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RESUMEN

Las aflatoxinas se encuentran en gran variedad de
alimentos contaminados con los hongos que las producen.
Son altamente toxicas y carcinogénicas, representando un
problema de salud publica a nivel mundial. La prevencién de
la contaminacién es vital para el control de las aflatoxinas.
También se han desarrollado métodos para eliminar su
presencia de los alimentos. Actualmente se estudian mi-
croorganismos probidticos, principalmente de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, que unen aflatoxinas con la
posibilidad de removerlas de matrices contaminadas. Se ha
probado que la capacidad de unién es especie y cepa espe-
cifica y que se establece a través de los componentes de la
pared celular. Sin embargo, el tipo de unién entre probidtico
y aflatoxina no ha sido del todo elucidada. Son necesarios
estudios mas finos que permitan entender la naturaleza
quimica de dicha unidn, su estabilidad, condiciones que la
afectan y comportamiento en distintos modelos, para escalar
su aplicaciéon de manera adecuada.
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ABSTRACT

Aflatoxins are found in a wide variety of foods con-
taminated with molds that produce these compounds.
They are highly toxic and carcinogenic, which makes them
a worldwide public health concern. Prevention of conta-
mination is vital for aflatoxin control. Thus, some methods
have been developed to remove them from food. At present
probiotic microorganisms that bind aflatoxins and possibly
remove them from contaminated media are being investiga-
ted. Lactobacillus and Bifidobacterium are the principal genus
studied. It has been found that probiotic-aflatoxin binding is
species and strain-specific and is carried out through cell wall
components. However, the type of union between probiotic
and aflatoxin has not been completely elucidated. Finest
studies are needed to understand the chemical nature of
this binding, its stability, the conditions affecting it, and its
behavior in different models, to properly scale its application.
Keywords: Aflatoxins, probiotics, interactions.

INTRODUCCION
Las aflatoxinas son toxinas fungicas que contaminan
a los alimentos destinados al consumo animal y humano. La
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ganaderia y la agricultura son ramas seriamente afectadas
por la contaminacion con estas toxinas. La contaminacién
de alimento para ganado disminuye la produccion de
carne y afecta considerablemente la salud de los animales
(Bryden, 2012). En lo que se refiere a la agricultura, la FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura) ha venido estimando desde 1995 que un 25%
de granosy cereales se contaminan con hongos productores
de micotoxinas, después de la cosecha (Wilson et al., 2002).
Las pérdidas econdmicas a nivel mundial son considerables,
llegando a cerca de un billéon de délares por afo (IARC, 2012).

Las aflatoxinas son consideradas un peligro potencial
para la salud publica (Hassanain et al., 2013); producen efec-
tos toxicos importantes que en el higado pueden derivar en
edemas, hemorragias y hepatitis tdxica; son teratogénicas,
mutagénicas, afectan al pulmén y causan inmunosupresion'y
falla renal (Groopman et al., 2005). Ademas, estan clasificadas
como carcinogénicas, principalmente para el eséfago y el
higado (Raiola et al., 2015). La gran estabilidad quimica de las
aflatoxinas las mantiene intactas a través del procesamiento
industrial de los alimentos y durante su paso por el tracto
gastrointestinal y los metabolitos que puedan derivarse de
ellas también son téxicos (Stoev, 2015). La contaminacidn con
aflatoxinas deriva principalmente de condiciones ambienta-
les propicias o de manejo inadecuado durante la cosecha,
recoleccion y almacenamiento de productos vegetales. De
alli se introduce a la cadena alimentaria. El establecimiento
de programas de Andlisis de Riesgos y Puntos Criticos de
Control (HACCP, por sus siglas en inglés) puede ser muy dutil
en la prevencion de la contaminacion (Hassanain et al., 2013).
Sin embargo, la elaboracién y aplicacion de estos programas
requiere de cierta especializacion y a pesar de los esfuerzos
de la FAO por prestar asistencia en la materia, el problema
persiste (Kussaga et al., 2014). Por ello se han desarrollado
también métodos de descontaminacion. Entre los métodos
fisicos que se aplican a granos contaminados post-cosecha
se encuentran la separacion de los granos por clasificacion,
mientras que la adiciéon de adsorbentes (p.e. arcillas) y la
irradiacion con rayos gamma y ultravioleta, se aplican para
reducir la contaminacion de aflatoxinas en piensos y granos
contaminados. También se estudian métodos quimicos
como la aplicacién de amonia y ozono (Womack et al., 2014).

La descontaminacion de aflatoxinas por métodos bio-
[6gicos es una alternativa a los métodos fisicos y quimicos.
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Destacan los estudios realizados con microorganismos que
pueden adsorber micotoxinas en su superficie celular. En
esta revision analizaremos la habilidad de algunas bacterias
probidticas para unir aflatoxinas, resaltando los posibles
mecanismos de union.

