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1. RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos toxicos producidos por algunas especies de hongos
filamentosos y representan una gran problematica para las industrias alimenticias, siendo la
ocratoxina A una de las més relevantes por sus efectos toxigénicos en diversos 6rganos. Esta
micotoxina se encuentra contaminando una amplia variedad de alimentos, debido a esto,
diferentes organizaciones han generado limites reglamentarios respectos a su contendido en

productos de consumo masivo.

Si bien, estrategias fisicas y quimicas han sido desarrolladas para remover estas
sustancias toxicas de los alimentos, son los métodos bioldgicos las que se consideran mas
seguras para la industria, donde los principales microorganismos utilizados son las bacterias
acido lacticas, ya que se ha reportado que presentan propiedades de adsorcion y
biotransformacion sobre ocratoxina A, considerandolas como un método innovador, efectivo

e inocuo para la remocidn de esta micotoxina.

Por esta razdn, esta revision bibliografica comprende informacion recopilada de la
literatura respecto a la presencia de ocratoxina A en alimentos, junto el analisis de diversas
investigaciones que utilizan bacterias acido lacticas como alternativa de control en matrices

alimentarias.

Palabras claves: Micotoxinas, ocratoxina A, bacterias acido lacticas, adsorcion,

biotransformacion.



2. INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos toxicos producidos como metabolitos secundarios
de la mayoria de los hongos filamentosos, las cuales pueden estar presentes contaminando
los alimentos provenientes de cultivos agricolas en etapas previas y posteriores a las
cosechas. Estas toxinas tienen un bajo peso molecular y son de dificil eliminacion cuando ya

han contaminado los alimentos, generando un gran desafio a la hora de su remocion.

La ocratoxina A es una micotoxina producida por algunas especies pertenecientes a
los géneros Aspergillus y Penicillum. Se encuentra en cereales, frutos secos, vino, cerveza,
leche, granos de cafés, entre otros. Siendo una de las micotoxinas mas relevantes debido a su
potencial toxicidad, ya que su ingesta habitual en productos contaminados causa acumulacion
en tejidos, pudiendo generar diversas consecuencias negativas al organismo, entre ellas

neurotoxicidad, nefrotoxicidad e inclusive cancer.

Actualmente existen varios métodos de remocion y/o eliminacion de ocratoxina A,
tanto fisicos, quimicos como bioldgicos, siendo estos ultimos los mas apropiados para
productos de consumo alimenticio. El uso de microorganismos, como las bacterias acido
lacticas, se ha propuesto como una de las mejores opciones, dado que son seguras y eficaces,
presentando dos principales mecanismos de descontaminacién: la adsorcién y la

biotransformacion.

La propiedad de adsorcion de las bacterias acido lacticas se relaciona con la
morfologia de su pared, por lo cual, se pueden encontrar diferencias entre distintas especies
y las condiciones que se encuentra (vivas 0 muertas). Mientras que los procesos de
biotransformacidon se basan en las propiedades proteoliticas de las bacterias, disminuyendo

las concentraciones de ocratoxina A, a través de la hidroélisis, en compuestos menos toxicos.

Ambos procesos han demostrados ser exitosos a la hora de remover micotoxinas
desde distintas matrices utilizando diferentes especies de bacterias acido lacticas. Por esta

razdn, esta revision tiene por objetivo recopilar informacién de distintas fuentes, y comparar
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los estudios que han utilizado bacterias acido lacticas en la remocién de la micotoxina

ocratoxina A desde matrices liquidas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

1. Revisar literatura sobre la presencia de ocratoxina A en alimentos y analizar los
trabajos investigativos que utilizan bacterias acido lacticas como alternativas de

control.

Objetivos especificos:

1. Revisar literatura cientifica sobre la presencia de OTA en alimentos.
2. Revisar y analizar la toxicidad asociada a OTA.
3. Revisar y Analizar los distintos estudios sobre adsorcion y biotransformacion de

ocratoxina A por bacterias acido lacticas.

