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Resumen

Los residuos de cerveceria son
suplementos de bajo costo y de facil dispo-
nibilidad, sin embargo, el alto contenido de
humedad los hace susceptibles a la degrada-
cién fungica y al desarrollo de microorganis-
mos patégenos. Las bacterias acido lacticas
(BAL) se encuentran formando parte de la
microbiota de los granos de cebada, de ma-
nera tal, que podrian contribuir en la calidad y
seguridad tanto de la malta como de los pro-
ductos derivados. El objetivo de este estudio
fue determinar la presencia BAL, especies
fungicas de Aspergillus seccion Flavi, Listeria
monocytogenes e incidencia de aflatoxina B1
(AFB,) en residuos de cerveceria, y evaluar
in vitro el efecto antifungico y anti-aflatoxico-
génico de las BAL. El analisis de los residuos
de cerveceria mostré que, en general, los re-
cuentos de BAL fueron elevados durante to-
dos los periodos analizados, sin embargo, el
recuento de Aspergillus seccion Flavi, L. mo-
nocytogenes e incidencia natural de AFB, fue
variable. El hallazgo de L. monocytogenes
es el primero informado en Argentina en este
tipo de sustrato. Lactobacillus coryniformis
subsp. coryniformis L47 y Lactobacillus cello-
biosus L56 fueron las cepas mas efectivas en

*Autor corresponsal:

inhibir el crecimiento y la produccion de AFB,
de todas las cepas de Aspergillus seccion
Flavi ensayadas in vitro. Futuros estudios con
estas cepas de BAL podrian realizarse para
demostrar su efectividad in situ en estos sus-
tratos alternativos destinados a la produccion
animal, asi como también evaluar in vitro sus
propiedades anti-listeria.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, As-
pergillus seccion Flavi, Listeria monocytogenes,
Aflatoxina B,, biocontrol.

Abstract

Brewer’s grains are low cost and
easy availability supplements, however, their
high moisture level content makes them sen-
tivie fungi and pathogenic microorganisms
development. Lactic acid bacteria (LAB)
found on the surface of malt barley may po-
sitively influence the quality and safety of
malt and its derived products. The aim of
this study was : i) to determine the presence
of LAB, Aspergillus section Flavi strains and
Listeria monocytogenes; ii) to evaluate the
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natural incidence of aflatoxin B1 in brewer’s
grains, and iii) to evaluate the antifungal and
antiaflatoxicogenic effect of BAL in vitro. The
analysis of brewer’s grains showed that BAL
counts were high during all studied perio-
ds. However, the Aspergillus section Flavi
counts, the presence of L. monocytogenes
and the natural occurrence of Aflatoxin B1
(AFB,) were variable. The present study is
the first report of the isolation of L. mono-
cytogenes from brewer’s grains in Argenti-
na. Lactobacillus coryniformis subsp. coryni-
formis L47 and Lactobacillus cellobiosus L56
were the strains that showed the highest in
inhibiting the growth and AFB, production of
all Aspergillus section Flavi strains tested in
vitro. Future studies with these LAB strains
will be done to evaluate its effectiveness in
brewer’s grains in situ as well as to study its
antilisteria properties in vitro.

Key words: Lactic acid bacteria, Aspergillus
section Flavi, Listeria monocytogenes,
Aflatoxin B,, biocontrol.

Introduccion

Muchas producciones pecuarias de
la region central de Argentina utilizan los co-
productos de la industria cervecera como ali-
mentos alternativos a las dietas tradicionales
(Gerbaldo et al., 2011). Los residuos de cer-
veceria son suplementos de bajo costo y de
facil disponibilidad, sin embargo, el alto con-
tenido de humedad de los mismos dificulta el
secado necesario para poder ser almacena-
dos y posteriormente utilizados (Amaefule et
al., 2006). La mayoria de los hongos filamen-
tosos y microorganismos de origen bacteriano
tales como, Salmonella spp., Escherichia spp.,
Listeria spp. son contaminantes habituales de
las materias primas de alimentos destinados
al consumo animal (Schanberger et al., 2004;
Cotty et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Carlson,
2011). Aspergillus spp., Penicillium spp. y Fu-
sarium spp. Son los hongos toxicogénicos mas
frecuentemente aislados de granos de cereales
y piensos almacenados (Rosa et al., 2009).