ORIGEN E IMPORTANCIA DE LAS AFLATOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de
origen fungico. Las especies de los géneros Aspergillus, Fusa-
rium y Penicillium son las principales productoras, llegando
a sintetizar hasta 400 toxinas diferentes (Bryden, 2007). Sin
embargo, las de mayor preocupacion sanitaria son: las afla-
toxinas (Aspergillus), las ocratoxinas (Aspergillus 'y Penicillium),
los tricotecenos y las fumonisinas (Fusarium). La afeccién
causada por estas toxinas se conoce como micotoxicosis;
sus efectos agudos o crénicos sobre humanos y animales,
varian segun el tipo de micotoxina (Stoev, 2015). Los efectos
crénicos van desde la reduccién en el crecimiento y desa-
rrollo, hasta la inmunosupresion y carcinogénesis (Marin et
al., 2013). La micotoxina mas toxica es la aflatoxina B, que es
altamente mutagénica y se ha asociado al cancer hepético
(EI-Nezami, 2012).

Las aflatoxinas se producen por 4 especies de As-
pergillus: A. flavus, A. flavus ssp. parasiticus, A. nomius y A.
pseudotamarii (Pitt, 2000). Quimicamente son derivados de
las difuranocumarinas (Figura 1), que fluorescen bajo la luz
ultravioleta. De acuerdo al color que emiten, se clasifican en
aflatoxinas B,y B, (AFB, y AFB,) que reflejan el azul, y aflato-
xinas G, y G, que reflejan el verde. Los subindices se refieren
a la movilidad cromatografica (Bhatnagar et al., 2002). Las
aflatoxinas M, y M, son derivados 4-hidroxilados de las AFB,
y AFB, respectivamente. Se producen en el higado de los
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Aflatoxina M,

Figura 1. Estructura quimica de las principales aflatoxinas.
Figure 1. Chemical structure of main aflatoxins.
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animales que consumen productos contaminados con AFB,
y AFB,; se acumulan en otros tejidos y se excretan en la leche
(Yiannikouris y Jouany, 2002). La aflatoxina M, tiene una to-
xicidad comparable a la AFB, (Stoev, 2015). El anillo lacténico
es la porcion mas reactiva de la molécula de las aflatoxinas,
mientras que el grupo bifurano, por su rigidez, favorece la
interaccién de estas toxinas con algunos componentes celu-
lares (Schatzmayr et al., 2006).

La contaminacién con aflatoxinas afecta seriamente a
la rama agropecuaria. El ganado porcino es el mas suscepti-
ble, presentando una DL, de 0.62 mg/Kg de peso corporal.
La intoxicacidon crdnica se manifiesta principalmente con
inapetencia, problemas de crecimiento y baja produccién de
carne. La intoxicacion aguda va desde temblores y hemorra-
gias intestinales, hasta la muerte del animal. La DL, para aves
de corral es de 6.3 mg/Kg de peso corporal; dosis bajas de
aflatoxinas producen deficiencia en el crecimiento, raquitis-
mo y disminucién en el tamano de los huevos (Bryden, 2012).

En lo que se refiere a la agricultura, la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) estima que un 25% de los cultivos de alimentos es
afectado por la presencia de hongos y sus micotoxinas, inha-
bilitando su consumo (Wilson et al., 2002). A nivel mundial,
la contaminacién por aflatoxinas en el sector agropecuario
resulta en pérdidas econémicas estimadas en casi un billén
de ddlares por ano (IARC, 2012).

EFECTOS DE LAS AFLATOXINAS EN LA SALUD DE HUMA-
NOS

Las aflatoxinas (AFs) llegan al humano por la ingestion
de granos contaminados y de alimentos que derivan de
los mismos (aceite, vino, nueces, tortillas, mantequilla de
cacahuate, mazapanes, etc.). También, a través del consumo
de carne y leche proveniente de animales, que a su vez, in-
girieron alimento contaminado con estas micotoxinas (Yian-
nikouris y Jouany, 2002). La gran estabilidad quimica de estas
moléculas, las mantiene intactas a través de la preparacién
industrial de los alimentos y durante su paso por el tracto
gastrointestinal (Stoev, 2015).

Las aflatoxinas AFB., AFB,, AFG,, AFG, son potentes
carcinogénicos; la AFM, es 10 veces menos cancerigena
que la AFB, caracterizada como la aflatoxina mas toxica y el
carcinogénico hepatico mas potente (IARC, 2002). El sistema
hepatico microsomal del citocromo P450, transforma a la
AFB, en AFB,-8-9-epdxido, un metabolito muy reactivo que
forma aductos con las proteinas, el ARN y el ADN de los he-
patocitos. La unién del AFB -8-9-epdxido con el ADN puede
llegar a causar mutaciones en el codén 249 del gen supresor
de tumores p53 que es una alteracién caracteristica en can-
cer de higado (Wild y Turner, 2002).

