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RESUMEN

Los hongos filamentosos son los organismos mas comunes deterioradores de los alimentos que
pueden provocar problemas econémicos incluso problemas de salud, debido a la produccion de
micotoxinas. El presente estudio de tamizaje se enfocd en evaluar la actividad antagonista de las
bacterias &cido lacticas (BAL) aisladas de alimentos fermentados sobre Penicillium sp y
Aspergillus sp aislados de granos de quinua Chenopodium quinua Willdenow almacenados en una
organizacion de comercio, de ciudad de Riobamba. Se examinaron BAL aisladas en agar Man,
Rogosa y Sharpe (MRS) a partir de: pickles, chicha; queso con cultivo lacteo y suero lacteo y de
otros productos con marcas registradas: Kumis Alpina, multiflora Megalabs, Choozit TM81
Danisco. Las bacterias se caracterizaron a nivel de género mediante su morfologia macro y
microscopica, pruebas de catalasa, oxidasa y tincion Gram, se purificaron para someterlas al
ensayo de antagonismo y se elabord un banco de las cepas bioactivas. Como indicadores de
antagonismo se aislaron e identificaron a Penicillium sp y Aspergillus sp de granos de quinua
provenientes de diferentes zonas de la provincia de Chimborazo: Colta, Guamote y Calpi,
Obteniendo once aislados de Penicillium y cuatro de Aspergillus. Los hongos Penicillium Cp 1.3
y Aspergillus Gm 1.6. participaron en el ensayo de superposicion de placas de agar Malta frente
a cuarenta cepas de BAL con potencial bioactividad antifingica. La frecuencia de aislados de
BAL con supresion media de Penicillium sp fue del 22,5%, de modo similar con Aspergillus sp
se obtuvo que el 15% representa una supresion media; siendo las cepas aisladas de pickles y suero
lacteo las que mostraron actividad antifingica superior. Se recomienda realizar un estudio
genotipico de los aislados de hongos y BAL, con el fin de conocer la especie participante y

promover el uso cepas bioactivas durante la cosecha, postcosecha y almacenamiento de la quinua.

Palabras clave: <BACTERIAS ACIDO LACTICAS>, <ANTAGONISMO >, < Aspergillus sp>,
<Penicillium sp >, < Chenopodium quinua Willdenow >, < ALIMENTOS FERMENTADOS>.
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SUMMARY

Filamentous fungi are the most common food spoilage organisms that can cause financial
problems, including health problems, due to the production of mycotoxins. The present
screening study focused on evaluating the antagonist activity of lactic acid bacteria (LAB)
isolated from fermented foods on Penicillium sp and Aspergillus sp isolated from grains
of quinoa, Chenopodium quinoa Willdenow, stored in a trade organization in the city of
Riobamba. Isolated LABs were examined on Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar from:
pickles, chicha; cheese with milk culture and whey and other products with registered
trademarks: Kumis Alpina, Megalabs Multiflora, Choozit TM81 Danisco. The bacteria
were characterized at the genus level by means of their macro and microscopic
morphology, catalase, oxidase and Gram stain tests, they were purified to be subjected to
the antagonism test and a bank of the bioactive strains was prepared. As antagonism
indicators, Penicillium sp and Aspergillus sp were isolated and identified, these were
taken from quinoa grains from different areas of the Chimborazo province: Colta,
Guamote and Calpi, obtaining eleven Penicillium and four Aspergillus isolates. The fungi
Penicillium Cp 1.3 and Aspergillus Gm 1.6. participated in the Malta agar plate overlay
test against forty strains of BAL with potential antifungal bioactivity. The frequency of
BAL isolates with mean Penicillium sp suppression was 22.5%, similarly with
Aspergillus sp it was obtained that 15% represents a mean suppression; being the isolated
strains of pickles and milk serum those that showed superior antifungal activity. It is
recommended to carry out a genotypic study of the fungal isolates and LAB, in order to
know the participating specie and promote the use of bioactive strains during harvest,

postharvest and storage of quinoa.

Keywords: <LACTIC ACID BACTERIA>, <ANTAGONISM>, <Aspergillus sp>,
<Penicillium sp>, <Chenopodium quinoa Willdenow>, <FERMENTED FOODS>.
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INTRODUCCION

Los alimentos por su riqueza en nutrientes pueden ser contaminados por hongos que adaptan su
fisiologia a las caracteristicas de aw, pH, potencial rédox, temperatura, que ofrecen estos nichos
ecoldgicos, también la colonizacion por hongos puede atribuirse a la asimilacion de nutrientes.
En general, los hongos contaminantes pueden crecer en una gran variedad de alimentos, asi los
géneros mas comunes Aspergillus y Penicillum se han aislado de cereales, vegetales, frutas y
productos de panificacion (Crowley et al 2013, p.95).

Frente a la contaminaciéon por hongos, la industria agroalimentaria ha aplicado métodos de
prevencion combinados con tratamientos diferentes (tecnologias de barrera: tratamiento térmico,
empaque al vacio), con el fin de prevenir las pérdidas econdmicas del producto y la vez asegurar
su calidad e inocuidad para los consumidores. A parte de lo descrito se ha recomendado el uso de
preservantes quimicos tales como &cidos organicos (acético, lactico, propidnico, sérbico,
benzoico y sus sales), sin embargo, estos microorganismos se estan volviendo resistentes a tales
compuestos (Schnirer & Magnusson, 2005, p.75).

En este contexto, desde 1995, la tendencia en preservacion de alimentos es eliminar el uso de
compuestos quimicos y promover la bdsqueda de métodos naturales para la conservacion
(EU,1995) debido también a que los consumidores demandan alimentos libres de conservantes
guimicos con menos procesamiento y mas seguros para la salud humana (Miranda Jorge et al 2011,
p.60).

Asi, entre los microorganismos mas usados en la preservacion natural de alimentos figuran las
bacterias acido lacticas (BAL), de amplia distribucién en el ambiente, en productos lacteos,
alimentos fermentados, vegetales y cereales. En este sentido se han usado cepas seleccionadas,
particularmente especies de Lactobacillus con fines de bioconservacién. El empleo de las BAL
se explica porgue son quimioheterotrofas, tienen capacidad para acidificar el medio, (volviéndolo
inhoéspito para bacterias alterantes o patogénicas) y algunas exhiben potencial para producir
compuestos antifingicos (Crowley, Mahony, & van Sinderen,2013, p.97).

Al principio se creyd que los acidos organicos, por su pH bajo eran los principales agentes
responsables de la actividad antifingica de las BAL pero junto a los acidos se encontraron
también otros metabolitos tales como: el dioxido de carbono, etanol, peroxido de hidrdgeno,
acidos grasos, acetoina, diacetilo, propionato, dipéptidos ciclicos, compuestos proteinaceos,
compuestos misceldneos como las lactonas, presencia de bacteriocinas por ejemplo, nisina,
reuterina, reutericiclina, pediocina, lacticina, y sustancias inhibidoras similares a bacteriocina
(BLIS), del inglés “bacteriocina like inhibitory substances” (Reis et al., 2012, Peyer et al., 2016,p.125).
Se ha evidenciado que la reduccién del crecimiento de hongos por la accion de BAL puede
atribuirse a la competencia por los nutrientes del sustrato y a las interacciones entre hongos y

metabolitos bacterianos. Es preciso anotar que el retraso o aumento de la actividad antifungica de



las BAL depende de la especie y es afectada por las condiciones de incubacién (temperatura,
tiempo), medio de cultivo, pH (Ahlberg, S.H et al., 2015, Laref, Guessas, & Kihal, 2013).

Cabe sefialar que, los hongos patogénicos que atacan a los cultivos, pueden también llegar a
deteriorar el producto con los efectos antes mencionados. Sin embargo, el mayor riesgo de la
contaminacion de alimentos por hongos es la produccion de micotoxinas, cuyo consumo genera
potencial toxicidad crénica de dificil diagnostico y con efectos acumulativos para humanos y
animales de abasto. Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por los hongos del
suelo cuando una temperatura elevada y alta humedad ambiental promueven un exuberante
crecimiento fungal en los alimentos. Las distintas micotoxinas suelen ocurrir simultaneamente en
la naturaleza (Pizzolitto et al., 2012, p.90). L0s géneros mas comunes asociados a este problema son
Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Claviceps.

Los productos agricolas como la quinua son susceptibles del ataque por hongos micotoxicégenos,
antes de la cosecha, durante la cosecha, en el transporte, almacenamiento y procesamiento, este
crecimiento puede comprometer la calidad y el rendimiento de los cultivos (Streit, 2013, p.78) con
las consecuentes implicaciones econdmicas.

Sin duda, la contaminacién con hongos en nuestro medio debe representar una preocupacion
principal para los fabricantes de alimentos, y para los organismos gubernamentales de control
sanitario. Frente a este aspecto, el uso de BAL aisladas de microbiota indigena de alimentos
fermentados) y de otras fuentes surge como una oportunidad promisoria para identificar cepas
capaces de controlar este problema, siendo necesario establecer una estrategia metodolégica que
evidencie la potencialidad de aislamientos de BAL como antagonistas de hongos alterantes y
micotoxigénicos, debido a que estas bacterias son seguras para el consumo.

Se preve que las BAL o sus metabolitos, debidamente vehiculizados se puedan emplear en
productos alimenticios, garantizando una mejor calidad, mayor duracién y el control de hongos
lo cual podria mejorar el nivel competitivo de los productores artesanales y/o microempresarios,
dando por finalizado como primera fase del proyecto de investigacion en que se enmarca este
estudio y contribuyendo con los resultados para futuras investigaciones pertinentes.

Por lo anterior, el presente estudio se enfoca en buscar y aislar bacterias acido lacticas a partir de
alimentos como pickles, chicha, queso con cultivo lacteo, suero lacteo y otros a fin de probar su
capacidad antagodnica frente a Penicillium y Aspergillus, hongos deterioradores de los granos de
quinua, en la fase de almacenamiento teniendo en cuenta que las bacterias y sus productos pueden

emplearse como biopreservativos.



JUSTIFICACION

Los hongos como microorganismos ubicuos se encuentran en todos los ambientes y debido a su
capacidad fisioldgica altamente versatil pueden contaminar una gama amplia de alimentos, tales
como derivados lacteos, cereales, pseudocereales y frutas. La contaminacion puede ocurrir a
través de la cadena alimentaria, en cualquier tiempo y localidad y los factores que promueven la
contaminacion son las deficiencias higiénicas en la cosecha, procesamiento o almacenamiento.
Los hongos como contaminantes pueden ejercer una accion dafiina sobre el sustrato alimenticio,
conduciendo a su deterioro progresivo que se manifiesta por cambios indeseables en sus
caracteristicas sensoriales como olor, color, flavor y textura, ademas provocan cambios en su
composicion quimica. Todos los efectos de la alteracion fangica de los alimentos se traducen en
pérdidas econdmicas debido al rechazo del consumidor por el producto y por ende a problemas
para su comercializacion local o para su exportacion (Delavenne et al., 2012,p.188).

A parte del deterioro, la contaminacién por hongos afecta a la inocuidad alimentaria debido a la
presencia de micotoxinas y a sus efectos nocivos para la salud humana y animal, efectos que
ademas son acumulativos. Se sabe que la aflatoxicosis causa hepatoxicidad severa con una tasa
de mortalidad del 25%, mientras que estudios en animales han encontrado que la exposicion
crénica a micotoxinas se asocia con carcinoma hepatocelular, especialmente en la presencia de
hepatitis B. Por otra parte, a las micotoxinas se atribuye depresion inmunolégica, reduccion del
crecimiento e interferencias nutricionales por dafio en el intestino, y se asume que efectos
similares podrian ocurrir en humanos.

Si bien, es posible prevenir el crecimiento fungal y las micotoxinas pueden eliminarse o
inactivarse por métodos fisicos, quimicos y biologicos; en la practica, la mayoria de estas
aplicaciones no se pueden adoptar en paises pobres por los costos elevados, por la pérdida del
valor nutricional, la alteracion de las caracteristicas sensoriales y los efectos desconocidos en la
salud humana. Por esta razon una alternativa simple para prevenir la presencia de micotoxinas es
controlar con BAL la contaminacion por hongos micotoxigénicos en el campo y durante el
almacenamiento de los productos.

Las BAL son de especial interés para emplear en biopreservacién debido al hecho que se
consideran como organismos GRAS “Generally regarded as safe”, o sea generalmente
considerados como seguros, destacAndose su largo historial de uso en alimentacion humana y
animal. La mayoria de estudios sobre bioactividad de BAL se han centrado en efectos
antibacterianos, mientras los reportes sobre efectos antifingicos no son tan frecuentes. Aungue
los granos andinos son sensibles al crecimiento fungal poco se sabe de la contaminacién de quinua
con hongos, aungue Pappier y colaboradores reportaron que Penicillium y Aspergillus fueron los

contaminantes mas frecuentes en quinua cosechada en Argentina (Pappier et al., 2008 citado en Ramos-
Diaz et al., 2021).



En este contexto, el presente estudio se justifica porque se centra en el tamizaje de cepas de BAL
con potenciales efectos de control de hongos como Penicillium y Aspergillus que pueden
comprometer la integridad de los granos de quinua si las condiciones ecoldgicas o deficiencias
higiénicas favorecen su ingreso y crecimiento en esta matriz.

La reduccion de hongos en la produccion y almacenamiento de alimentos resulta clave para
promover el desarrollo de estrategias destinadas a este fin, relacionado con el mejoramiento del
nivel competitivo de los productores artesanales y/o microempresarios y la calidad y seguridad
alimentaria. Los resultados de este estudio ofrecen una aportacion en este tema.

Cabe mencionar que el proyecto de investigacion es cofinanciado por el grupo de investigacion
en Seguridad Alimentaria y Desarrollo (SAGID), vy se realiz6 en los laboratorios de la Facultad
de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.



OBJETIVOS

General

e Evaluar la actividad antagonista in vitro de las bacterias acido lacticas aisladas de alimentos
fermentados elaborados artesanalmente sobre Penicillium sp y Aspergillus sp contaminantes
de granos de quinua.

Especificos

e Buscar, aislar e identificar a nivel de género Penicillium sp y Aspergillus sp en granos de
quinua almacenados en una planta de produccion.

e Buscar, aislar y caracterizar bacterias acido lacticas capnofilas en pickles, chicha, queso con
cultivo lacteo, suero lacteo, y cultivos comerciales.

e Ejecutar ensayos de screening in vitro de la actividad antagonica de las bacterias acido
lacticas aisladas de alimentos fermentados junto con las bacterias de cultivos comerciales,

frente a Penicillium sp y Aspergillus sp, para seleccionar las de mayor actividad.



