torrente sanguineo, donde se dirigen al higado, y ejercen su accion toxica.

4.4.7.4 Efecto en el daio celular por la co-incubacion de aflatoxina B; con las células

HepG2

Debido a que las células Caco-2TC7 no fueron un buen modelo para el estudio del efecto
de las aflatoxinas sobre ellas, se decidio utilizar las células HepG2 como modelo para
estudiar la capacidad de proteccion del kefir frente a la presencia de la AFB;. Las células

HepG2 son células de hepatoma humano usadas como modelos para estudiar la accion
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toxica de xenobioticos sobre las células del higado (McKean y col., 2006; Chu-Chyn y col.,
2012). Cabe notar que este es solo un modelo, no representa lo que ocurria en nuestro
cuerpo debido a que los microorganismos del kefir nunca estaran en contacto directo con

estas células en condiciones normales.

Hecha esta aclaracion, primero se realizo una curva de calibracion con distintas
concentraciones de AFB; (0:; 1; 10; 50; 100; 200; 300; 400 y 500 ppb) frente a las células
HepG2 mediante tres métodos (lactato deshidrogenasa (LDH), medicion de la actividad
deshidrogenasa mitocondrial (MTT) y tincidn con ioduro de propidio (IP)).

El dano celular causado por xenobioticos como las aflatoxinas da como resultado una
alteracion de la permeabilidad de membrana celular llevando al vertido hacia el exterior de
enzimas citoplasmaticas, entre ellas la LDH es un excelente marcador para evaluar
citotoxicidad. El vertido de otras enzimas asociadas a determinadas organelas celulares
como la mitocondria. Entre ellos, el test mitocondrial del MTT, basado en la conversion de
sales de tetrazolio en un formazéan de color azul por la accion de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogensa, es ampliamente usado (Mosmann, 1983; Berridge y col., 1996;
Hansen y Briinner, 1998; Kakisu, 2010; Merino, 2014), como se menciond previamente.
Por tltimo, el ensayo de tincion con IP, se basa en la penetracion de dicho fluorocromo de
las células que han perdido cierta integridad en su membrana celular y la coloracion de los

nucleos de éstas celular de color rojo (Perez, 2013).

En la Figura 4.4.10 se presentan las curvas de calibracion de diferentes concentraciones de
AFB; sobre las células HepG2, mediante test mitocondrial del MTT.

Mediante el estudio de la actividad deshidrogenasa mitocondrial de las células HepG2
expuestas a AFB,;, pudimos determinar la concentracion letal 50 (CLsp) que es la
concentracion de AFB; necesaria para reducir la viabilidad de las células HepG2 hasta la
mitad, con respecto a un control sin presencia de micotoxinas. Estos resultados donde la
CLsy se establecio en 294,09 + 16,15 ppb (equivalente a 0,94 pM) estuvieron en
concordancia con los encontrados por McKean y col. (2006), quien determind una Cls,

sobre células HepG2 igual a 1,0 pM.
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Figura 4.4.10 Determinacion de la actividad deshidrogenasa mitocondrial en células HepG2
expuestas a diferentes concentraciones de AFB; (entre 0 y 500 ppb).

Con la ecuacion de la recta de cada regresion lineal se determind la CLso. Los resultados
responden a tres ensayos independientes, cada uno por quintuplicado. CLs, igual a 294,09 +
16,15 ppb se obtuvo de un promedio de todos los valores recolectados. Datos tomados de la
1°(@);2° (M); 3° (¢ ) curva de calibracion.

En la Figura 4.4.11 se observan la tincién con yoduro de propidio de los nucleos de las
células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de AFB;. Este ensayo no arrojo una
relacion clara. Como era esperable, las células control sin AFB; presentaron 7,33 + 3,79
células/fosa. La presencia de entre 100 y 150 ppb produjo en aumento significativo de la
observacion de los nucleos necroticos hasta 19,5 + 2,12 y 18,33 + 3,51 células/fosa,
respectivamente, mostrando claramente el dano causado por la AFB;. Cuando se adiciono
200 y 300 ppb de AFB,, el nimero de nucleos necréticos aumenté nuevamente. Pero al
agregar concentraciones mayores de AFB; (400 y 500 ppb), se observaron menos células
necroticas. Esto se debi6 posiblemente a que el yoduro de propidio ingresa en las células
que han perdido cierta integridad de membrana, pero si el dano es lo suficientemente fuerte
para desprender las células de la monocapa, los micleos de dichas células no se pueden tefiir
con el fluorocromo. En resumen, contracciones > 300 ppb de AFB; comienza a producirse

un daiio celular que lleva al desprendimiento de la monocapa. Ademas, ese valor es muy
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cercano al encontrado como la CLs, mediante el ensayo de MTT, lo que demuestra que el

dano celular es muy significativo.

