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"En algdn lugar, algo increible estd esperando ser conocido”.

Carl Sagan
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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de alta toxicidad, producidos por una gran
diversidad de hongos, principalmente de los géneros Aspergillus, Fusariumy Fenicillium. Estos
metabolitos al ser ingeridos por el hombre y/o animales ocasionan la micotoxicosis generando
efectos adversos para la salud. Por otro lado, se ha descrito la presencia de micotoxinas
conjugadas, las cuales al modificar su estructura primaria se enmascaran durante su analisis,
dando lugar a falsos negativos. En los Ultimos afios, se han utilizado los microorganismos y/o
enzimas en procesos de biodegradacion de micotoxinas mostrando eficacia. Por lo que en este
trabajo se plantea la biodegradacion de zearalenona y toxina T-2, asi como alguno de sus
posibles conjugados, por esterasas, extracto de levadura y Saccharomyces sp. Se realizaron
tres ensayos a concentraciones de 5 (95 U) y 1.6 mg(25 U) de esterasa para zearalenona 'y
toxina T-2 respectivamente, otro con 22 mg de Saccharomyces sp., asi como 22 mg de extracto
de levadura en buffer de fosfatos 150 mM a pH 7 y pH 8 y se incubaron durante 60 min a
41°C. El analisis de la zearalenona y toxina T-2 residual se realiz6 por HPLC-ESI-TOF-MS. En
el caso de zearalenona, las esterasas a pH 8 present6 el 60.54% de degradacion y el 86.58%
con Saccharomyces sp a pH 7. Mientras que para toxina T-2 la esterasa presentd hasta el
17.99% de degradacion para las concentraciones mas altas mientras que Saccharomyces sp.
presentd hasta un 10.66% de degradacion, respecto al tratamiento con extracto de levadura
se muestra un incremento en la concentracion final, lo cual indica la posible presencia de una
forma conjugada de la toxina T-2, que al ser tratada con dicho extracto es liberada siendo asf
detectada. La biodegradacion registrada por esterasa podria afectar tanto el grupo éster
presente en la estructura de zearalenona como el grupo éster expuesto en la estructura de la
toxina T-2, asi mismo Saccharomyces sp. presenta estereasas que pueden tener actividad en
el mismo grupo éster. Se concluye que la esterasa y Saccharomyces sp. presentan actividad

biodegradante ante zearalenona y toxina T-2.
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1. INTRODUCCION

Mundialmente se desechan cada afio enormes cantidades de alimentos por contaminanciéon por
hongos tdxicos o por sus metabolitos, esto ocurre con mayor frecuencia en las zonas calidas
(Flores et al, 2016). Las micotoxinas son metabolitos secundarios de alta toxicidad, producidos
por diversas especies de hongos pertenecientes principalmente a los generos Aspergillus,
Fusarium 'y Penicillium (Smith, Moss, 1985). Estos metabolitos ejercen su efecto
principalmente por ingestion provocando en el hombre y en los animales disturbios en la salud,
denominados micotoxicosis (Quiroga, 2002). Suelen encontrarse en una gran variedad de
productos agricolas, siendo los contaminantes naturales de los alimentos mas extendidos a
nivel mundial. Dichos metabolitos son altamente toxicos, mutagénicos, cancerigenos,
teratdgenos e inmunosupresores. Debido a su gran variedad de efectos toxicos y sobre todo a
su extrema resistencia al calor, la presencia de las micotoxinas en los alimentos es considerada
de alto riesgo para la salud humana y de los animales (Kennedy et al, 1998; Laser et al, 2003,

Reed ef al, 2004; Skladanka ef al, 2011).

Las micotoxinas no estan dispersas en todos los productos alimenticios, pero usualmente se
presentan en focos llamados "hot spots" en el alimento. Esto representa una dificultad para el
muestreo, ya que las micotoxinas pueden no ser detectadas analiticamente, ain con buenos

procedimientos de muestreo (Flores ef a/, 2012).

Las micotoxinas también pueden estar enmascaradas en la deteccion analitica por moléculas
pequefas como: glucdsidos, glucuronidos, ésteres de acidos grasos y proteinas, las cuales
pueden estar conjugadas a la toxina, dando asi un resultado falso negativo. Generalmente,
presentan comportamientos quimicos distintos a las micotoxinas de origen, siendo no
detectadas en los analisis comunes (Arroyo-Manzanares, 2014). Sin embargo, las moléculas
conjugadas pueden ser removidas durante la digestion, liberando la micotoxina para afectar al
animal. Este fendbmeno ocurre fundamentalmente en las toxinas de Fusarium sp. (tricotecenos,

zearalenona y fumonisinas), aunque han sido descritas para otras micotoxinas.

La zearalenona (ZEA) es una micotoxina estrogénica no esteroidal, que contamina
principalmente maiz y en un menor grado cebada, avena, trigo, sorgo, mijo y arroz. Induce

efectos estrogénicos, provocando alteraciones en la reproduccion, disminucion de la fertilidad,
-
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reduccion del tamafio de camada, peso cambiante de las glandulas suprarrenales, tiroides y
glandulas pituitarias, asi como cambio en los niveles séricos de progesterona y estradiol (Marin
et al, 2010). Los tricotecenos han sido clasificados en dos grupos: Grupo A, el cual incluye a
la Toxina T-2, Toxina HT-2 y al Diacetoxicirpenol (DAS); Grupo B: que incluye Deoxinivalenol
(DON), Nivalenol (NIV) y Fusarenona X (Sweeney y Dobson, 1998). La toxina T2 presenta
un anillo epdxido en los carbonos 12-13, un numero variable de grupos hidroxilo y sustituciones
acetoxi (Langseth y Rundberget, 1998; Schmale y Munkvold, 2019). La toxina T-2 es
metabolizada rapidamente a través de diferentes formas de biotransformacion que incluyen: la
hidrdlisis, la hidroxilacion, de-epoxidacion, glucorinidacion y la acetilacion. Los efectos toxicos
de las toxinas T-2 y HT-2 incluyen: reduccion del peso, dermotoxicidad, dafio hepatico, toxicidad

reproductiva, neurotoxicidad, hemato e inmunotoxicidad.

Debido a la importancia econdmica y el impacto que representan para la salud, la prevencion y
eliminacion de la contaminacion producida por micotoxinas es de suma relevancia, por lo que
se han desarrollado diferentes métodos para la detoxificacion considerando las micotoxinas de
mayor incidencia, su estructura, asi como su capacidad de reaccionar con otras moléculas que

permitan su transformacion a otras estructuras no toxicas (Borrel y Gimeno, 2003).

Dentro de estos métodos podemos encontrar a los métodos naturales, métodos fisicos, los
métodos quimicos y los microbioldgicos. Un método quimico comiUnmente utilizado son los
adsorbentes, los cuales son polimeros de alto peso molecular con multiples ramificaciones que
carecen de nutrientes, no son digeribles y no son fermentables (Ramos et a/, 1996). Estos
polimeros recorren el tracto digestivo sin degradarse y absorben pequefias moléculas para
impedir su absorcion en el tracto digestivo. Los adsorbentes pueden ser materiales inorganicos
a base de aluminosilicatos como las zeolitas, la bentonita y la tierra diatomacea. Los
adsorbentes organicos contienen carbén vegetal activado, lignina y polimeros glucomananos
extraidos de la pared celular interna de la levadura. La naturaleza inespecifica de los adsorbentes
los hace aptos para multiples contaminantes de distintas estructuras quimicas, tanto en formas
libres como conjugadas presentes en los alimentos. No obstante, la falta de especificidad
significa que los adsorbentes también tienen la capacidad de unirse a otras moléculas pequenas,

como las vitaminas, minerales, aminoacidos y acidos biliares. En consecuencia, el nivel de

MAGDALENO RODRIGUEZ ANGELA DANIELA 10



inclusion del adsorbente debera ser apropiado para el grado de contaminacion con micotoxinas

de acuerdo con lo que se determine.

Como se menciona, existen métodos microbioldgicos dentro de los cuales se encuentran las
enzimas, los diferentes tipos de enzimas pueden ser clasificados de acuerdo con sus
propiedades quimicas. Las lipasas (glicerol-éster hidrolasas; EC 3.1.1.3) son enzimas que
catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster presentes en los acilgliceroles /n vivo. Ademas, pueden
catalizar la hidrélisis o sintesis de un grupo amplio de ésteres carboxilicos (Bornscheuer et al,
1994). Algunos organismos como las levaduras tienen dentro de alguna de sus estructuras

celulares enzimas, las cuales pueden ser Utiles en la degradacion o adsorcion de micotoxinas.
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2. MARCO TEORICO

2.1 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunos tipos de hongos, los
cuales son necesarios para su desarrollo en presencia de otros organismos (Motta,2009.)