11



4, METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA
INFORMACION

En la elaboracion de esta revision bibliografica, se llevo cabo la busqueda de
informacion en base de datos, principalmente de Web of Science, y en menor frecuencia de
PubMed y Scielo. Las busquedas se enfocaron en los términos “Mycotoxins”, “Food”,
“Toxicity”, “Ochratoxin”, “OTA”, “Lactic Acid Bacteria”, “LAB”, “Adsorption”,
“Biodegradation”. En las referencias bibliograficas utilizadas para nuestro tema, priorizamos
la busqueda dentro los ultimos 7 afios, con el proposito de obtener datos actualizados sobre
la revision. Finalmente se recopild y organizo la informacion obtenida de los temas, desde lo
mas general a lo mas especifico en cada punto, enfocado en el cumplimiento de los objetivos

planteados.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son compuestos toxicos de bajo peso molecular producidos de forma
natural como metabolismos secundarios de varias especies de hongos filamentosos (Tabla
1). Los principales géneros productores de estos metabolitos corresponden a Fusarium,
Aspergillus y Penicillium(1). Los cuales, a pesar de colonizar los productos agricolas en
etapas previas o posteriores de sus cosechas, la presencia de sus micotoxinas puede
encontrarse en los productos finales, debido principalmente a su estabilidad quimica, térmica
y fisica, llegando a diferentes matrices, resistiendo a la mayoria de los procesos de la industria
alimentaria. Siendo los principales alimentos contaminados los cereales, leguminosas, frutas,
semillas, nueces, maiz, arroz, aceites vegetales crudos, granos de cacao, alimentos para

animales y productos de ganaderia(2, 3).

Actualmente no se sabe con certeza las funciones especificas que representa la sintesis y
liberacion de micotoxinas por estos diferentes hongos y sus interacciones con otros
organismos y su ambiente. Aunque existen evidencias registradas que las micotoxinas actlan
como sefiales quimicas entre especies, como repelente de insectos, factores de virulencia en

enfermedades de las plantas o inhibidores de la deteccion del quérum sensing(4).

Las micotoxinas en concentraciones trazas pueden ser nocivas para mamiferos,
incluyendo al ser humano(5). Cada micotoxina, de manera individual, actua de forma
especifica, por lo que afectan de manera nociva distintos érganos o partes del organismo, ya
que pueden inhibir el sistema inmunitario y tener efectos adversos para la salud
(teratogenicidad, inhibicion del desarrollo y de la reproduccion de mamiferos)(6). (Tabla 1).
Inclusive estd comprobado que la exposicion continua a largo plazo, en bajas

concentraciones, contribuye al desarrollo de cancer en distintos 6rganos(2).
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Tabla 1. Micotoxinas y sus efectos en el organismo humano.

Micotoxina

Ocratoxina A

Aflatoxina

Fumonisina

Tomado y adaptado de Mavrommatis, A y cols. (2021)(7) y Buszewka-Forajta. M y cols.

(2020)(2).

Hongos productores

Aspergillus ochrareus
Aspergillus niger
Aspergillus carbonarius
Penicillium verrucosum
Penicillium viridicatum

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus
Aspergillus ochraceus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus niger

Fusarium verticillioides
Fusarium proliferatum

Alimentos donde
puede encontrarse

Cebada, trigo, maiz,
cereales, frutos secos
de la vid, vino, uvas,
café, cacao, queso,
piensos

Maiz, mani, trigo,
arroz, sorgo, pistacho,
nueces, almendras,
avellanas, semillas de
algodoén, especias
(comino, pimienta
negra, vainas de chile
/ polvo), frutos secos
(higos, crianza,
grosellas, pasas,
ciruelas, datiles,
albaricoques),
cereales, soja, cacao,
leche, productos
lacteos, carne, piensos

Productos de maiz,
sorgo, esparragos,
piensos

Efectosen el
organismo

Carcinogenicidad
Hepatotoxicidad
Inmunotoxicidad
Nefrotoxicidad
Teratogenicidad
Neurotoxicidad
Estrogenicidad

Carcinogenicidad
Hepatotoxicidad
Inmunotoxicidad
Teratogenicidad

Carcinogenicidad
Hepatotoxicidad
Inmunotoxicidad
Nefrotoxicidad
Neurotoxicidad



Actualmente se han identificado mas de 500 micotoxinas, siendo una de las mas
significativas, desde un punto de salud publica, la ocratoxina A (OTA) debido a la potencial

amenaza por sus efectos toxicos y alta prevalencia en los productos agroalimentarios(8).

5.2 Ocratoxina A

OTA (Figura 1), es generada por algunas especies de los géneros Penicillium y
Aspergillus (Tabla 1), se encuentra principalmente contaminando cereales, granos de cafe,

granos de cacao, uvas, pasas, vino, higos, carne de cerdo y especias(9).