En conclusion, la tincion con ioduro de propidio, por si solo, no se lo considero 1til como
una técnica para estudiar el dafo producido por AFB;. Pero podria ser de utilidad si se lo

complementa con otros ensayos como el del MTT.
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Figura 4.4.11 Determinacion de nucleos necroticos mediante tincién con yoduro de
propidio en células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de AFB; (entre 0 y 500

ppb).

En la Figura 4.4.12 se representan los datos obtenidos al exponer las células HepG2 a
diferentes concentraciones de AFB; mediante la medicion de la actividad LDH. Se observo
un aumento progresivo de la actividad LDH a medida que se increment6 la concentracion
de AFB; presente, por lo que se lo considero como un método 1til para continuar los

estudios.
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Figura 4.4.12 Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) en células
HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de AFB; (entre 0 y 500 ppb).

El ensayo se realizo por cuadruplicado y se repitio dos veces. Datos tomados de la 1° (@);
2° (@) curva de calibracion.

Con los datos recolectados, se observo una relacion lineal entre la concentracion de AFB; y
el dafio producido sobre las células HepG2 mediante la medicion de la actividad
deshidrogenasa mitocondrial y lactato deshidrogenasa. Por lo tanto, se los considero a
ambos métodos utiles para continuar los estudios de la capacidad protectora de los
microorganismos del kefir sobre las células HepG2. El ensayo de la medicion de la
actividad deshidrogenasa mitocondrial (MTT) nos permitié determinar la CLsq (es decir, la
concentracion de AFB; necesaria para reducir la viabilidad de las células HepG2 hasta la

mitad, con respecto a un control sin presencia de AFB;) igual a 294,09 + 16,15 ppb.

4.4.7.5 Efecto en el daiio celular por la co-incubacion de los microorganismos del kefir

con las células HepG2.

Se continud estudiando el efecto de los microorganismos del kefir, por si solos, sobre las
células hepaticas HepG2. Esto se realizo debido a que estas células no estan en contacto

con microorganismos normalmente, al contrario de lo que ocurre con las células del epitelio
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intestinal, esto hace necesario conocer si los microorganismos del kefir danan las células
HepG2.

En la Tabla 4.4.10 se muestran la actividad deshidrogenasa mitocondrial de las células
HepG2 en presencia de microorganismos del kefir viables y no viables. Las suspensiones
de microorganismos tanto viables como no viables se usaron en las mismas concentraciones
que los ensayos de captura de AFB; y los ensayos con las células Caco-2TC7 (suspensiones

DO=10).

Se encontro que la presencia de los microorganismos vivos del kefir produjo un aumento en
la actividad deshidrogenasa mitocondrial debido a la presencia de las levaduras, las cuales
tienen un metabolismo energético semejante al de las células hepaticas, por ser ambas
células eucarioticas. Estos incrementos fueron significativamente mayores a los controles
de células HepG2 sin microorganismos. Esto no se observo cuando los microorganismos
del kefir fueron pasteurizados ya que si bien la actividad MTT fue menor en las células con
los microorganismos no viables, ésta no tuvo diferencias estadisticas con los controles antes

mencionados.

Ademas, se observo un aumento de la turbidez, cuando se medio la absorbancia a 600y, 10
que indica que hubo crecimiento microbiano, a pesar de la presencia de penicilina,
streptomicina y gentamicina en el medio DMEM. Todos estos antibidticos inhibieron las
bacterias del kefir presentes pero no asi las levaduras. Por otra parte, el pH del medio
DMEM fue inmediatamente modificado por la adicion del los microorganismos del kefir
viables, ese descenso del pH fue menor a medida que aumentaron las diluciones de los
microorganismos, tanto a la hora 0 (después de la adicion de los microorganismos al medio
DMEM) como a las 24 h. En cambio, los microorganismos no viables no produjeron

cambios significativos en el pH.
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Tabla 4.4.10 Actividad deshidrogenasa mitocondrial, pH y DOgoonps de las células HepG2

incubadas con microorganismos totales del kefir.

