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I. RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos toxicos secundarios, producidos por Aspergillus. flavus
y Aspergillus. parasiticus, que se pueden encontrar contaminando una gran variedad de
_alimentos como: granos, carne, huevo, leche y derivados. Son compuestos téxicos,
mutagénicos y carcinogénicos que requieren‘ de activacién metabdlica para ejecer este
efecto nocivo  en los organismos que los ingieren. La aflatoxina My (AFM,) es un
metabolito hidroxilado de la biotransformacion de la aflatoxina By (AFB,), es mas polar
e hidrosoluble que ésta, por lo que puede ser excretado en la leche de animales en
periodo de lactancia, siempre y cuando hayan ingerido en su dieta AFB,.

La leche es considerada como un alimento con ailto valor nutritivo y es uno de los
principales alimentos consumidos a nivel mundial, especialmente por infantes y
personas de la tercera edad, poblaciones consideradas como mas sensibles; por lo que
la presencia de AFM; en la leche representa un gran riesgo para la salud, lo que ha
llevado a algunos paises a establecer limites de tolerancia de ésta, aunque en nuestro
pais no ha sido regulada su presencia. Ademas, existen pocos datos de la presencia de
AFM; en leche consumida en México, por lo que se planted realizar un musstreo de la
leche preferente pasteurizada consumida en los estados de Aguascalientes y Querétaro
para conocer el comportamiento de la aflatoxina durante un ano de manera estacional.

Por otro lado, debido a las grandes pérdidas econémicas que representa la presencia
de aflatoxina en los alimentos, donde el gasto econémico que representa la pérdida de
cosechas hasta la toxicidad que provocan en los organismos que las ingieren
incluyendo al humano, se han planteado varios métodos para su eliminacion de los
cuales los métodos biologicos en la descontaminacién de aflatoxinas han empezado a

ser prometedores.

Avilés (1998} demostrd que una cepa de Strepfococcus spp. (CESb) inmovilizado en
esferas de alginato de sodio, eliminaba la presencia de AFM1 tanto de leche natural



como artificialmente contaminada; es por esto que el objetivo de este trabajo fue probar
la edad del cultivo en cuanto su eficiencia de eliminar la AFM; en leche natural e
intencionalmente contaminada. Resultando el cultivo de 72 horas e inmovilizado por 24
horas el que tuvo un atrapamiento o eliminacion de la AFMy; mas constante
(aprokimadamente del 50 %) sin importar el tiempo de empaquetamiento. También se
demostréd que las simples esferas de alginato de sodio empacadas en una columna

fueron capaces de atrapar la AFM;.

(Palabras clave: metabolito, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aflatoxina M,
Aflatoxina B4, biotransformacion, Streptococcus spp)



1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunos géneros de
hongos; dentro de éste grupo se encuentran las aflataxinas, importantes debido al
impacto que tienen en la salud humana; producidas por el género Aspergillus,
especificamente por las especies A. flavus y A. parasiticus.

Las aflatoxinas pueden estar presentes en una gran variedad de alimentos tales como
granos, cereales, leche, frutas e incluso en productos cdrnicos, y se han hecho
estudios en los que se ha comprobado que éstas son altamente mutagénicas y

carcinogénicas (Hsieh,1985).

La aflatoxina By (AFB;) es la toxina con mayor potencial toxigénico, sin embargo,
requiere de activacion metabdlica para ejercer su actividad bioldgica y para ser
excretada debe sufrir una serie de .transformaciones en el organismo. La aflatoxina M,
(AFM,) es el mestabolito hidroxilado de la AFB,, de naturaleza mas polar que su paretal,
y puede ser excretado a través de la leche y de la orina principaimente, cuando se ha
ingerido alimentos contaminados con AFB; (Saad y col.,1995; Edrington y col., 1996).

La leche es considerada un alimento de. excelencia, e indispensable en la dieta de
nifios, lactantes y personas de la tercera edad; asi mismo, es materia prima en la
elaboracién de un gran nimero de productos de gran valor nutritivo y de gran demanda
en el mundo debido a su composicion, es decir, a la cantidad y calidad de las proteinas

que contiene (Alais, 1988).

Se sabe que previniendo fa contaminacion de los alimentos por cepas de hongos
toxigénicas {A. flavus y A. parasiticus) se puede disminuir el riesgo a la salud. Sin
embargo, la mayoria de'las veces esto no es posible, debido a las condiciones
agrondmicas y de almacenamiento que se presentan en cualquier parte del mundo. Por
ello, se han estudiado algunos métodos, tales como fisicos, quimicos y bioldgicos, con



el proposito de llevar a los limites permisibles la presencia de aflatoxinas en los
alimentos. De éstos, los menos estudiados y mas prometedores parecen ser los

métodos biolégicos.