La toxicidad aguda en humanos es la menos do-
cumentada. Ocurre esporadicamente por el consumo de
alimentos altamente contaminados con AFs. Induce vomito,
anorexia hemorragias, dano al higado, edema pulmonar y
cerebral, necrosis y muerte, si las dosis son muy altas (Wild y
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Gong, 2010). En el 2004 se presentd un caso en Kenia con la
intoxicacion de 325 personas que derivaron en 125 muertes
por consumo de maiz contaminado con niveles de aflatoxinas
entre 20y 8000 pg/Kg (Lewis et al., 2005). La toxicidad crénica
es mas comuny se debe al consumo de pequenas cantidades
de AFs. Sus efectos dependen de diversos factores como la
edad, el estado nutricional y de salud, el tiempo y la dosis de
exposicién (Wild y Gong, 2010). En los humanos la toxicidad
crénica por aflatoxinas puede provocar cancer hepatico, au-
mentando hasta 30 veces el riesgo de este padecimiento en
personas infectadas con el virus de la hepatitis B (Groopman
etal.,, 2005).

La exposicion crénica a AFs también estd asociada
a desordenes en el sistema inmune y a disminucién en el
peso y talla de infantes. Ademas, induce disminucion en la
actividad de linfocitos By Ty de las funciones efectoras de los
macréfagos; disminuye la resistencia a infecciones crénicas
y secundarias (Raiola et al., 2015). Otros efectos documenta-
dos incluyen encefalopatia, reduccion en la produccién de
esperma y la viabilidad de los espermatozoides, asi como
degeneracion testicular y degeneracién de lipidos en las
visceras (CAST, 2003).

OCURRENCIA Y NIVELES PERMITIDOS DE AFLATOXINAS
EN ALIMENTOS

Las AFB,, AFB,, AFG, y AFG, se encuentran como
mezclas en cereales y sus derivados, nueces, cacahuates y
especias contaminados. Regularmente la AFB, es la que se
encuentra en mayor proporcién. Los reportes de los paises
de la Unién Europea indican mayor contaminacién en nue-
ces de la india, especias y pistachos (0.2 a 0.4 ug/Kg de AFs
totales). Otros alimentos contaminados son higos, datiles,
almendras y avellanas (EFSA, 2007). La contaminacién con
aflatoxinas en maiz ocurre principalmente en los paises en
desarrollo (Kussaga et al., 2014; Lewis et al., 2005). La AFM,
se encuentra principalmente en leche y procede de la con-
taminacién de alimento para ganado (harina de maiz, de
algododn, de cacahuate y otros) (Wild y Gong, 2010).

El nimero de paises que regulan el contenido de afla-
toxinas en los alimentos ha aumentado significativamente a
través de los afos. Los limites tolerados dependen del tipo
y destino del alimento y del pais que los exporta y pueden
enunciarse de acuerdo al contenido total de AFB,, AFB,, AFG,
y AFB,, o estar indicadas especificamente para la AFB, (Marin
etal., 2013).

En la Unién Europea (UE), el limite de AFB, para ca-
cahuate, nuez, fruta seca y sus derivados y para cereales y
derivados es de 2.0 pg/kg. El limite méaximo de AFB, para al-
mendras, pistachos y albaricoques es de 12.0 pg/kg. Algunos
paises como Alemania, Dinamarca, Austria, Finlandia, Suecia
y Espafia tienen sus propios limites para AFB,. Por ejemplo
4 ug/kg en Austria, mientras que Australia, Nueva Zelanda,
Canaddy los paises de Medio Oriente permiten 15.0 ug/kg en
diferentes tipos de nueces, pistachos y cacahuates. En Esta-
dos Unidos de Norteamérica el limite para esta aflatoxina es
de 20.0 pg/kg. Por otro lado, la India permite hasta 30.0 pg/

kg en trigo, maiz, sorgo, arroz, lentejas y otras leguminosas
(Kubo, 2012).

En México, la regulacion de aflatoxina M, esta dictada
por la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, para le-
che, férmulalactea y producto lacteo combinado y derivados
lacteos, donde se estipula que el limite maximo permitido de
AFM, en este tipo de productos es de 0.5 pg/L. Dicho limite
estd basado en una equivalencia parcial con la norma del
Codex Alimentarius para nivel maximo de AFM, en leche (CO-
DEX STAN 232-2001). Este mismo limite se encuentra estable-
cido en los Estados Unidos de Norteamérica y en los paises
del Mercosur (Marin et al., 2013; CAST, 2003). En cambio, en
la Unién Europea (UE), el limite de AFM, es 10 veces menor
(0.05 pg/L) para leche cruda, leche pasteurizada y derivados
lacteos. En el caso de leches de formula para lactantes el
limite en la UE es de 0.025 pg/L (Diario Oficial de la Unién
Europea, 2010). Esta diferencia en el limite maximo permiti-
do en la UE se establecio desde 1994, y se fundamenta en
el hecho de que al ser las aflatoxinas potentes carcinégenos,
cualquier cantidad es suficiente para tener un efecto dafnino
en el organismo, por lo que los niveles deben de ser tan bajos
como sean posibles (FAO, 2001).