pH pH
. L DOsoonm DOsoonm
Tratamientos MTT inicial (0 | final o
inicial (0 h) final (24 h)
h) (24 h)

DMEM Control | 100+ 18.8® 8,08 8,04 0 0
DMEM + MO* b

_ 1345+17,75" | 7,07 6,87 0,335 0,340
viables
DMEM + MO* b

_ 133,9+20,58" | 7,84 7,04 0,049 0,156
viables 1/10
DMEM + MO*

_ 184,8 +26,39° | 7,99 7,27 0,001 0,138
viables 1/100
DMEM + MO*

_ 87,09 +20,69° | 8,03 8,17 0,433 0,362
no viables
DMEM + MO*
_ 85,57+21,387% | 8,04 8,82 0,043 0,033

no viables 1/10

*MO: microorganismos totales del kefir

Debido a esto resultados se decidid continuar los estudios con los microorganismos
muertos. Esto se apoya también en los resultados obtenidos con los ensayos de captura de
AFB; por los microorganismos del kefir vivos y muertos, alli observamos que, si bien la
capacidad de captura es menor que la de los vivos, esto conservan un capacidad

secuestrante considerable.
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4.4.7.6 Estudio del efecto protector de los microorganismos totales del Kkefir en linea

celular HepG2 expuesta a aflatoxina B;.

En la Figura 4.4.13 se observa la actividad deshidrogenasa mitocondrial y LDH de células
HepG2 expuestas a distintas concentraciones de AFB; con o sin presencia de

microorganismos totales del kefir.
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Figura 4.4.13 Actividad deshidrogenasa mitocondrial (barras) y LDH (puntos) de células
HepG2 expuestas a distintas concentraciones de AFB; con o sin presencia de
microorganismos totales del kefir. El ensayo se realizo por cuadruplicado y se repitio dos
veces (a y b). Se utilizo las mismas células HepG2 para los dos ensayos mostrados en (a) y
lo mismo ocurrio6 para los ensayos mostrados en (b).
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En primer lugar se observo que los microorganismos del kefir muertos no produjeron
cambios significativos en la wviabilidad celular estimada a través de la actividad
deshidrogenasa mitocondrial, pero produjeron un leve aumento de la actividad lactato
deshidrogenasa. También, las concentraciones mas bajas de AFB; (1 ppb, 10 ppb y 50 ppb)
ocasionaron un aumento de la actividad deshidrogenasa mitocondrial (excepto cuando se
uso 50 ppb en el segundo ensayo) y lactato deshidrogenasa por encima del control, sin
AFB;. Los tratamientos con las mayores concentraciones de AFB; (150 ppb y 300 ppb)
ocasionaron la menor actividad deshidrogenasa mitocondrial y los mayores aumentos de la
actividad lactato deshidrogenasa, indicando el mayor dafio celular. Es decir, mediante los
dos métodos usados podemos ver el dano ocasionado por la AFB; a las células HepG2. La
adicion de los microorganismos del kefir en presencia de bajas concentraciones de AFB;
(10 ppb y 50 ppb) no produjo cambios significativos en la actividad deshidrogenasa
mitocondrial, pero si hubo diferencias en la actividad lactato deshidrogenasa, siendo mas
alta en los tratamientos con AFB; y microorganismos. Pero los cambios mas significativos
fueron observados en los tratamientos con las concentraciones mas elevadas de AFB; (150
ppb v 300 ppb). El agregado de los microorganismos en estas condiciones produjo
aumentos de la actividad deshidrogenasa mitocondrial, con respecto a los mismos
tratamientos sin microorganismos. Es decir, que hubo proteccion de los microorganismos
del kefir sobre las células HepG2. Estos resultados fueron corroborados mediante el método
lactato deshidrogenasa, ya que el dafo celular producido por 150 ppb y 300 ppb se redujo
entre 35,6 — 23,39% y entre 43,42 — 40,66%, respectivamente, segun el ensayo, cuando

estuvieron los microorganismos del kefir presentes.

El mayor dano celular observado por ambas técnicas correspondio a la adicion de agua

miliQ a las células.