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Las bacterias lacticas consideradas como un grupo microbiano surgieron a mediados del siglo
XIX con la contribucion de Louis Pasteur en 1857 sobre procesos fermentativos (fermentacion
lactica, alcohdlica o butirica) quien demostré que eran causados por distintos tipos de
microorganismos. Posteriormente en 1873, se aislo6 el primer cultivo puro de un microorganismo
y lo denomind Bacterium lactis. A finales del siglo XIX se propuso el término “Bacterium acido
lactico” y se emplearon cultivos iniciadores en la elaboracion industrial de quesos y leche agria

en Kiel y Storch (Copenhague), comenzando asi la era industrial de las fermentaciones (Bibel,
1988,pp.661-665).
La fermentacién microbiana es uno de los métodos ecoldgicos y econdmicos mas antiguos para

la conservacion de los alimentos (Pawlowska et al., 2012, p.218), asi pues, el uso de BAL remonta hace
mas de 10.000 afios, principalmente fue aplicado en la alimentaciéon para obtener productos

fermentados con una mayor durabilidad en relacion a los deméas alimentos (Pradeep, Kuttappa and
Prasana, 2014, pp.14-18).
Caplice, E y Fitzgerald G, consideran que las BAL cumplen con un rol durante la produccion y

conservacion de alimentos, puesto que la fermentacion depende de la oxidacion de los
carbohidratos para generar productos finales tales como: &cidos orgénicos, alcohol y dioxido de
carbono siendo estas moléculas las que a los agentes de deterioro de los alimentos. Las BAL
realizan una oxidacién parcial y el alimento retiene el potencial energético suficiente para el
beneficio nutricional del consumidor(Caplice and Fitzgerald, 1999,p.133). Por otro lado, Delavenne, E;
Mouniera, J; Déniel, F; evaluaron la actividad antifungica de las BAL aisladas de leche cruda de
oveja, vaca y cabra contra hongos de la descomposicion de los alimentos como: Penicillium
expansum y Mucor plumbeus, donde producen gas, alcohol y compuestos aromaticos indeseables
gue conducen a defectos de sabor y textura. El efecto de dicha inhibicion se atribuy6 a la presencia
de &cidos organico, acido caproico, perdxido de hidrogeno y/o etanoles producidos por las

especies de Lb. buchneri y Lb. plantarum que fueron identificadas en dichas muestras (Delavenne
et al., 2012,p.188).
Actualmente, varios estudios de las BAL como biopreservantes muestran un gran potencial para

el control de enfermedades de las plantas, aumentando el proceso de fotosintesis, y la resistencia
contra patdgenos (Asam y Rychlik, 2013, p.491). En general, las BAL empleadas en la cosecha,
transporte y almacenamiento de los alimentos, controlan hongos toxigénicos destacando los
géneros Penicillium sp, Aspergillius sp y Fusarium sp (Willey y Prescott, 2009, p.1088) (Bennett y

Klich,2003, p.498), capaces de alterar nutrimentalmente y organolépticamente los sustratos



alimenticios, principalmente alimentos de origen vegetal, como frutas, verduras y cereales.
(Richard, 2009, p.5).

La capacidad de las BAL como antimicrobianos presentan tres tipos de accion sobre el
crecimiento fungal: i) inhibicion de la biosintesis de los acidos nucleicos o pared celular, ii) dafio
a la integridad de las membranas y iii) interferencia a nivel metabdlico. (Heredia-Castro et al.
2017,p.123). Contribuyendo a reducir la presencia de hongos productores de micotoxinas, dicha
actividad se basa en la produccion de metabolitos &cidos y péptidos antifingicos tal como lo
demuestra Valerio; Favilla M; De Bellis, P y Sisto, A, al evidenciar la actividad anfungica de
BAL aisladas de semolina contra Penicillium roqueforti y Aspergillus niger, en el que metabolitos
como el &cido lactico, acético, citrico y férmico analizados por HPLC, demuestran como la
actividad de varios metabolitos puede llegar a detener el crecimiento de hongos deterioradores y
la produccién de sus micotoxinas (Valerio et al., 2009,p.440).

En el Ecuador existen alimentos fermentados que se elaboran artesanalmente tales como la chicha
de maiz, chaguarmisqui, vinagre, en el que se ven involucradas las BAL para llevar a cabo la
fermentacion alcoholica. Guaman et al, identificaron estas bacterias a partir, chicha de maiz, fruto
de la palma(chonta), vinagre, ponche de huevo, quesos y embutidos. Encontraron como especie
dominante Lb. plantarum que se desarrolla en las Gltimas fases de fermentacion de vegetales y
lacteos, mientras que Pediococcus, usado como cultivo iniciador se aislé de embutidos; el género
Leuconostoc fue el mas abundante en fermentados de maiz (chicha) y en la chonta, este estudio
demostrd una gran diversidad de bacterias acido lacticas en productos fermentados ecuatorianos
(Guaman et al., 2014). En nuestro pais se evaluaron in vitro propiedades bioactivas de BAL aislados
de bosques subtropical lluvioso ecuatoriano describiendo contra Escherichia coli y Salmonella

SPpP (Benavides et al., 2016,p.237).

1.2. Bases Tedricas

1.2.1. Cereales y Pseudocereales

Los cereales tales como avena, arroz, mijo, maiz pertenecen a la familia de las gramineas puesto
que son plantas monocotiledoneas y la estructura del grano esta formado por endospermo, germen
y salvado por lo tanto son ricos en almidon. Este polisacarido esta conformado por amilosa entre
el 25 y 28% y amilopectina del 72 a 75% (Colonna Nantes, Buleon, 1992; Cappelle et al., 2013; citados en
ILSI, 2018). Por otro lado, algunas especies de plantas como el alforfén, amaranto y quinua son
consideradas pseudocereales debido a que son plantas dicotiledéneas productoras de semillas,
razon por la cual el Departamento de Agricultura de Estados Unidos los define como “Frutas o
semillas de plantas no gramineas o no cereales que se consumen del mismo modo que los granos

de cereales. Normalmente no contienen gluten y son ricos en proteinas y nutrientes” (USDA, 2020).



1.2.1.1. Composicion nutricional de cereales y pseudocereales

Los cereales contienen un porcentaje de humedad en peso seco entre el 12 y 14%, son ricos en
vitaminas del grupo B, sin embargo, difieren su composicion entre los diferentes cereales. Cabe
destacar que poseen abundantes enzimas entre las mas representativas son las amilasas,
proteinasas y lipasas, mientras que el almidon es el polisacarido mas abundante y representativo,
aunque existen otros en menor cantidad como la hemicelulosa, celulosa y glucanos. Los lipidos
se encuentran en menor cantidad a diferencia de las proteinas y carbohidratos, no obstante, sirven
como fuente de produccién de aceite como es el caso del maiz y trigo (Martinez 2000, pp.141-144).

La composicion de los pseudocereales es variable, comenzando con las proteinas, son una gran
fuente de aminoéacidos tales como lisina, triptéfano, niacina y arginina; (Matuz et al., 2000; Gorinstein
et al., 2002; Vega-Galvez et al., 2010, p.3666) siendo mas abundantes en la quinua, amaranto y trigo
sarraceno o alforfon. Los lipidos que se encuentran abundantes son: acido linoleico, palmitico y
estearico (Caf, Suny Corke, 2003; Vega-Galvez et al., 2010; Paredes-Lopez y Robert, 2018, p.366). EIl almidén
se encuentra en cantidades semejantes en comparacion con los cereales, con la Unica diferencia
que su contenido de amilosa es muy bajo, lo que permite aprovecharlos también en productos

como: pan, galletas, postres etc. (W.A. et al., 1983; Qian y Kuhn, 1999; Lindeboom et al., 2005, p.366).

1.2.2.  LaQuinua

La quinua es un pseudocereal debido a la forma del grano y su composicién quimica; posee un
alto valor nutritivo por su contenido en proteinas, carbohidratos, vitaminas y fibra. Por esta razon
los cultivos de quinua son importantes para mejorar la calidad de vida a nivel mundial (ILsSl, 2018,
p.91).

En Ecuador la quinua es cultivada en la region andina, y se adapta a fuertes condiciones
ambientales, se cree que antes de la conquista espafiola los Chibchas y tribus de la meseta
Cundiboyacense cultivaban intensamente la quinua. En el pais existen 2 variedades
representativas de quinua, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias del Ecuador
(INIAP) las ha denominado: INIAP-Ingapirca, obtenida del Banco de Germoplasma de la
Universidad Técnica del Altiplano en 1980, y entregada a los agricultores como una variedad
mejorada, es una variedad que presenta hojas pequefias de forma romboide y borde entero.

La otra variedad es INIAP-TUNKAHUAN, la cual fue obtenida de una poblacion de
germoplasma en la provincia de Carchi-Ecuador en 1985, fue mejorada y entregada a los
agricultores entre 1987 y 1991, a diferencia de INIAP-INGACARPI, esta presenta hojas

triangulares grandes y de borde dentado y ondulado (Nieto, C; Vimos, C; 1994, p.5).



1.2.2.1. Composicion nutricional de la quinua

El grano de quinua se considera un alimento completo debido a su elevado valor nutritivo en

especial por un gran contenido de aminoacidos esenciales que puede sustituir aquellos que son

aportados por la proteina animal. Segin la FAO (FAO, 2011), la quinua es también una gran fuente

de &cidos grasos como la omega 3y 6 que ayudan a reducir los niveles de colesterol LDL y elevan

el colesterol HDL, ademas aporta con minerales entre los que se resalta su alto contenido en

calcio, magnesio y zinc. Las saponinas (glucésidos esteroideos) son otros de los componentes que

abundan en la quinua, se encuentran en todas las partes de la planta por lo que segun (Bhargava,

Shukla y Ohri, 2006, pp.79-80) su contenido menor o mayor al 0,11%, determina que la quinua se

considere como dulce o amarga. En la Tabla 1.1 se aprecia el valor nutritivo de este pseudocereal

y de otros alimentos proteicos. La Tabla 1.2 muestra el valor nutritivo de la quinua en contraste

con el de otros cereales.

Tabla 1-1: Composicion del valor nutritivo de la quinua.

Componentes % Quinua Carne Huevo Queso Leche vacuna Leche Humana
Proteinas 13,00 30,00 14,00 18,00 3,50 1,80
Grasas 6,10 50,00 3,20 3,50 3,50
Carbohidratos 71,00 - - - - -
Azlcar 4,70 7,50
Hierro 5,20 2,20 3,20 2,50
Calorias 100 g 3,50 431,00 200,00 24,00 60,00 80,00
Fuente:(MDRT-BOLIVIA, 2009; citado en FAO, 2011, p.7)
Tabla 2-1: Valores nutricionales de la quinua en comparacion con otros cereales.
QUINUA TRIGO MAIZ ARROZ
Proteinas 14,00% 11,60% 9,80% 7,70%
Carbohidratos 60,00% 69,70% 70% 74,90%
Grasa 5,00% 3,50% 7% 2,80%
Lisina 0,89% 0,36% 0,22%
Metionina 0,32% 0,17% 0,27% 0,27%
Triptéfano 0,15% 0,14% 0,07% 0,10%
Calorias 100 g 341,00 309,00 338,00 353,00

Fuente: (MDRT-BOLIVIA, 2009, p.9)

1.2.2.2. Zonas de produccion en Ecuador

La region andina del Ecuador se caracteriza por la cosecha de alimentos de consumo nacional.

Entre las provincias donde se encuentra la produccion de quinua son: Chimborazo, Imbabura,

Cotopaxi y Carchi, siendo las tres primeras provincias los mayores productores de esta planta de

alto valor nutricional (FAO, 2011).



1.2.2.3. Procesos de Cosecha en Ecuador

El tratamiento postcosecha de los granos de quinua comprende las siguientes etapas: el presecado,
consiste en recolectar la planta y dejar de 7 a 15 dias almacenadas sobre una tela o nylon (Bhargava,
A; Srivastava, 2013; citados en ILSI, 2018). La siguiente fase es el trillado, la misma que consiste en,
someter a la planta a métodos mecénicos y/o manuales que tienen como finalidad, el
desprendimiento de los perigonios de las semillas y la paja (Meyhuay, 2013, p.18). Después del
trillado de los granos, se trata de separar las impurezas existentes en las semillas, mediante
métodos manuales como es el aprovechamiento del viento, o a su vez empleando maquinas que
generan corrientes de aire a través de aspas giratorias para lograr una separacién mas rapida y con
gran cantidad.

Posteriormente, se procede a secar las semillas al sol durante 3 dias a fin de eliminar el exceso de
humedad, por lo que es importante asegurar un adecuado almacenamiento, ya que al exceder los
rangos de humedad de entre 12 y 15% es probable que empiece el deterioro de la semilla e inicie
el crecimiento de microorganismos alterantes de la quinua. Por Gltimo, se procede a la remocion
de saponinas para lo cual se utilizan los métodos himedo, seco o combinado que tiene como

finalidad la eliminacién del pericarpio (Bhargava, Shukla y Ohri, 2006; citados en ILSI, 2018).

1.2.2.4. Factores bioldgicos de alteracion en la cosecha y post cosecha de la quinua

Durante el proceso de cosecha, la quinua es sensible a diversos ataques por parte de
microorganismos o plagas que pueden alterar la obtencidn de nutrientes o0 a su vez provocar la
pérdida total de la planta. Una de las enfermedades que ataca a la planta en pleno crecimiento es
el mildiu, cuyo agente es Peronospora farinosa, un oomiceto que causa un ligero cambio de color
en la cara superior de la hoja, y se extiende a lo largo de las hojas formando zonas de color pajizo
de tejido necrosado (Muijica, Izquierdo y Marathee, 2014, p.5).

Los cereales y pseudocereales que provienen de paises en desarrollo normalmente experimentan
pérdidas postcosecha debido a una manipulacion inadecuada, plagas y deterioro por
microorganismos. Entre las causas principales de deterioro del grano de quinua se puede
mencionar: aves, insectos y hongos (Bolivar Blancas, 2007, p.180).

Las aves y roedores contaminan los granos de quinua logrando introducir microorganismos
dafiinos; mediante el excremento u orina, por tal motivo el lugar de almacenamiento debe estar
alejado de zonas de vegetacion y fuentes de agua. Por otra parte, los insectos contaminan el grano
con partes de su cuerpo o excremento, por ejemplo, los gorgojos producen calor y agua metabélica

propiciando el aumento de hongos durante el almacenamiento y el deterioro del grano (Bolivar
Blancas, 2007, p.180).
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1.2.3.  Hongos deterioradores de los granos de quinua

Los hongos filamentosos 0 mohos se desarrollan en la superficie de los alimentos con una
caracteristica fisica que generalmente los distingue, ya sean estos aterciopelados o algodonosos.
Es asi, que todo alimento que presenta un aspecto enmohecido se considera no apto para el
consumo. Determinados hongos son capaces de generar metabolitos secundarios de caracter
toxico denominados micotoxinas y son producidos cuando se alteran las condiciones normales de
su habitat. La exposicion del ser humano a estos compuestos puede causar micotoxicosis, y se
efectlia por via alimentaria, siendo este el principal riesgo de los alimentos con contaminacion
fingica, sea esta evidente 0 no (Antén, A; Lizaso, 2001, p.1).

Durante los procesos de recoleccion de los granos de quinua se considera crucial mantener la
integridad de su estructura y la calidad de sus nutrientes, para lo cual es indispensable cuidar las
condiciones de almacenamiento. Si los granos poseen una alta humedad se facilita el desarrollo
de hongos y si se encuentran dafios, no resistiran el atague de hongos. Entre los hongos que se
aislaron en este estudio sobre granos almacenados de quinua constan: Aspergillus sp, productor
de micotoxinas como aflatoxina y ocratoxina y Penicillium sp, el cual puede liberar de los granos
acido penicilico y citrinina (Bolivar Blancas, 2007, p.181). Hay pocos estudios que se enfocan
principalmente en determinar la micobiota de granos Andinos, entre estos Pappier et al que

reportan a Penicillium y Aspergillus como los contaminantes mas frecuentes en quinua (Pappier
et al., 2008 citados en Ramos-Diaz et al., 2021).

1.2.3.1. Caracteristicas morfolégicas de los hongos y condiciones ecoldgicas para su desarrollo

La morfologia fungal se observa de manera macroscopica y microscopica, y estas caracteristicas
conducen a su identificacién fenotipica que contribuye a su clasificacion. Las hifas de los hongos
son filamentos ramificados y entrelazados que pueden crecer dentro del alimento o fuera de este,
algunas de estas son completas y lisas mientras que otras son delgadas y desordenadas; el conjunto
de hifas se denomina micelio. Determinadas estructuras del micelio ayudan a identificar algunos
géneros, por ejemplo, los rizoides de Rhizopus y Absidia, la célula basal de Aspergillus, y la
ramificacion en forma de Y del género Geotrichum (Frazier y Westhoff, 1993, p.24).

Los hongos se reproducen mediante esporas asexuales o sexuales. Las esporas asexuales son de
tamafio pequefio, ligeras y resistentes a la desecacion por lo que diseminan facilmente en la
atmosfera y originan un talo nuevo de moho, ademas existen esporas sexuales implicadas en la
reproduccion de hongos denominados “perfectos” (Frazier y Westhoff, 1993, p.28).

El desarrollo de los hongos y la generacion de micotoxinas requiere de ciertas condiciones

ecoldgicas del ambiente (Frazier y Westhoff, 1993, p.29), COMO soN:
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Actividad de agua, aw y humedad. El agua disponible para el desarrollo de hongos
contaminantes de cereales y pseudocereales requiere de valores superiores a 0.7. En cuanto al
porcentaje de humedad, los hongos requieren un valor mayor al 14% para su crecimiento.
Mientras que la temperatura optima es alrededor de 25-30°C (Solis, 2015, p.20).