Las aflatoxinas (AFs) son metabolitos
téxicos secundarios producidos principalmente
por Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius.
Existen cuatro tipos de AFs: aflatoxina B, (AFB,),
aflatoxina B, (AFB,), aflatoxina G, (AFG,) y afla-
toxina G, (AFG,), siendo de particular interés la
AFB, debido a que es uno de los mas potentes
mutagenos y carcindgenos naturales conocidos
(Iheshiulor et al., 2011; Reddy et al., 2011; Wang
et al., 2011). Las micotoxinas son estables en
los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
procedimientos de coccién normales, por lo que
es dificil eliminarlas una vez que se producen
(Urrego et al., 2006). Las bacterias acido lacti-
cas (BAL) se encuentran formando parte de la
microbiota de los granos de cebada, de manera
tal, que podrian influir en la calidad y seguridad
tanto de la malta como de los productos deriva-
dos (Lowe et al., 2004). El efecto preservante de
las BAL esta asociado principalmente a la pro-
duccién de metabolitos secundarios tales como:
acidos organicos, perdéxido de hidrogeno, bac-
teriocinas (Yang et al., 2005; Dalié et al., 2010).
De esta manera el objetivo de este estudio fue
determinar la presencia BAL, especies fungicas
de Aspergillus seccion Flavi, Listeria monocyto-
genes e incidencia de AFB, en residuos de cer-
veceria, y evaluar in vitro el efecto antifungico y
antiaflatoxicogénico de las BAL.

Material y Métodos
Muestras

Un total de 20 muestras de residuos
de cerveceria de una fabrica de cerveza arte-
sanal, ubicada en Villa General Belgrano (31°
59' S 64° 34' O), Cdérdoba, Argentina fueron
tomadas durante el periodo Julio de 2010 - Ju-
nio de 2011. Todas las muestras fueron proce-
sadas para determinar la presencia de BAL,
Aspergillus seccion Flaviy L. monocytogenes.

Aislamiento de BAL y A. flavus
Se realizaron diluciones seriadas de

cada una de las muestras en agua peptonada
estéril hasta obtener una dilucién 10°. Para el
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aislamiento de BAL, se tomd6 1 mL de cada una
de las diluciones y se colocaron por duplica-
do en placas de Petri estériles. Se depositd
agar MRS (bioMérieux®, France) templado
y se realizaron movimientos circulares a fin
de homogenizar el contenido. Las placas se
incubaron en microaerofilia a 37°C durante
48 h. Sdlo las placas que contenian entre 30-
300 unidades formadoras de colonias (UFC)
se utilizaron para el recuento bacteriano. La
identificacion de las cepas de BAL se reali-
z6 mediante el sistema semiautomatizado
APl 50 CH (bioMérieux ®, Francia). Para el
recuento fungico, se tomaron 0.1 mL de las
diluciones 10", 102y 10-® y se inocularon por
duplicado sobre los medios de cultivo agar di-
cloran cloranfenicol rosa de bengala (DRBC)
y agar glicerol 18 % (DG18). Las placas se
incubaron aerdbicamente a 25°C durante 7
dias en oscuridad. Las placas que contenian
entre 10 y 100 UFC fueron utilizadas para
el recuento. Las especies fungicas se iden-
tificaron segun caracteristicas morfolégicas
de acuerdo a la clave taxonémica de Klich
(2002). Los resultados de ambos recuentos
se expresaron como unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC g™).

Aislamiento de Listeria spp.

El aislamiento de Listeria spp. fue
desarrollado de acuerdo al método descrip-
to en el Manual de Bacteriologia Analitica
de la Food and Drug Administration (FDA)
(Hitchins, 1995), con modificaciones en los
medios y en el suplemento selectivo emplea-
do. Para el enriquecimiento no selectivo se
adiciond 25 g de muestra a 225 mL de cal-
do tripticasa soya (CTS) y se incub6 durante
24 h a 37°C en microaerofilia. Posteriormen-
te se colocd 1 mL del cultivo en 9 mL CTS
suplementado con ceftazidima y tripaflavina
para el enriquecimiento selectivo de L. mo-
nocytogenes, se reservé a 4°C durante 24 h'y
posteriormente se incubd durante 24 h a 37°C.
El aislamiento se realizé en placas de medio
PALCAM (Merck®) suplementado con cef-
tazidima y tripaflavina. A partir de colonias
tipicas se realizé coloracién de Gram y se

procedid a la identificacion en género y es-
pecie segun lo propuesto por el Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistematica (Holt et
al., 1994). Las cepas identificadas como L.
monocytogenes se conservaron en CTS con
el agregado de glicerol al 30% a -20 °C.