Estos metabolitos son producidos por hongos pertenecientes a la division Ascomycota,

Los organismos de la division Ascomycota conforman el grupo de hongos mas grande, diverso
e importante ecoldgicamente hablando; representan el 60% de las especies y el 72% de los
géneros descritos (Medel ef al, 1999; Gonzdlez y Hanlin, 2008; Kirk et a/, 2008). La
distribucion de este grupo de organismos es cosmopolita y se han encontrado colonizando
tanto habitats continentales como marinos, ya sea como saprobios, parasitos o simbiontes, lo
que los hace participes en diferentes procesos e interacciones ecologicas para el funcionamiento
de ecosistemas. Para el crecimiento de los hongos y la produccion de micotoxinas existen tres

factores fundamentales que son condicionantes (Zuloaga, 2013; Gimeno y Martins, 2011.):

1. Fisicos
a. Humedad relativa
b. Temperatura
2. Quimicos
a. pH (entre 4y 8)
b. Composicion del sustrato (nutrientes, minerales)
c. Relacion 0,/CO;
3. Biologicos
a. Cepas especificas

b. Presencia de otros organismos

Estos organismos pueden contaminar alimentos, forrajes o las materias primas utilizadas para
la elaboracion de alimentos, ya sea durante su almacenamiento, transporte o procesamiento

(Soriano, 2007).
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Dentro de los géneros productores de micotoxinas reportados se encuentran: Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps, Stachybotrys, Trichoderma, Alternaria, Chaetonium, siendo los
tres primeros los que presentan una mayor produccion de micotoxinas, de las cuales destacan:
aflatoxinas, citrinina, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos y zearalenona (Bonifaz,

2012; Cabafies et al, 2007).

Estos metabolitos son causantes de micotoxicosis por ingesta, tanto por vegetales
(micotoxicosis primaria,) como por carne o leche provenientes de animales que hayan
consumido las micotoxinas en forrajes (micotoxicosis secundaria) (Perusia y Rodriguez, 2011),
lo que ocasiona repercusiones negativas en la salud del hombre como en diferentes especies

de animales.

El género Fusarium esta constituido por un grupo cosmopolita de hongos filamentosos con mas
de 100 especies descritas, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en zonas
tropicales y subtropicales (Serrano-Colli y Cardona-Castro, 2015). Este mismo género forma
parte de la flora de campo (fitopatdgenos, en plantas vivas) y de la flora intermedia (sustratos
de cereales recién cosechados y aun himedos). Estos hongos crecen entre 6 y 40°C con
temperatura optima entre 18 y 30°C. Requieren de una humedad relativa mayor al 88% para
crecer y proliferar y superior al 91% para la produccion de micotoxinas. Fusarium es uno de los
géneros con mayor capacidad genética para la produccion de estos metabolitos cuando se tiene

las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas propicias para ello.

Dentro de las micotoxinas producidas por el género Fusarium se encuentran: Moniliformina
(MON), Fumonisinas B1 (FB1), Diacetoxiscirpenol (DAS), Zearalenona (ZEA) vy los
Tricotecenos, las cuales son causantes de micotoxicosis en especies de animales como pollos,
gallinas, patos, pavos, cerdos, vacas lecheras y conejos (Gimeno y Martins, 2011); son capaces
de inducir efectos toxicos agudos y cronicos, los cuales dependen del tipo de micotoxina, la

cantidad y el tiempo de exposicion, la especie y edad del organismo (Antonissen ef al, 2014).

La zearalenona (ZEA) (acido beta resorciclico (6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)

lactona) (CigH..05 PM 318.3642) PM 318.4 g/mal) (Fig. 1) es una micotoxina estrogénica
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no esteroidal producida por el género Fusarium, pero en mayor concentracion por F. roseum
(3000-15000 mg/kg), existen 16 derivados de zearalenona, donde el mas importante es
zearalenona y posteriormente el alfa y beta- zearalenol. Puede encontrarse como contaminante
natural del maiz, cebada, trigo, avena, sorgo y semillas de sésamo, asi como en ensilaje de

heno y maiz (Gimeno y Martins, 2011; Marin et al,, 2010).

OH O CH,

HO

@)

Figura 1. Estructura de la Zearalenona (ZEA)

Zearalenona presenta efectos hormonales (estrogénicos) dando lugar a casos muy
significativos de hiperestrogenismo, causando alteraciones en la reproduccion, cambios en el
peso de las glandulas suprarrenales, tiroideas y pituitarias; disminucion en el tamafio de la
camada, alteraciones en los niveles séricos de progesterona y estradiol e infertilidad cuando la

ingesta es elevada, principalmente en cerdos (Marin et a/, 2010; OMS, 2018).

El mecanismo de accion de ZEA es semejante al de los estroégenos, inhibe la maduracion
folicular 'y la ovulaciéon por la disminucion en la concentracion de FSH (hormona
foliculoestimulante), ya que la micotoxina, a pesar de la diferencia estructural puede adoptar
una conformacion semejante al 17-beta-estradiol y otros estrogenos de origen natural que

permiten la union a los receptores.

Los tricotecenos son producidos por hongos del género Fusarium, principalmente por las
especies: F. tricinctum, F. nivale, F. roseum. F. graminearum, F. solani, F. culmorumy F. poae

(Serrano-Colli y Cardona Castro, 2015).

Los tricotecenos son ésteres de alcoholes sesquiterpenoides (moléculas de 15 atomos de

carbono) posicionados alrededor de un anillo tetraciclico, caracterizados por dos propiedades
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funcionales criticas: un doble enlace entre C9 y C10 y un anillo epoxido en C12 y C13 (Fig. 2).
De acuerdo con la sustitucion de los grupos funcionales especificos, estas toxinas se dividen en
cuatro grupos de toxicidad variada en relacion con su estructura. El grupo A esta conformado
por la Toxina T-2, HT-2, Monoacetoxiscirpenol (MAS), Triacetoxiscirpenol (TAS), Escirpentriol
(STO), Diacetoxiscirpenol (DAS), las cuales poseen un grupo hidroxilo, un grupo éster o
ninguna cadena lateral en C8. El grupo B este compuesto por Deoxinivalenol (DON),
Fugarenona X, Nivalenol (NIV), Tricodermina y tricotecina, que tienen un grupo ceto en su
estructura; este grupo tiene una toxicidad relativamente baja en comparacion al grupo A. El
grupo C esta comprendido por los tricotecenos que tienen un segundo anillo epdxido, mientras
que el grupo D presenta un anillo macrociclico (Bin-Umer et a/, 2011, Suzuki y lwahashi, 201 4;

Serrano-Colli y Cardona Castro, 2015, Santillan et a/, 2017).

La toxicidad de los tricotecenos se caracteriza por alteraciones gastrointestinales como vomito
y diarrea. Asimismo, estas toxinas presentan una interaccion con la unidad ribosomal 605, lo
que genera la inhibicion de la traduccion. Esto provoca la inhibicion de la regeneracion celular,
por lo que al estar en contacto con la toxina puede generar dichas alteraciones intestinales

derivada de la inflamacion celular (Suzuki y lwahashi, 2014).
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Tricoteceno R1 R2 R3 R4
Toxina T2 OH OAc OAc OCOCH,CH (CHs)-
Toxina HT2 OH OH OAc OCOCH,CH (CHs)>
DAS OH OAc OAc H
NEO OH OAc CHs CHs

Figura 2. Estructura de Tricotecenos tipo A

2.1.2.2.1 TOXINA T-2
La toxina T-2 (Fig. 3) pertenece al grupo A de los tricotecenos, es un éster de alcohol

sesquiterpenoide (moléculas de 15 atomos de carbono) posicionado alrededor de un anillo
tetraciclico, presenta un doble enlace entre C9 y C10 y un anillo epoxido en C12 y C13, un
grupo éster y sustituciones acetoxi, cuyo PM es 466.5 g/mol (Bin-Umer ef a/, 2011; Schamale
y Munkvold, 2014; Santillan et a/, 2017). Puede encontrarse como contaminante natural en
cereales como: maiz, cebada, sorgo, avena, trigo, arroz, centeno y mijo; asi como en

subproductos de estos.
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Figura 3. Estructura de la toxina T-2

El efecto de la toxina consiste en generar necrosis en los epitelios de las mucosas de la cavidad
bucal cuando se entra en contacto con ella, por lo que se producen lesiones agudas en el tracto
digestivo, atravesando el epitelio intestinal y llegando al compartimento sistémico, ocasionando
degeneracion de la medula 6sea y una inhibicion significativa en el sistema inmune. La
inmunidad de la mucosa intestinal puede verse afectada por las micotoxinas del género
Fusarium, por lo que la viabilidad y la proliferacion de células epiteliales intestinales pueden

verse afectadas negativamente (Fig. 4) (Antonissen ef al, 2014; Gimeno y Martins, 2011).
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Figura 4. Efecto de las micotoxinas de Fusarium en el epitelio intestinal donde se observan las alteraciones
de cada una de las micotoxinas a los diferentes mecanismos de defensa intestinal, incluida la integridad

epitelial, la proliferacion celular, la capa de moco, las inmunoglobulinas (lg) y la produccién de citosinas
(Antonissen et al,, 2014)

Las principales afecciones provocadas por la toxina son gastrointestinales y sistémicas,
afectando el sistema digestivo, nervioso, circulatorio y tegumentario (Gimeno y Martins, 2011).
T-2 puede producir toxicidad aguda en humanos, provocando irritacion de la piel o de la mucosa
intestinal y diarrea. Los efectos cronicos descritos en animales incluyen la inmunodepresion
(OMS, 2018). Se ha encontrado que T-2 inhibe la traduccion al evitar la formacion del enlace

peptidico inicial (Bin-Umer et a/,, 2011).
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2.1.2.2.2 TOXINA HT-2
La estructura de la toxina HT-2 difiere de la toxina T-2 solo en el grupo funcional en la posicion

C4. La formula molecular de la toxina HT-2 es C;,H5.05 con un peso de 424,5 g/mol (Fig 5).
Es producida principalmente por hongos del género Fusarium, en particular £ tricinctum, F.
sporotrichoides, F. poae, F. solani'y F. equiseti. La presencia en granos y semillas de la toxina
HT-2 se encuentra ligada a la presencia de la toxina T-2; en animales, plantas y hongos esta
relacion se debe a la rapida metabolizacion de la toxina T-2 a toxina HT-2 (Resnik & Pacin,

2007, Petterson, 2010).