Los hongos por su naturaleza aerobia, requieren de oxigeno para su crecimiento, y creceran bien
en medios con Eh +, en cuanto al pH, pueden crecer en un rango que se ajusta entre 2 y 8,5. Los
hongos poseen enzimas hidroliticas tales como: amilasas, pectinasas, proteinasas y lipasas
capaces de desdoblar moléculas complejas y sencillas, (Solis, 2015, p.20), por lo que varios sustratos
ofrecen un ambiente adecuado para el crecimiento de estos microorganismos. En efecto, el suelo,
las plantas y los granos, son las matrices mas comunes que los albergan. Es asi, que las esporas
de los géneros, Alternaria, Penicillium, Fusarium y Aspergillus, desempefian un papel importante

en el deterioro de alimentos (Solis, 2015, p.20).

1.2.3.2. Los hongos contaminantes de la quinua

Los hongos al encontrar condiciones ambientales favorables, pueden colonizar los granos de la

quinua (FAO, 1985), entre estos se distinguen:

e Hongos de Campo: colonizan los granos antes de la cosecha, requieren niveles de humedad
entre el 20 al 22%. Como ejemplos se mencionan a: Fusarium (F. moniliforme, F. roseum, F.
tricinctum, F. nivale), Alternaria spp, Helminthosporium spp, Cladosporium spp, Penicillium
(P. oxalicum, P. funiculosum, P. oylopium, P. oydrinum) (Perusia y Funiculosum, 2001, p.87).

e Hongos de almacenaje: requieren de sustratos que sean facilmente metabolizables
(carbohidratos), una humedad relativa ambiente mayor o igual al 70%. La temperatura varia
de acuerdo al tipo de hongo, por ejemplo, Aspergillus flavus requiere una temperatura de 12 a
47°C para la produccion de toxinas. La cantidad de oxigeno y dioxido de carbono deben ser
idoneas, y entre mayor tiempo de almacenamiento mejor serdn las condiciones de desarrollo.
Entre los géneros mas comunes que se han encontrado en el almacenamiento son: Aspergillus

(A. Flavus, A. parasiticus), y Penicillium (Perusia y Funiculosum, 2001, p.88).

1.2.3.3. Penicillium y Aspergillus

Penicillium sp

Los hongos de este género se clasifican en la divisién Ascomycota, clase Euromycetes, orden
Eurotyales, familia Trichocomoceae. Este hongo crece rapidamente formando un micelio de color
blanco inicialmente, a medida que se forman las esporas se va coloreando segin la especie, al
final el micelio es de aspecto pulverulento y esta cubierto de esporas, el conidiéforo puede ser

monoverticilado asimétrico, biverticilado simétrico o poli verticilado. Penicillium sp presenta
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hifas con ramificaciones como se aprecia en la figura 1-1 al final de los conidiéforos, la métula,

fidlides y conidios se unen a modo de eslabones de cadenas (Visagie et al., 2014,p.343).

Conidio
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Figura 1-1: Penicillium sp y modelos de ramificacion del conidi6foro
Realizado por: Visagie et al., 2014

Penicillium se conoce bien como uno de los hongos mas comunes presentes en diversos habitats,
en el suelo, la vegetacion, aire, ambientes interiores y varios productos alimenticios (Lorenzo et al.,
2018, pp. 53-107). Su distribucion es amplia a nivel global y tiene un gran impacto econémico en la
vida humana, su principal funcién en la naturaleza es la descomposicion de materiales organicos,
algunas especies pueden actuar como patdgenos en la pre y post cosecha de cultivos alimentarios,
adicionalmente producen varias micotoxinas (Samson et al., 2014, pp. 141-173).

Desde el punto de vista ecoldgico, se ha encontrado una fuerte asociacion entre especies de
Penicillium y sus habitats naturales, lo cual se atribuye probablemente a comunicacién quimica
via metabolitos secundarios y enzimas extracelulares, pero se conoce que hay mucho por
investigar. Segin Andersen y Frisvad, los factores abioticos influyen, incluyendo la combinacion
de temperatura, potencial rédox, pH, presion, aw Yy atmosfera, pero ninguno de estos factores puede
explicar la asociacion de especies de Penicillium a un sustrato particular, como por €j. P.
aurantiogriseum a cereales, se menciona también que el tratamiento con quimicos puede cambiar

la asociacién entre la microbiota y la matriz alimentaria (Visagie et al., 2014,p.343).

Aspergillus sp

El género se caracteriza por tener micelio vegetativo con hifas hialinas, ramificadas, estructura
conidial desarrollada como cabezas conidiales, con presencia o ausencia de métula entre vesicula
y fidlides, los cuales pueden ser uniseriados o biseriados. Las vesiculas se forman en la parte distal
del conididforo que se origina en células hifales especializadas de paredes gruesas (células del
pie). Segln la especie existen variaciones en el aspecto de estas estructuras. Aspergillus se

reproduce de forma asexuada y sexuada y para la descripcion se aplica también las caracteristicas
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tamafio y morfologia de estructuras tales como cleistotecio, ascosporas y desarrollo de ascomata
(Samson et al., 2014).

Aspergillus es un género diverso con alto impacto social y econdmico, las especies son comunes
en varios habitats, en el aire de interiores, polvo de casas y oficinas, cereales y productos
alimenticios con actividad de agua reducida (Visagie et al., 2017).Se sabe que estos hongos
descomponen los alimentos, pueden causar pudricion postcosecha en cultivos de maiz y o trigo
secados inadecuadamente. Producen micotoxinas y frecuentemente se reportan como patdgenos
humanos y animales. Aunque también tienen usos biotecnolégicos (Samson et al., 2014).

A diferencia de los Aspergillus micotoxigénicos, hay otros Aspergillus en los no se han
identificado micotoxinas, pero pueden producir pérdidas del alimento y tienen potencial para
crear condiciones mas favorables para las especies menos xerofiticas de modo que pueden
producir micotoxinas, esto se daria mediante la produccién de agua metabdlica que incrementa a
actividad de agua del sustrato (Deschuyffeleer et al., 2015).

Las especies de Aspergillus se diferencian mediante tasa de crecimiento, textura, produccion de
esclerocio o cleistotecio, colores del micelio, esporulacion, pigmentos solubles, exudados, reverso
de la colonia. Las estructuras reproductivas, asexuales o sexuales son importantes para su
identificacion, como, por ejemplo: forma de las cabezas conidiales, presencia 0 ausencia de
métula entre vesicula y fialides, fidlides uniseriados o biseriados, color de los estipes, tamafio,
forma y textura de los estipes, células de Hille (cuando estan presentes), Ascosporas, tamafios y

morfologia (Samson et al., 2014).

Figura 2-1: Estructuras tipicas observadas en especies del género Aspergillus, cabeza conidial

con vesicula globosa que soporta fialides que originan a los conidios.
Realizado por: Chen et al., 2017, pp. 37-135
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1.2.4. Alimentos Fermentados

La fermentacion de los alimentos se ha practicado desde la prehistoria de la humanidad y
desarrollado a lo largo del tiempo modificando sustratos, procesos y tecnologias. La fermentacion
tiene lugar mediante cultivos microbianos de bacterias, levaduras y hongos, con técnicas como el
repique y el enriquecimiento. Uno de los grupos microbianos principales empleados en la
fermentacion tradicional e industrial conforman las bacterias acido lacticas (Shankar y Ushar
2021,p.1).

En la fermentacion anaerébica por bacterias acido lacticas ocurre un proceso metabdlico sin
oxigeno, en el que se genera energia a partir de compuestos organicos sin la participacion de un
agente oxidante exdgeno, formando metabolitos como el acido lactico, acido acético, formico y
propidnico, etanol, diéxido de carbono, bacteriocinas, entre otros; mejorando en estos alimentos
la vida de almacenamiento, la disponibilidad de nutrientes, las propiedades organolépticas y en
muchos casos aportan microorganismo benéficos para la dieta del consumidor o microorganismos
con propiedades inhibitorias para otros de caracter perjudicial que pueden estar presentes en las

matrices originales (Ray, Studies y Joshi, 2014, p.181).

1.2.4.1. Microorganismos de los alimentos fermentados

Existen una gran variedad de alimentos que resultan de un proceso de fermentacion, por ejemplo:
kombucha, kimchi, yogurt, queso, kéfir, kumis, chucrut, encurtidos o pickles. Los
microorganismos de la fermentacidn generan ciertas sustancias a partir del sustrato, generalmente
los carbohidratos son la fuente original para la formacién de metabolitos como el acido Ictico, el
cual ayuda a conservar el alimento y le da el sabor &cido tan agradable para el paladar. Sin
embargo, el proceso no solo preserva el alimento, sino que crea las enzimas necesarias para la

digestién (Tamang, 2010; Bourdichon et al., 2012; FAQ, 2013; citados en Tamang et al., 2015).

Es necesario tener en cuenta gue tanto alimentos como bebidas fermentadas a nivel mundial son

elaborados por diferentes microorganismos (Tamang, 2010; Bourdichon et al., 2012; FAO, 2013; citados en

Tamang et al., 2015) que se detallan a continuacion:

e Bacterias: Acetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Brachybacterium,
Brevibacterium,  Carnobacterium, Corynebacterium, Enterobacter, = Enterococcus,
Gluconacetobacter, Hafnia, Halomonas, Klebsiella, Kocuria, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Macrococcus, Microbacterium, Micrococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Propionibacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Tetragenococcus,
Weisella, Zymomonas.

e Hongos: Actinomucor, Aspergillus, Fusarium, Lecanicillium, Mucor, Neurospora,

Penicillium, Rhizopus, Scopulariopsis, Sperendonema.
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e Levaduras: Candida, Cyberlindnera, Cystofilobasidium, Debaryomyces, Dekkera,
Hanseniaspora, Kazachstania, Galactomyces, Geotrichum, Guehomuces, Kluyveromyces,
Lachancea, Metschnikowia, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces,
Starmerella, Torulaspora, Trigonopsis, Wickerhamomyces, Yarrowia, Zygosaccharomyces,
Zygotorulaspora.

1.2.4.2. Bacterias en alimentos fermentados

Las BAL en los productos lacteos fermentados incluyen principalmente los géneros de
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Enterococcus, Oenococcus seguidos
por especies de Acetobacter que oxidan el alcohol a acido acético. En general, el género

Lactobacillus es el predominante (Joshi y Sharma, 2009, p.199).

1.2.5. Bacterias Acido LAacticas

Se describe como bacterias acido lacticas (BAL) a un grupo de microorganismos con gran
diversidad morfoldgica y fisiolégica, siendo el principal caracter bioquimico la produccion de
acido lactico como metabolito mayoritario, durante la fermentacion de glucosa y otros azlcares
como la arabinosa galactosa o xilosa (Sun et al., 2008, p.2)

Durante la fermentacién estas bacterias sintetizan vitaminas y minerales, producen péptidos
bioldgicamente activos, con enzimas tales como proteinasas y peptidasas y remueven algunos
compuestos anti nutricionales. Entre los péptidos, algunos tienen efectos antioxidantes,
antimicrobianos, antifingicos, antagonistas de los opioides, anti alergénicos, anti carcinogénicos,

efectos a los que se atribuyen beneficios para la salud (Magnusson., B y Schnurer. 2003,p.129).

1.2.5.1. Caracteristicas microbiolégicas de las Bacterias acido lacticas

Las BAL son bacterias Gram-positivas, catalasa y oxidasa negativas, de morfologia bacilar o
cocobacilar, su longitud es variable y se acompafia de un grosor aproximadamente de 0,5-0,8 um,
son inmoviles, no esporuladas y anaerobias facultativas o microaerdéfilicas (Savadogo, 2006; citado en
Parra Huertas, 2010). Sus colonias se caracterizan por ser color blanco lechoso, consistencia suave y
forma circular convexa, estd morfologia es visible en medios de cultivos especificos (Ismail,
Yulvizar and Mazhitov, 2018, pp.4-5). Se destaca su aroma inconfundible, tipicamente a lacteo.

Las BAL no realizan fosforilaciones oxidativas en presencia de oxigeno, debido a su incapacidad
de sintetizar citocromos y enzimas correspondientes al grupo hemo, citando como ejemplo la
citocromo catalasa (Ekinci.F, 2008, pp.3-7), sin embargo en ciertas condiciones son capaces de

tomar grupos hemos externos de moléculas y enzimas como flavoproteinas, oxidasas y
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peroxidasas, para formar la enzima denominada pseudocatalasa, que permite realizar limitadas

oxidaciones no fosforilantes (Gorbefia and Saenz, 2017, pp.56-57).

1.2.5.2. Ecologia

Por lo que se refiere a ecologia las bacterias &cido lacticas se localizan en ambientes en donde
existen vitaminas, proteinas y carbohidratos, asi pues, el rango de crecimiento es relativamente
amplio, se ha evidenciado que son capaces de desarrollarse en temperaturas por debajo de 15 °C
o0 por encima de los 45°C, de igual manera el pH de un entorno adecuado varia desde pH 3 a 11.
Esta adaptacion hacia diversos ambientes explica su amplia distribucién en la naturaleza, como
en los materiales vegetales y frutas, diversos tipos de alimentos fermentados, cavidades (bucal,

genital, intestinal y tracto respiratorio) de humanos y animales, y otros ambientes naturales (Chen
and Linlin, 2018, pp.4-5).

1.2.5.3. Bacterias Homofermentativas

Las BAL homofermentativas utilizan la ruta Embden-Meyerhof Parnas (EMP) para convertir un
mol de glucosa en dos moles de acido lactico y 2 moles de ATP, se produce mas del 85% de acido
lactico por accion de las enzimas aldosas, hexosa e isomerasa. Cabe mencionar que se caracteriza
por degradar fructosa 1,6 difosfato aldosa en dos triosas fosfatos, los cuales se convertiran en
piruvato y posteriormente se efectlia una reaccion de reduccion mediante NADH, con el fin de
obtener acido lactico figura 3-1. Mientras que las BAL hetero fermentativas carecen de la enzima
aldosa la cual impide la degradacion de la fructosa 1,6-difosfato (Gorbefia y Saenz, 2017, p. 59). Dentro
de esta clasificacién se destacan los géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y

Streptococcus (Parra Huertas, 2010, p.97).
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Figura 3-1: Via homofermentativas de la glucosa por bacterias acido
lacticas.

Realizado por: Axelsson y Von Wright, 2004.

1.2.5.4. Bacterias Heterofermentativas

Las BAL heterofermentativas producen ademas de lactosa, acido lactico en un 50% y también
forman en pequefias cantidades &cido acético, etanol y dioxido de carbono. Este tipo de bacterias
carecen de las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero contienen la enzima fosfocetolasa la

cual le permite usar la via de las hexosas monofosfato o de las pentosas (Devlieghere, Vermeiren y
Debevere, 2004; Ly et al., 2008.p.275).
Las Bacterias hetero fermentativas generan &cido Iactico en menor concentracion, pues fermentan

1 mol de glucosa para formar 1 mol de &cido lactico, 1 mol de etanol y de CO; (Devlieghere,
Vermeiren y Debevere, 2004; Ly et al., 2008, p.275), por lo que no pueden ser usadas como cultivos

iniciadores, a excepcion de ciertos alimentos como el kimchi que requiere que el acido lactico no
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se encuentre en gran cantidad; por lo que este tipo de bacterias dan las caracteristicas deseadas
del alimento. Existen ciertos alimentos en que las bacterias hetero fermentativas actian como
cultivos iniciadores, sin embargo, deben ser precedidos de bacterias homofermentativas para la
continuidad del proceso de la fermentacion, de esta manera se logra tener las caracteristicas
reoldgicas y de palatabilidad deseadas (Choi et al., 2003, p.247).