En conclusion, los microorganismos del kefir tuvieron la capacidad de proteger las células

HepG2 del dano producido por altas concentraciones de AFB;.
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4.4.7.7 Comparacion entre células HepG2 y Caco-2TC7:

Las células HepG2 mostraron mayor sensibilidad al dafio causado por la AFB; que las
células Caco-2TC7. Mediante la medicion de la actividad deshidrogenasa mitocondrial se
determino la CLsy de las células HepG2 frente a la AFB, fue de 294,09 + 16,15 ppb. Esto
no fue posible de determinar en las células Caco-2TC7 debido a que actividad
deshidrogenasa mitocondrial no presenté cambios significativos entre las concentraciones
estudiadas (entre 0 y 500 ppb). Se decidid no estudiar el dano celular con concentraciones
mas altas de AFB; debido a que 500 ppb, la concentracion mas alta estudiada, estd muy por
encima a los limites maximos obligatorios en alimentos establecidos en Argentina de 5 pg
de aflatoxina B,/kg (5 ppb) v 20 ng de aflatoxinas totales/kg (20 ppb) para alimentos de
consumo humano (CAA, 2002).

En las células HepG2, 300 ppb de AFB,; produjo un importante dano celular (0,223 y
0,241) medido a través del ensayo lactato deshidrogenasa, el cual fue cercano al causado
por el agua miliQ (0,240 y 0,253), que ocasiond la lisis celular y el volcado citoplasmatico
al exterior, y por ende, todo el contenido de lactato deshidrogenasa. En cambio, cuando se
trabajo con las células Caco-2TC7, 500 ppb de AFB; se produjo un aumento de 345,7% de
la actividad enzimatica con respecto al control celular sin AFB;, pero ese daiio celular
equivalio al 4,61% del dano producido en la lisis celular con agua miliQ, evidenciando la

gran resistencia natural de las células Caco-2TC7 a la AFB;.

4.4.8 Conclusiones

Los microorganismos totales del kefir, los lactobacilos y levaduras aislados del granulo de
kefir demostraron capacidad de capturar aflatoxina B;.
La capacidad de secuestrar aflatoxina B; cambio de acuerdo al tipo de microorganismo, al

tipo de PS, al medio de cultivo del microorganismo y no tuvo relacion con el porcentaje de
hidrofobicidad superficial.

Tanto los microorganismos del kefir como L. plantarum 83114 y K. marxianus 8254

redujeron levemente su capacidad de secuestrar AFB; cuando fueron pasteurizadas.
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La variacion en el pH del medio del desafio también generd cambios en la capacidad de
captura por microorganismo, vy los pH de maxima captura fueron variables, siendo el pH

2,1 optimo para los microorganismos totales del kefir y la levadura, mientras que para el

lactobacilo fue el pH 5.1.

Los microorganismos totales del kefir tuvieron la capacidad de adherirse a las células Caco-
2TC7, pero no presentaron capacidad protectora sobre éstas cuando fue expuesta a AFB;.
Por otra parte, los microorganismos totales del kefir mostraron capacidad protectora de las

células HepG2 cuando estas fueron incubadas en medio con AFB;.
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S Conclusiones Generales y Perspectivas

El kefir es un alimento natural que ha sido consumido por el hombre por mas de 4000 afios.
Tanto a partir de la tradicion oral como de los trabajos publicados (como se indicé en
detalle en la introduccion) se le han atribuido propiedades beneficiosas para la salud.

Por otra parte, este producto fermentado natural se puede preparar en forma artesanal y es
accesible a todos los grupos sociales por su bajo costo. Para su produccion no se necesita
un equipamiento especial, los granulos de kefir (fermento para producir el producto
fermentado) se reproducen durante la fermentacion y esto permite obtener grandes
cantidades de granulos y donarlos a comunidades o personas que deseen consumirlo. Este
producto es altamente seguro desde el punto de vista microbiologico ya que no se
contamina con microorganismos patogenos y/o alteradores de alimentos. Esta propiedad se
debe al alto contenido de acidos organicos y otros metabolitos inhibitorios. Por estas
razones y por el limitado conocimiento que se tiene sobre la accion antifingica de los
productos fermentados con kefir, se decidido profundizar en este trabajo sobre sus
propiedades antifiingicas.