Dada la toxicidad de las aflatoxinas, la frecuencia con que se presentan, la diversidad
de alimentos que contaminan, el riesgo que representan en la salud humana, han
hecho que sea necesaria la eliminacién o reduccién de éstas en la cadena alimentaria,
principalmente en alimentos que han tenido algun tipo de procesamiento y ‘que son
ingeridos directamente del envase, como es el caso de la leche pasteurizada.



lil. ANTECEDENTES

A. MICOTOXINAS
Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos los cuales pueden ejercer

efectos toxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos y ostrogénicos cuandc son
ingeridas. La contaminacién de semiilas y granos principalmente, se da en el campo, de
ahi que a las micotoxinas se les considere compuestos téxicos naturales (Smith y

col.,1994).

Existen cinco géneros principales de hongos que crecen comunmente durante el
almacenamiento de granos y en una gran variedad de alimentos, produciendo diversos
tipos de micotoxinas dependiendo de la especie (Tabla 1). En el laboratorio por
ejemplo, de arroz inoculado con Aspergillus parasiticus, pueden sintetizarse cuatro tipos
de aflatoxinas: aflatoxina By (AFB,), aflatoxina G (AFG), aflatoxina B, (AFB) y
aflatoxina G, (AFG,) en 79%, 16%, 4% y 1% respectivamente (Harvey y col. 1991).

En general, las aflatoxinas presentan bajo peso molecular y son termorresistentes
(Hsieh, 1989a). Presentan diversas estructuras quimicas formadas por anillos de 5 6 6
carbonos que presentan dobles enlaces, ademas de grupos carbonilo e hidroxilo
altamente reactivos (Figura 1) propiedad que les confiere la capacidad de reaccionar
con un gran ndmero de receptores incluyendo ADN, ARN, proteinas funcionales,
constituyentes de la membrana, cofactores enzimaticos, tanto en animales como en el
ser humano (Hsieh, 1989b). Ademés -par estudios epidemioldgicos se les ha asociado
con diferentes tipos de cancer tales como hepético, renal', esofégico y cervicouterino
(Hsieh y Atkinson, 19?0; Chu, 1991; Honstead y Dreeser, 1992; ApSimon, 1994).



AFM,

FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNAS MICOTOXINAS
(Hsieh, 1989ab)



































































































Con la finalidad de conocer si la columna que contenia el CESb inmovilizado mantenia
su capacidad de eliminacién, se probé nuevamente a la semana de haber inmovilizado
el microorganismo y con leche con una concentracion de 5 ng/ml de AFM;. Los

porcentajes de eliminacién obtenidos se muestran en la tabla 9.

TABLA 9. ELIMINACION DE AFM, EN LECHE NATURAL E INTENCIONALMENTE
CONTAMINADA POR CULTIVO DE 48 HRS. Y UNA SEMANA DE

INMOBILIZACION.
% AFM; e,
Muestra AFM; (ng/mi) residual % Eliminacion
Leche naturaimente 3.3231
contaminada 3.2599
a 8.4344
Leche + AFM; | 8 3703
b Leche + AFM,; 3.2259 39 61
3.2201 39 61
° Leche + AFM;, 3.6608 44 56
3.6681 44 56

# Leche naturalmente contaminada + 5 ng/ml AFM
® | eche naturalmente contaminada + 5 ng/mi AFM, pasada por columna con CESb inmovilizado.
¢ Leche naturalmente contaminada + 5 ng/ml AFM, pasada por columna con CESb inmovilizado
y pasada por columna reutilizada con CESb inmovilizado.
La columna se empacd con e} microorganismo & la semana de inmovilizacién, para mayor detalle ver

Materiales y Métodos. .
Cada valor represeia la media de tres inyecciones de una extraccion Independiente.
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TABLA 11. ELIMINACION DE AFM, EN LECHE NATURAL E INTENCIONALMENTE
CONTAMINADA POR CULTIVO: DE 72 HRS. Y UNA SEMANA DE

INMOBILIZACION.
Muestra AFMy (ng/mi) % PEM o Eiiminacien

Leche naturalmente 3.3231
contaminada 3.2599
2 Leche + AFM; 7.8233
7.8531

bl eche + AFM; 4.2103 54 46

4.2323 54 46

¢ Leche + AFM 4.0698 ' .
' 3.8451 jg g}

® Leche naturaimente contaminada + 5 ng/ml AFM;
> Leche naturalmente contaminada + 5 ng/mi AFM; pasada por columna con CESb inmovilizado.
® Leche naturalmente contaminada+ 5 ng/mi AFM; pasada por columna con CESb inmovilizado
"y pasada por columna reutilizada con CESb inmovilizado.
La columna se empacé con €l microorganismo a la semana de inmovilizacién, para mayor detalie
ver Materiales y Métodos. '
Cada valor representa la media de tres inyecciones de una extraccién Independiente.

4]






TABLA 12. ELIMINACION DE AFM, EN LECHE NATURAL Y ARTIFICIALMENTE
CONTAMINADA CON 5 ng/mi MEDIANTE ESFERAS DE ALGINATO

- AFM1 en
Muestra AFM; (ng/ml) columna . % Eliminacion
{ng/ml)

Leche naturalmente ND

Contaminada

2 Leche + AFM; 7.4423

b | eche + AFM, 5.7052 1.73 23.34
5.8225 1.62 21.77

% Leche naturalmente contaminada + 5 ng/mi AFM;

P Leche naturalmente contaminada + 5 ng/ml AFM, pasada por columna conteniendo esferas de

alginato.