PREVENCION DE LA CONTAMINACION POR HONGOS
PRODUCTORES DE AFLATOXINAS

Como ya se indico, las pérdidas anuales derivadas de
la contaminacién por micotoxinas son considerables y com-
prenden desde la produccién hasta la comercializacion de
materias primas y alimentos. Por ello y por las consecuencias
a la salud, se busca implementar sistemas de control que
prevengan la contaminacién con dichas toxinas. Ello implica
llevar a cabo buenas précticas agricolas, de almacenamiento
y manufactura, asi como el Analisis de Riesgos y Puntos Criti-
cos de Control (Denliy Pérez, 2006; FAO, 2003). La produccién
de micotoxinas en el campo disminuye significativamente
evitando que el grano sea danado tanto mecanicamente
como por el ataque de insectos. Para ello, puede ayudar
elegir variedades que muestren resistencia al ataque de
hongos o las que expresen la toxina de Bacillus thuringiensis.
También es importante la irrigacion y fertilizacion adecuada,
la cosecha a tiempo y con equipo en buenas condiciones, y
el uso racional de agentes quimicos y bioldgicos (Peraica et
al., 2002).

Durante el almacenamiento deben controlarse facto-
res criticos como la temperatura y la disponibilidad de agua
en el grano, asi como el control de plagas. También es impor-
tante dar el mantenimiento adecuado a los silos, secar al gra-
no convenientemente y protegerlo de la humedad después
del secado, evitando tiempos excesivos de almacenamiento
(Kussaga et al., 2014).

DESCONTAMINACION O DETOXIFICACION DE AFLATOXI-
NAS

Para el caso de productos contaminados, se busca re-
ducir o eliminar la presencia de aflatoxinas mediante diversas
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medidas correctivas. La descontaminacién o detoxificacion
puede realizarse por métodos fisicos, quimicos y bioldgicos,
o por combinaciones de ellos. La condicién es que no alteren
las propiedades nutricionales y organolépticas del alimento
(Soriano, 2007). La limpieza, clasificacion y segregacion de
los granos puede ayudar a disminuir los niveles de conta-
minacién, mas no prevenirlos completamente (Kussaga et
al, 2014). Una gran variedad de productos quimicos han
sido probados en la descontaminaciéon de AFs. Entre ellos
destacan varios acidos, bases, aldehidos, agentes oxidantes,
bisulfito de sodio y algunos gases. Sin embargo, el uso de la
mayoria es impractico. La razén es que algunos dan lugar a la
formacion de residuos toxicos y otros afectan las caracteristi-
cas sensoriales y nutricias del alimento (Soriano, 2007).

Entre los métodos quimicos implementados se
encuentra el uso de sales de amonio. Estos compuestos
degradan a las micotoxinas a metabolitos menos téxicos. Se
usan como tratamiento para harinas de pasta de algodén,
girasol y cacahuate destinadas a consumo animal. Sin em-
bargo, disminuye el valor nutricional del alimento (Bryden,
2012). Actualmente se evaluan el uso de bisulfito de sodio y
de ozono en la posible destruccion de aflatoxinas (Adegoke
y Letuma, 2013).

La adicién de adsorbentes o unidores de aflatoxinas
a los alimentos contaminados, es una técnica prometedora.
La estrategia pretende que el adsorbente establezca fuertes
interacciones con las aflatoxinas para impedir que estas se
absorban en el tracto gastrointestinal del animal (Womack
etal., 2014). Entre las arcillas que se usan se encuentra el alu-
minosilicato de sodio y calcio (HASCAS), que ha demostrado
ser inocuo para animales y humanos (Adegoke y Letuma,
2013). EIHASCAS es especifico para aflatoxinas y su eficiencia
depende de la dosis (Smith et al., 1994). El carbén activado
resulta efectivo para adsorber algunas micotoxinas como
la zearalenona (Alegakis et al., 1999). Sin embargo, para las
aflatoxinas los resultados son muy variables debido a que
el proceso de absorcion no siempre es eficiente (Diaz et al.,
2004; Bonna et al., 1991; Galvano et al., 1996). Otras arcillas
que pueden resultar eficaces son la bentonita de sodio y la
tierra de diatomeas (Womack et al., 2014). Entre los métodos
biolégicos se propone el uso de carbohidratos complejos,
como los galactomananos y el de microorganismos, como
levaduras y los probidticos capaces de unir aflatoxinas (Ahl-
berg etal., 2015; Campagnollo et al., 2015).

DESCONTAMINACION BIOLOGICA: PROBIOTICOS QUE
UNEN MICOTOXINAS

La mayoria de los métodos fisicos y quimicos usados
en la descontaminacion de aflatoxinas presentan diversas
limitaciones que comprometen su aplicacién. Se han usado
principalmente en alimento para ganado, como es el caso
de los adsorbentes de aflatoxinas. Algunos de ellos deben
anadirse en cantidades importantes, afectando el valor nutri-
cional del alimento. Otros, como las arcillas pueden contener
residuos téxicos, como dioxinas y metales pesados (O'Day y
Vlassopoulos, 2010).
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La desintoxicacién bioldgica es un método promete-
dor para materias primas y alimentos contaminados ya que
permite la eliminacién de AFs en condiciones poco agresivas,
preservando los atributos del alimento (Adegoke y Letuma,
2013). El proceso se basa en el establecimiento de interac-
ciones bioldgicas entre las aflatoxinas y los elementos de la
pared celular de algunos microorganismos generalmente
reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés),
como las bacterias acido lacticas y otros probiéticos (Salim,
2011).