Incidencia natural de AFB,

Se tomaron 15 g de muestra, se adicio-
nd 100 mL de acetonitrilo: agua (84:16 % v/v) y se
homogenizé en shaker durante 30 min. Luego, se
separaron las fases con papel de filtro Whatman
N°4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, USA)
y 6 mL del filtrado se eluy6 por una columna de
limpieza Multisep AflaPat228® (Romer® Labo-
ratorios, USA). Se recuperaron 4 mL del extrac-
to, se seco por evaporacion y se analizaron por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
Para ello, el extracto seco se resuspendié en
500 uL de fase movil, se tomd una alicuota de
200 pL y se le anadié 700 pL de una mezcla de
trifluoracético-acido acético-agua (20:10:70, v/v).
La separacion cromatografica fue desarrollada
sobre una columna de fase inversa (silica gel,
150 x 4.6 mm id., tamafo de la particula 5-,
VARIAN, Inc. Palo Alto, USA). Una mezcla de
metanol:agua:acetonitrilo (17:66:17 v/v) se uti-
liz6 como fase movil a una velocidad de flujo de
1.5 mL min™. La fluorescencia de las AFs deri-
vatizadas se detectaron a una longitud de onda
de A 360 nm y A 440 nm. Curvas de calibracion
fueron construidas con diferentes concentracio-
nes de AFB,. Aflatoxina B, fue cuantificada por
correlacion del area de los picos cromatografi-
cos de los extractos de las muestras y de las
curvas estandares. El limite de deteccion de la
técnica fue de 1 ng g (Trucksess et al., 2002).

Efecto de las BAL sobre el crecimiento
fangico

Las cepas de BAL a estudiar fue-
ron cultivadas en caldo Rogosa (bioMérieux
®, Francia) e incubadas en microaerobiosis a
37°C durante 24 h. Luego del periodo de in-
cubacion, se realizd una suspension en cal-
do MRS (bioMérieux ®, Francia) alcanzando
una turbidez igual a la del tubo 0.5 de la es-
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cala de McFarland (1.5 x 108 UFC mL") y se
inoculé 1 mL del cultivo de BAL en una placa
de Petri estéril, se agregé caldo MRS (bioMé-
rieux ®, Francia) adicionado con agar al 1.2 %
templado y se homogeneizé el contenido. Por
otra parte, a partir de un cultivo de Aspergillus
seccion Flavi de 7 dias de crecimiento en agar
extracto de malta (MEA), se tomé una asada,
se colocé en un tubo eppendorf conteniendo
agar semisolido y se mezcld con el asa a fin de
homogeneizar el contenido. Con asa en punta,
se tomd una asada de la suspension anterior
y se realizd una puncién central en la placa
que contenia la BAL en estudio. El ensayo, se
incubo a 25-27°C durante 7 dias. Se examind
diariamente el crecimiento fungico a través de
la medicién del diametro de la colonia fungica.
Para cada colonia fungica, dos diametros medi-
dos en angulo recto uno de otro, se promedia-
ron para encontrar la media de los diametros.
Todos los diametros se determinaron utilizando
3 replicas de cada interaccion. La velocidad de
crecimiento radial (mm h') se calcul6 por regre-
sion lineal de la fase lineal de crecimiento y el
tiempo en el cual la linea intercept6 el eje x se
utilizé para calcular la fase lag (h) en relacion a
la cepa fungica y BAL. Paralelamente, se reali-
z06 un control positivo, en donde s6lo se inoculd
la cepa fungica (Sitara et al., 2008).

Efecto de las BAL sobre la produccion
de AFB,

La extraccion de AFs se realizo si-
guiendo la metodologia propuesta por Gei-
sen (1996) con modificaciones. De cada co-
lonia de cada tratamiento, se tomaron tres
asadas de caldo MRS (bioMérieux ®, Fran-
cia) adicionado con agar al 1.2 % (1 x 1 cm),
se transfirié a un tubo eppendorf al cual se le
adicionaron 600 yL de cloroformo. La mez-
cla fue centrifugada a 10,000 rpm durante 10
min. Los trozos de agar fueron removidos, el
extracto cloroférmico fue transferido a otro
eppendorf y se evaporé mediante el uso de
nitrégeno. La determinacion cuantitativa se
realizé por cromatografia liquida de alta defi-
nicion (HPLC) siguiendo la metodologia pro-
puesta por Trucksess et al., (2002).

Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados mediante
el analisis de la varianza (ANOVA) para determi-
nar diferencias significativas entre los recuentos
fungicos y lacticos, parametros de crecimiento
y produccion de AFB,. La prueba de Tukey fue
utilizado para determinar diferencias estadisticas
entre los tratamientos con un valor p<0.05. Los
analisis se realizaron mediante el empleo del soft-
ware InfoStat version 2011. Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Resultados y Discusion

El recuento de BAL y de especies del
género Aspergillus secciéon Flavi en los dife-
rentes periodos analizados se observan en la
Tabla 1. En cuanto a las BAL, la mayoria de
los recuentos se encontraron en el orden de
10% UFC g'. Los recuentos mas altos se obser-
varon durante los periodos comprendidos entre
enero y febrero de 2011, con un rango entre 2.3
x 108y 1.6 x 10° UFC g y una media de 9.1 x
108 UFC g, mientras que durante el periodo de
noviembre-diciembre de 2010 se obtuvieron los
menores recuentos de BAL con un rango entre
5.35x 10"y 2.5x 108 UFC gy una media de 1.5 x
108 UFC g'. Por otro lado, los mayores recuentos
de Aspergillus secciéon Flavi se observaron duran-
te el periodo de noviembre-diciembre de 2010 con
unrango de 1x 10°-4 x 10* UFC g' y una media
de 2.35 x 10* UFC g'. Sin embargo, durante el
periodo de mayo-junio de 2011 no se aislaron
especies fungicas pertenecientes a este género.

Cuando se investigo la presencia de
Listeria spp. En las diferentes muestras de
residuos de cerveceria, en solo una de ellas
se aislé L. monocytogenes correspondiendo
al periodo noviembre-diciembre de 2010.

El analisis de la incidencia natural
de AFB, en el sustrato demostré que 5 mues-
tras del total estudiado presentaron niveles
detectables de la toxina. Las mismas fueron
recolectadas entre los meses de septiembre
2010 y febrero 2011 (Tabla 1).
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Tabla 1.
Determinacion de BAL, Aspergillus seccion Flavi, Listeria monocytogenes e
incidencia natural de AFB, en los residuos de cerveceria.

Rango de los recuentos (UFC g™') Presencia Incidencia

Periodo de

muestreo BAL A. seccién Flavi moné’:;fg ;aenes Ni‘fl':e; Tnegd;’_f)de
Jul-Ago 2010 3,43x10%-4,7x10°® 1x10%-1x107 - ND*
Sep-Oct 2010 4,4x107-7,9x10° 1x10%1x10* - 18,5
Nov-Dic 2010 5,35 x107-2,5x10° 1x10°-4x10* + 26,4
Ene-Feb 2011 2,3x108-1,6x10° 1x10%-2x10* - 17,2
Mar-Abr 2011 5,3x108-8,9x10°® 1x10%-3x10* - ND
May-Jun 2011 7,1x10%-2,7x10° - ND

*ND: por debajo del limite de deteccién de la técnica 1 ng g'; (-): ausencia de Listeria monocytogenes;

(+): presencia de Listeria monocytogenes.

Estudios de crecimiento

Para este estudio, se seleccionaron
colonias de BAL al azar de aquellas muestras
en donde el recuento fungico fue bajo, el de
BAL fue alto y ausencia de Listeria spp. Las ce-
pas fungicas aisladas de los residuos de cerve-
ceria altamente productores de toxina (Gerbal-
do et al., 2011) fueron depositadas en un centro
de coleccién de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, Cérdoba, Argentina (RC) (Aspergillus
flavus RC2053, RC2054, RC2055, RC2056,
A. parasiticus RC2062) y utilizadas para este

ensayo. La identificacion de las diferentes ce-
pas de BAL fueron las siguientes: Pediococcus
pentosaceus L6, Lactobacillus plantarum L12,
Leuconostoc mesenteroides L18, L. coryni-
formis subsp. coryniformis L47, L. brevis L52
y L. cellobiosus L56. En la Tabla 2 muestra el
efecto de las BAL sobre la fase de latencia de
las diferentes cepas fungicas. Se observé que
el 50 % de las BAL aumentd significativamen-
te (p<0.05) la fase de latencia de las cepas de
Aspergillus seccién Flavi, siendo L56 y L47 las
cepas que mostraron el mayor incremento de
dicho parametro, alcanzando un maximo de 80

Tabla 2.
Efecto de las BAL sobre la fase de latencia de las cepas de Aspergillus seccién Flavi.