Debido a que la toxina HT-2 es un metabolito del metabolismo y/o degradacion de la toxina T-
2 por diferentes microorganismos y/o enzimas presentes en los granos y cereales
contaminados, hay dificultad para distinguir los efectos de la toxina HT-2 de los efectos de la

toxina T-2 en organismos vivos (Eriksen & Pettersson, 2004).

Figura 5. Estructura de la toxina T-2
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2.2 INACTIVACION DE MICOTOXINAS

Es importante tener en consideracion que, los hongos pertenecientes al género Fusarium que
pueden producir micotoxinas, crecen en diversos cultivos y alimentos. Aunque la produccion de
la micotoxina suele ser genotipicamente especifica para la especie, el mismo compuesto puede
ser también producido por especies distintas del mismo u otros géneros; aunado a ésto, una
especie tiene la capacidad de producir diferentes micotoxinas a la vez (Zain, 2011; Abarca et

al, 2000).

Generalmente los hongos no crecen en alimentos secos y almacenados correctamente, ya que
necesitan de la presencia de humedad y temperatura especifica para su crecimiento,
proliferacion y produccion de micotoxinas, por lo que un buen almacenamiento y tratamiento
de los productos y alimentos, son consideradas medidas adecuadas contra el crecimiento de
mohos v la produccion de micotoxinas (OMS, 2018). Sin embargo, se ha observado que estas
medidas no son suficientes, ya que el hongo puede no estar presente y no obstante el

metabolito permanecer en el sustrato (Gimeno y Martins, 2011).

Es por ello por lo que se han elaborado diferentes métodos para la detoxificacion de granos 'y

alimentos (Borrel y Gimeno):

1. Naturales
Donde se destaca la aplicacion de los acidos tauricdlicos, glucurénico y sulfurico, los
cuales se conjugan con la micotoxina, dando lugar a metabolitos inocuos que se
eliminan por bilis y orina.
2. Fisicos
a. Radiaciones: Los rayos X pueden emitir una elevada cantidad de energia, la cual
produce la ruptura de estructuras moleculares estables. Se ha encontrado que
las aflatoxinas son mas sensibles a este tipo de tratamientos.
b. Calor: El calor resulta poco eficaz, ya que las altas temperaturas que se alcanzan
durante el proceso de detoxificacion afectan a las vitaminas y proteinas del
alimento. En cambio, esta misma temperatura puede ser utilizada para aumentar

la capacidad reactiva de moléculas como acidos, alcalis y otros agentes.
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3. Quimicos

a. Insecticidas: Actualmente no se emplea este método debido a la problematica
de los residuos derivada de los mismos.

b. Solventes: Debido a la solubilidad de las micotoxinas se han realizado
combinaciones de solventes organicos, tales como hexano-acetona-agua o
isopropanol-agua, entre otros para arrastrar micotoxinas.

c. Agentes quimicos reactivos: Aquellos que reaccionan con la estructura de las
micotoxinas.

i. Acidos.
ii. Alcalis.
iii. Agentes oxidantes.
iv. Agentes reductores.
d. Agentes quimicos inertes: Aquellas sustancias capaces de adsorber las
moléculas de micotoxina en su estructura.
i. Polimeros de polivinilpirrolidona
ii. Arcillas, silicatos sintéticos.
4. Microbiolégicos
a. Enzimas
b. Flora ruminal

Bacterias

O

a

Hongos

2.3 ENZIMAS

Una enzima es un catalizador bioldgico. Es una proteina que facilita y acelera la velocidad de
una reaccion quimica especifica. La enzima no se destruye durante la reaccion y se utiliza una
y otra vez (https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Enzima). Las enzimas tienen una

enorme variedad de funciones dentro del organismo (Cuadro 1).
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CLASIFICACION
Oxidorreductasas
(EC 1.xx.x)
Transferasas
(EC 2.x.x.x)
Hidrolasas
(EC 3.xxx)
Liasas
(EC 4.x.x.x)
Isomerasas
(EC 5.x.x.x)
Ligasas
(EC 6.x.x.X)
Translocasas

(EC 7.x.x.X)

REACCION CATALIZADA

Reacciones de oxidacion/reduccion y de transferencia de atomos de H, O, asi
como de electrones desde una substancia a otra.

Transferencia de un grupo funcional desde una substancia a otra. El grupo
puede ser metil-, acil-, amino- o fosfato.

Formacion de dos productos de un substrato por hidrolisis.

Adicion o eliminacion no hidrolitica de grupos de los substratos. Pueden
romper los enlaces C-C, C-N, C-O o C-S.

I[somerizacion de una molécula.

Union de dos moléculas por sintesis de nuevos enlaces C-O, C-S, C-N o C-C
con la ruta simultanea de ATP.

Catalizar el movimiento de iones o moléculas a través de las membranas o su
separacion dentro de las membranas.

Cuadro 1. Clasificacion de enzimas: reaccion catalizada y reaccion tipica (McDonald et al, 2009)

22
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REACCION TIPICA
AH + B =» A + BH (reducido)
A+ O = AO (oxidado)

AB + C= A+ BC

AB + H,O = ACH + BH

RCOCOOH =» RCOH + CO,

AB = BA

A + B+ ATP = AB + ADP + Pi

ATP + H.O + H" = ADP + Pi + H*



Las esterasas son enzimas que catalizan reacciones de hidrolisis (Fig. 6). Hay diferentes tipos
y con muy diferente distribucion en los tejidos y organismos. Las carboxiesterasas (esterasas

tipo B) son un grupo de enzimas en mamiferos que hidrolizan a grupos éster, amida, tioéster,

ésteres de fosfato y anhidridos de acido (Fig. 7).

[ Clasificacién EC [

LL 3 Hidrolasas J

L 3.1 Actuando sobre
enlaces éster

3.1.1 Hidrolasas de
ésteres carboxilicos

L [ 3.1.1.1 Carboxilesterasa }

Figura 6. Clasificacion de enzimas (https://www.brenda-enzymes.org)

Figura 7. Esquema de reaccion (https://www.brenda-enzymes.org)
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2.4 LEVADURAS

El reino de los hongos esta conformado por organismos eucariontes, heterotrofos que poseen
una gran diversidad de estructuras, funciones, formas de crecimiento, tamarios y formas de vida.
Sus células son alargadas y al alinearse unas con otras forman filamentos denominados hifas;
éstas se entrelazan para formar el micelio; a estos hongos se les denomina filamentosos. Su
pared celular esta formada por polisacaridos, polipéptidos y quitina, lo que le confiere una mayor
rigidez. Sin embargo, algunos hongos pueden estar formados por una sola célula y se les

conoce como levaduras (Cuevas, 2016).

Las levaduras son hongos que forman sobre los medios de cultivo colonias pastosas,
constituidas en su mayor parte por células aisladas que suelen ser esféricas, ovoides, elipsoideas
o0 alargadas. El tamafio de las levaduras oscila de 1 a 9 ym de ancho y de 2 a mas de 20 ym
de longitud segun la especie, nutricion, edad y demas factores. Los principales componentes
de las paredes celulares de las levaduras (Fig. 8) son los B-glucanos, glucomananos vy
manoproteinas (Fig. 9). Alrededor del 75% del peso seco de la pared celular de las levaduras

esta formado por polisacaridos (Castafeda et a/, 2012).

‘ , Manoprotemas
w«»‘

B-1,6- Glucano
- B-1,6- Glucano

— Quitina

" N- Cadena Glucosidica
-~  (O-Cadena Glucosidica

" Enzimas periplasmicas

Membrana plasmatica

$HUUHHHHWHH’ffﬁf(‘”ff
[LRARIRARRRARLRLLRRRRRRRILRR AR LAY

HHHHYHH’H]&HH

Figura 8. llustracion de la composicién de las paredes celulares de levaduras (Osumi, 1998).
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N-acetilglucosamina (quitina)

Figura 9. llustracion de las estructuras quimicas de los polisacaridos que componen las paredes celulares

de las levaduras (Kogan y Kocher, 2007).