1.2.5.5. Morfologia macroscopica de colonias de bacterias &cido lacticas

La morfologia macroscépica describe las caracteristicas de una colonia individual que ha
desarrollado en un medio de cultivo sélido, este parametro se usa como criterio de seleccion e
identificacion bacteriana (Society, 2021). Ismail en su articulo titulado “Caracterizacion de las
bacterias del acido lactico del kéfir de leche de vaca local”, sefiala que las observaciones
morfoldgicas de colonias de BAL se efectuaron de forma visual, apreciandose colonias esféricas,

color blanco cremoso con bordes lisos regulares y continuos y elevacion convexa (Ismail, Yulvizar
and Mazhitov, 2018, p.4).

1.2.5.6. Pruebas de Identificacién a nivel de género

Las pruebas de identificacion se basan en las propiedades morfologicas, fisiologicas y

bioguimicas que permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias (Carr, Chill y
Maida, 2002, pp. 2-3).

Prueba de catalasa

La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los microorganismos gue poseen citocromos,
esta prueba permite la deteccidn de bacterias capaces de sintetizar catalasa que neutraliza las
formas toxicas del oxigeno, la presencia de la enzima se detecta por la hidrélisis del peroxido de
hidrégeno al 3%, en agua y oxigeno molecular, considerandose una prueba positiva al observar

la liberacion burbujas de oxigeno tal como se muestra la siguiente reaccion (Bou et al., 2010, p.6).

2H,0, — 2H,0 + 0,

Prueba de oxidasa

Los citocromos son proteinas que forman parte de la cadena transportadora de electrones, propias
del metabolismo aerobio y fotosintético. La prueba de la oxidasa detecta la presencia de citocromo
C en la bacteria. La reaccion se basa en la capacidad del tetrametil-p-fenilendiamina (incoloro en
estado reducido) de oxidarse rapidamente en presencia de citocromo C, produciendo formas

coloreadas (azul) (Bou et al., 2010, p.6).
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Tincién Gram

La tincion Gram clasifica a las bacterias en 2 grupos en base a la respuesta que presenten al
colorear la pared bacteriana. La diferencia entre bacterias Gram positivas y Gram negativas esta
dada por el espesor de la capa de peptidoglicano que presenta la pared bacteriana. Las Gram
negativas estan compuestas principalmente por lipopolisacaridos, fosfolipidos, proteinas y menos
del 10% de peptidoglicanos a diferencia de las Gram positivas que contienen mayor porcentaje
de peptidoglicanos (Latorre and Navarro, 2011, p.26). Las bacterias Gram positivas, al contener una
gran cantidad de peptidoglicano, se tifien de color azul- violeta, mientras que las bacterias Gran

negativas se tifien de rosa (Esat Lopez-Jacome et al., 2014, p.12).

1.2.5.7. Efecto antagonista de las BAL

Las principales BAL reconocidas por su capacidad para prevenir o limitar el crecimiento de
hongos productores de micotoxinas pertenecen a los géneros Lactococcus y Lactobacillus,
Pediococcus y Leuconostoc. Se han descrito metabolitos activos tales como acidos organicos y
péptidos antifungicos (AFP), destacandose los dipéptidos ciclicos antifngicos: ciclo (L-PheL-
Pro) y ciclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) (Strém et al., 2002, p.4322).

La actividad antimicrobiana de las BAL, se atribuye a los siguientes metabolitos:

Acidos organicos: Se informa que el efecto antimicrobiano es generado por los productos finales
acidos, el pH bajo y la constante de disociacidn, los mismos que se desarrollan tras las 48 horas
de incubacion, asi pues, el acido lactico, propidnico y acético, que en su forma no disociada puede
penetrar a la célula microbiana y actuar colapsando el gradiente de protones electroquimico a su
vez, altera la membrana celular e interrumpe el sistema de transporte. (Snijders, Van Logtestijn and
Mossel, D. A. A. Smulders, 1985; citado en Ammor et al. 2006). Conjuntamente las Sales de acido
propidnico, como propionato de sodio y propionato de amonio muestran un efecto similar contra
hongos y levaduras a pH bajo (Schniirer and Magnusson, 2005; citado en Reis et al., 2012).

Peroxido de hidrégeno: Se origina en presencia de oxigeno como resultado de la accién de la
flavoproteina y su efecto antimicrobiano se debe a la capacidad de oxidar los grupos sulfhidrilo,
provocando la desnaturalizacion de una serie de enzimas patégenas, de igual manera es encargado

de peroxidar los lipidos de la membrana, aumentando su permeabilidad (Kong and Davison, 1980;
citado en Ammor et al., 2006).

Dioxido de carbono: es producido principalmente por BAL heterofermentativo, éste se involucra
en la creacion de un entorno anaerdbico que inhibe descarboxilaciones enzimaticas, de tal manera
que la acumulacion de CO2 en la bicapa lipidica de la membrana puede causar una disfuncion en

la permeabilidad (Eklund, 1984; citado en Ammor et al., 2006, p.180).
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No solo los compuestos acidos y el pH son los encargados del efecto antagonista, sino también
ciertas sustancias proteicas, conocidas como bacteriocinas, éstas tienen ciertos mecanismos de
accion sobre los microorganismos patogenos de los alimentos y son producidas durante o en el
final de la fase de crecimiento exponencial (Cotter, Hill and Ross, 2005, pp777-778).

Existen dos posibles mecanismos de accion de las bacteriocinas. La clase | indica que las
bacteriocinas atraviesan la pared celular, inhibiendo el lipido 1l en la membrana del patégeno,
razon por la cual evita la sintesis de peptidoglicano, encargado formacién de la pared celular de

los microorganismos, siendo la Nisina A sintetizada por Lactococcus lactis, pertenece a este grupo
(Da Costa et al., 2019, p.3).
Al contrario, la Clase 11 es responsable de la formacion de poros de la membrana celular, al unirse

con el receptor formador de poros pertenecientes al sistema manosa-fosfotransferasa (Da Costa et
al., 2019, p.3), lo que conlleva a un desequilibrio osmotico, debido a fuga de iones y fosfato
inorganico de la célula. La lacticina P, producida por L. lactis QU 5, presenta este mecanismo de

accion (Fimland et al., 2005, pp.669-672).

1.2.5.8. Propiedades y Usos de las BAL

El uso de BAL remota hace mas de 10.000 afios, principalmente fue aplicado en la alimentacion
con el fin de obtener productos fermentados con una mayor durabilidad con relacién a los demas
alimentos; entre ellos el yogurt era considerado un alimento probidtico capaz de prevenir
enfermedades y garantizar la salud (Pradeep, Kuttappa and Prasana, 2014, pp.14-18).

Las BAL pueden jugar un papel muy importante como conservantes ya que tienen una larga
historia en la produccion de alimentos y generalmente son reconocidos como seguros (estado
GRAS). Ademas, debido a ciertas propiedades metabdlicas, las BAL son de especial interés en la
industria alimentaria porque pueden mejorar el sabor, la textura y el valor nutricional del alimento
final (Arendt and Ryan, 2007, pp.19-21).

Hoy en dia se obtienen una serie de productos fermentados con propiedad probidtica, definiéndose
probidtico como un conjunto de microorganismos Vvivos y activos que ejercen una accion
equilibradora sobre el intestino, aliviando los sintomas en enfermedades inflamatorias, colitis,
enfermedad hepatica alcoholica, estrefiimiento, reduccién del riesgo de cancer de colon, higado y
seno; esto se debe a la presencia de anti mutagénicos, anticancerigenos, hipocolesterolémicos y
antihipertensivos (S.S. and Pan, 2014, pp. 79-81).

A nivel medicinal las bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas, se han convertido
en un foco de investigacion, por la capacidad de actuar como antibiéticos naturales, de acuerdo
al articulo titulado “Bacteriocinas de bacterias del &cido lactico como alternativa a los
antibidticos”, indica que, gran parte de las bacteriocinas sintetizadas son péptidos anfifilicos, que

producen dafio o inhibicion de la biosintesis de la pared celular es uno de los mecanismos méas
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efectivos efectos sobre microorganismos patdgenos siendo la Nisina A, lacticina P sintetizada
por Lactococcus lactis, perteneciente a este grupo (Nayar et al., 2015, p.1127) (Fimland et al., 2005, pp.
1726-1734). Por lo que se evidencia en la investigacion in vivo realizada con el uso de ratones como
modelo, no mostrd la influencia de la pediocina PA-1 en la composicién de la microflora
intestinal, a diferencia de los antibidticos clasicos, es decir, penicilinas y tetraciclinas son potentes
inhibidores del crecimiento microflora positiva del organismo (Otdak and Zielinska, 2017, pp. 335-336).
Se puede sefialar que las BAL han sido empleadas a nivel industrial, agricola y ganadero tal como
se detalla en el articulo cientifico titulado “El efecto de los indculos de bacterias del acido lactico
en el rumen in vitro fermentacion, producciéon de metano, bacterias celuloliticas ruminales
poblaciones y actividades de celulasa del ensilaje de la rastra”, el mismo que argumenta que el
uso de mazorca sirve como alimento para los rumiantes, teniendo en cuenta que la calidad del
forraje y la digestibilidad es una estrategia de mitigacion mas efectivas para reducir intensidad de
emision de CH4 por rumiantes, recibiendo gran atencion por la comunidad cientifica por ser un
gas de efecto invernadero. Las BAL se han utilizado para mejorar la calidad de fermentacion y
digestibilidad del ensilaje de paja, en resumen L. plantarum podria mejorar de manera eficiente
la calidad de la fermentacion y la digestibilidad de la fibra del ensilaje de la mazorca de maiz y
reducir la emision de metano, lo que resulta favorable para el medio ambiente (GUO et al. 2020, pp.
838-847).

La actividad antimicética de las BAL ha sido estudiada y evidenciada en articulo cientifico
titulado “Uso de bacterias del &cido lactico para la inhibicién de Aspergillus flavus y crecimiento
de Aspergillus carbonarius y produccion de micotoxinas™, donde se demuestra que la produccion
de sustancias activas tales como &cido, acido benzoico y propidnico, acido butirico, &cido
férmico, caproico y acidos hexanoicos, acido monohidroxioctadecenoico, acido fenilactico,
perdxido de hidrégeno, bacteriocinas, reuterino, fungicinas, etanol, diacetilo, dioxido de carbono,
dipéptidos ciclicos, compuestos fendlicos e hidroxilo &cidos grasos, estan asociados a sus efectos
antimicoticos; La cepa L. kefiri FR7 fue la cepa mas eficaz en la eliminacion de micotoxinas con
porcentaje de reduccion del 97,22%, 95,27% y 75,26% para AFB1, AFB2 y OTA,
respectivamente, debido a una mayor produccién de &cido organico, por tal razén permite reducir
el pH intracelular y detener las actividades metabdlicas del patdgeno (Ben Taheur et al., 2019, pp. 15-
23).

Otro gran aporte por parte de las BAL a nivel de la industria alimenticia es la capacidad de
reduccidn de contaminantes quimicos y naturales, tal y como se denota en el articulo cientifico
titulado “Uso de levaduras y bacterias del acido lactico para reducir la exposicion a alimentos
quimicos contaminantes y toxicidad”, a nivel mundial la contaminacion quimica o natural de los
alimentos representa un problema de salud, las BAL han resultado ser una alternativa para reducir
la exposicion a contaminantes; gran parte de interacciones de BAL con metales involucran

procesos de adsorcion a los componentes de la superficie, se ha demostrado que transportadores
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especificos como Zrtl, Pho84 o Fpsl estan implicados en la captacion de Cd, As (lll, V,)
respectivamente, de igual manera los componentes del peptidoglicano presentes en la pared
celular de las BAL se ven implicados en la unién a micotoxinas producidas por hongos patégenos,
cabe destacar que gran parte BAL contienen enzimas bacterianas tales como fosfotriesterasas,
metil paration hidrolasas y anhidrolasas de &cido organofosforado, capaces de degradar

organofosforados o pesticidas mediante la hidrélisis del enlace fosfodiéster (Chiocchetti et al., 2019,
pp. 1534-1545).
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CAPITULO II
2. Metodologia

2.1. Localizacion del estudio

El trabajo de investigacion sobre la Evaluacion de la actividad antagonista in vitro de las bacterias
acido lacticas aisladas de alimentos fermentados: pickles, chicha, queso con cultivo lacteo, suero
lacteo, y cultivos comerciales sobre cepas de hongos Aspergillus sp. y Penicillium sp.
contaminantes de los granos de quinua, se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2, Factores de estudio

2.2.1. Poblacion de estudio

Las bacterias acido lacticas aisladas a partir de pickles, chicha, queso con cultivo lacteo y suero
lacteo comercializados en la ciudad de Riobamba fueron sometidas a ensayos para determinar su
capacidad inhibitoria sobre aislados de Penicillium y Aspergillus. Los hongos se aislaron a partir
de granos de quinua originarios de cultivos de Calpi, Colta y Guamote.

La cantidad seleccionada fue de 5 unidades de muestra por tipo de alimento, teniendo como
ventajas el costo y facilidad de seleccidn, asegurandose que se cuente con al menos 500 mL o0 500
gramos de cada producto.

Las Bacterias BAL aisladas de cultivos comerciales tales como: Kumis Alpina®, probiético
Multiflora Megalabs®, cultivos iniciadores Choozit TM 81 Danisco®, se emplearon a modo de

estandares practicos, o controles positivos.

2.3.  Materiales, equipos y reactivos

2.3.1. Origen de los aislamientos de BAL

o Granos de quinua dulce

o Bebidas fermentadas comerciales: kumis y yogurt

o Cultivos starters

o Probidtico: multiflora

. Alimentos fermentables autdctonos: chicha, suero de leche, queso con cultivo iniciador,
pickles.
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2.3.2. Analisis microbiolégico

Tabla 1-2: Materiales, reactivos y equipos utilizados para el analisis microbioldgico de las

muestras de alimentos fermentados artesanales y cultivos comerciales.

DETERMINACION
ANALITICA

MATERIALES

REACTIVOS EQUIPOS

Aislamiento de
hongos a partir de
granos de quinua

almacenados

Tubos de ensayo, matraz
Erlenmeyer de 250 y 500
mL, cajas Petri de vidrio,
probeta de 100 y 250 mL,
vasos de precipitacion 100
mL, varilla de agitacion
Pipetas de vidrio graduadas
1, 5y 10 mL, ldmpara de
alcohol, micropipeta de 100
y 1000 uL, micropipeta de
20 uL, gradilla metélica, asa
bacteriolégica,
papel
succion,

espatula,
aluminio, pera de
Puntas azules y
amarillas para micropipetas

y bolsas plasticas Ziploc.

Tetraciclina Genfar®  Bafio de Agua memmert®

Agar Papa Dextrosa Autoclave Tuttnauer®
Agua de Peptona. Camara de flujo laminar
Bioair®

Balanza analitica Boeco®

Agua estéril.

Incubadora microbiolégica
memmert®

Placa de calentamiento.

Caracterizacion
morfoldgica de
hongos

Cubre y porta objetos,
lampara de alcohol, asa
microbioldgica, cinta

scotch.

Azul
lactofenol.

algodén de Microscopio Zeiss®

Agua esteril

Cinética de
crecimiento de
hongos

Regla Staedtler®
Marcador permanente

Ninguno Ninguno

Conteo de esporas de
hongos

Camara de Neubauer con
cubre cémara, tubos de
ensayo, varilla de agitacion,
micropipeta de 100 y 1000
uL, micropipeta de 20 uL,
Puntas azules y amarillas

para micropipetas.

Solucion de Tween 80  Microscopio Zeiss®
0,1%

Agua esteril

Aislamiento de BAL
de cultivos
comerciales: Kumis
Alpina ®, Multiflora
Megalabs®, Choozit
TM 81 Danisco®

Tubos de ensayo, balén de
100 mL,
Erlenmeyer de 250 y 500
mL, cajas Petri de vidrio,
probetas de 100 y 250 mL,
vasos de

aforo matraz

precipitacion,

Acido acético 5M Bafio de Agua memmert®

Agua de Peptona Autoclave Tuttnauer®
Etanol al 99%,
Agar MRS (OXOID

CMO0361),

Camara de flujo laminar
Bioair®
Balanza analitica Boeco®
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varilla de agitacion, pipetas
de vidrio graduadas 1,5y 10
mL, lampara de alcohol,
termometro micropipetas de
100 y 1000 uL, gradilla
metalica, asa bacterioldgica,
papel
Jarra Gas Pak, pera de

espatula, aluminio,

succion, Puntas azules y

amarillas  para  pipetas

volumétricas.