El-Nezami et al. (1998) estudiaron la capacidad de
diferentes bacterias Gram+ y Gram- para eliminar aflatoxina
B, de un medio contaminado. Las Gram+ mostraron los
mejores resultados, entre ellas Lactobacillus rhamnosus GG
y L. rhamnosus LC705, las cuales removieron hasta el 80%
de la AFB, presente. Shetty y Jespersen (2006) examinaron
la habilidad de enlazar aflatoxina B, por diferentes cepas de
bacterias acido lacticas y levaduras. Los mejores resultados
se obtuvieron con las cepas de L. plantarumy L. fermentum,
las cuales eliminaron el 60% de AFB, de una solucion salina
contaminada.

Experimentos in vitro, demostraron que varias espe-
cies de Bifidobacterium y Lactobacillus viables, son capaces
de unir AFM, en soluciones acuosas y en leche reconstituida.
Los rangos de union encontrados fueron de 10.22 a 26.65% y
de 7.85 a 25.94%, respectivamente. La bacteria que presenté
mayor porcentaje de unién fue Bifidobacterium bifidum Bb
13 (Kabak y Var, 2008). Los autores no encontraron diferencia
estadistica significativa (p < 0.05), al realizar el experimento
con las bacterias muertas (90°C, 15 min) o al ensayar dife-
rente concentracion de AFM, (5,10, 20 ng.mL") y tiempos de
exposicion a la bacteria (0, 4 y 24h; 37 °C), indicando que la
unién se presenta en los primeros momentos de la exposi-
cion. Después de cada tiempo de incubacion las bacterias se
precipitaron por centrifugacion y se determiné el contenido
de aflatoxina en el sobrenadante por HPLC.

Pierides et al. (2000), investigaron la capacidad de
unién a AFM, con diferentes especies de Lactobacillus en
soluciones acuosas encontrando capacidades de unioén entre
18 y 54 %. En este estudio L. rhamnosus LC705 unié mayor
cantidad de aflatoxina cuando se encontraba viable en leche
que cuando fue inactivado por calor o cuando el estudio se
realizé en solucidn salina amortiguadora de fosfatos (PBS).
Por otra parte, Serrano-Nifo et al. (2013) observaron que B.
bifidum NRRL B-41410 y L. johnsonii NRRL B-2178 pudieron
unir 45y 32 % de AFM, en leche contaminada. Se conoce
poco sobre el efecto que tienen los componentes de la matriz
(p.e. leche u otro alimento) en la unién bacteria-AF, siendo un
area de oportunidad para nuevas investigaciones.

Kabak y Ozbey (2012) determinaron la bio-accesibili-
dad in vitro de diferentes AFs en 7 alimentos contaminados
y la efectividad de diferentes probioticos (B. longum, L.
rhamnosus, B. species 420, L. acidophilus NCFM 150B y L. casei
Shirota) para disminuirla. La bio-accesibilidad encontrada
en AFB, (85.1-98.1%), AFG, (85.3-95.1%), AFB, (83.3-91.8%)
y AGB, (80.7-91.2%) fue independiente del tipo de alimento
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estudiado. La presencia de probioticos disminuyd signifi-
cativamente (p < 0.05) la bio-accesibilidad (10.5 a 35.6 %),
dependiendo del tipo de aflatoxina, del alimento y de la
especie de probidtico. En general el probidtico mas eficiente
fue L. acidophilus NCFM 150B y el que menos uni6 aflatoxi-
nas fue L. casei Shirota. Serrano-Nifio et al. (2013) llevaron a
cabo un estudio de bio-accesibilidad similar, determinando
la capacidad de 4 cepas (Lactobacillus reuteri NRRL B-14171,
Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442, Lactobacillus johnsonii
NRRL B-2178 y Bifidobacterium bifidum NRRL B-41410) para
disminuir la bioaccesibilidad de AFM. . La reduccién de la bio-
accesibilidad fluctu6 desde 22.72 hasta 45.17 % dependien-
do de la cepa, siendo el probidtico mas eficiente B. bifidum
NRRL B-41410.