Las levaduras son organismos aerobios y aunque muchas especies son fermentadoras (suelen
fermentar unos pocos glicidos, principalmente hexosas y disacaridos), otras no lo son (Carrillo

et al, 2007).

Estos organismos son esenciales en la produccion de algunos alimentos y bebidas, tales como
pan, cerveza, vino y sidra. También pueden estar involucradas en la degradacion de algunos
alimentos, por procesos de fermentacion o contaminacion durante la postcosecha de la materia

prima (Senses-Ergul, 2005).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la gran capacidad que presentan los hongos pertenecientes al género Fusarium de
contaminar diversos tipos de cultivos al mismo tiempo y la posibilidad de producir mas de una
micotoxina a la vez, es necesario desarrollar e implementar estrategias de bajo costo que nos
permitan detoxificar granos y semillas que seran utilizados en la produccion de alimentos, es
por ello que en este trabajo se busco implementar el uso de enzimas ya que éstas ofrecen una
forma de desintoxicacion especifica, a menudo irreversible, eficiente y respetuosa con el medio
ambiente, que no deja residuos toxicos ni subproductos no deseados. Asi mismo, se optd por

emplear microorganismos con los mismos beneficios.
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4. ANTECEDENTES

Se han realizado trabajos en los que se busca realizar una detoxificacion mediante la utilizacion

de métodos microbiolégicos, de estos encontramos los realizados por:

Denli y Pérez en 2006 realizan una revision de las recomendaciones propuestas por el Codex
Comité on Food Additives and Contaminants (CCFAC) para la reduccion de micotoxinas en los
ingredientes destinados a la alimentacion animal, donde la adopcion general de estas medidas
minimizaria el riesgo de contaminacion a lo largo del proceso de produccion y permitiria
identificar los posibles lotes o productos contaminados. Sin embargo, mencionan métodos de
tratamiento para evitar los efectos de las micotoxinas, los cuales incluyen la descontaminacion
bioldgica mediante la utilizacion de microorganismos como bacterias lacticas o levaduras, ya

que poseen estructuras de pared con capacidad para adherir micotoxinas.

En 2010, Pozas y Abad propusieron una alternativa al uso de acillas como adsorbentes de
micotoxinas, ya que éstas en ocasiones generan problemas en la digestion de los animales. El
adsorbente utilizado fue el alginato de calcio, un biopolimero natural que no presenta ninguna
problematica a los animales ni al ambiente. Determinaron que el alginato de calcio tiene una
capacidad de adsorcion determinada de 0.6 mg/g para ZEA, valor superior a la capacidad de
adsorcion determinada para montmorillonita, arcilla utilizada para la eliminaciéon de micotoxinas.
Para DON obtuvieron una capacidad de adsorcion determinada de 0.843 mg/g, consiguiéndose
un 94% de eliminacién de la micotoxina. Respecto a Fumonisina se obtuvo un 98% de

eliminacion.

Armando y colaboradores en 2012, estudiaron cepas de Saccharomyces cerevisae, debido a
su capacidad de union con Aflatoxina B1, la capacidad de remocion de Ocratoxina A (OTA) y
Zearalenona y estudiaron la relacion entre el grosor de la pared celular y la capacidad de
destoxificacion de las cepas de levadura. Evaluaron un ensayo de interaccion de micotoxinas a
diferentes concentraciones y el efecto en condiciones gastrointestinales. Realizaron estudios
estructurales de células de levadura con microscopia electronica de transmisiéon, demostrando
una correlacion entre cantidad de pared celular (diametro celular/grosor de la pared) vy la
capacidad de remocion de toxina. Una vez que las levaduras fueron sometidas a condiciones
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gastrointestinales, se observd un aumento en la interaccion levadura-toxina. Sin embargo, la

adsorcion fisica serfa el principal mecanismo involucrado en la eliminacion de OTA y ZEA.

En 2012 Valencia y colaboradores realizaron un estudio donde neutralizaron micotoxinas por
sustancias adsorbentes utilizando extractos de paredes celulares de levaduras y derivados de
bentonitas, permitiendo aumentar la selectividad en la retencion de micotoxinas y evitando la
captacion de nutrientes esenciales. Respecto a los resultados obtenidos con los extractos de
paredes celulares de levadura, mencionan que se deben al tamafo de las macromoléculas de

B-glucanos en solucion, que les permiten actuar como agentes secuestrantes.

Roig en 2013, realizé un estudio de descontaminaciébn de micotoxinas emergentes
(beauvericina (BEA), las eniatinas (ENs) vy la fusaproliferina), mediante el procesado de
alimentos donde encontrd que todos los microorganismos estudiados presentaron actividad
reductora de las ENs, si bien 8 de ellos con actividad superior al 90%. Los porcentajes de
reduccién oscilan entre 99 % por accion de Streptococcus thermophilus sobre ENA (eniatina
A),y el 5 % por accién de Bifidobacterium breve sobre ENB (eniatina B) . En el caso de ENA
(eniatina A1) y ENA1 (eniatina A1) Streptococcus thermophilus fue el microorganismo que
produjo una mayor reduccion. En el caso de ENB (eniatina B) y ENB1 (eniatina B1),

Saccharomyces cerevisiae ISPA13756 fue el microorganismo mas descontaminante.

Saavedra y colaboradores en 2014, evaluaron el efecto de un adsorbente comercial de
micotoxinas (SM) con base en glucomananos sobre la produccion de gas y degradacion ruminal
in vitro, incubaron harina de granos de maiz en licor ruminal con concentraciones de aflatoxina
B1 (AFB1) de 4, 8 y 12 ppb, respectivamente, y proporciones de AFB1:5M de 1:75000 (SM-
75), 1:150000 (SM-150) y 1:225000 (SM225). La informacion fue analizada utilizando un
disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 3x4.La capacidad adsorbente se midié
a las 3 hrs de incubacién y fue del 86 * 3,34%, sin diferencias (P>0,05) debida al nivel de
AFB1 o a la relacion AFB1:SM.

En 2018 Correa, desarrolld una mezcla microbiana para la inclusion como probidtico en la
industria avicola, comprobando que L. plantarum tiene capacidad para la captura de Aflatoxina

B1, la cual disminuye en relacion con el aumento de la concentracion de AFB1 en la solucion.
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5. HIPOTESIS

* Silas moléculas de zearalenona y los tricoticenos presentan ésteres en su estructura,
éstos pueden ser hidrolizados al incubarlos con esterasas y levaduras, degradando su
estructura y reduciendo su toxicidad

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

7 Determinar la capacidad de inactivacion enzimatica de esterasas y levaduras sobre
Zearalenona y Tricotecenos /n vitro.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

7 Evaluar la actividad de esterasas puras (E.C. 3.1.1.1) sobre la inactivacion de
zearalenona y Toxina T-2.

7> Evaluar la actividad enzimatica de Saccharomyces sp. sobre la inactivacion de
zearalenona y Toxina T-2.

7> Evaluar la actividad enzimatica del extracto de levaduras sobre la inactivacion de
zearalenona y Toxina T-2.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 INACTIVACION POR ESTERASAS

En la figura 10 se muestra de manera esquematica que se llevd a cabo para este trabajo. Para
el ensayo de modificacion enzimatica se prepard una mezcla con un volumen final de 1 mL,
conteniendo: 5 mg de esterasa (95U) (Sigma-Aldrich, Alemania), estandar puro de ZEA a una
concentracion de 1 ppm (Trilogy Analytical Laboratory, Rusia) y buffer de fosfatos 150 mM a
pH 7 y pH & La mezcla se incubd durante 60 min a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm;
se realizaron 5 repeticiones por ensayo. Por cada ensayo se prepard un control de buffer, un

control de buffer con esterasa y un control de buffer con ZEA

Para el ensayo de modificacion se prepard una mezcla con un volumen final de 1 mL, la cual
contenia: 1.6 mg de esterasa (25U) (Sigma-Aldrich, Alemania), fraccion purificada de toxina T-
2, proporcionada por el Laboratorio de Biogeoguimica de la Unidad de Biotecnologia vy
Prototipos de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, a tres concentraciones: 100 ppb,
300 ppb y 3000 ppb; y buffer de fosfatos 150 mM a pH 7y pH 8. La mezcla se incubd durante
60 min a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm; se realizaron 5 repeticiones por ensayo. Por
cada ensayo se prepard un control de buffer, un control de buffer con esterasa y un control de

buffer con cada una de las concentraciones de T-2.

7.2 INACTIVACION POR LEVADURAS

Para el ensayo de degradacion se prepard una mezcla con un volumen final de 1 mL, la cual
contenia: 0.022g de levadura comercial marca Tradi-Pan, estandar puro de zearalenona a una
concentracion de 1 ppm (Trilogy Analytical Laboratory, Rusia) y buffer de fosfatos 150 mM a
pH 7 y pH & La mezcla se incubd durante 60 min a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm.
Posteriormente, la mezcla de adsorcion se centrifugd en microfuga a 14,000 rpm durante 5
min, tomando toda la solucion y dejando el sobrenadante en el tubo; se realizaron 5 repeticiones

por ensayo. Por cada ensayo se prepard un control de buffer, un control de buffer con ZEA 'y
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un control con levaduras previamente esterilizadas para determinar las concentraciones reales

y las diferencias en estas.