La presencia de hongos y sus micotoxinas esta ampliamente distribuida en alimentos de
origen vegetal como cereales y derivados y de origen animal (AFM; en leche). En paises
con altos indices de pobreza se consumen importantes cantidades de estos alimentos, lo
cual constituye un riesgo para la poblacion. El riesgo de consumo de alimentos
contaminados con hongos y micotoxinas no solo estd asociado a aquellos con
concentraciones de micotoxinas por encima de los valores permitidos. El consumo
constante de alimentos con concentraciones de micotoxinas por debajo de los limites
permitidos tiene un efecto acumulativo que puede producir enfermedades cronicas como
inmunosupresion, entre otras. Se conocen una gran cantidad de micotoxinas que pueden
encontrarse en los alimentos y ademas, han sido reportados alimentos con presencia de mas
de una micotoxina y que algunas de estas potencian su accion toxica cuando estan juntas.
Haciendo foco en el problema de incidencia de cancer por la ingesta de alimentos
contaminados con micotoxinas, la cual esta relacionada con los alimentos tradicionales en
ciertos paises y la falta de control sobre los mismos, y con el bajo poder adquisitivo de las

personas que lo consumen, se decidid probar si el kefir (un alimento de bajo costo y de
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produccion casera) podia ser utilizado para disminuir la concentracion de hongos y sus

micotoxinas en los alimentos.

Son escasas las publicaciones referidas a la accion del kefir sobre hongos toxicogénicos. En
ese sentido, Ismaiel y col. (2011) realizaron un estudio de inhibicion sobre una cepa de
Aspergillus flavus AH3 donde determinan que el peso seco del micelio producido
disminuye con la concentracion de filtrados de kefir, y de igual manera la produccion de de
aflatoxina B,. Caro y Leon (2014) demostraron la capacidad inhibitoria del kefir obtenido
por la fermentacion de “Agua de panela” (bebida autoctona Colombiana) sobre A.
ochraceus. En nuestro grupo de investigacion, Leon (2013) encontré que los sobrenadantes
libres de células (SLC) de las leches fermentadas con granulos de kefir poseen una accion
antifingica in vitro sobre A. flavus, la cual pudo relacionarse con la concentracion de acidos
organicos no disociados. También evaluo la capacidad de estos SLC de prolongar la vida
util de un producto de maiz Colombiano, la “arepa antioquefia”, obteniendo resultados
positivos. También evalud en su tesis la capacidad antifungica del permeado de suero
fermentado con granulos de kefir CIDCA AGKI1 (PSFG) adicionado en una sola
concentracion al alimento para pollos, obteniendo resultados preliminares sobre la
prolongacion de la vida util. Cabe resaltar que cepas utilizadas por esta autora, no eran
toxicogeénicas. Otro aspecto previo estudiado en el grupo fue la capacidad secuestrante de
los microorganismos aislados del kefir encontrando que la captura de aflatoxina B;
aumento con la concentracion de microorganismos, varid con el tiempo de incubacion, con

respecto al tipo de microorganismo y de acuerdo al pH e hidrofobicidad.

A fin de avanzar y profundizar dichos estudios, en esta investigacion se decidio trabajar con
una cepa de otra especie de Aspergillus ~"A. parasiticus”’, que ademas es productora de
aflatoxinas, a fin de estudiar los efectos de los SLC no solo sobre el crecimiento fingico
sino sobre la capacidad de producir micotoxinas. También se decidio incluir en los estudios

otras tres cepas de F. graminearum, productoras de zearalenona.

Ademas se decidio profundizar los estudios sobre la fermentacion del permeado de suero
con granulos de kefir CIDCA AGKI1 y de la actividad antifungica de los SLC obtenidos a

partir de dichos productos fermentados. Para ello se hicieron diferentes estudios:
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- Se optimizd la fermentacion del permeado de suero con granulos en funcion de

diferentes periodos de pasajes sucesivos.
- Se estudio la inhibicion de la germinacion de conidios.

- Se estudi6 la mhibicion del crecimiento fingico en placa para la determinacion del

tiempo de latencia y velocidad de crecimiento fingico.
- Se analizo el caracter fungicida o fungistatico de los SLC.

- Se determino la produccion de micotoxinas tanto en medio de cultivo como en el
alimento para pollos y se correlaciond con la composicion del PSFG en cuanto a la

concentracion de acidos organicos y el pH.

- Se emplearon diferentes concentraciones de PSFG adicionado al medio de cultivo y
al alimento para pollos, tratando de determinar los diferentes efectos causados por

¢stas, tanto en la inhibicion fiingica como sobre la sintesis de aflatoxina B;.