La concentracién de bacteria también es importante
(Peltonen et al., 2001). Esta debe exceder siempre 1 x 10°
UFC/mL y su efectividad es cepa especifica (Peltonen et al.,
2001; Bolognani et al., 1997). Por ejemplo, concentraciones
de 2 x 10° UFC/mL de L. rhamnosus GG y Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS, removieron 74 y 63 % de
AFB,, mientras que 5 x 10° UFC/mL de L. acidophilus o B.
longum removieron Unicamente el 13 % (Bolognani et al.,
1997). Por otro lado, concentraciones de 10 UFC/mL de L.
rhamnosus GG, remueven hasta el 80 % de la AFB, presente.
Pizzolitto et al. (2012) analizaron la unién de L. rhamnosus |, y
L. fermentum 23 a diferentes concentraciones (50, 100 y 500
ng/mL) de AFB,, encontrando mayores porcentajes de union
a la concentracion de 50 ng/mL.

El-Khoury et al. (2011), probaron que la combinacion
de bacterias acido lacticas (BAL), L. bulgaricus y Streptococ-
cus thermophilus, une hasta 90% de AFM,, dependiendo
del tiempo de exposicién. Resultados similares reportaron
Corassin et al. (2013), al utilizar a las BAL en combinacion con
Saccharomyces cerevisiae.

En resumen, la capacidad de los probidticos para unir
aflatoxinas depende de género, especie y cepa, del tipo y
concentracion de aflatoxina; de la concentracidn y viabilidad
de la bacteria y del tipo de matriz contaminada. Ademas,
puede presentarse un efecto sinérgico cuando se usan mez-
clas de probidticos.

Caracterizacion de la union probiético-aflatoxina

La caracterizacion del complejo probidtico-aflatoxina
es crucial para poder escalar la remocién por bacterias, a
nivel industrial. Como ya se indico, la afinidad de la unién
depende del tipo de bacteria y de aflatoxina estudiada. Es
importante entonces, conocer las moléculas involucradas
en el biorreconocimiento de la bacteria hacia la aflatoxina y
las interacciones que se establecen, con el fin de escoger la
especie o cepa mas adecuada.

En estudios con L.rhamnosus GGy L. rhamnosus LC705
se demostro que la unidn con AFs ocurre en la superficie de
la bacteria (Haskard et al., 2000, 2001; Peltonen et al., 2001).
La interaccion se lleva a cabo tanto con bacterias viables
como no-viables y puede detectarse con anticuerpos anti-
aflatoxina, cuya masa molecular (55 kDa) les impide atravesar

la pared celular bacteriana (Kabak y Var, 2008; Haskard et al.,
2000, 2001). La unién no produce cambios en la molécula
de aflatoxina y puede clasificarse como un proceso de bio-
adsorcion (Pizzolitto et al., 2012).

La asociacion se lleva a cabo mediante interacciones
no covalentes (reversibles). Prueba de ello fue que la interac-
cion se perdio al lavar las bacterias con solventes organicos,
siendo el cloroformo el mas efectivo para romper la union.
Los lavados consecutivos con agua también producen la
liberacion de AFs (Oatley et al., 2000; Lee et al., 2003). La bio-
masa liofilizada no pierde su capacidad de unién a la AFB,,
mientras que la deshidratada por aspersion, si (Bovo et al.,
2014). Estos resultados concuerdan con la evidencia de que
la unioén se lleva a cabo con la pared celular ya que el secado
por aspersion puede dafar la estructura y funcionalidad de la
pared celular (Bovo et al., 2014).

Para conocer la naturaleza de las moléculas involu-
cradas en la asociacion probiético-aflatoxina, Haskard et al.
(2000, 2001) sometieron a L. rhamnosus GG y L. rhamnosus
LC705 a la accion de diferentes agentes. Dado que la adicion
de pronasa y periodato ocasioné una disminucién de la
interaccién, se concluy6é que estan involucradas proteinas
del tipo glicoconjugados (peptidoglicanos) y carbohidratos
(polisacdridos) de la pared celular. Por otra parte, microgra-
fias electrénicas muestran una posible interaccion con poli-
sacdridos, mientras que los estudios realizados por Lahtinen
et al. (2004) probaron que los sitios de unién de la AFB, en L.
rhamnosus GG involucran preferentemente a los peptidogli-
canos. La interaccién con lipidos quedé descartada debido a
que los tratamientos con lipasas no afectan la estabilidad de
la unién (Limy Anh, 2013; Haskard et al., 2000)

Otros investigadores han documentado la interaccion
con el acido teicoico (Hernandez-Mendoza et al., 2009). La
pared celular de las bacterias acido lacticas consiste en una
matriz de peptidoglicanos que albergan otros componentes
tales como acido teicoico y lipoteicoico, una capa S proteica
y polisacaridos neutros. Estos componentes juegan un pa-
pel importante en la adhesién y bio-reconocimiento de las
bacterias hacia diferentes moléculas (Delcour et al., 1999).
Es importante destacar que el &cido teicoico constituye mas
del 50% (p/p) del peso total de la pared celular y por ello, las
posibilidades de que esté involucrado en la unién de aflato-
xinas, son importantes.