Para el ensayo de degradacion se utilizd una mezcla con un volumen final de 1 mL, la cual
contenia: 0.022g de levadura comercial marca Tradi-Pan, fraccion purificada de toxina T-2
proporcionada por el Laboratorio de Biogeoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, a tres concentraciones: 100 ppb, 300 ppb y
3000 ppb; y buffer de fosfatos 150 mM a pH 7 y pH 8. La mezcla se incub6 durante 60 min
a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm. Posteriormente, la mezcla de adsorcion se centrifugd
en microfuga a 14,000 rpm durante 5 min, tomando toda la solucion y dejando el sobrenadante
en el tubo; se realizaron 5 repeticiones por ensayo. Por cada ensayo se prepard un control de
buffer, un control de buffer con cada una de las concentraciones de T-2, asi como un control
con levaduras previamente esterilizadas para determinar las concentraciones reales vy las

diferencias en estas.

7.3 INACTIVACION POR EXTRACTO DE LEVADURAS

Para el ensayo de degradacion se prepard una mezcla con un volumen final de 1 mL, la cual
contenia: 0.022g de extracto de levadura marca SIGMA, estandar puro de ZEA a una
concentracion de 1 ppm (Trilogy Analytical Laboratory, Rusia) y buffer de fosfatos 150 mM a
pH 7 y pH & La mezcla se incubd durante 60 min a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm.
Posteriormente, la mezcla de adsorcion se centrifugd en microfuga a 14,000 rpm durante 5
min, tomando toda la solucion y dejando el sobrenadante en el tubo; se realizaran 5 repeticiones
por ensayo. Por cada ensayo se prepard un control de buffer, un control de buffer con extracto

de levadura y un control de buffer con ZEA.

Para el ensayo de degradacion se prepard una mezcla con un volumen final de 1 mL, la cual
contenia: 0.022g de extracto de levadura marca SIGMA, fraccion purificada de toxina T-2
proporcionada por el Laboratorio de Biogeoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala a tres concentraciones: 100 ppb, 300 ppb y

3000 ppb; y buffer de fosfatos 150 mM a pH 7 y pH 8. La mezcla se incub6 durante 60 min
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a 41°C con agitacion orbital de 150 rpm. Posteriormente, la mezcla de adsorcion se centrifugd
en microfuga a 14,000 rpm durante 5 min, tomando toda la solucién y dejando el sobrenadante
en el tubo; se realizaran 5 repeticiones por ensayo. Por cada ensayo se prepard un control de
buffer, un control de buffer con extracto de levadura, un control de buffer con cada una de las

concentraciones de T-2 para determinar las concentraciones reales y las diferencias en estas.

7.4 CUANTIFICACION DE ZEA Y TRICOTECENOS RESIDUALES

El andlisis se realizd6 en fase reversa en un HPLC-ESI-TOF-MS  (High Presure Liquid
Chromatography-Electrospray-Time of Fligt-Mass spectometry), en modo iones positivos
usando un sistema HPLC (que consiste en un desgasificador de vacio, automuestreador y
bomba binaria) (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies), equipado con una columna
Kinetex 2.6U-C-18 100Q 2.1 X 150mm (Phenomenex, USA). La temperatura de la columna
se mantuvo a 25 °C. La fase moévil consiste en Agua: Acido formico al 0.1% (A) y Acetonitrilo:
Acido férmico al 1% (B). El gradiente inicia con un 70% de A y 30% de B, posteriormente
cambia al minuto 15 a 95% de By se mantiene durante 10 min. La velocidad de flujo es de
de 0.200 mL /min. El tiempo de estabilizacion de la columna al finalizar el analisis es de 5 min.
El volumen de inyeccion fue de 30 plL

El HPLC esta acoplado a un TOF/MS (Agilent 66230B) con interfaz electrospray. La
temperatura del gas a 350 °C, el flujo del gas 6 L/min y la presion del nebulizador 50 psig, el
fragmentor 105 V, skimmer 60 V' y OCT RF Vpp 750 V, voltaje del capilar 4000 V. El software
empleado fue Mass Hunter Wokstation LC/MS Data Acquisition for 6200 series version B.05.01
Build 5.01.5125.3 y de analisis Qualitative Analysis version B.06.01 Buid 6.0.633.10 (2012,
Agilent Technologies).

7.5 PROCESAMIENTO DE DATOS

Para los datos obtenidos en los ensayos realizados para Zearalenona se realizd una ANOVA
(Analisis de varianza), para los resultados obtenidos de los ensayos de Toxina T-2 se realizd
ANOVA por blogues (Zar 2010) y para saber si hay una correlacion entre los tratamientos, el
pH vy la toxina (Zearalenona y Toxina t2) se realizd un PCA (Principal Components Analysis por
sus siglas en ingles) utilizando el software Paleontological Statistic (PAST v. 3.25) (Hammer et

al, 2001).
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Figura 10. Disefio Experimental.

MAGDALENO RODRIGUEZ ANGELA DANIELA

33




8. RESULTADOS

8.1 ZEARALENONA

Se determiné la presencia de ZEA de los tratamientos a partir de su ion molecular (M*+1uma)
a su pH correspondiente, registrando 319.1587 m/z en pH 7 (Figura 11) y 319.1598 m/z
en pH 8. (Figura 12). Se puede observar un ligero cambio en el ion molecular, dependiendo
de las condiciones de pH empleadas.

x10 3 |+ES| Scan (40.482 min) Frag=105.0V ZEAES-018.d
319.1587
2441948

1
659.2902
l 4083156 500.3840 >

s0 100 150 200 25 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 11. lon molecular correspondiente a Zearalenona en pH 7 (319.1587 m/z)

x104 |+ESI Scan (9.999 min) Frag=105.0V ESTERASA ZEA-064 d

20

551412 341.1399 l
Y il J U e L
250 255 260 265 270 275 280 285 250 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 12. lon molecular correspondiente a Zearalenona en pH 8 (319.1598 m/z)

En las Figuras 13 y 14 se muestran los cromatogramas de los ensayos realizados con ZEA en
presencia de esterasa y levadura, respectivamente. Se puede observar que a pH 7, esterasa y
levadura al entrar en contacto con ZEA, cambia el tiempo de retencion en comparacion con el
STD. En el caso de esterasa, al interaccionar con ZEA se puede notar una mayor retencion (1
min) con respecto al STD (Figura 13) y en el caso de levadura, aunque se identifico ZEA 0.5

min antes que el estandar, el area del STD se solapa con la de levadura (Figura 14).
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x10 5 |+ESI EIC(319.1500) Scan Frag=105.0V ZEAES-015.d
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Figura 13. Cromatograma de degradacion de Zearalenona [1ppm] (STD) con esterasa (EST)

apH?7.

x10 4 |+ESI EIC(319.1600) Scan Frag=105.0V ESTERASA ZEA-033.d
1 1

> STD

0.5 LEV

| T A " ™ - e A "
T T T T T T T T T T

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 11.5 12 125 13 135 14 145
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 14. Cromatograma de degradacion de Zearalenona [1ppm] (STD) con levadura (LEV)

apH?7.

Por otro lado, en las Figuras 15 y 16, se presentan los cromatogramas obtenidos de la
interaccion de ZEA con esterasa y levadura a pH 8, respectivamente. Los tiempos de retencion
en ambos cromatogramas muestran elevada similitud, con lo cual fue posible confirmar la
identidad quimica de ZEA residual.

1
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Figura 15. Cromatograma de degradacion de Zearalenona [1ppm] (STD) con Esterasa (EST)
a pH8.
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Figura 16. Cromatograma de degradacion de Zearalenona [1ppm] (STD) con levadura (LEV)
a pH 8.
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Con base en las integraciones de los cromatogramas, fue posible llevar a cabo el analisis
cuantitativo de ZEA residual y de esta forma determinar la degradacion especifica mediante los

tratamientos y el porcentaje de reduccion de la micotoxina.

De acuerdo con los ensayos realizados, la levadura biodegrada a ZEA en 2.7193 nMol/mg y
2.6957 nMol/mg para pH 7 y pH 8, respectivamente (Figura 17), lo que corresponde al
86.58% para pH 7 y 85.82% para pH 8 (Figura 18); mientras que esterasa degrada 1.9017
nMol/mg y 1.9060 nMol/mg para pH 7 y pH 8, respectivamente, (Figura 17), lo equivalente
al 60.54% para pH 7 y 60.68% para pH 8 (Figura 18) de los 3.141 nM totales de toxina
presente en cada uno de los ensayos. Por otro lado, el extracto de levadura degrada a ZEA con
2.4313 nMol/mg para pH 7 y 0.2462 nMol/mg para pH 8, lo que corresponde al 98.82% y
7.84% para pH 7 y pH 8, respectivamente. De acuerdo con el andlisis estadistico, no se
encontraron diferencias significativas entre los pH de los tratamientos de esterasa y levadura,

sin embargo, si se encontraron diferencias entre los tratamientos a pH 8.