Finalmente, en este trabajo se decidid corroborar y profundizar los estudios sobre la
capacidad de captura de aflatoxina B; por los microorganismos totales del kefir. Asi
mismo, se comenzo a estudiar la accion de las aflatoxinas in vitro sobre monocapas

celulares y el efecto protector de los microorganismos totales del kefir sobre las mismas.

A continuacion se presentan las conclusiones obtenidos sobre los estudios realizados y

presentados en este trabajo de tesis.

Se determino que los microorganismos del kefir tienen la capacidad de crecer en permeado
de suero, presentado cinéticas de acidificacion similares a las obtenidas cuando son
cultivados en leche. Sin embargo, a medida que aumenta su permanencia en permeado de
suero, la biomasa de los granulos se reduce, las cinéticas de acidificacion son mas lentas, y
la concentracion relativa de bacterias lacticas y levaduras del granulo cambia. Ademas, si
se piensa en una aplicacion potencial del kefir o sus subproductos como conservantes y
dado el deterioro que sufren los granulos, se recomienda utilizar permeado de suero

fermentado con granulos de kefir (PSFG) adaptados al PS durante cuatro semanas como
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maximo, ya que transcurrido ese tiempo, se observan cambios negativos en las

caracteristicas del granulo.

Por otra parte, los SLC de PSFG de pH < 4,0, generaron los mayores porcentajes de
reduccion de la germinacion las cepas de F. graminearum. Se demostro que el SLC PSFG a
pH 3.5 tuvo capacidad fungicida sobre las cepas de F. graminearum evaluadas en medio
solido. La aplicacion de SLC en proporciones que no causan la muerte fliingica generd

produccion de ZEA, en una de las cepas de F. graminearum estudiadas.

Cuando se trabajo con A4. parasiticus CMUNLP7, se comprobo que los SLC PSFG
ejercieron un actividad fungicida mediante métodos de inhibicion en placa. La utilizacion
de SLC PSFG en concentraciones inferiores a la fungicida en el medio de cultivo sélido
causO una inhibicion fungica expresada en el incremento de la fase de latencia de A.
parasiticus CMUNLP7 con respecto a los controles que no contenian este producto
fermentado. El SLC PSFG presenta un marcado efecto antifiingico cuando es utilizado en

altas concentraciones inhibiendo totalmente el crecimiento de 4. parasiticus CMUNLP7.

Si1 bien el producto fermentado ejercio un efecto inhibidor sobre el crecimiento de hongos
filamentosos, el agregado de SLC PSFG en los diferentes concentraciones al medio de
cultivo estimulo6 la produccion de aflatoxina B, comparado con el control de medio MEA
sin suplementar. A. parasiticus CMUNLP7 es un hongo productor de aflatoxina B; y la
concentracion de aflatoxina producida no se relaciono proporcionalmente con la cantidad

de SLC PSFG adicionado.

Al evaluar tratamientos con distintas mezclas de acidos organicos puros se concluyo que
¢stos mhiben 4. parasiticus CMUNLP7 en medio solido hasta una minima concentracion

de 19,05 mM AA: 55,55 mM AL (48,83 mM de acidos no disociados totales).

La adicion de PSFG al alimento para pollos seguido de una contaminacion artificial con
conidios de A. parasiticus CMUNLP7 solo produjo un retraso significativo en la aparicion
visible del hongo, adicionando PSFG al 100% v/p. La produccion de aflatoxina B; en el
alimento contaminado artificialmente fue detectada solamente en el alimento adicionado

con la maxima concentracion de PSFG (100% v/v). Esto sugiere que altas concentraciones
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de PSFG estimulan la sintesis de la micotoxina una vez que el hongo supera el efecto
inhibidor. Por lo tanto, se hace importante desarrollar un sistema de conservacion que
combine diferentes barreras que incluyan la aplicacion del PSFG junto a otros factores para

obtener el efecto fungicida.

Comparando los resultados de inhibicion fiingica realizados sobre F. graminearum y A.
parasiticus CMUNLP7, se observd que estos hongos tienen una marcada diferencia en
cuanto a la resistencia a los acidos organicos puros. Se necesitaron 25,77 mM y 435,05
mM de acido acético o lactico no disociado, respectivamente, cuando se aplicaron de forma
individual, para producir la inhibicion total de 4. parasiticus CMUNLP7, mientras que para
F. graminearum se requirieron 8,56 mM y 49,55 mM de acido acético o lactico no

disociado para producir el mismo efecto.