Cicloheximida Incubadora microbiolégica

50mg/mL, memmert®
Leche UHT Rey Placade calentamiento
Leche®

Tubos de ensayo, tubos con
tapa rosca,

baléon de aforo 100 mL,
matraz Erlenmeyer de 250 y
500 mL, de
vidrio, probeta de 100 y 250
mL, vasos de precipitacion,

cajas Petri

Aislamiento de BAL

. varilla de agitacion, pipetas
de alimentos o

de vidrio graduadas 1, 5y 10
fermentados: )
) ] mL, lampara de alcohol,

pickles, chicha; o

] Embudo de vidrio

queso con cultivo ) L
termOmetro, micropipetas
de 100 y 1000 uL, gradilla

metéalica, asa bacterioldgica,

papel
cuchillo, pera de succion,

lacteo, suero lacteo

espétula, aluminio,
eppendorf, Jarra Gas Pak,
puntas azules y amarillas
para micropipetas.

Acido acético 5M Bafio de agua memmert®
Agua de Peptona

Etanol al 99%

Camara de flujo laminar
Bioair®

Agar MRS OXOID Balanza analitica Boeco®
(CMO0361), Caldo Incubadora microbioldgica
MRS (OXOID  memmert®

CM0359), Placa de calentamiento
Cicloheximida 50

mg/mL.

Caracterizacion de  Cubre objetos, lampara de
BAL de productos

fermentados:

alcohol, asa microbioldgica

pickles, chicha;

queso con cultivo

lactico, suero lacteo
y cultivos

comerciales: Kumis
Alpina ®, Multiflora
Megalabs®, Choozit

TM 81 Danisco®

Perdxido de hidrogeno
3%
Tira reactiva oxidasa

Microscopio Zeiss®

OxiStrips™

Cristal violeta
Lugol
Alcohol-cetona
Safranina

Agua Estéril

Aceite de inmersion

Ensayo de Tubos de ensayo, matraz

antagonismo de las  Erlenmeyer de 250 y 500

BAL aisladas de

Agar MRS (OXOID Vortex
CMO0361), Caldo MRS Camara de flujo laminar
(OXOID CM0359) Bioair®
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alimentos
fermentados y
cultivos comerciales
sobre Penicillium sp
y Aspergillus sp

mL, Cajas Petri de vidrio,
probetas de 100 y 250 mL
Vasos de precipitacion,
Lampara de alcohol,
micropipeta de 20 a 100 uL
, asa microbioldgica, Jarra
Gas Pak gradilla metélica,
papel
untas amarilla para pipetas

espatula, aluminio,
volumétricas,
Staedtler®

Marcador permanente.

Regla

Agar Bacto,
Extracto de Malta
Tebuconazol 1Img/mL

Autoclave Tuttnauer®
Balanza analitica Boeco®
Incubadora microbiologica

memmert®

Crio preservacion de
BAL de los
alimentos
fermentados y

cultivos comerciales

Frascos de Vidro Schoot,
Pipeta graduada de 5 mL,
Micropipeta de 1000 uL.

Glicerol 99,9%
Mallincrodt AR®,

Caldo MRS (OXOID
CM0359),

60%.

etanol

Autoclave Tuttnauer®,
Camara de Flujo laminar
Bioair®, Congelador GE

Profile®,

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto. 2021

Tabla 2-3: Codificacion de los lugares de muestreo de los granos de quinua para el aislamiento

de hongos.
LUGAR ;
MUESTRA MUESTREO LOTE CODIGO
QUINUA CALPI CALPI9H14 Cp
AMARGA COLTA COLTA 101 Cl
GUAMOTE GUAMOTE 286 Gm

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto. 2021.

Tabla 3-2: Codificacion de muestras de alimentos fermentados y estandares para aislamientos

de BAL.
TIPO MUESTRAS CODIGO
Pickles PK
Chicha CH
ARTESANAL Queso con Cultivo l4ctico QF
Suero Lacteo SL
Kumis Alpina ® KU
COMERCIAL Multiflora Megalabs ® MF
Choozit TM 81 Danisco ® TM81

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

24.

24.1.

Quinua

Técnicas y métodos

Muestreo de Alimentos

Las muestras de granos de quinua, se tomaron en el almacén de la “Fundacion Maquita” ubicada

en la parroguia Calpi de la ciudad de Riobamba. Las muestras de quinua provenian de tres lugares
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diferentes, a cada una se asigné un codigo especifico, siendo estos: Calpi (Calpi9H14), Colta
(Colta 101) y Guamote (Guamote 286) tal como se muestra en la tabla 2-3.

Los granos de quinua fueron vertidos en fundas Ziploc, con un peso aproximado de 500 g cada
una, se rotuld y se trasladaron al laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo para su posterior analisis microbiolégico.

Alimentos fermentados

Los pickles se obtuvieron en el Local “Fuente de soda Hugo's”, ubicada en la ciudad de Riobamba
en las calles Guayaquil y Colén 22-53 pasaje la Merced. La cantidad muestreada fue de 500 g y
se envasaron en un recipiente de vidrio estéril.

La chicha artesanal, se tomo en el local “Fritaderia Guijarro” ubicada en el cantéon Guano en las
calles Ledn Dalgoy Ricaurte, provincia de Chimborazo, se colocaron 100 mL, en un frasco estéril,
en total se tomaron 5 muestras.

Las muestras de queso artesanal con cultivo lactico se tomaron en una tienda de abastecimientos
“El Salinerito”, ubicada en la ciudad de Riobamba en las calles Guayaquil y Esmeraldas. Se
tomaron al azar cinco muestras de 500 g, Cada muestra fue colocada en funda Ziploc, rotulada y
mantenida a 4°C en un cooler.

El suero lacteo se tomd de la queseria “Saguazo”, ubicada en la comunidad de Ilapo, canton
Guano, provincia de Chimborazo, se colocaron 100 mL en 5 frascos estériles respectivamente.
Finalmente, las muestras que se observan en la tabla 3-2, se trasladaron al laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, para

su posterior analisis microbiolégico.

2.4.2. Aislamiento de Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas fueron aisladas de las distintas muestras, mediante la preparacion de
diluciones seriadas en agua de peptona al 0,1% (1071-107° ), se tomaron 10 mL o 10 g de la
muestra, posteriormente se lleva a cabo la siembra en superficie en Agar MRS con acido acético
5 M vy Cicloheximida de 50 mg/5mL de etanol al 60%, se incubaron por 48 horas a 37°C en
condiciones de capnofilia. A partir de cada aislamiento se seleccionaron colonias con
caracteristicas macroscopicas tipicas de BAL, a cada colonia se identifico a nivel de género
mediante pruebas de tincion Gram, oxidasa y catalasa. Las colonias con caracteristicas tipicas se
inocularon en Caldo MRS (OXOID CM 0359) e incubaron durante 8 horas a 37 °C., y se
purificaron empleando la técnica de siembra en estria o por agotamiento, mediante 3 resiembras
consecutivas en Agar MRS (OXOID CMO0361) incubando a 37°C durante 48 h en

capnofilia(Carolina and Jorge, 2016,p.116).
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2.4.3. Aislamiento de hongos

Para la obtencidn de aislados de Aspergillus sp y Penicillium sp de la quinua se procedio a realizar
diluciones seriadas desde 1071-10"> en agua de peptona al 0,1 % Yy se inoculd 100 uL de 3
diluciones en Agar Patata Dextrosa (PDA) suplementado con tetraciclina 40 ppm/vol de medio
de cultivo, el cultivo se incub6 a 25°C por 7 dias. A cada aislamiento obtenido se realizo tincion
de lactofenol para su caracterizacion mediante observacion microscopica del arreglo que
presentan sus estructuras celulares, conidios, métula esterigma, conidi6foro, vesicula, segun el
caso. Posteriormente, se purificaron las colonias inoculando el hongo mediante puncion en el
agar selectivo. EI método consiste en tomar con una aguja microbiolégica la colonia seleccionada,

para transferir a un nuevo medio de cultivo sélido y evidenciar su crecimiento (Landero Valenzuela
et al.2017, pp. 1020-1021).

2.4.4. Cinética de crecimiento de hongos

A partir de las colonias de hongo aisladas y purificadas, se corté con sacabocado un cilindro de
medio, con 6 mm de didmetro, el cilindro se transfiri6 a un pozo realizado previamente en la parte
central de una placa de PDA. Se monitored el crecimiento de los hongos incubados a 25°C
midiendo con una regla el didmetro de las colonias durante 7 dias consecutivos cada 24 horas. Se

elabord una gréfica de evolucion del diametro en mm vs tiempo en horas.

2.4.5. Conteo de esporas

Se tomaron cultivos frescos de hongos hacia el final de la fase logaritmica, se inocul6 talo en el
inclinado de tubos con Agar PDA, los cultivos se incubaron a 25°C durante 5 dias. Al término de
la incubacion sobre cada cultivo se deposité 5 mL de solucién salina con Tween 80 al 0,1%, con
el fin de formar una suspensién de esporas, de dicha suspensién se tomd 1 mL y se transfirid a 9
mL de Solucion salina con Tween 80 al 0,1%, se llegd hasta la dilucién 1:100 (Carillo, M;Ramirez,
M;Martinez,J 2006.p.143), de esta dilucidn se depositaron 20 uL en la camara de Neubauer, dejando
reposar por 3 minutos previo conteo de esporas hasta obtener una concentracion de alrededor de
10 ° cel/1mL.

2.4.6. Ensayo de antagonismo in vitro de las BAL

El ensayo de antagonismo permitié determinar el porcentaje de inhibicion de BAL sobre
Penicillium y Aspergillus. Para conseguir tal objetivo se realizd una siembra masiva, a partir de
una colonia purificada procedente del tercer repique, se suspendid una asada de este material en
20 mL de caldo MRS (OXOID 0359), se incubd a 37°C por 48 horas, luego se transfirié 1mL en

100 mL de caldo estéril, una vez evidenciado el crecimiento bacteriano, se tomé una asada y se
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trazaron 2 lineas paralelas con asa de 10 pL en la superficie del medio MRS agar (OXOID CM
0361). Cada linea midié 3 cm de largo y se dejé 2,5 cm de espacio entre lineas. Transcurrido el
tiempo de incubacion de las BAL se depositd 10 mL de agar semisolido, compuesto por Bacto
agar y extracto de Malta, conteniendo una concentracién de 10* esporas de hongos/10 mL, se
dejo solidificar e incubar en aerobiosis por 48 horas a 25 °C. Como control positivo se utiliz6
tebuconazol 430 g/L y se diluyo hasta llegar a una concentracion de 1mg/mL (lIglesias et al., 2017,
p.10), para colocar sobre las lineas(Magnusson et al., 2003,p.130).

El Porcentaje de inhibicién dado por las BAL, se calculé mediante la siguiente formula:

o Aréa del rectangulo x 100 %
% de Inhibicion =

Area del circulo (caja Petri)
2.4.7. Crio preservacion de BAL

Se elabord un banco de BAL con 40 cepas aisladas y purificadas en Agar MRS (OXOID CM
0361), para lo cual se tomé una asada de la colonia y se transfirié a 5 mL de caldo MRS (OXOID
CM 0359) esterilizado, se dejé incubar por 18 horas a 37°C. Una vez que ha trascurrido el tiempo
de crecimiento de las bacterias, se vertié la suspension del caldo en frascos de vidrio Schoot con
5 mL de glicerol al 30%, ya que este actuara como un crio protector de células bacterianas. Se
coloc6 1000 uL de la suspensién de glicerol al 30% con caldo MRS (OXOID CM 0359), en tubos
eppendorf, hasta obtener 10 copias de la misma cepa aislada, se codificd y se procedi6 a congelar

a -20°C(Carolina and Jorge, 2016,p.116).

C2xV2

La formula que se aplicé para la obtencion del glicerol al 30% es la siguiente:V1 = o

Donde:

V1= volumen requerido del Glicerol al 99,9%
C1= Pureza del Glicerol 99,9%

V2= Volumen total de agua estéril

C2= Glicerol al 30%
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3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1

Tabla 1-3: Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas y microscépicas de hongos aislados de

CAPITULO 111

Resultados del aislamiento de hongos a partir de granos de quinua

la quinua.
CEPA Caracteristicas Caracteristicas CEPA
MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS AISLADA

Cpl3 Colonia de color verde en el centro  Hifas hialinas ramificadas en los  Penicillium sp
con borde blanco, apariencia extremos del conidioforo,
aterciopelada y polvorienta, fialides agrupadas en forma de
presencia de exudacion. Reverso pincel.
blanco amarillo. produccidn de conidios esféricas

Cpl4 Colonias de apariencia algodonosa, Hifas hialinas ramas y fialides Penicillium sp
de color verde en el centro y borde en forma de pincel, presenta
blanco, no presenta exudacioén. produccion de conidios
Reverso blanco con café centro. esféricas.

Cp1l5 Colonia de color blanco a su Hifas hialinas ramificadas y Penicillium sp
alrededor y verde en el centro, fialides en forma de pincel,
apariencia pulverulenta, si presenta presenta produccion de conidios
exudacion. Reverso blanco. redondas.

Cpl6 Colonias de color verde en el centro  Hifas  hialinas  biverticilado  Penicillium sp
y blanco en los bordes, apariencia presenta conidios esféricos en
algodonosa y no presenta exudacion.  forma de pincel.
Reverso blanco

Cp 17 Colonia de color verde enel centroy  Hifas  hialinas  conididforos  Aspergillus sp
amarillo en su borde, apariencia cortos, vesiculas esféricas,
pulverulenta 'y no presenta fidlides uniseriado y esporas
exudacion. Reverso amarillo esféricas.

Cl12 Colonia de color verde enel centroy  Hifas hialinas, biverticilado y Penicillium sp
borde blanco, apariencia algodonosa  fidlides en forma de pincel,
y si presenta exudacién. Reverso presenta produccion de conidios
amarillo redondas.

Cl13 Colonia de color blanco en el centro  Hifas hialinas conidi6foro poli  Penicillium sp
y borde, apariencia algodonosa y si  verticilado,  produccién  de
presenta  exudacion. Reverso  conidios redondas.
amarillo.

Cl14 Colonia de color blanco en el centro  Hifas hialinas presenta conidios  Penicillium sp
y borde, apariencia algodonosa y si  esféricos en forma de pincel.
presenta  exudacion. Reverso
amarillo.

Cl15 Colonia de color verde y amarilloen  Hifas hialinas ramificada en los  Penicillium sp
el centro y blanco en su borde, de extremos del conidi6foro,
apariencia algodonosa y si presenta  produccion de conidios
exudacion. Reverso amarillo oscuro  redondas u ovoide.

Gm 11 Colonia de color amarillo en el Hifas hialinas con vesiculas Aspergillus sp
centro y blanco en su borde, de redondas, fidlides radiales,
apariencia algodonosa y no presenta  conidios esféricos u ovoides en
exudacion. Reverso verde forma radial.

Gm 1.2 Colonia con centro blanco seguido Hifas hialinas ramificadas y Penicillium sp
de un halo verde y un margen fidlides en forma de pincel,
blanco, apariencia algodonosa y no  presenta produccion de conidios
presenta  exudacion. Reverso  redondas.
amarillo oscuro.

Gm 1.3 Colonia de color verde seguido de Hifas hialinas presenta conidios  Penicillium sp

una franja amarilla y borde blanco,
apariencia algodonosa y si presenta
exudacion. Reverso amarillo oscuro.

esféricos organizados en forma
de pincel.
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Gm 1.4  Colonia de color blanco enel centro  Hifas hialinas, con vesiculas Aspergillus sp
y borde, apariencia algodonosa y no  redondas y esporas redondas en
presenta exudacion. Reverso blanco  forma de corona.

Gm 15 Colonia de color blanco centro, Hifas hialinas, produccion de Penicillium sp
franja verde y borde blanco, de conidios redondas u ovoide.
apariencia algodonosa y si presenta
exudacion. Reverso amarillo.