4.0
3.5
3.0 : a a
2 I a
g a a
)
g 2.0 |
15
1.0 1 : r
0.5 bI
0.0 _
ESTERASA LEVADURA EXT. LEVADURA
pH7 1.9017 2.7193 24313
pHB 1.9060 2.6957 0.2463

Figura 17. Nanomoles de degradacion de Zearalenona por tratamiento a pH 7 y pH 8 a una concentracion de
1ppm [3.141 nM] (pH 7: o 0.05 P=0.0538, pH &; a 0.05 P<0.0001)
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Figura 18. Porcentaje de degradacion de Zearalenona por tratamiento a pH 7 y pH 8 a una concentracion de
1ppm [3.141 nM] (pH 7: a 0.05 P=0.0537, pH &8: a 0.05 P<0.0001).
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8.2 TOXINA T-2

Se confimé la presencia de toxina T-2 en cada uno de los tratamientos a partir de su ion
molecular. En la Figura 19 se presenta el patron de fragmentacion obtenido para el estandar
de Toxina T2, obteniendo 484.2538 m/z, el cual corresponde a la derivatizacion con amonio

NH,* (M*+ 18 uma).

x105 [+ESIScan (19.436 min) Frag=105.0V ESTERASA0234
61 484.2538
4]
59.0490

2 955 4289
138.1125 -
Fa.osoz L HBI%T 3051365 | 613 6232930 \

A

50 75 100 125 150 175200 225 250 275 300 325 350 375 400 425450 475 500525 550575 600 625 650 675 700 725 750775 800 825 850 875 900925 9509751000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 19. lon molecular correspondiente a toxina T-2 (484.2538 m/z)

En la Figura 20 se pueden observar los cromatogramas de las tres concentraciones del estandar
de toxina T2 utilizados para la realizacion de los ensayos. La integracion del area bajo la curva
de esta serie de concentraciones mostro una elevada linealidad (R=0.9999) en el rango de

trabajo de 100 a 3000 ppm usadas en el presente trabajo

En las Figuras 21 ala 23 se muestran cromatogramas representativos del analisis de interaccion
de los tratamientos con los estandares de 100, 300 y 3000 ppb de toxina T2, respectivamente.
En todos los casos se observa una elevada coincidencia en los tiempos de retencion de los
picos cromatograficos. Adicionalmente, se debe mencionar que en todos los casos fue
confirmado el ion molecular de 484.25 m/z, con lo cual, fue posible un analisis cualitativo y

cuantitativo adecuado de toxina T2 residual.

Los cromatogramas indican la interaccion de los tratamientos con la toxina T-2. Tanto en
esterasa como en levadura se aprecia la disminucion de la toxina T-2. En contraste, en el
extracto de levadura, la concentracion final en cada uno de los ensayos incrementa respecto al

valor del estandar.
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Figura 20. Cromatograma de estandares (STD) de Toxina T-2 a 100 ppb, 300 ppb, 3000 ppb

apH?7.
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Figura 21. Cromatograma degradacion de T-2 a 100 ppb con Esterasa (EST), Levadura (LEV),

Extracto de Levadura (EXT. LEV) apH 7.
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Figura 22. Cromatograma de degradacion de Toxina T-2 a 300 ppb con Esterasa (EST),
Levadura (LEV), Extracto de Levadura (EXT. LEV) a pH 7.
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Figura 23. Cromatograma de degradacion de T-2 a 3000 ppb con Esterasa (EST), Levadura
(LEV), Extracto de Levadura (EXT. LEV) a pH 7.
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De acuerdo con los ensayos realizados para determinar la eficiencia de los tres tratamientos
(Esterasa, Levadura y Extracto de Levadura,) a las tres diferentes concentraciones de Toxina
T2 (100 ppb, 300 ppb y 3000 ppb) a pH 7, se demostro que esterasa tiene un efecto superior
sobre los otros tratamientos, mostrando una degradacion especifica mayor a una concentracion
de 3000 ppb, siendo esta de 1.1575 nMol/mg (Figura 24), lo que equivale a 17.99% (Figura
25), asi mismo, en las otras dos concentraciones utilizadas también presentdé un efecto
superior, el cual fue de 0.0259 mMol/mgen 100 ppb y 0.1625 nMol/mg para 300 ppb (Figura
24), correspondientes al 12.1 y 25.26% (Figura 25). La levadura mostré una degradacion
mayor a una concentracién de 3000 ppb, siendo del 10.66% (Fig. 25) correspondiente a
0.6860 nMol/mg (Figura 24), sin efecto importante en las concentraciones menores de toxina
T2. Finalmente, el Extracto de Levadura registrd un efecto negativo en la concentracion de
toxina T-2, incrementado hasta en un 15.51% la concentracion final de la toxina para la
concentracion de 100 ppb (Figura 25), mientras que a mayor concentracion disminuyd este
incremento, siendo de 2.57% correspondiente a 0.1657 nMol/mg (Figura 24). El
comportamiento observado en el tratamiento del extracto de levadura debe interpretarse como

un incremento de la Toxina T2.

De acuerdo con el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos.
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Figura 24. Nanomoles de degradacion de Toxina T-2 por tratamiento a una concentracion de
100 ppb [0.2134 nM], 300 ppb [0.64308 nM] y 3000 ppb [6.4308 nM] a pH 7 (a 0.05
P=0.02282 pH 7).
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Figura 25. Porcentaje de degradacion de Toxina T-2 por tratamiento a una concentracion de
100 ppb [0.2134 nM], 300 ppb [0.64308 nM] y 3000 ppb [6.4308 nM] apH 7y (a 0.05
P=0.0324 pH 7).
|
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De acuerdo con los ensayos realizados para determinar la eficiencia de los tres tratamientos
(Esterasa, Levadura y Extracto de Levadura) a las tres diferentes concentraciones de toxina T2
(100 ppb, 300 ppb y 3000 ppb) a pH 8 sobre la degradacion de ésta, se demostrd que
esterasa tiene un efecto superior sobre los otros tratamientos, mostrando una degradacion
mayor a una concentracion de 300 ppb siendo esta de 1.6885 nMol/mg (Figura 26), lo que
equivale al 26.26% (Figura 27), sin embargo en las otras dos concentraciones utilizadas
también presento un efecto positivo, el cual fue del 0.1325 nMol/mg correspondiente a
61.84% y 0.5037 nMol/mg equivalente a 78.33%, para 100 ppb y 300 ppb, respectivamente.
Saccharomyces sp mostro una degradacion mayor a una concentracion de 300 ppb, siendo su
valor méximo en los ensayos del 72.01% (Figura 27) correspondiente a 0.4631 nMol/mg
(Figura 26) y registro un efecto minimo a concentraciones del 100 ppb. Finalmente, el extracto
de levadura presento un efecto negativo en la concentracion de. Toxina T-2, incrementado hasta
un 23.85% la concentracion final de la toxina para la concentracién de 100 ppb (Figura 27),
mientras que a 300 ppb de concentracion disminuyd este incremento especifico, siendo de
0.0511 nMol/mg (Figura 26), sin embargo, mostro un efecto positivo en la degradacion de la
toxina T-2 a una concentracion de 300 ppb alcanzando 0.3766 nMol/mg equivalente al
58.56%. De acuerdo con el andlisis estadistico se encontraron diferencias significativas entre

los tratamientos y las concentraciones de cada uno de ellos (a 0.05 P<0.0001. pH 8).

El analisis de PCA se puede explicar a partir del componente 1 (concentracion) y el componente
2 (el pH). Podemos observar que los conglomerados se forman en funcion de la concentracion
y el pH que tenga la muestra. En el caso de los materiales a 3000 ppb no son dependientes
del pH y a concentraciones bajas (100 y 300) se puede observar que el pH si tiene un efecto

en la inactivacion de la toxina T-2 con cada uno de los tratamientos (Figura 28)
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Figura 26. Nanomoles de degradacion de Toxina T-2 por tratamiento a una concentracion de
100ppb [0.2134 nM], 300ppb [0.64308 nM] y 3000 ppb [6.4308 nM] pH 8 (a 0.05
P<0.0001. pH 8).
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Figura 27. Porcentaje de degradacion de Toxina T-2 por tratamiento a una concentracion de
100ppb [0.2134 nM], 300ppb [0.64308 nM] y 3000 ppb [6.4308 nM] pH 8 (a 0.05
P<0.0001. pH 8).
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Figura 28. Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en ingles) de Toxina T-2.
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8.3 TOXINA HT-2

Se determind la presencia de toxina HT-2 en cada uno de los tratamientos a partir de su ion
molecular 442.2349 m/z (Figura 29), el cual corresponde a la derivatizacion con ion amonio

NH," (M"+18 uma).
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Figura 29. lon molecular correspondiente a la Toxina HT-2 (442.2349 m/z) (c).