Esta micotoxina corresponde quimicamente a un acido organico débil con un valor
de pKa de 7,1y con un peso molecular de 403,8 g/mol. Presenta una estructura cristalina que
varia de incolora a blanca, es inodora, termoestable, soluble en disolventes organicos polares,
presenta escasa solubilidad en agua y ademas es capaz de emitir fluorescencia al ser excitada
con luz ultravioleta, presentdndose como el miembro mas toxico de la familia de las

ocratoxinas(10-12).

Su estructura quimica estd compuesta de una fraccion isocumarina clorada y una L-
fenilalanina unidas por un enlace amida(13). La OTA presenta varios metabolitos derivados
(Figura 1) como la ocratoxina B (OTB), la cual es una forma declorada de OTA, la ocratoxina
C (OTC), una forma de OTA que incluye un éster etilico en su estructura. Y un derivado
isocumarinico de OTA, denominado ocratoxina a (OTa) con su andlogo declorado
ocratoxina § (OTp)(14). Ademas, existen otras formas de la ocratoxina como el éster metilico
de ocratoxina A (MeOTA), éster metilico de OTB (MeOTB), éster metilico de OTa y un
etilamida de OTA(15). Todas estas variantes, en la actualidad, ain no son reguladas en los

alimentos, aunque su presencia es sin duda un riesgo para la salud humana(16).
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Figura 1. Formula estructural de OTA y de los principales productos de conjugacion y

degradacion. Fuente: Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).

Huff y Hamilton, 1979(17), postularon un modelo sobre la biosintesis de OTA basado
en tres etapas, donde la primera parte corresponde a la sintesis de policétidos de OTa
mediante la melleina, involucrando a la enzima policétido sintasa. En la segunda etapa se
genera la activacion de acilo, donde la melleina se metila y se oxida a OTp, posteriormente
se clora por una cloroperoxidasa para la formacion de OTa y luego transformarse, utilizando
ATP, en un ambiente anhidro mixto. Por otro lado, la fenilalanina, el segundo precursor, es
sintetizado a través de la via del &cido siquimico, seguido de la activacion del éster etilico.
Finalmente, se unen ambos precursores activados para generar OTC, siendo la

desesterificacion el ultimo paso de esta via sintética(10, 17). (Figura 2).
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Figura 2: Representacion esquematica de la via biosintética hipotética de la OTA propuesta
por Huff y Hamilton. Tomada y adaptada de EI Khoury, A'y cols(2010)(10).
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A pesar de que los productos de conjugacion y degradacion de OTA pueden ejercer
efectos negativos en el organismo, estos son menos toxicos, por lo que sus mecanismos de
accion no han sido tan estudiados como los de OTA, la cual representa un gran peligro para

la salud publica por sus efectos negativos(16)

5.2.1 Toxicidad asociada a OTA

La OTA al tener actividad nefrotoxica, hepatotdxica, inmunosupresora y teratogénica,
para muchas especies animales se considera de alto riesgo, inclusive ha sido clasificada como
posible carcindgeno para humanos (Grupo 2B) por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC por su nombre en Inglés)(18). Por ello, se considera a la
OTA como una gran amenaza para las personas, ya que ademas se acumula en varios tejidos
del cuerpo y puede conducir a la produccion de enfermedades cronicas. Sorprendentemente,
la exposicion cronica a dosis bajas de OTA podria ser ain mas perjudicial que la exposicion
aguda a una dosis alta(16). Por ende, el rol patolégico que desemboca es bastante relevante
dado que la OTA esta implicada en la patogénesis de enfermedades renales, hepaticas,

neuroldgicas, entre otras(16).

El rifidn se ha considerado como el 6rgano diana clave de la toxicidad por OTA en la
mayoria de las especies de mamiferos(19), pero se han encontrados diferencias de toxicidad
entre especies y sexos(20). Estudios aplicados en ratas Fisher donde administraron dosis
cercanas al rango cancerigeno de OTA (0.5 mg/kg de peso corporal) en lapsos repetitivos,
concluyeron que la exposicion subcrénica afectaba de manera diferente el curso temporal
transcriptomico de machos y hembras, principalmente en la expresion de enzimas
metabolicas y transportadores(21). Por lo que la susceptibilidad especifica del sexo, en los
eventos renales adversos, puede estar relacionada con los niveles de expresion basal de genes

implicados en diversas funciones renales a lo largo del ciclo de vida(22).
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Ademas, varios estudios en animales y humanos han confirmado una conexién causal
entre la exposicién a OTA y los canceres del tracto urinario(20). Incluso, en analisis del
plasma sanguineo humano, se ha encontrado la presencia de OTA, confirmando la
implicancia de esta micotoxina en nefropatias como la nefropatia endémica de los Balcanes
(BEN, por su nombre en inglées), la cual es una enfermedad progresiva, grave y hasta
mortal(23, 24). Se cree que el principal efecto nefrotoxico esta dado en los tubulos
proximales de las nefronas(20). Algunas hipdtesis describen que la expresion polimdrfica de
la enzima superoxido dismutasa 2 (SOD2) genera un estrés mitocondrial por el acimulo de
superdxido inducido por OTA, produciendo la apoptosis de células renales humanas,

contribuyendo al dafio renal y el desarrollo de BEN(25).