La misma tendencia se observd cuando se estudié la inhibicion fungica con mezcla de
dichos acidos, donde fue necesario emplear mezclas de acidos no disociados totales de 9,88
mM y 48,83 mM para producir una accion fungicida sobre F. graminearum y A. parasiticus
CMUNLP7, respectivamente. Sin embargo, cuando se pasé de aplicar acidos organicos
puros a los SLC PSFG, los sobrenadantes con concentraciones de lactico y acético no
disociados totales de entre 34,08 mM - 39,10 mM fueron fungicidas para ambas especies,
haciendo al 4. parasiticus CMUNLP7 mas sensible al tener en cuenta sélo la sumatoria de
los acidos no disociados. Estos resultados ha permitido ampliar la mirada sobre la
complejidad de los productos fermentados con los microorganismos totales del granulo de
kefir y sugiere claramente que otros metabolitos presentes en el kefir estarian involucrados
en la inhibicion fungica, tales como el acido propidnico, el acido fenilactico o péptidos de
bajo peso molecular, los cuales han sido descriptos como metabolitos producidos por

bacterias acido lacticas.

Con respecto a la produccion de micotoxinas por los hongos estudiados en presencia de
SLC PSFG, concentraciones no fungicidas de SLC produjeron el aumento de la sintesis de
toxinas en 4. parasiticus CMUNLP7 y en una cepa de F. graminearum. Por esto, la
posible aplicacion de los productos fermentados del kefir como bioconservante requiere

futuros estudios para profundizar el analisis del efecto del kefir sobre los hongos y sus
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toxinas asi como la implementacion de un conjunto de barreras para lograr la total

inhibicion fingica.

Por otro lado, los microorganismos totales del kefir, los lactobacilos y levaduras aislados
del granulo de kefir demostraron capacidad de capturar aflatoxina B;. La capacidad de
captura de aflatoxina B; por microorganismos fue mayor en las levaduras, seguidas por los
microorganismos totales del kefir y, por ultimo, los lactobacilos. Ademas, esta capacidad
fue diferente seglin el medio de cultivo y el origen del permeado de suero. En general, la
capacidad de secuestrar aflatoxina B, cambid de acuerdo al microorganismo, al medio de
cultivo del microorganismo y no tuvo relacion con el porcentaje de hidrofobicidad

superficial.

Tanto los microorganismos totales del kefir como los microorganismos aislados redujeron
levemente su capacidad de capturar aflatoxina B; cuando fueron muertos por calor. La
variacion en el pH del medio del desafio también generé cambios en la capacidad de
captura por microorganismo y los pH de maxima captura fueron variables. Para los
microorganismos totales del kefir y la levadura fue el pH 2,1, mientras que lactobacilo tuvo

mejor rendimiento a pH 5,1.

Los microorganismos totales del kefir tuvieron la capacidad de adherirse a las células Caco-
2TC7, pero no presentaron capacidad protectora sobre éstas cuando fueron expuestas a
aflatoxina B;. Sin embargo, los microorganismos totales del kefir mostraron capacidad

protectora de las células HepG2 cuando estuvieron en presencia de dicha aflatoxina.
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De esta investigacion surgen preguntas que aun no han sido contestadas. Como esta linea
de trabajo se continuara con nuevos becarios, tesis doctorales y la tesis post-doctoral de
quien la presenta, a continuacion se listan las perspectivas a desarrollar en un futuro

cercano.

A nivel de inhibicion fungica:

Es de interés central en nuestra linea la identificacion de otros metabolitos con actividad
antifiingica presentes en los productos fermentados con el kefir, los cuales hipotéticamente
interactian con los acidos lactico y acético presentes. Una vez determinados los
metabolitos, evaluar las condiciones fermentativas que favorecen la produccion de estos
metabolitos.

Este tema se desarrollara durante el post-doctorado del autor de esta tesis.

Con respecto a la captura de aflatoxinas se propone determinar:

La relevancia de paredes celulares de levaduras y bacterias acido lacticas del kefir,
qué moléculas superficiales de dichos microorganismos estan involucradas en la captura, la
influencia de enzimas y moléculas presentes en el tracto gastrointestinal que pudieran
modificar la capacidad de captura (enzimas digestivas, bilis, mucus, HCI).