Gm 1.6  Colonia de color blanco en el centro  Hifas hialinas presenta vesiculas ~ Aspergillus sp
y borde, apariencia algodonosa y no  redondas ausencia de métula,
presenta exudacion. Reverso blanco.  con cabeza de conidios.

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

Los contaminantes fangicos predominantes en los granos de quinua tabla 1-3, fueron los géneros
Penicilluim sp y Aspergillus sp, de un total de diecinueve aislamientos cuatro cepas se
consideraron del género Aspergillus, once del género Penicillium, y las restantes no presentaron
las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de interés. La cepa seleccionada para el ensayo
de antagonismo fue Aspergillus Gm 1.1, figura 1-3,cuyas caracteristicas concuerdan a lo descrito
por Mirabile G, sobre Aspergillus de alimento para ganado, como colonias que presentan en el
anverso del cultivo conidios maduros color amarillo verdoso y en el reverso colonias de color
amarillo claro ; microscopicamente , presentan conidiéforos portadores de vesiculas esféricas con
fialides radiales y productoras de conidios globulares o subglobulares (Samson et al., 2014, pp.
141-173) (Mirabile et al., 2019, p. 7), coincidiendo con la descripcion microscépica de nuestro
estudio, figura 1-3. Por otro lado, Visagie, C, describe al género Penicillium como micelio de
aspecto pulverulento, cubierto de esporas; microscopicamente presenta conidi6foros
monoverticilado asimétrico, biverticilado simétrico o poli verticilado, métula, fidlides y conidios
se unen a modo de eslabones de cadenas. (Visagie et al., 2014, pp. 343-371), ademas Peberdy, J
concuerda con las estructuras microscopicas de Penicillium en el que los conidi6foros son lisos,

globosos con un grupo de tres a cinco ramas (Peberdy, 1987, p.32).

32



Morfologia microscépica Aspergillus sp en azul algodén de lactofenol.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

i
A B)

Morfologia microscdpica Penicillium sp en azul algodén de lactofenol.

et

Figura 2-3: A) Morfologia macroscépica de Penicillium sp en Agar PD

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.
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Tabla 2-3: Cinética de crecimiento de Penicillium sp y Aspergillus sp aislado de los granos de

quinua.
Hongo Cepa Dia1l Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Penicillium sp Cpl3 09cm 1,2cm 1,5cm 2,5¢cm 3,2cm 3,7¢cm 4,3cm
Aspergillus sp Gm1ll 0,95cm 1,05 cm 1,30 cm 1,70 cm 2,05 cm 2,30 cm 2,65 cm
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

Cinética de Crecimiento Penicillium
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Grafico 1-3: Cinética de crecimiento en Agar PDA de Penicillium sp.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

Cinética de Crecimiento Aspergillus
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Grafico 2-3: Cinética de crecimiento en Agar PDA de Aspergillus sp
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

La medicién consecutiva del didmetro de la colonia a lo largo del tiempo de incubacion permitié
establecer la cinética de crecimiento de cada hongo empleado en este estudio tal como se aprecia
en los gréficos 1-3 para Penicillium sp y 2-3 para Aspergillus sp, donde fue evidente el inicio del

crecimiento exponencial al tercer dia y la mayor esporulacion al dia séptimo, los datos fueron
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utiles para aplicar al posterior recuento de esporas en la cAmara de neubauer. Los resultados de
este ensayo coinciden con las apreciaciones de Prosser, que considerd que la forma de crecimiento
de los hongos filamentosos, se relaciona con un aumento ordenado de los componentes celulares
en condiciones Optimas de crecimiento, es decir tiene lugar la extension del micelio, dando como

resultado un crecimiento exponencial de la biomasa fungal. (Prosser y Tough 1991,p. 98).
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3.2.  Caracterizacion de bacterias acido lacticas provenientes de alimentos fermentados y cultivos comerciales

Tabla 3-3: Conteo de UFC de diluciones decimales en Agua de peptona al 0,1% de alimentos fermentados y cultivos comerciales.

MUESTRA CEPA DILUCIONES
1071 1072 1073 104 1075 10-¢
KUMIS KU N° COLONIAS (UFC) 3 1 0 0 0 0
ALPINA® UFC/ ml 300 1,00x103 <1,00x10* <1,00x10* <1,00x10* <1,00x10*
MULTIFLORA MF N° COLONIAS (UFC) 5 1 0 0 0 0
MEGALABS® UFC/ ml 500 1,00x103 <1,00x10* <1,00x10* <1,00x10* <1,00x10*
CHoOzIT T™ 81 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 47 8 0 0
TMS81 UFC/ g >3,00x10* >3,00x10° 4,70x10° 8,00x10° <1,00x10* <1,00x10*
DANISCO®
PK1 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 56 5 0 0
UFC/ mL >3,00x10% >3,00x105 5,60x10° 5,00x10° <1,00x10? <1,00x10!
PK 2 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 93 12 0 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 9,30x10° 1,20x10° <1,00x10?! <1,00x10?!
PICKLES PK 3 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 89 8 1 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 8,90x10° 8,00x105 1,00x10° <1,00x10?!
PK 4 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 63 6 0 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 6,30x10° 6,0,0x105 <1,00x10?! <1,00x10?!
PK 5 N° COLONIAS (UFC) No existe No existe No existe No existe No existe No existe
UFC/ mL crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
CH1 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 75 7 4 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 7,50x10° 7,00x105 4,00x10° <1,00x10?!
CH2 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 63 5 1 0
CHICHA UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 6,30x10° 5,00x105 1,00x10° <1,00x10?!
CH3 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 69 8 1 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x105 6,90x10° 8,00x10° 1,00x10° <1,00x10?!
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CH4 N° COLONIAS (UFC)  No contable 126 16 2 1 0
UFC/ mL >3,00x10* 1,26x10° 1,60x10° 2,00x10° 1,00x10° <1,00x10*
CH5 N° COLONIAS (UFC) No existe No existe No existe No existe No existe No existe
UFC/ mL crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
QF1 N° COLONIAS (UFC) No existe No existe No existe No existe No existe No existe
UFC/ g crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
QF2 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 268 64 17 0
UFC/ g >3,00x10% >3,00x10° 2,68x10° 6,40x10° 1,70x107 <1,00x10*
QUESO CON QF3 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 196 92 9 1
CULTIVO UFC/ g >3,00x10* >3,00x10° 1,96x10° 9,20x108 9,00x10° 1,00x107
LACTEO
QF4 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 288 101 53 1
UFC/ g >3,00x10* >3,00x10° 2,88x10° 1,01x107 5,30x107 1,00x107
QF5 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 167 34 5 0
UFC/ g >3,00x10* >3,00x10° 1,67x10° 3,40x10° 5,00x10° <1,00x10*
SL1 N° COLONIAS (UFC)  No contable 143 33 4 1 0
UFC/ mL >3,00x10* 1,43x10° 3,30x10° 4,00x10° 1,00x10° <1,00x10!
SL?2 N° COLONIAS (UFC)  No contable 190 72 4 2 0
UFC/ mL >3,00x10* 1,90x10° 7,20x10° 4,00x10° 2,00x10° <1,00x10!
SUERO SL 3 N° COLONIAS (UFC)  No contable 215 30 4 1 0
LACTEO UFC/ mL >3,00x10* 2,15x10° 3,00x10° 4,00x10° 1,00x10° <1,00x10?!
SL4 N° COLONIAS (UFC)  No contable No contable 129 17 6 0
UFC/ mL >3,00x10* >3,00x10° 1,29x10° 1,70x10° 6,00x10° <1,00x10?!
SL5 N° COLONIAS (UFC)  No contable 222 47 9 3 0
UFC/ mL >3,00x10* 2,22x105 4,70x10° 9,00x10° 3,00x10° <1,00x10*

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021
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Gréfico 3-3: Analisis de correspondencia de las muestras de alimentos fermentados y cultivos

comerciales con respecto a las UFC por mL o g de producto.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

El cuadrante | del Grafico 3-3 de correspondencias evidencio que las mayores concentraciones de
bacterias estuvieron presentes en la chicha y los pickles, al ser cultivadas en agar MRS por 48
horas. La concentracién elevada de estos microrganismos se relaciona con el uso de recetas
tradicionales para elaboracion de bebidas fermentadas a base de maiz y verduras respectivamente.
En estudios referentes a recuento de BAL presentes en los granos de cerveza muestran
concentraciones altas alrededor de 108 UFC/g (Asurmendi et al. 2014,p.35). Hay que destacar que las
BAL nativas, se desarrollan en una serie de sustratos de subproductos de cereales, (cebada, el
trigo, maiz) y pseudocereales, como también en verduras y frutas, dicho crecimiento intervine en
produccion de compuestos activos antiflngicos que dependen de la actividad metabdlica de cada
cepa al fermentar metabolitos presentes en el sustrato como: proteinas, carbohidratos, fibra
dietética, fosfolipidos, esenciales acidos grasos, vitaminas, minerales y antioxidantes (Pelikanova,
J., Liptakova, D., Valik, L., & Stantekova, 2011; citado en Jukonyte et al., 2018). Las BAL se aislan
comunmente de los alimentos fermentados, debido a que constituyen parte de la microbiota
autdctona de productos lacteos y derivados; con respecto al 11 y IV cuadrante del grafico 3-3,
registra una concentracion de 1,29x10° UFC/mL y 9,2x10° UFC/mL de las BAL aisladas de
Suero lacteo y queso con cultivo lacteo respectivamente, relacionando en paralelismo con
estudios literarios similares sobre BAL nativas, aisladas de leche de vaca, oveja y cabra , se

mostraron concentraciones medias totales entre 4,7 £ 0,4 y 5,9 = 0,5 Logl0 UFC / mL, en
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consecuencia el promedio de BAL en las muestras de leche de vaca y cabra, fueron méas altas en
comparacion con la leche de oveja (Delavenne et al., 2012, p.187). Demostrando que, existe una alta
concentracion de BAL en leches, gracias a la fermentacion de D-galactosa, D-glucosa, D-fructosa,
D-maltosa, D- sacarosa, N-acetil glucosamina, L-arabinosa (Manini et al. 2016,p.277).

Por otro lado, las muestras de kumis Alpina®, Multiflora Megalabs® y Choozit TM81 Danisco
® presentaron en el aislamiento in vitro una concentracioén disminuida de BAL, respecto a lo
esperado, lo que se explicaria debido a: defectos de condiciones de almacenamiento en los locales
donde se comercializan. De otro lado, en estos productos, los microorganismos presentes han sido
adicionados en forma liofilizada o microencapsulada que causa una rapida deshidratacion y estrés
térmico (Ray, S., 2016; citado en Sneyder, Giraldo and Montes, 2016). O en el caso de los liofilizados, reducen
la velocidad de las reacciones quimicas para conservar al microorganismo generando un dafio
celular, reduccion de la viabilidad y actividad microbiana (Strasser, S., Neureiter M., M. Geppl, 2009;
citado en Sneyder, Giraldo and Montes, 2016), Este segundo argumento seria aplicable para explicar la
poblacion final de microorganismos viables en un probidtico, la cual se estima en 10" a 10% en
lugar de niveles algo mas elevados que podrian alcanzar productos de fermentaciones naturales.
Cabe recalcar que el aislamiento de BAL en Kumis Alpina® y Multiflora Megalabs® tuvo como
fin disponer de BAL como estandares practicos de referencia para el aislamiento de BAL a partir
de pickles, chicha, queso con cultivo lacteo y suero lacteo, asi como para el ensayo de

antagonismo frente a hongos.
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Tabla 4-3: Comparacion de la morfoldgica macroscdpica de BAL aisladas de alimentos

fermentados con respecto a los de cultivos comerciales.

CULTIVOS ESTANDARES

FORMA COLOR BORDE OLOR  SUPERFICIE CONSISTENCIA ASPECTO HALO
Elevada Blanco  Regular:  Lactico Lisa Suave Cremoso Lenticular
convexa Continuo Brillante

MUESTRAS ARTESANALES

Elevada Blanco  Regular:  Lactico Lisa/Semilobulada Suave Cremoso Lenticular
convexa Continuo Brillante

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

Los resultados de la evaluacion macroscopica de las colonias de BAL Tabla 4-3 de cultivos de
muestras comerciales y muestras artesanales aisladas y purificadas, en este trabajo, presentaron
minimas diferencias de tamafio, color, borde y superficie Anexo IV. Resultados que coinciden
con los estudios de Morami Devil que describe colonias BAL de color amarillo palido /
blanquecino, elevadas, esféricas con margenes enteros (Devi, Jeyanthi Rebecca and Sumathy, 2013, p.
117), de igual manera Ismail, Yulvizar , describe las colonias de BAL aisladas de leche de vaca de
color blanco lechoso consistencia suave y forma circular convexo (Ismail, Yulvizar and Mazhitov, 2018,
pp.4-5). Lo que indica que las BAL aisladas en estos alimentos corresponden morfoldgicamente a
las caracteristicas tipicas esperadas y que también se observaron en las BAL procedentes de

cultivos comerciales (Kumis Alpina®, multiflora Megalabs®) con identificacion declarada.

Tabla 5-3: Caracteristicas morfoldgicas microscopicas y pruebas de identificacion de BAL

aislados de alimentos fermentados y cultivos comerciales.
MORGFOLOGIA TINCION

CEPA MICROSCOPICA GRAM CATALASA OXIDASA

BAL empleadas como ESTANDARES

KU 1.1 Cocos en cadena + - -
KU 1.2 Cocos + - -
MF 1.2 Bacilos cortos + - -
MF 1.3 Bacilos cortos + - -
MF 2.1 Bacilos largos + - -
MF 2.2 Bacilos largos + - -
MF 2.3 Bacilos largos + - -
TM81 2.1 Bacilos cortos + - -
TM812.2 Cocos en cadena + - -
TM812.3 Cocos en cadena + - -
PICKLES

PK1.1 Bacilo corto + - B
PK 1.2 Bacilo corto + - B
PK 2.1 Bacilo corto + - -
PK 2.2 Bacilo corto + - -
PK 4.1 Bacilo corto + - -
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CHICHA

CH21 Bacilo corto + - -
CH22 Cocos en cadena + - -
CH3.1 Bacilos cortos + - -
CH33 Cocos + - -
CH41 Bacilos cortos + - -
CH43 Cocos + - -
CH44 Cocos + - -
QUESO CON CULTIVO LACTEO

QF21 Bacilos largos + - -
QF 2.2 Cocos + - -
QF 2.4 Cocos en cadena + - R
QF 3.1 Cocos + - -
QF 3.2 Cocos + - -
QF 3.3 Cocos + - _
QF 4.3 Bacilos cortos + - -
QF 44 Bacilos cortos + - -
QF 45 Bacilos cortos + - _
QF53 Bacilos cortos + - -
QF 5.4 Bacilos cortos + - R
QF 55 Bacilos cortos + - R
SUERO LACTEO

SL11 Bacilos cortos + - -
SL21 Bacilos cortos + - -
SL22 Bacilos cortos + - -
SL4.1 Bacilos cortos + - -
SL 4.2 Bacilos cortos + - -
SL5.1 Cocos en cadena + - -

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

La Tabla 5-3, indica las caracteristicas microbioldgicas de colonias tipicas de BAL, ndtese que,
de un total de 40 cepas purificadas, la morfologia microscopica predominate de las muestras
artesanales y cultivos comerciales, son bacilos cortos (22), mientras que los bacilos largos se
ubican en dltima posicién. La coloracion Gram sirve como ensayo cualitativo para verificar la
pureza del cultivo, tal pureza se consiguié mediante 3 resiembras sucesivas, la pureza del cultivo
es indispensable antes de llevar a cabo pruebas de identificacion fenotipicas y genotipicas.