Aunque el higado no es el principal 6rgano diana de OTA, sigue siendo uno de los
Organos mas sensibles a las sustancias toxicas exogenas, por lo cual es sometido con mayor
frecuencia a andlisis toxicologicos(26). Incluso en modelos de estudios, se asume que la
eliminacion de OTA es principalmente por via hepética, ya que el higado es el primer érgano
en recibir esta micotoxina, posterior al ser absorbida a través del tracto gastrointestinal(26,
27).

La exposicion a OTA (in vivo o in vitro), se ha implicado en la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por su nombre en inglés), asi como el dafio oxidativo,
el cual se ha relacionado y confirmado con el mecanismo de hepatotoxicidad en estudios con
células hepéticas humanas y de ratones(26, 28). Varios investigadores concuerdan que la
principal causa de toxicidad generada por OTA en distintos 6rganos, es inducida por la
respuesta al estrés oxidativo(11), afectando mecanismos de proteccion enzimaticos,

causando dafio al ADN, citotoxicidad y apoptosis(28).

La exposicion a OTA en células del tabulo proximal primario de rata y linea celular
de rifidén de cerdo, da como resultado una elevacién dependiente de la concentracion de los

niveles de ROS, reduciendo la defensa antioxidante de las células al disminuir los niveles de
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glutation intracelular y aumentando la formacion de 8-oxoguanina(11, 22). Tratamientos con
tocoferol reducen significativamente la respuesta del estrés oxidativo inducida por OTA. No
obstante, este antioxidante que frena la cadena oxidativa, no reduce la citotoxicidad y no
puede prevenir el agotamiento de los niveles totales del glutation en las células expuestas a

la micotoxina(11).

Estudios que evaluaron el impacto de la exposicion de OTA en células madres
embrionarias humanas, en modelos de pre y post implantacion de embriones, indicaron
multiples efectos sobre estructuras celulares, como la pérdida de la integridad de la
membrana por efectos citotdxicos y exposicién a ROS(23). Ratas tratadas por via oral con
OTA por 60 dias, indicaron una mayor formacion de productos de la peroxidacion
lipidica(29). Concordando de igual forma en que el estrés oxidativo es la principal causa de

la toxicidad generada por OTA en distintos 6rganos.

Se ha reconocido que la toxicidad de OTA puede conducir a efectos neurotdxicos y a
la progresion de la enfermedad de Alzheimer(30). Incluso diferentes concentraciones de
OTA en cerebros de roedores proponen que esta micotoxina, puede cruzar activamente la
barrera hematoencefalica y acumularse dentro del cerebro(30). Analisis en astrocitos
humanos tratados con OTA, también observaron una reduccion de la proliferacion e
induccion de apoptosis celular, a través de la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial(31). Ademas, la OTA puede disminuir las concentraciones de noradrenalina,
dopamina y 5-hidroxitriptamina en el cerebro del ratén(32), junto con la inhibicion de
expresion de transportadores de glutamato, glutamato-aspartato y otros transportadores de
aminoéacidos(33). Otros estudios, indican que la OTA provoca estrés oxidativo que conduce
a la apoptosis en células de neuroblastoma de raton y células progenitoras neuronales
humanas, evidenciado por un fuerte aumento de la actividad de la superdxido dismutasa
(SOD) total y mitocondrial(23, 34).
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Varias investigaciones realizadas en ratones in vivo, han revelado que el tratamiento
con diferentes concentraciones de OTA, disminuye la expresion del factor neurotréfico
derivado del cerebro mediante el estrés oxidativo y apoptosis, el cual también disminuye en
trastornos neuroldgicos como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y la
esquizofrenia(30). En general, la informacion actual demuestra que la neurotoxicidad por
OTA se da incluso con dosis moderadamente bajas(30), concluyendo que puede contribuir
al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

La OTA altera diferentes funciones inmunes en el hombre, ratones, cerdos y
pollos(35). Investigaciones concuerdan que la OTA provoca una disminucion en el peso
relativo de los 6rganos inmunitarios. Sin embargo, en algunos estudios no queda claro si estos
cambios degenerativos y necroticos se deben por los efectos citotoxicos directos o si es el

resultado de la apoptosis inducida(35).