En el analisis de los cromatogramas de cada uno de los ensayos con esterasas, se observd un
incremento de la toxina HT-2 con respecto a la concentracion inicial (Figura 30).
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Figura 30. Cromatograma donde se muestra la concentracion inicial de la toxina HT-2 vy el
incremento presentado por esterasas
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En la Figura 31 podemos observar, que existe una relacion inversa entre la disminucion de la
toxina T2 de 4.7423 nMol/mgy un aumento en HT-2 de 0.5073 nMol/mg, lo cual indica una
biotransformacion de la toxina T-2 en su metabolito HT-2.
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Figura 31. Nanomoles incrementados de Toxina HT-2 por esterasas a una concentracion de
300ppb [0.64308 nM] pH 8 (a 0.05 P<0.0001. pH 8).

El analisis de PCA se puede explicar a partir del componente 1 (concentracion) y el componente
2 (tratamiento). Podemos observar que los conglomerados se forman en funcion de la
concentracion y el tratamiento que tenga la muestra. En el caso de los materiales a 3000 ppb
no son dependientes del tratamiento y a concentraciones bajas (100 y 300) se puede observar

que la concentracion si tiene un efecto en la inactivacion de la toxina T-2 con cada uno de los

tratamientos (Figura 32.)
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Figura 32. Andlisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en ingles) de Toxina HT-2.
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9. DISCUSION

9.1 ZEARALENONA

Los tratamientos evaluados en el presente estudio indican una interaccion de degradacion de
la zearalenona y constituyen una contribucion a la caracterizacion de alternativas de manejo de

granos y materias primas contaminadas con esta micotoxina.

La identificacion quimica de ZEA fue establecida mediante su ion molecular derivatizado
319,1587 m/z ((M"+1uma) y por el fragmento secundario 304.3052 m/z correspondiente a

la fragmentacion del metilo terciario presente en la cadena lacténica de la estructura de ZEA.

El desplazamiento que se observa en el tiempo de retencion del estandar de ZEA entre pH 7'y
pH 8 se puede asociar al equilibrio acido basico que ocurre en la micotoxina. La ZEA es
reconocida como un acido débil por la presencia de fenoles ionizables en su estructura
resorcindlica (Fang, et al, 2016). El pKa de 8.5, se aproxima al pH de 8 empleado y eso puede
provocar el equilibrio acido-basico, con lo cual, se amplia el pico cromatografico por la diversidad
de especies quimicas presentes, asi como su retencion en la fase estacionaria de la columna

del HPLC.

La biodegradacion de zearalenona por esterasas puede ocurrir en el éster lactonico presente
en su estructura, Wang et a/, 2017 evaluaron la degradacion de zearalenona por Bacillus
pumilis ES-21, determinando que el sitio de accion de las esterasas presentes en B, pumillis es
el grupo éster presente en el anillo de lactona de zearalenona. Posteriormente describieron una
posible via de degradacion, donde Zearalenona presenta una ruptura en el anillo de lactona,
seguida de una descarboxilacion, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos

realizados, ya que se muestra una degradacion del 60% para ambos pH.

La biodegradacion dada por Saccharomyces sp. se puede atribuir de igual manera a la actividad
enzimatica de esterasas presentes en el microorganismo. Sin embargo, el aumento con
respecto a la esterasa puede deberse a otros factores como lo puede ser la biosorcion de
zearalenona, Zhang ef al/, (2016) menciona que Saccharomyces sp. presenta una
biodegradacion gradual de zearalenona, produciendo la degradacion total a las 48 horas, ya

que al estar en contacto la zearalenona con la levadura incrementa la sintesis de una mayor
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cantidad de enzimas, entre las cuales pueden estar presentes las esterasas. Por otro lado, la
disminucion en la concentracion inicial de zearalenona también puede explicarse por la
biosorcion del compuesto por los B-D-glucanos presentes en las paredes de la levadura (Loi et

al, 2017).

Por otro lado, el incremento en la degradacion de ZEA mediante levaduras respecto a la esterasa
puede verse influido por las enzimas presentes en el microorganismo, asi como sus
componentes celulares, Loi (2017) menciona que una lactonohidrolasa (EC 3.1.1) de origen
fungico ha mostrado capacidad para degradar a ZEA. Dicha enzima fue purificada y su gen
clonado y caracterizado en £ coliBL 21 y S. cerevisiae INVSc1, con ello se demostro que la
proteina recombinante tiene un mayor efecto, ya que es capaz de degradar 2ug/mL de ZEA en
ensayos /n vitro. Yi et al., 2011 realizaron un estudio donde confirman lo anterior, demostrando
que B. licheniformis CK1 es capaz de producir diferentes enzimas como xilanasas,

caboximetilcelulasas y proteasas, las cuales tienen la capacidad de degradar a Zearalenona.

La adsorcion por B-D-glucanos puede verse reflejada en los resultados obtenidos en el presente
trabajo con el extracto de levadura, donde se pudo obtener una disminucién de 98.83% de
zearalenona. El extracto de levadura esta conformado principalmente por paredes celulares que
contiene los B-D-glucanos, Yiannikouris ef a/, (2004) mencionan que la biosorcion de
zearalenona se da principalmente por los B-D-glucanos presentes en la pared celular. Se han
realizado diversos estudios con la pared celular y los manano-oligosacaridos modificados de S.
cerevisiae 1026, donde Devgowda et a/, 1996 demuestran una gran union a zearalenona de
aproximadamente el 80%, lo cual también concuerda con los resultados del presente trabajo.
En este mismo sentido, se fortalece la hipotesis de biosorcion por la diferencia significativa de
disminucion de zearalenona que se observa entre pH 7 y pH 8 con el tratamiento de extracto
de levadura. Lo anterior, puede asociarse con la aproximacion del pH 8 con el pKa1 8.54 de la
zearalenona, en el cual, el fenol presente en el anillo de resorcinol presenta su primera
ionizacion, produciendo un anion fenolato, el cual hace incompatible la adsorcion en una
superficie cargada de las paredes celulares del extracto de levadura. El efecto del pH observado
en el presente trabajo concuerda con estudios previos de adsorcion de zearalenona, en los

cuales se reporta que, en condiciones de acidez se registran valores altos de capacidad de
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adsorcion y en valores neutrales o ligeramente alcalinos disminuye drasticamente esa capacidad

(Wang, et al 2017, 2018; Sun, et al, 2018).

9.2 TOXINA T2

Los resultados obtenidos en la interaccion de Toxina T2 con los tratamientos, muestran un
efecto especifico de bioinactivacion, a través de la degradacion de la toxina en sus grupos

funcionales de ésteres laterales.

El andlisis de Toxina T2 mediante espectrometria de masas es la eleccion adecuada debido a
la baja polaridad de la toxina T2 y la la elevada volatilidad que tiene el compuesto, por lo cual
se han empleado méetodos de ionizacion directa para el analisis, equivalentes al método
empleado en este trabajo (Landa, 2003; 2012). Con base en la técnica espectromtrica
empleada, la toxina fue identificada en forma inequivoca, a través del ion molecular en su forma
derivatizada con amonio NH," 484.2538 m/z, (M*+ 18 uma). La fragmentacién caracteristica
del tricticeno previamente fue descrita por Nielsen y Smedsgaard (2003), quienes mencionan
el fragmento 305 m/z, el cual corresponde a la pérdida del éster isovalérico en posicion 8 vy el
éster de acetato presente en la posicion 4 del anillo tricoteceno. En los resultados obtenidos
en el presente estudio se confirmo la presencia de los iones indicadores mencionados de la

toxina T2.

Con relacion a los cromatogramas obtenidos en los experimentos realizados para la inactivacion
de toxina T2, en contraste con la variabilidad observada para ZEA, se observa una elevada
simetria de los picos y consistencia en los tiempos de retencion del estandar y los residuales.
La calidad cromatografica observada se explica por la ausencia de grupos ionizables en la
molécula, los cuales pueden producir una diversidad de especies quimicas que amplian la base
de los picos cromatograficos. Los parametros de calidad cromatografica, limite de deteccion, y
linealidad del presente estudio concuerdan con los publicados por Tanaka, et al (2006),
quienes reportan el desarrollo del método de analisis de tricoticenos empleado HPLC-TOF-MS,

similar al empleado en este trabajo.

El tratamiento con esterasa fue el que registrd los valores mas elevados de degradacion tanto
en actividad especifica como en porcentaje de degradacion. Los resultados obtenidos en este

trabajo se pueden comparar con antecedentes que reportan la ruta de degradacion de Toxina
-
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T2, la cual sufre una hidrdlisis del acetilo presente en la posicion 4 del anillo de tricoticeno
(Dohnal et a/, 2008). La misma reaccion de deacetilacion ha sido reconocida como parte del

mecanismo toxicocinético del los tricoticenos por caboxiesterasas (Johnsen ef al,, 1988).