Fase lag (h)

Cepas de BAL

Aspergillus seccion Flavi

RC2053 RC2054 RC2055 RC2056 RC2062
Control 25° 24°° 24° 21¢ 24
P. pentosaceus L6 - 18 20° 22% 21¢
L. plantarum L12 40° 25 402 352 28°
L. mesenteroides L18 - 6° 5f 3° 30°
L. coryniformis subsp. coryniformis L47 ~ 47¢ 52% 402 25 502
L. brevis L52 16¢ - 28° 28° 24
L. cellobiosus L56 - 80° 33° 362 33

Valores medios de los datos por cuadruplicado. La media de los valores en las columnas con letras en
comun no son estadisticamente significativas de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). RC2053, RC2054,
RC2055, RC2056: A. flavus; RC2062: A. parasiticus. (—) Bajo esta condicion las cepas no fueron capaces

de alcanzar la fase exponencial.
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Figura 1. Efecto de BAL sobre la velocidad de crecimiento de las cepas de Aspergillus seccion Flavi
Valores medios basados en datos por cuadruplicado. RC2053; RC2054; RC2055; RC2056: A. flavus; RC2062: A.

parasiticus.

y 52 h, respectivamente. La Figura 1 muestra
el efecto de BAL sobre la velocidad de creci-
miento de A. seccion Flavi. Los perfiles de ve-
locidad de crecimiento mostraron que todas
las BAL redujeron significativamente (p<0.05)
el crecimiento de las cepas de A. seccion Fla-
vi estudiadas. Pediococcus pentosaceus L6,
Leuconostoc mesenteroides L18 y Lactobaci-
llus cellobiosus L56 suprimieron completamen-
te el desarrollo micelial de Aspergillus Flavus
RC2053 mientras que Lactobacillus brevis L52
inhibié completamente el crecimiento micelial de
Aspergillus Flavus RC2054. La interaccion de L.
coryniformis subsp. coryniformis L47 con las cin-

Concentracion de AFB, (ng /g

co cepas de Aspergillus section Flavi ensayadas
demostré una reduccion significativa (p<0.05)
en la tasa de crecimiento con respecto al con-
trol. La reduccion de la tasa de crecimiento de
Aspergillus flavus RC2053, RC2054, RC2055,
RC2056 y A. parasiticus RC2062 fue de 95 %,
94 %, 92 %, 91 % y 97 %, respectivamente.

Analisis de AFB,

El efecto de las diferentes BAL so-
bre la inhibicion de la produccion de AFB, se
muestra en la Figura 2. En general, cuando las
cepas fungicas se co-cultivaron con las dife-

Figura 2. Efecto de las BAL sobre la produccién de aflatoxina B, por las cepas de Aspergillus sec-

cién Flavi.

Valores medios basados en los datos por cuadruplicado.
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rentes BAL, la produccion de AFB, mostré un
patron similar al observado en la velocidad
de crecimiento. La presencia de las cepas de
BAL no estimularon la produccion de AFB, en
ninguna de las cepas de Aspergillus seccion
Flavi ensayadas. Las cepas de Aspergillus
section Flavi mostraron un reduccion significa-
tiva (p<0.05) en la produccion de AFB, cuan-
do fueron co-cultivadas con L. coryniformis
subsp. corinyformis L47 y L. cellobiosus L56,
con un decrecimiento en la produccion de la
toxina entre 75-100 % y 88-100 %, respecti-
vamente. La produccion de AFB, por la cepa
de A. flavus RC2056 fue significativamente
(p<0.05) reducida por todas las cepas lacticas
estudiadas comparadas con el control.