Cada valor representa la media de tres inyecciones de una extraccién independiente.

TABLA 13. ELIMINACION DE AFM, EN LECHE NATURAL Y ARTIFICIALMENTE
CONTAMINADA CON 25 ng/ml MEDIANTE ESFERAS DE ALGINATO

AFM; en
Muestra AFM; (ng/ml) columna % Eliminacion
(ng/mi)
Leche naturalmente ND
Contaminada
8 Leche + AFM; 22 8034
b | eche + AFM, 12.5553 10.24 44.91
12.4239 10.38 4552

¢ Leche naturalmente contaminada + 25 ng/ml AFM;

® Leche naturalmente contaminada + 25 ng/mi AFM, pasada por columna conteniendo esferas de

alginato.

Cada valor representa la media de tres inyecciones de una extraccién independiente.
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Los resultados demuestran que hay una relacion directamente proporcional entre el
porcentaje de eliminacion y la concentracién de AFM; en la leche y-que las esferas por
si mismas son capaces de retener la AFM; presente en la leche; sobre todo la
concentracion de 25 ng AFM,/ml leche (50 veces mas del limite permitido por USA), lo
c;ual indica que solo basta la presencia de las esferas de alginato de sodio para la
descontaminacion de leches con AFM;. Aunque claramente puede observarse que las
concentraciones utilizadas en este trabajo fueron mucho mas altas que las que
idealmente se esperan encontrar en la leche, pero es importante recordar el reemplazo
del empaquetamiento de las columnas cada vez que sea necesario para que Ssu

funcionamiento sea el adecuado y mantenga su eficiencia.

Asi mismo, los resultados pueden mostrarnos que, efectivamente el alginato tiene cierta
relacion o es responsable del atrapamiento de aflatoxina cuando la leche pasa a través
de la columna; esta relacion crece a medida que la leche estd mayormente
contaminada. Cabe mencionar que aun cuando la AFM; es atrapada por las esferas de
alginato, este atrapamiento es mayor en leche intencionalmente contaminada con
concentraciones que nunca se presentaron en forma natural. El Nezami y col. (1998),
demostraron que ciertas bacterias acido lacticas como L. rhamnosus GG y L.
rhamnosus LC-705, tienen la habilidad de remover la AFB; hasta en un 80%
dependiendo de la concentracion y de la temperatura de utilizacion, asi mismo, dichas
bacterias -acido lacticas aumentan su habilidad de descontaminar medios cuando se
someten a tratamientos Aacidos, pero factores como el etanol, radiaciones UV,
sonicacion, condiciones alcalinas o de pH, no afectan o reducen la habilidad de
retencién de la bacteria. Resultados que difieren de los nuestrbs, pero hay que tomar
en cuenta que la micotoxina a descontaminar era AFB; y no AFM;. Avilés (1998)
también demostré que bacterias lacticas entre las que se encontraba Streptococcus
spp., son capaces de eliminar AFB; hasta en un 90-95%. Lo anterior demuestra que la
presencia del microorganismo es de gran importancia durante la descontaminacién de

aflatoxina en cualquier medio que se esté ocupando.
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El hecho de que los experimentos hechos con el alginato mostraran que existe una
retencién de aflatoxina por parte de él, hizo pensar que probablemente, al ser la
micotoxina una sustancia polar, algtin solvente podria desprenderla de las esferas, por
lo cual, se procedid a hacer un experimento de lavado de la columna con diferentes
solventes, extrayendo de cada fraccién la aflatoxina que presuntamente se recuperaria

de cada unode ellos. Los resultados se muestran en fa tabla 14.

TABLA 14. ELIMINACION DE AFM; UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES

AFM; en Columna

Muestra AFM; (ng/ml) (ng/mi)_ % Eliminacion

Leche Naturalmente ND

contaminada

3| eche ND

b leche + AFM, 27.2879
24.1596

°Leche + AFM; 11.6944 42.8558 57.14
13.6185 56.3689 4363

4| eche de lavado 8.3203 53.36 46.64
9.1235 86.55 13.45

¢ Leche + PBS ND

PBS de tavado N'D

MeOH de lavado ND

® " Leche naturalmente contaminada pasada a través de la columna con esferas de alginato de sodio

®  Leche naturalmente contaminada + 25 ng/ml de AFM

¢ Leche naturalmente contaminada + 25 ng/ml de AFM1 pasada a través de la columna con esferas de
aiginato de sodio
Leche naturalmente contaminada pasada a través de la columna con esferas de alginato de sodio
Leche naturalmente contaminada residual en {a columna + PBS estéril pH= 6.4 pasado a través de la
columna con esferas de alginato

" PBS estéril pH= 6.4 pasado a través de la columna con esferas de alginato

¢  Metanol grado HPLC pasado a través de la columna con esferas de alginato

ND No detectable
Cada valor representa |a media de tres inyecciones de una extraccién Independiente.
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