En adicion a lo anterior, la suposicion de interaccion especifica de la esterasa con la toxina T2,
se complementa por el efecto concentraciéon-dependiente observado en la actividad especifica,
asi como el el comportamiento de saturacion esperado en el caso de una reaccion catalizada
por un enzima, el cual se observa en el porcentaje de degradacion, presentando un maximo a

300 ppb y disminuye proporcionalmente a 3000 ppb en ambos pHs en este trabajo.

El pH optimo registrado para la reaccion de esterasa en este trabajo fue de 8, el cual es
consistente con el reportado para la degradacion de tricoticenos como Deoxinivalenol con
esterasas de Oryza sativa (Wetterhorn, et al 2016) y en cepas de Fusarium sporotrichioides y
Fusarium graminearum (Garvey, et al, 2008). Al parecer el pH ligeramente alcalino, favorece la
completa desprotonacion del grupo imidalzolico de la histidina presente el centro activo, lo cual,
favorece la ionizacion de un cosustrato de Acetil-CoA, requerido para esta reacciéon como ha

sido descrito por Lyagin y Efremenko, 2019.

El efecto de disminucion de toxina T2 observado con el tratamiento de levadura también puede
estar favorecido por la interaccion de la toxina con los carbohidratos estructurales de la pared
celular, la cual esta constituida principalmente por fracciones de B-glucanos, glucomananos y
mananoproteinas (Kogan y Kocher, 2007), éstos han demostrado tener un efecto eficiente en
la adsorciéon especifica de micotoxinas, especialmente de tricoticenos, lo cual se reporta en
mayor proporcion a pH 8 (Avantaggiato ef a/, 2004). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo son consistentes con los previamente citados vy el efecto de mayor interaccion a pH 8,
en contraste con lo observado con zearalenona, puede ser explicado por la ausencia de grupos

ionizables en la estructura de la toxina T2.

Con respecto al tratamiento de toxina T2 con extracto de levadura, se observan valores
negativos, tanto en actividad especifica como en porcentaje de degradacion, especialmente en
la concentracion mas baja empleada de 100 ppb. Dichos valores negativos deben ser
interpretados como el aumento en la cantidad de toxina T2, lo cual se puede asociar con la

presencia de una fraccion de menor de conjugados de toxina T2 presentes en el extracto
|
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empleado para el estudio. En este sentido, se ha documentado la acumulacion de conjugados
de tricoticenos con aminoacidos y carbohidratos (Berthiller ez a/, 2013) y en el caso particular
de toxina T2, se ha demostrado la formacion y acumulacion de glucédsidos a partir de la cepa
Fusarium sporotrichioides (Busman, et al, 201 1), la cual, fue empleada en la produccion de los
tricoticenos de este trabajo. Tomando en cuenta lo anterior, el extracto de levadura presenta
una variedad de enzimas carbohidrasas, las cuales pueden liberar la fraccion de toxina T2

enmascarada por la conjugacion y de esa manera producir los incrementos registrados.

En andlisis de componentes principales de las interacciones de los tratamientos con toxina T2
indica que los factores que contribuyen en mayor proporcion son: la concentracion de la toxina
y el pH del medio. En este sentido, se confirman los resultados discutidos previamente, en los
cuales, el pH tiene un efecto importante en los optimos de actividad de las reacciones
catalizadas por la esterasa y el fenébmeno de adsorcion descrito, en el cual el comportamiento
acido-basico de la estructura de la pared celular de la levadura y la ionizacion de los
glucomananos, genera una superficie de mayor interaccion electrostatica con la toxina.
Adicionalmente, el componente de la concentracion de toxina T2, se observa como un factor
que consolida los conglomerados por el efecto dosis dependiente de la actividad y la saturacion

de la actividad enzimética.

9.3 TOXINA HT2

Los resultados obtenidos de toxina HT2 indican una relacion significativa de biotransformacion,

la cual, confirma la ruta de degradacion de la toxina T2 por la actividad enzimatica.

La toxina HT?2 fue identificada por la presencia de su ion molecular derivatizado por ion amonio
(M"+18 uma). La derivatizacion y el patron de fragmentacién obtenido concuerda con los
reportes previos de analisis de la toxina (Nielsen y Smedsgaard 2003; Tanaka et a/, 2006),

en el cual, se describen los fragmentos caracteristicos observado en el presente trabajo.

La relacion inversa observada entre la disminucion de la concentracion de toxina T2 vy el
aumento de toxina HT2 registrados en el presente trabajo, confirman la biotransformacion
enzimatica que previamente ha sido descrita para los tricotecenos (Dohnal et a/, 2008; Johnsen
et al, 1988), en el cual, se produce una hidrélisis enzimatica de éster acetilo presente en la
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posicion 4 de anillo tricoticeno, tal como fue confirmado por el ion molecular y el patron de

fragmentacion de la toxina obtenidos en este estudio.

Por otro lado, el analisis de componentes principales, indica que los factores que determinan la
formacion de conglomerados son la concentracion y el tipo de tratamiento. Lo cual concuerda
con la suposicion del mecanismo enzimatico de la biotransformacion, ya que ocurre
principalmente a concentraciones bajas de la toxina, en las cuales suponemos la mayor afinidad
por el sustrato y el factor del tratamiento determina, la prevalecencia del efecto catalitico sobre

la biosorcion.

9.4 CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican eficiencia en la degradacion y adsorcion
de la toxina T2 en los tratamientos evaluados y aportan evidencias el comportamiento de estas

interacciones ante variables como el pH y la concentracion de la toxina,

Es importante mencionar que las condiciones de acidez empleadas en este trabajo son
compatibles con el pH del tracto gastrointestinal de especies monogastricas y permiten evaluar
en forma adecuada la interaccion de los tratamientos con la toxina (Lemke ef a/, 2001), ya
que condiciones de mayor acidez sobrestiman la disminucion de la toxina, debido a los
artefactos de adsorcion inducidos por la ionizacion de las especies quimicas y no contemplan
el fendbmeno de desorcion al momento de la neutralizacion del pH. Tomando en cuenta lo
anterior, los resultados obtenidos en este trabajo son una buena aproximacion del

comportamiento esperado de estos tratamientos en condiciones /n vivo.

Por otro lado, las interacciones observadas en todos los tratamientos indican una fuerte
correlacion con la concentracion de las micotoxinas empleadas, tanto en su efecto especifico
como en su disminucion porcentual. En este sentido, se debe resaltar que las concentraciones
empleadas en los disefios experimentales son compatibles con los rangos de ocurrencia natural
de micotoxinas que se llegan a presentar en materias primas y alimentos balanceados de uso
pecuario en México (Flores et al,, 2006; Flores et al, 2011). Asi mismo, estan en concordancia
con los niveles maximos permitidos en las regulaciones nacionales e internacionales para
zearalenona vy tricoticenos (Flores et al, 2012).
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En términos generales se puede mencionar que el tratamiento con mejor desempefio en la
degradacion de zearalenona y toxina T2, fue la esterasa, o cual, indica una interaccion eficiente
y especifica de la enzima, con los grupos funcionales de tipo éster presentes en las toxinas. No
obstante lo anterior, los tratamientos con levadura y extracto de levadura muestran efectos
importantes en la disminnucion de las toxinas, especialmente, cuando la concentracion de la
toxina T2 es mas elevada. Lo anterior es de relevancia desde el punto de vista practico y
aplicado de los resultados de este trabajo, ya que, la relacion costo beneficio obtenidos se
mejora significativamente con la levadura y el extracto de levadura, debido a sus precios

significativamente menores en comparacion con la esterasa.

Adicionalmente, los resultados obtenidos sobre la biotransformacion de toxina T2 en toxina
HT2, indican la hidrolisis del éster presente en la posicion 4 del anillo tricoticénico, lo cual, deja
expuesto el epoxido de la toxina, para la reaccion de agentes nucleofilos y asi la produccion de
un metabolito inocuo. En este sentido, los resultados permiten la definicion de nuevas
estrategias de tratamientos eslabonados a través de reacciones consecutivas de degradacion

parcial e inactivacion.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo, en su conjunto constituyen una
contribucién al conocimiento basico de las interacciones bioquimicas y fisicoguicmicas de la
zearalenona y la toxina T2 con los tratamientos y se plantean como alternativas practicas y

aplicadas para el manejo de granos y materias primas contaminadas con estas micotoxinas.
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10. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos de este trabajo, se pueden plantear las siguientes
conclusiones:

¢ Se demostrd que los tratamientos con Esterasa, Levadura y Extracto de Levadura
tienen capacidad de degradacion de Zearalenona 'y Toxina T2.

¢ Se determind la mayor inactivacion con el Extracto de Levadura para zearalenona y
la Esterasa para Toxina T2.

¢ [EI establecio que el pH tiene un efecto significativo en la degradacion de las
micotoxinas evaluadas., siendo optimo el pH7 para zearalenona y el pH 8 para
Toxina T2.

¢ Se identifico a la toxina HT2 como metabolito de la degradacion de Toxina T2

¢ Se reconoce el potencial de los tratamientos evaluados en este estudio, como
alternativas para la inactivacion de granos y materias primas contaminadas con
zearalenona y Toxina T2
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