Los ensayos de catalasa y oxidasa ayudan a diferenciar y seleccionar o descartar rapidamente las
cepas analizadas. El resultado oxidasa negativo de las BAL indica la incapacidad de sintetizar una
cadena de transporte de electrones, enzimas y citocromos dependientes del grupo HEMO. Sin
embargo, son capaces de degradar poca cantidad de oxigeno, mediante oxidasas, tal como NADH

oxidasa, piruvato oxidasa, lactato deshidrogenasa, como también por la presencia de una enzima
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especial denominada pseudocatalasa dependiente de magnesio (Mills et al., 2011; citado en Feng and
Wang, 2020) . Es importante mencionar que las especies reactivas del oxigeno (superoxido anion
(03), perdxido de hidrégeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH"), limitan la viabilidad de las BAL
(Hansen, 1993; Higuchi; citado en Yamamoto y Kamio, 2000) en atmosfera aerobia.
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3.3.  Resultados del ensayo in vitro del antagonismo de bacterias acido lacticas aisladas sobre los hongos de la quinua

Tabla 6-3: Porcentaje de inhibicién de BAL de muestras artesanales sobre Penicillium sp y Aspergillus sp.

CEPA DE CEPADE CONCENTRACIO  MEDIA % CEPADE CONCENTRACION MEDIA % DE
BAL HONGO N DE ESPORAS DE HONGO DE ESPORAS INHIBICION DE
Penicillium sp (Cel/ INHIBICIO Aspergillus sp (Cel/ mL) BAL
mL) N DE BAL

PK 1.1 49.70 52.40

PK 1.2 62.92 58.88

— Kl 195000 £056 137500 5189
- PK22 55.95 62.20
- PK41 57.20 39.47
~ CH21 25.35 25.65
~ CH22 11.13 16.91
- CH31 Col3 197500 23.69 emil 100000 23.85
~ CH33 16.34 23,83
~ CH41 13.81 25.53
~ CH43 24.45 19.74
~ CH44 10.13 26.28
 QF21 5.52 21.26
 QF22 6.09 2.23
 QF24 2.24 5.29
 QF31 7.95 3.92
 QF32 23.84 145000 24.30
 QF33 112500 6.29 7.54
- QF43 54.64 18.86
 QF44 45.72 4113
~ QF45 49.73 32.49
~ QF53 39.01 39.01
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QF 5.4 43.06 41.04

QF5.5 37.18 38.64

SL11 47.50 37.72

. 42. 44.41
st21 197500 o0 100000

SL22 54.21 54.21

SL4.1 52.40 50.24

SL4.2 61.08 37.10

SL5.1 58.71 39.50

PLACA TEBUCONAZOL TEBUCONAZOL
CONTROL
% 8,89 10,20
INHIBICIO
N PICKLES

% , 7,88 13,90
INHIBICIO
N CHICHA

% 13,67 9,67
INHIBICIO

N QUESO

CON

CULTIVO

LACTEO

% 7,79 14,02
INHIBICIO

N  SUERO

LACTEO

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.
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Tabla 7-3: Porcentaje de inhibicion de BAL (estdndares practicos) sobre Penicillium sp y Aspergillus sp.

CODIGO DE CODIGO DE CONCENTRACION MEDIA % DE CEPADE CONCENTRACION DE MEDIA % DE
BAL HONGO DE ESPORAS INHIBICION DE HONGO ESPORAS Aspergillus sp INHIBICION DE
Penicillium sp BAL (Cel/mL) BAL
(Cel/mL)
KU11 20,16 28.45
KU 1.2 6,36 36.42
MF 1.2 21.32 30.42
MF 1.3 19.50 25.09
ME 2.1 Cp1l3 125000 2751 Gm1l1l 102500 32.45
MF 2.2 17.65 30.73
MF 2.3 6.75 31.26
TM81 (2.1) 0 0
TM81 (2.2) 0 0
TM81 (2.3) 0 0
PLACA TEBUCONAZOL TEBUCONAZOL
CONTROL
% DE ] 13,68 12,30
INHIBICION

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.
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Tabla 8-3: Analisis univariante de los Porcentajes de Inhibicion de Penicillium sp y Aspergillus

sp.
MEDIDA  %INHIBICION  9%INHIBICION CONTROL P. CONTROL P.
PENICILLIUM ASPERGILLUS TEBUCONAZOL TEBUCONAZOL
PENICILLUM ASPERGILLUS

MINIMO 0 0 8 10
1ER 9,5 20,75 8 10
CUARTIL

MEDIANA 24 30,5 14 12
MEDIA 29 29,75 11,43 11,8
3ER 50 39,25 14 14
CUARTIL

MAXIMO 63 62 14 14

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

Con el objetivo de detener el crecimiento de hongos como Penicillium sp y Aspergillus sp se
utiliz6 Tebuconazol para el tratamiento control. Mediante un analisis exploratorio de datos se
estudio la localizacion central y dispersion de los porcentajes inhibidos evidenciandose en la
Tabla 8-3 donde, el promedio de inhibicién de hongos dados por las BAL fue de 29,37 %; en el
caso de Aspergillus existi6 un mayor porcentaje de inhibicién siendo del 29,75%, tanto en
cultivos comerciales como artesanales. Con Tebuconazol se logré inhibir al 11,8% y 11,43% de
Aspergillus sp y Penicillium sp respectivamente. Hay que destacar que el porcentaje maximo de
inhibicion de hongos se consiguié con el uso de bacterias acido lacticas antes que con
Tebuconazol debido a que sus resultados se sobrepusieron en 48 unidades al detenimiento de
Aspergillus y 49 unidades al crecimiento Penicillium.

A sabiendas que Aspergillus sp causa el deterioro de muchos productos alimenticios y los
productos metabolicos de la invasién fungica suelen ser muy toxicos, tanto para el hombre como
para otros animales segin menciona Carrillo (Carrillo, 2000. p.5) , Se considera como alternativa para
el control de estos hongos, el uso de sustancias producidas por BAL tales como el &cido lactico,
que reduce el pH de los alimentos y otros compuestos como perdxido de hidrégeno, acido acético,
reuterina que inhiben también a Penicillium como mencionan Brul y Coote (Brul and Coote, 1999.p.2)
De esta manera, en el presente estudio se demostré que las BAL aisladas de alimentos
fermentados y cultivos comerciales en su mayoria logran tener un antagonismo sobre el

crecimiento micelial de dichos hongos.
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Gréfico 4-3: Porcentajes de inhibicion de BAL y Control positivo de
Tebuconazol en Penicillium sp y Aspergillus sp.

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

El Grafico 4-3 muestra que los porcentajes de inhibicion de Penicillium sp y Aspergillus sp con
tebuconazol a la concentracion inhibitoria minima de 1mg/mL son inferiores a los obtenidos por
la actividad antagonica de las BAL. Se conoce que este agroquimico presenta una actividad
fungicida sistémica de caracter preventivo, curativo y erradicativa logrando un buen control sobre
microorganismos superficiales e internos de plantas. Sin embargo, se debe tomar en cuenta su
ligera toxicidad para aves, peces y abejasy su accion irritante para la piel y mucosas (Portal Tecno
Agricola,2021).

Las BAL poseen un mayor porcentaje de inhibicion debido a que no solamente actda un solo
componente para detener el crecimiento de hongos, tal como menciona Batish, el efecto sinérgico
del acido lactico y acético pueden detener el crecimiento fingico, este Gltimo al poseer un mayor
valor de pKa puede generar dentro de la célula fingica una mayor disociacion también se
considera que a mayor longitud de la cadena de &cidos grasos mejor es la efectividad contra este
tipo de microrganismos (Batish et al., 1997.p.212), segin Sjogren el Lactobacillus plantarum MiLAB
14 selogré identificar mediante resonancia magnética y espectrofotometria de masas la presencia
de 4cidos como 3-hidroxi-5-cis-dodecanoico, 3-R-hidroxidecanoico, 3-R-hidroxitetradecanoico
(Sjgren et al., 2003, p.7555) , llegando a detener especies de Penicillium sp y Aspergillus sp, otro de
los metabolitos con mayor efecto antifingico es el 4cido fenilactico producido por bacterias del
género Lactobacillus en especial Lactobacillus plantarum, tal como demuestra Lavermicocca este
componente ha logrado retrasar el crecimiento de cepas como Aspergillus niger y Penicillium
verrucosum, de esta manera se verifica que las BAL aisladas de alimentos fermentados
artesanales y cultivos comerciales pueden generar una bioactividad antifngica (Lavermicocca,
Valerio and Visconti, 2003, p.636).
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%INHIBICION Y CONTROL TEBUCONAZOL (PENICILLIUM ~ ASPERGILLUS)
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%inhibicion PENICILLIUM 0,13 0,19 0 0,55 0,19 0,27 0,53
S%inhibicion ASPERGILLUS 0,32 0,3 0 0,55 0,23 0,23 0,44

Gréfico 5-3: Porcentaje de inhibicién de Penicillium sp y Aspergillus sp por la bioactividad

antagénica de aislados de bacterias acido lacticas procedentes de distintas fuentes.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

De acuerdo al grafico 5-3 los aislados de BAL procedentes de pickles y suero lacteo generaron el
mayor porcentaje de inhibicidn de Penicillium sp y Aspergillus sp; sugiriendo ademas diferencias
significativas con la accién antagonica de los aislados procedentes de las otras muestras por lo
que se corrobor6 con el analisis de varianza correspondiente.

Los hongos filamentosos son capaces de contaminar muchos alimentos incluyendo los cereales y
derivados en todas las etapas del procesamiento. El uso de cepas de BAL aisladas de frutas y
verduras, presentaron una actividad antifingica contra hongos contaminantes de quesos, gque
incluyen los géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Geotrichum, Mucor y
Trichoderma, dicha actividad se debe a la produccion de una mezcla de compuestos acidos, entre
ellos, el acido lactico, Acido fenilactico, 4-hidroxi-fenilactico, 4cido benzoico, 4cido propionico
y acido acético, producidos principalmente por la especie L. plantarum aislada de las muestras
antes mencionadas. En resumen, la combinacién de los diferentes acidos Yy perdxido de
hidrogeno, fue suficiente para evidenciar la actividad antagénica, que se atribuye a la
desestabilizacion de la membrana flngica (Cheong et al., 2014, p.96). Ademas, investigaciones
desarrolladas para la caracterizacién de metabolitos antiflngicos, producidos por BAL aisladas
de germen de trigo fermentado, y productos lacteos, mostraron la presencia de péptidos
antifangicos (AFP), cuyo mecanismo, se atribuye, a la interaccion directa con la superficie
fangica y alteracion de la membrana (Bellamy W, Wakabayashi H, Takase M, Kawase K and M, 1993; citado

en Siedler, Balti and Neves, 2019), siendo el péptido Lf (1-11) atil contra Aspergillus fumigatus (Siedler,
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Balti and Neves, 2019, p.143). Con el mencionado antecedente es evidente que las cepas de BAL
aisladas de pickles y suero lacteo, sean capaces de sintetizar cualquiera, 0 mas de uno de dichos
compuestos, que contrarrestan in vitro el crecimiento de Aspergillus y Penicillium, dicho

resultado se observa en la Figura 3-3.

Figura 1-3: Actividad antagdnica de BAL aisladas de Suero Lacteo (SL) sobre

A) Penicillium sp y B) Aspergillus sp.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021
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Grafico 6-3: Evaluacion de Normalidad en las variables “Porcentajes de inhibicion de

Penicillium sp y Aspergillus sp”
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

Se utilizaron pruebas gréficas e inferenciales de los resultados del gréafico 6-3 para evaluar el
ajuste de las variables a una distribucion normal, los gréaficos Q-Q Plot indicaron que los
porcentajes de inhibicion carecian de ajuste normal, por tanto, con el objetivo de confirmar lo
observado se usé la prueba de Kolmogorov Smirnov con la correccién de Lilliefors robusta
aplicada cuando se trata del analisis de muestras superiores a 30 datos. El contraste de hipo6tesis

se plante6 como sigue.

H,: La variable porcentaje de inhibicion sigue una ley normal
H,: La variable porcentaje de inhibicién no sigue una ley normal

Tabla 9-3: Prueba de normalidad en Kolmogorov-Smirnov.

PRUEBA DE NORMALIDAD
Kolmogorov-Smirnov

Estadistico gl Sig.
Inhibicién sobre Penicillium ,123 39 ,143
Inhibicién sobre Aspergillus ,086 39 ,200*
*. Esto es un limite inferior de la significancia verdadera

a. Correccién de significacién de Lilliefors
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021

50



Existio suficiente evidencia para no rechazar H,, por tanto, las variables, porcentaje de inhibicién
de Penicillium y porcentaje de inhibicidn de Aspergillus se ajustan a una ley normal debido a que
el valor de p>0,005 el cual tiene un nivel de confianza del 95%.

Two Sample t-test

data: x and y
t = -0.17704, df = 78, p-value = 0.8599
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0O
95 percent confidence interval:
-0.09184032 0.07684032
sample estimates:
mean of x mean of y
0.2900 0.2975

Gréfico 7-3: Estadistico de prueba para analisis bivariable.

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

Al comprobar normalidad en las variables se planteé una prueba de comparacion de medias para
identificar cual de los tratamientos inhibe en mayor concentracion a los hongos Penicillium y

Aspergillus, su contraste se defini6 por:

HO: Hop de inhibicién de Penicillium — H% de inhibicién de Aspergillus
Hl: Hop de inhibicion de Penicillium * Hos de inhibicién de Aspergillus

Como el p valor (0.8599) es mayor que el nivel de significancia (0,05) se acepta la Hy, es decir
que el porcentaje de inhibicién con el uso de las bacterias acido lacticas aisladas de los alimentos
fermentados son estadisticamente iguales, sin embargo, hay que tener en cuenta que a pesar de
una bioactividad igualitaria esta se puede mejorar, si en alguno de los tratamientos, se logra poner
en contra de uno de los hongos el mayor nimero factores ecoldgicos que controlan su crecimiento
tales como humedad relativa del ambiente, temperatura, pH, suministro de oxigeno e indice de
acidez. Por otra parte, el tiempo de almacenamiento es importante ya que a mayor tiempo,

aumenta la posibilidad de condiciones adversas o favorables para el desarrollo fungal (Perusia and
Funiculosum, 2001,p.88)
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Tabla 10-3: Estudio estadistico ANOVA en andlisis multivariable.

ANOVA
Suma de Media
Cuadrados ol cuadratica F Sig

Inhibicion Entre grupos 1,133 6 ,189 11,572 ,000
sobre Dentro de ,538 33 ,016
Penicillium grupos

Total 1,671 39
Inhibicion Entre grupos ,788 6 ,131 12,862 ,000
sobre Dentro de ,337 33 ,010
Aspergillus grupos

Total 1,125 39

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

Con el objetivo de comparar el porcentaje de inhibicion de Penicillium sp y Aspergillus sp entre
los aislados procedentes de alimentos fermentados artesanales y cultivos comerciales se emple6
un andalisis de varianza tal como se muestra en la tabla 10-3 cuyo contraste se define con el

siguiente planteamiento:

BAL de Alimentos fermentados artesanales

HO: Hop 1.p. Chicha = Mo, 1.P. Quesocon cultivo lacteo — Uop 1.p. Suero lacteo = HMo% 1.P. Pickles
Hy: Al menos una de las medias es diferente

HO: Ho 1.4, chicha = Mo 1.4. Quesocon cultivo lacteo — Hop 1.4. Suero lacteo = Mo 1.A. Pickles
H;: Al menos una de las medias es diferente

BAL de cultivos comerciales

Ho: Poy 1.p. kumis = o 1.p. Multiflora = H% 1.p. TM81
H;: Al menos una de las medias es diferente

Ho: oy 1.4, kumis = Ko 1.4. Multiflora = H% 1.4, TM81

H;: Al menos una de las medias es diferente

Donde po, ; p. representa el promedio de inhibicion de Penicilliumy po, ; 4. representa el promedio
de inhibicién de Aspergillus.

Como el p valor de Penicillium sp y Aspergillus sp fue 0,00 se rechaza la Hy, es decir que al
menos uno de los porcentajes de inhibicion es diferente tanto en alimentos fermentados como
cultivos comerciales.

Para detectar el porcentaje de inhibicion diferente en cada grupo de alimentos se utilizé la prueba

de TUKEY vy las graficas de medias.
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Tabla 11-3: Andlisis estadistico Tukey de los alimentos fermentados artesanales y cultivos

comerciales.