Estudiar el rol de los microorganismos totales del kefir y de los microorganismos
aislados del kefir en la disminucion de la absorcion de aflatoxina en sistemas in vivo

(modelos animales —ratas y aves).

Alimento para animales

Es de gran interés profundizar los estudios sobre el desarrollo de alimento para animales
(aves y mascotas) suplementados con PSFG donde se prolongue la vida 1til y haya un efecto

benéfico tanto en la salud como en los parametros zootécnicos de los animales.
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ANEXO. Medios de cultivo y soluciones empleados

Medios y Caldos de Cultivo y soluciones para dilucion.

Agar agua

Agar agar (Britania, Buenos Aires, Argentina) 2 ¢g/LL

Agar Papa (PDA)® (BIOKAR DIAGNOSTICS, Beauvais, Francia)

Extracto de papa 4 ¢/LL
Glucosa 20 g/LL
Agar 15 g/L

SNA (Spezieller Nahrstoffarmer agar- Medio para favorecer la

Esporulacion)

KNO; lg/L

KZHP04 ].gJ'IIL
MgS0,.7H,0 0,5g/L
KCl 0,5g/L
Glucosa (Carlo Erba®, Miléan, Italia) 0,2g/L
Sacarosa (Carlo Erbaﬁ, Milan, Italia) 0,2g/L

Agar 15g/L

Agar MEA

Extracto de levadura (DIFCO, Le Pont de Claix, Francia) 20 g/LL
Extracto de malta (BIOKAR, Beauvais, Francia) 10 g/LL
Agar (Britania, Buenos Aires, Argentina) 15¢/L

Agar YCG? (BIOKAR, Beauvais, Francia)

Extracto de levadura 5¢/LL
Glucosa 20 g/LL
Cloramfenicol 0,1 g/L

Agar 15 g//LL




Caldo MRS® (DIFCO, Le Pont de Claix, Francia)
Peptona 10
Extracto de carne 10 g/LL
Extracto de levadura 5¢/LL
Glucosa 20 g/LL
Polisorbato 80 1¢g/L
Citrato de amonio 2 ¢g/LL
Acetato de sodio 5¢g/L
MgSO4 0,1 gL
MnSO4 0,05 g/l
K;HPO4 2 g/l
Agua de peptona para dilucion
Peptona lg/L
Solucion dispersante de esporas
Lauril sulfato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania) 0,1 g/L
Glucosa (Carlo Erba®, Milan, Italia) 10,0 g/l

Todos los medios de cultivo y soluciones se prepararon en agua destilada y se

esterilizaron en autoclave a 120°C por 15 minutos.

Soluciones colorantes

Solucion colorante de conidios

Azul de Tripan (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 4g/L

Buffer fosfato salino (Merck, Darmstadt, Alemania)

El azul de tripan se disolvido en solucion buffer fosfato al 1/50 y se filtro en filtro
Whatman.



Tincion de Gram

Esta tincion se utilizo para comprobar la pureza de los cultivos microbianos (Gram

1884; Smith and Hussey 2005).

Medios utilizados para cultivo de células.

Ingrediente D-MEM D-MEM D-MEM
Completo | Completo | Adhesion
(1) (€))
DMEM * 1 sobre 1 sobre 1 sobre
Penicilina/estreptomicina 13 mL 13 mL -
(1000 IU, 1000 pg/mL) "
Aminoacidos no esenciales I3 mL 13 mL -
Gentamicina (50 mg/mL) 10 mL 10 mL -
NaHCO; 20¢g 20¢g 20¢g
L-glutamina 0,3 mg 0,3 mg -
Suero fetal bovino 120 mL 180 mL -
inactivado®
Agua miliQ 1000 mL 1000 mLL 1000 mL
pH 7,5+0,1 7,5+0,1 75+0,1

* Dulbecco Modified Eagle’s Medium, GIBCO, Grand Island N.Y., USA; b GIBCO,
Grand Island N.Y., USA; “ MEM Non-essential amino acids solution (100X), GIBCO,
Grand Island N.Y., USA; d BIOSER, Argentina. El suero fue inactivado térmicamente,
incubandolo 30 minutos a 60 °C. E1 D-MEM (1) se utilizo para las células HepG2 y el
D-MEM (2) se utilizo para las células Caco-2TC7.
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