El andlisis de los residuos de cerve-
ceria mostré que el numero de BAL se mantu-
vo con recuentos elevados durante los meses
analizados. No se encontré correlacion entre
los recuentos de BAL y la época del afo, lo
que indicaria que las variaciones de tempera-
tura y humedad en Villa General Belgrano no
influyen en el desarrollo de estos microorga-
nismos. Los recuentos de BAL obtenidos en
este trabajo coinciden con los resultados in-
formados en un estudio previo realizado por
este grupo de investigacion (Gerbaldo et al.,
2011) quienes obtuvieron recuentos similares
al trabajar con el mismo sustrato. Sin embar-
go, no coincidimos con Wang et al., (2008)
quienes informaron recuento de BAL del orden
de 10" UFC g cuando analizaron residuos de
cerveceria secos. Los altos recuentos de As-
pergillus seccién Flavi detectados en el perio-
do noviembre-diciembre 2010 sugieren que el
desarrollo fungico se vio influenciado por las
condiciones climaticas debido a que en este
periodo las temperaturas calidas y el elevado
porcentaje de humedad podrian haber favore-
cido el desarrollo de la microbiota, a diferencia
del periodo mayo-junio 2011 en donde no se
aislaron especies de Aspergillus seccién Flavi,
coincidiendo con la época invernal en donde
las temperaturas oscilan entre -2 y 14°C. El
hallazgo de L. monocytogenes es el primero
informado en Argentina en este tipo de sustra-
to. El desarrollo de estos microorganismos pa-
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tégenos podria afectar no sélo a los animales
que consumen este alimento sino ademas a
humanos que consumen carne de cerdo. Por
otro lado, la presencia de hongos toxicogéni-
cos constituye un riesgo potencial a la conta-
minacién con AFs por lo que la inhibicién de
los hongos productores de toxina podria evitar
la formacion de AFB, en los piensos. Sin em-
bargo, en este estudio se pudo observar que
en aquellas muestras en donde el recuento
de cepas lacticas era elevado, el recuento de
Aspergillus seccion Flavi, presencia de L. mo-
nocytogenes y la incidencia de AFB, era bajo
o nulo, lo que nos permite pensar que las BAL
ejercen un efecto biopreservante in situ.

Ademas este estudio demostré el
efecto antifungico de las BAL in vitro. Lacto-
bacillus coryniformis subsp. coryniformis L47 y
L. cellobiosus L56 fueron las cepas mas efec-
tivas en inhibir el crecimiento y la produccién
de AFB, de todas las cepas de Aspergillus sec-
cion Flavi ensayadas in vitro. La inhibicidon de
la velocidad de crecimiento de las cepas fungi-
cas por las BAL podria deberse a varios meca-
nismos; uno de ellos es la produccion de meta-
bolitos secundarios. Las BAL son capaces de
producir diferentes tipos de moléculas bioac-
tivas como: acidos organicos, acidos grasos,
peréxido de hidrégeno y bacteriocinas (Strom,
et al., 2002; Valerio, et al., 2009). La presen-
cia de estas sustancias en el medio de cultivo
podrian inhibir el desarrollo de las cepas de
Aspergillus seccion Flavi, como se observé en
nuestros ensayos. El acido lactico y el acido
aceético son los principales productos de la fer-
mentacion de los carbohidratos producidos por
las BAL. Estos acidos difunden a través de la
membrana de los microorganismos sensibles,
reduciendo el pH citoplasmatico y causando
asi la perdida de la viabilidad y destruccion ce-
lular (Gerez, et al., 2009; Dalié, et al., 2010).

Por otro lado, la fuerte actividad in-
hibitoria podria ser atribuida a la competicion
por los nutrientes entre las BAL y las cepas A.
seccion Flavi. En un cultivo en donde no se
adicionan sustratos frescos durante el periodo
de incubacion, las BAL serian mas competen-
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tes que los hongos, debido a que son microor-
ganismos mas simples y con un metabolismo
mas rapido. Resultados similares fueron ob-
tenidos por Zara et al., (2003) y Kam et al.,
(2007) quienes ensayaron los efectos de las
BAL sobre otras especies del género Asper-
gillus. Aryantha et al., (2007) informaron que
Lactobacillus delbrueckii, L. fermentum y L.
plantarum podrian controlar el crecimiento y
la produccion de AFs por cepas de A. flavus.

Cuando los aislados fungicos cre-
cieron en presencia de las BAL, la acumula-
cion de AFB, demostro la misma tendencia
que la velocidad de crecimiento. Ninguna de
las cepas de BAL estimulé la acumulacion de
AFB, in vitro en ninguna de las cepas fungi-
cas ensayadas. Ademas, la produccién de la
toxina in vitro fue inhibida totalmente por la
mayoria de las BAL estudiadas. Es probable
que la baja concentracion de AFB, en pre-
sencia de las BAL pudiera deberse a la baja
formacion de biomasa micelial. La inhibicion
del crecimiento afectaria directamente la
produccion de AFB, debido a la baja sintesis
de las enzimas involucradas en la produc-
cion de la toxina. Por otro lado, la AFB, es
un metabolito secundario, el cual no es sin-
tetizado durante el crecimiento primario del
hongo, por ello, la inhibicion del crecimiento
podria reducir asi su sintesis. Nuestros re-
sultados coinciden con los de Zinedine et al.,
(2005) quienes demostraron la habilidad de
las BAL en reducir la concentracion de AFB,
en mas de un 45 %. Otras investigaciones
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