Hernandez-Mendoza et al. (2009) encontraron una
disminucion de la unién de AFB, con L. rhamnosus en presen-
cia de iones Ca*". Esto se explica por la naturaleza aniénica de
los acidos teicoicos que promueven la captacién de cationes,
bloqueando posiblemente las interacciones con las AFs. La
naturaleza catiénica de la unién propuesta por estos investi-
gadores también correlacioné con la presencia de fosfatos en
los acidos teicoicos, ya que aquellas bacterias que mostraron
deficiencia en fosfatos fueron las menos eficientes para unir
AFB..

En cambio, Haskard et al. (2000) descartaron el esta-
blecimiento de interacciones electrostaticas con el acido
teicoico, ya que la presencia de cationes mono y divalentes
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a diferente fuerza idnica no afectd a la union de L. rhamnosus
GG con las AFs. Por el contrario, agentes caotrépicos como
la urea si lo hacen, indicando la posibilidad de que las inte-
racciones sean de origen hidrofébico (Haskard et al., 2000).
Por ello, algunos investigadores defienden la idea de que las
interacciones hidrofébicas que puede establecer el acido tei-
coico, son mas importantes (Delcour et al., 1999). Este hecho
puede explicar por qué lainteraccion de los probiéticos con la
AFM,, hidroxilada y mas polar, es menor que con la AFB, cuya
molécula es mas hidrofdbica (EI-Nezami et al., 1998). En otros
estudios se observé que los tratamientos térmicos aumentan
la eficiencia de la union de lactobacilos con AFB,, apoyando
laidea de que las interacciones hidrofébicas son importantes
ya que, se especula que al desnaturalizarse las proteinas de
la superficie celular, se exponen sus regiones hidrofébicas
(Haskard et al., 2000). En contraste, los tratamientos con en-
zimas que oxidan carbohidratos, disminuyen la interaccion,
apoyando también la idea de que las interacciones pueden
ser hidrofilicas (Lim y Anh, 2013; Lahtinen et al., 2004). Tam-
bién se ha observado una concordancia entre la capacidad de
union de lactobacilos y bifidobacterias a diferentes AFs, (AFB,
> AFB, > AFG, > AFG,) que correlaciona con el aumento en
su polaridad (Haskard et al., 2000). Sin embargo, se requieren
estudios mas finos para poder caracterizar la naturaleza de la
union o uniones, recordando ademas que éstas pueden dife-
rir dependiendo de la especie y cepa de probiético utilizada.

En este contexto, se ha estudiado el efecto de dife-
rentes valores de pH en la unién y estabilidad del complejo
bacteria-aflatoxina, con el fin de conocer si estan involucradas
interacciones electrostaticas. Los resultados encontrados son
contradictorios. Lim y Ahn (2013) probaron que la unién de
AFB, a L.rhamnosus DJ42 (53.4+2.1%)y L. fermentum DJ45
(30.6 + 2.7%) no se vio afectada en un rango de pH de 3.0 a
7.0.Bovo et al. (2014) no encontraron diferencia significativa
(p <0.05) entre la union de AFB, a L. rhamnosus a pH de 3.0
(45.9 + 8.8%) y 6.0 (35.8 + 7.7%). Por otro lado, Bolognani et
al. (1997) demostraron que la unién de B. longum a AFB, ocu-
rre a pH 5.0. En concordancia con ellos, Herndndez-Mendoza
et al. (2009), probaron que la mayor interaccién de AFB, con
diferentes cepas de L. casei Shirota se presentd a pH de 6.0y
disminuy6 entre 7.2 y 8.0.

Los diferentes resultados encontrados dan soporte
a la hipodtesis de que existan diferencias moleculares en los
sitios de unién de la pared celular de las bacterias (Kabak y
Ozbey, 2012; Herndndez-Mendoza et al., 2009). Es decir, que
pequefios cambios moleculares en los receptores promue-
van el establecimiento de mayores interacciones entre la
bacteria y las AFs, aumentando la afinidad y estabilidad de la
unidn, o viceversa. Lo anterior es indicativo de la importancia
y la necesidad de conocer mejor la naturaleza de todas las
interacciones involucradas.