Inhibicién sobre Penicillium Inhibicidn sobre Aspergillus
Subconjunto para Subconjunto para
alfa=0,05 alfa=0,05

Muestra N [ 1 2 3 Muestra N |1 2 3
CHOOZIT 3 .0000 CHOOZIT TM81 3 .0000
TM81 DANISCO®
DANISCO®
KUMIS 2 .1326 KUMIS 2 .2298
ALPINA® ALPINA®
CHICHA 7 1784 CHICHA 7 .2336
MULTIFLORA 5 .1855 MULTIFLORA 5 .2999
MEGALABS® MEGALABS®
QUESO CON 12 | .2677 .2677 QUESO CON 12 3244
CULTIVO CULTIVO
LACTEO LACTEO
SUERO 6 5275 | .5275 | SUERO LACTEO 6 4386 | .4386
LACTEO
PICKLES 5 .5527 | PICKLES 5 .5497
Sig .058 .071 | 1.000 | Sig 1.000 .064 | .676
Se visualizan las medias para los grupos en los | Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica=4,305 armonica=4,305
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se
utiliza la media armoénica de los tamafios utiliza la media arménica de los tamafios de
de grupo. Los niveles de error de tipo | no grupo. Los niveles de error de tipo | no estan
estan garantizados. garantizados.

Media de INHIBICION_PENICILLIUM

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.

0607

0509

=)

=

&
1

=]

w

=
1

o
=]
=

1

0109

0007

T T T T T T T

KUMIS MULTIFLORA TM81 PICKLES CHICHA QUESO SUERO
CLITIVO L | ACTFO

Muestra

0,60

o
T
=

1

=

=

=
1

0209

Media de INHIBICION_ASPERGILLUS
=
=
1

=
=
1

0,00

T T T T T T T

KUMIS MULTIFLORA TM81 PICKLES CHICHA QUESO SUERO
CLITIVOL 1 ACTFO

Muestra

Grafico 8-3: Grafico de medias del porcentaje de inhibicion de las BAL aisladas de los diferentes

alimentos fermentados y productos comerciales contra Penicillium sp y Aspergillus sp.

Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.
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Con relacion a Penicillium sp, los porcentajes de inhibicion generados por los aislados de BAL
fueron altos en las muestras de Suero lacteo y Pickles mientras que los aislados de Kumis
Alpina®, Chicha, Multiflora Megalabs® y Choozit TM81 Danisco® mostraron una menor
actividad antagénica lo que se explicaria en parte por el tipo de compuestos quimicos
responsables de dicha actividad adicionalmente por las caracteristicas genéticas de las BAL y la
naturaleza de la matriz en la que se desarrolla, como expresan Crowley, Mahony and Van
Sinderen, los compuestos obtenidos de las BAL presentan un mayor rendimiento en la matriz
nativa mientras que en los modelos experimentales llevados a cabo en el laboratorio se evidencia
lo contrario.(Crowley, Mahony and Van Sinderen, 2013, p.101), demostrandose que existio mayor
viabilidad y actividad antifingica en las bacterias aisladas en sustratos nativos que no sufrieron
un proceso de estrés celular. En la inhibicion de Penicillium sp los aislados de queso con cultivo
lacteo y suero lacteo presentaron diferencias significativas en su actividad antagénica lo cual se
relacionaria con diferente identidad de BAL, la revision literaria permitié comparar la produccién
de compuestos antifingicos con las especies de Lactobacillus amylovorus DSM20552 y
Lactobacillus reuteri R29 demostrando que existe diferencia significativa en cantidad y variedad
de metabolitos producidos para contrarrestar el crecimiento de hongos (Oliveira et al. 2015).

Con relacion a Aspergillus, los porcentajes de inhibicidn del hongo fueron altos en las muestras
de Picklesy suero lacteo, coincidiendo con lo mencionado en estudios de presencia de ocratoxina
A en alimentos de consumo humano, donde se indica que los alimentos como cereales y
derivados, bebidas alcoholicas y productos de molienda (café, cacao) almacenan una cantidad alta
de los hongos Aspergillus carbonarius y P. purpurogenum y que su proceso de inhibicién
depende mucho de las condiciones de produccion y conservacién (Ravelo Abreu et al., 2011,p.1216)
Por otro lado, las BAL aisladas de Kumis Alpina®, Chicha, Multiflora Megalabs® fueron mas
activas contra Aspergillus sp antes que frente a Penicillium sp con una reduccién no tan
significativa del micelio del hongo, relacionandose con estudios de capacidad antifingica de las
BAL, de los productos fermentados y los metabolitos acidos producidos, pues se ha determinado
que los &cidos con mayor actividad contra Aspergillus fumigatus y nidulans, son el acido lactico,

propidnico y el acético (Siedler, Balti and Neves, 2019, p.143).
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Gréfico 9-3: Porcentaje de inhibicion de las cepas de BAL, Tebuconazol sobre Penicillium y Aspergillus.
Elaborado por: Andino, Liseth; Guasgua, Fausto.2021.
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El grafico 9-3, muestra la actividad antagonica de distintos aislados de BAL frente a Penicillium
sp y Aspergillus sp a través de las medidas del porcentaje de inhibicién de su crecimiento.
Arbitrariamente se establecio que una inhibicion superior al 75% corresponde a (+++) supresion
fuerte, del 74- 50% (++) Supresién media, menor al 50% (+) supresion débil. La frecuencia de
los aislados con supresion media de Penicillium sp fue de 22,5% (9/40); supresion débil 77,5%
(31/40). En contraste Aspergillus sp fue inhibido medianamente por el 15% (6/40) de los aislados
de BAL,; supresion débil fue de 85% (34/40).

Cabe recalcar que el tebuconazol se testé en su CMI (1mg/mL) mientras que en las BAL el efecto
inhibitorio se atribuye a la difusién en el agar de compuestos metabélicos no determinados en
identidad ni concentracion y que pueden o no actuar sinérgicamente. Este estudio es una

aproximacion o tamizaje de la actividad antifungica de BAL.
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CONCLUSIONES

Las BAL aisladas de alimentos fermentados, mediante el ensayo de superposicién en placa,
mostraron actividad antagdnica contra Penicillium y Aspergillus, destacandose con mayor
capacidad inhibitorio las BAL aisladas de pickles y suero lacteo, dicha actividad se atribuye a la
produccién de metabolitos activos segun la especie de BAL y la matriz donde se desarrolla,
evidenciado el potencial antifingico y la oportunidad promisoria para ser usados como
biopreservantes durante el almacenamiento de los granos de quinua.

A partir de los granos de quinua almacenados en la planta de produccién Maquita y procedentes
de Guamote, Calpi y Colta, se aislaron hongos filamentosos mediante la técnica de dilucion en
placa, obteniéndose una variedad de colonias, que en base a su macro y micro morfologia se
caracterizaron como Penicillium y Aspergillius.

Se aislaron un total de 11 cepas de Penicillium sp y 4 cepas de Aspergillus sp, siendo estos
potenciales alterantes de la quinua durante el almacenamiento comprometiendo la calidad e
inocuidad del alimento.

En respuesta a las pruebas macroscépicas y microscopicas de identificacion de BAL, las cepas
aisladas de cultivos comerciales presentaron una morfologia bacilar y cocoide, obteniendo un
total de 10 cepas puras evaluadas mediante Gram, y ensayos tipicos de caracterizacion resultando
ser bacterias Gram positivas, catalasa y oxidasa negativa. De igual manera las 30 cepas de BAL
aisladas de alimentos fermentados cumplen las caracteristicas tipicas de las bacterias reconocidas
en los cultivos comerciales, llegando a demostrar que todas las cepas son consideradas aptas para
llevar a cabo el ensayo de antagonismo.

En este estudio de tamizaje se aislaron 40 cepas BAL de alimentos fermentados y cultivos
comerciales, de modo que fueron usados para evaluar la actividad antagonista contra Penicillium
sp y Aspergillus sp en agar MRS (OXOID CM0361) usando el método de superposicion en placa.
Nueve aislados de BAL poseen una actividad antifungica media contra Penicillium sp, mientras
que, 6 aislados de BAL mostraron una actividad media contra Aspergillus sp, destacando que la
cepa PK 1.2 presentdé mayor actividad contra Penicillium spp, atribuible a la produccion de
metabolitos activos que pueden diferir en tipo o cantidad y actuar sinérgicamente. En cuanto al
género Aspergillus las cepas PK2.1y PK 2.2 contrarrestan con mayor rendimiento el crecimiento
fungal. Todas las cepas fueron crio preservadas en glicerol al 30%, debido a que son consideradas
como potenciales antagonistas con la capacidad de extender el tiempo de vida util de los granos

quinua.
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RECOMENDACIONES

Complementar la identificacion de las cepas de hongos aislados de muestras de quinua mediante
técnicas moleculares para la determinacion de las especies de los hongos.

Complementar la identificacion de las cepas de bacterias acido lacticas aisladas de alimentos
fermentados comerciales y artesanales con el fin de determinar la especie que presenta mayor
actividad antagonica.

Considerar estudios posteriores con bacterias acido lacticas para elaboracién de biofungicidas
naturales para el control microbioldgico durante la cosecha, post cosecha y almacenamiento de la
quinua con el fin de promover la biopreservacion.

Se recomienda el uso de incubadoras de anaerobiosis para todas las muestras ya que un suministro
de 30% de CO2 provee de condiciones Optimas para el crecimiento y consiguiente bioactividad
de BAL.
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ANEXOS

ANEXO A: AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS DE ALIMENTOS FERMENTADOS
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ANEXO B: PRUEBAS DE IDENTIFICACION MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS.

Diluciones Duodecimales

Seleccién de la colonia

77

Técnica de siembra por agotamiento




ANEXO C: AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS DE ALIMENTOS FERMENTADOS

Diluciones Duodecimales Seleccion de la colonia Técnica de siembra por agotamiento
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ANEXO D: PRUEBAS DE IDENTIFICACION MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS PURIFICADAS DE ALIMENTOS FERMENTADOS
MUESTRA | CODIGO
TA?:;:]\)NO FORMA COLOR BORDE OLOR SUPERFICIE CONSISTENCIA ASPECTO HALO
ELEVADA REGULAR:
PK1,1 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA CREMOSO Si
ELEVADA REGULAR:
m PK1,2 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA CREMOSO Si
= ELEVADA REGULAR:
5 PK 2,1 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA CREMOSO Si
o ELEVADA REGULAR: i
PK 2,2 0,2 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA CREMOSO Si
ELEVADA REGULAR:
PK4,1 0,2 PLANA BLANCO CONTINUO LACTICO LISA COMPACTO CREMOSO Si
ELEVADO IRREGULAR CREMOSO
CH21 0,1 CONVEXA | BLANCO LOBULADO LACTICO LISA BLANDA BRILLOSO Sl
ELEVADO REGULAR
CH22 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADO REGULAR CREMOSO
CH25 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLOSO Sl
ELEVADO REGULAR
CH31 0,2 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | NO
ELEVADO REGULAR
< CH3,3 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
5 ELEVADO IRREGULAR i
T CH4,1 0,1 CONVEXA | BLANCO LOBULADO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
©)
ELEVADO REGULAR CREMOSO
CH4,3 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLOSO Sl
ELEVADO REGULAR CREMOSO
CH44 0,2 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLOSO Sl
OO W ELVADA REGULAR i CREMOSO
QF 2.1 <0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
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ELVADA REGULAR CREMOSO
QF 2.2 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELVADA REGULAR CREMOSO
QF 2.4 <0,1 CONVEXA | CREMA CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 2.5 <0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA CREMOSO
QF 3.1 <0,1 CONVEXA | BLANCO SEMILOBULADA | LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 3.2 <0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 4.3 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 4.4 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 4.5 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
PLANA REGULAR
QF 5.1 0,2 CONVEXA | BLAQUECINO | CONTINUO LACTICO SEMIRUGOSA | SEMIBLANDA CREMOSO NO
ELEVADA REGULAR
QF 5.2 0,2 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO CONVEXA BLANDA CREMOSO NO
ELEVADA REGULAR
QF 5.3 0,2 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO CONVEXA BLANDA CREMOSO NO
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 5.4 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
ELEVADA REGULAR CREMOSO
QF 5.5 0,1 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
SL1.1 |01 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
SL21 |02 ELEVADA REGULAR CREMOSO
8 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
- SL22 |01 ELEVADA REGULAR CREMOSO
Q CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
i SL4.1 |01 ELEVADA REGULAR ) CREMOSO
o CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
2 SL42 |02 ELEVADA REGULAR ) CREMOSO
(N CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
7 SL5.1 | <01
ELEVADA REGULAR CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
S 5w {KUL1 |02 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | SI
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KU1.2 |01 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
ME1.2 |02 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
ME 1.3 |02 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
ME 2.1 | 01 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
ME22 | 01 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
ME 2.3 | 0.1 ELEVADA REGULAR ] CREMOSO
CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
TMm81 | 04 ELEVADA REGULAR CREMOSO
(2.1) CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
TM8L | 02 ELEVADA REGULAR CREMOSO
(2.2) CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
TM81 | 01 ELEVADA REGULAR CREMOSO
(2.3 CONVEXA | BLANCO CONTINUO LACTICO LISA BLANDA BRILLANTE | Sl
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ANEXO E: CONTEO DE ESPORAS DE LOS HONGOS AISLADOS Y PURIFICADOS EN CAMARA DE NEUBAUER.

Suspensién de esporas con Tween

Dilucion de la suspension
de esporas

0,1%

Conteo en cadmara de Neubauer Conteo en camara de Neubauer

Penicillium Aspergillus
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ANEXO F: ENSAYO DE ANTAGONISMO DE LAS BAL SOBRE PENICILLIUM SP Y ASPERGILLUS SP

Siembra Masiva de BAL

Inoculacion en 20
ml de caldo MRS

Inoculacion en 100 ml de
cldo MR

Ensayo de antagonismo

(A1 (A2)
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ANEXO G: ANTAGONISMO DE CONTROL POSITIVO TEBUCONAZOL, BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y BLANCO EN ASPERGILLUS
SP Y PENICILLIUM SP.

PRODUCTOS COMERCIALES

Control Positivo Blanco
l Tebuconazol-Penicillium Penicillium Penicillium

Control Positivo : Blanco
Aspergillus .
Tebuconazol-Aspergillus perg Aspergillus
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PICKLES

Control Positivo
Tebuconazol-Penicillium

Control Positivo

Control Positivo
Tebuconazol-Aspergillus

Pk 1.1.
Penicillium

Pk 1.1
Aspergillus

Blanco
Penicillium

Blanco
Aspergillus
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CHICHA

Blanco
Control Positivo CH2.1. Penicillium
Tebuconazol-Penicillium Penicillium

Control Positivo Blanco
Tebuconazol-Aspergillus Aspergillus Aspergillus
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QUESO CON CULTIVO LACTEO

Control Positivo Blanco

Tebuconazol-Penicillium Penicillium
QF4.3

Control Positivo Penicillium

Control Positivo Blanco
Tebuconazol-Aspergillus Aspergillus Aspergillus
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Control Positivo
Tebuconazol-Penicillium

Control Positivo
Tebuconazol-Aspergillus

SUERO LACTEO

SL1.1
Penicillium

SL11
Aspergillus
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Blanco
Penicillium

Blanco
Aspergillus




ANEXO H: CINETICA DE CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS SP EN AGAR PDA MEDIANTE MEDICION DE MICELIO.

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Aspergillus sp

DIA 1: 15/04/2021

DIA 2: 16/04/2021

DIA 3: 17/04/2021

DIA 4: 18/04/2021

DIA 6: 20/04/2021

DIA 7: 21/04/2021
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ANEXO I: CINETICA DE CRECIMIENTO DE PENICILLIUM SP EN AGAR PDA MEDIANTE MEDICION DE MICELIO

CINETICA DE CRECIMIENTO Penicillium sp

DIA 1: 15/04/2021

DIA 2: 16/04/2021 DIA 3: 17/04/2021

DIA 4: 18/04/2021

DIA 5: 19/04/2021
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ANEXO J: BANCO DE CEPAS DE BAL CRIO PRESERVADAS EN GLICEROL AL 30%
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ANEXO H: AUTORIZACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
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