Serrano-Nifo etal.(2015) aislaron el acido teicoico (AT)
de 14 cepas de Lactobacillus para correlacionar sus diferen-
cias moleculares con la efectividad de estos probidticos para
unir AFB.. En base al analisis composicional y a la informacién
existente propusieron 4 estructuras para AT conformadas por
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un polimero de ribitol-fosfato con variaciones en el contenido
de D-alanina y presentando residuos de glucosa y/o glicerol.
Sus correlaciones entre la composicion de los AT y la eficien-
cia para unir AFB, indicaron que la D-alaninay la glucosa son
importantes para la interaccion. El estudio es exploratorio y
debe complementarse con otros mas especificos. Por ejem-
plo, la obtencién de espectros de H1 y C13 mediante la reso-
nancia magnética nuclear aportaria informacion importante
para corroborar las estructuras propuestas. Sin embargo, los
resultados obtenidos son una contribucién importante para
la elucidacidn de las interacciones de las aflatoxinas con la
pared celular de los probiéticos. Sintetizando los resultados
de los estudios mencionados, hasta el momento se conoce
que: a) la unién y liberacion de aflatoxinas a la pared celu-
lar de lactobacilos y bifidobacterias es un proceso rapido y
reversible que se establece mediante interacciones no cova-
lentes; b) no involucra la modificacién quimica de las AFs 'y
puede clasificarse como una bioadsorcién; c) la cantidad de
aflatoxina removida depende del tipo y concentracién inicial
de aflatoxina y de la cepa bacteriana utilizada; d) para que
la unioén se lleve a cabo es necesario que la pared celular no
pierda su integridad; e) el tratamiento de la pared celular con
diferentes enzimas descarta la participacion de los lipidos
en la unién AF-probidtico y aporta evidencia de que ésta se
lleva a cabo entre las aflatoxinas y proteinas, carbohidratos
0 su combinacion (proteoglicanos); f) Las contradicciones
entre resultados que indican que la uniéon AF-probidtico se
establece mediante interacciones hidrofébicas y otros que
prueban el establecimiento de interacciones mediante car-
gas eléctricas con el 4cido teicoico, han llevado a la hipotesis
de que existen pequenas diferencias moleculares en los sitios
de union; y g) las diferencias en composicion de los acidos
teicoicos de 14 especies de lactobacilos y su correlaciéon con
la efectividad de la unién AF-probiético dan soporte a la
hipétesis mencionada.

¢Qué falta por hacer?

A lo largo de los afos se ha avanzado en el conoci-
miento sobre las cepas con potencial de ser utilizadas, el
efecto de diversos factores en la unién bacteria-aflatoxina y
las bases de la naturaleza quimica de dicha unién. Sin embar-
go, las diferencias en los resultados obtenidos indican que
es necesario realizar estudios mas finos que nos permitan
conocer mejor la cinética de union y liberacion y la natu-
raleza quimica de los receptores involucrados. Un aspecto
interesante de resaltar es la necesidad de realizar estudios de
la eficiencia de la unién AF-probidtico de una misma cepa a
diferentes fases de crecimiento del microorganismo, ya que
los componentes de la pared celular pueden cambiar (Laakso
etal., 2011).

También existe la necesidad de obtener datos mas
precisos sobre las diferencias estructurales de los posibles
ligandos involucrados en la unién AF-probidtico. Entre las
técnicas que pueden ayudar se encuentra la resonancia mag-
nética nuclear, que puede aportar datos sobre las diferencias
estructurales de las paredes celulares de los probiéticos.
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Vinogradov et al. (2013) la usaron con éxito para detectar
diferencias estructurales muy especificas entre cepas de L.
helveticus, relacionadas con su eficiencia para madurar el
queso. La resonancia de plasmones de superficie puede ser
util para estudiar la cinética y las constantes de afinidad de la
unién AF-probidtico (Kinouchi et al., 2014). Sin embargo, se
requiere contar con técnicas de purificaciéon adecuadas para
obtener ligandos puros, lo cual representa un inconveniente.
Por ejemplo, la técnica disponible para los acidos teicoicos
permite su aislamiento eliminando otras moléculas, prove-
nientes de la pared celular (Serrano-Nifo et al., 2015).

Se requieren también estudios para investigar los me-
canismos involucrados en la formacion in vitro del complejo
AF-probidtico. Entre las técnicas que pueden ayudar a este
propositos se encuentran la espectroscopia de infrarrojo (IR)
y la modelacién computacional que ya se han utilizado para
modelar la interaccion entre la AFB, y la arcilla de esmectita.
Con base en estas técnicas se encontré que los oxigenos del
grupo carbonilo de la AFB, juegan un papel muy importante
en la unién de la aflatoxina con la arcilla a través de interaccio-
nes ion dipolo/enlaces coordinados y puentes de hidrégeno.
También involucran a los oxigenos del anillo dehidrofurano
en la interaccién (Deng et al., 2014; Deng y Szczerba, 2011).
En general, entre mas conozcamos de la unidon aflatoxina-
probidtico, mayor posibilidad habra de escalarla y utilizarla
con éxito para la detoxificacion de aflatoxinas.

CONCLUSIONES

La bioadsorcion de aflatoxinas usando probidticos
es un método promisorio que puede contribuir a disminuir
los problemas agropecuarios y de salud publica causados
por estas toxinas. La evidencia cientifica muestra que los
probidticos unen aflatoxinas estableciendo interacciones
reversibles con estas moléculas a través de diversos compo-
nentes de su pared celular. Debido a que la interaccion es
especie y cepa especifica y a que existe controversia entre
los resultados sobre los tipos de interaccidon quimica involu-
crados, se presume que existen diferencias entre las paredes
celulares que son fundamentales para la efectividad de la
union y por tanto de remocidn. Sin embargo, hasta el mo-
mento, se conoce poco sobre estas diferencias. Por esta razon
se requiere de estudios mas finos para poder complementar
la caracterizacion de la unién a fin de encontrar la cepay las
condiciones mas adecuadas para escalar exitosamente el
proceso de detoxificaciéon en productos especificos.
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