La muerte celular producto de apoptosis y necrosis podria conducir a una reduccion
del numero de células productoras de anticuerpos en los 6rganos linfoides y la disminucién
de los niveles séricos de inmunoglobulinas. La OTA retrasa la mitosis de células inmunitarias
que proliferan rapidamente a causa de la inhibicion de sintesis de proteinas, por consiguiente,
podria afectar la regeneracion de los tejidos dafiados. Ademas, trastornos relacionados a la
sintesis proteica en linfocitos, estarian involucrada alteraciones observadas en macrdfagos.
También se cree que la migracion extensa de linfocitos a los rifiones, higado y otros 6rganos
puede causar la hipocelularidad observadas en los drganos linfoides y en el torrente
sanguineo en estudios con exposicion a OTA(35). El deterioro de células y drganos
inmunitarios estaria relacionado con la activacion de linfocitos, macréfagos y células
Kupffer, inducidos por la produccion de citoquinas proapoptoticas (TNF- a ¢ IL-6) a causa
de la exposicion a OTA(35).

Si bien la apoptosis habitualmente elimina células anormales y previene el desarrollo

de tumores(36). Datos de estudios in vitro, sostienen que la apoptosis mediada por OTA
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podria conducir a la seleccion de células resistentes a la necrosis o procesos apoptéticos, y
calificarlas con una mayor probabilidad de transformacién en células tumorales(37).
Ademaés, se puede estimular una respuesta celular compensatoria, que da como resultado la
exacerbada proliferacion celular y el desarrollo de cancer(38). (Figura 3). Por consiguiente,
un dafo bajo, pero sostenido de estrés oxidativo inducido por OTA, puede generar dafio en
el ADN, provocando mutaciones, transformaciones y proliferacion celular, lo que pudiese
llevar al desarrollo del cancer(36).

OTA
' ™)
Estres oxidativo
\. l J
' ™)
Especies Reactivas de
Oxigeno
\. l J
4 )
Dafio al ADN/Mutaciones

[ Necrosis ] Apoptosis

Proliferacion celular Proliferacion celular

Figura 3. Modelo propuesto para la carcinogenicidad de OTA. Tomada y adaptada de Marin-
Kuan, My cols (2008) (36).
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La OTA es un potente carcindgeno renal en roedores, produciendo cariomegalia y
poliploidia prominente de las células del tubulo proximal(39). Investigaciones realizadas en
la piel de ratones in vivo, revelaron que la exposicion cutanea de OTA causa la iniciacion de
procesos tumorales, lo que pudiese estar relacionado con el estrés oxidativo y dafio del
ADN(40). Otros estudios realizados en roedores demostraron que la exposicién intrauterina
a OTA produce aductos de ADN en testiculos de ratones recién nacidos(41). También la
exposicion de OTA a través de la dieta a largo plazo, provoca aductos de ADN en rifién y
testiculos de ratones adultos(42). Estos datos observados en animales se pueden utilizar como

analogos para predecir la incidencia de potenciales tumores en humanos(39, 42).

La OMS(43), en el 2008 considero seis hipdtesis sobre el mecanismo de accion

cancerigeno de OTA:

- Genotoxicidad por interaccidon directa de OTA o un metabolito reactivo con ADN.

- Generacion de tumores secundarios a toxicidad renal crénica y proliferacion celular
compensadora.

- Generacién de tumores secundarios a la inhibicion de sintesis de proteinas.

- Interrupcion de las vias de sefializacion célula-célulay el proceso de divisién celular.

- Alteracion de la homeostasis del calcio intracelular.

- Disfuncion mitocondrial que conduce a estrés oxidativo e induccion indirecta del
dafio al ADN.

A la luz de datos recientes, como la formacién de tumores por genotoxicidad que
implica la aduccion de ADN, podria llevar a la reclasificacion de OTA del Grupo 2B
(posiblemente carcindgeno para los seres humanos) al Grupo 1(cancerigeno para los seres
humanos), ya que se tienen pruebas contundentes para afirmar que realmente esta micotoxina

es carcinogénica si se consume de manera constante(16).
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Por todas estas razones, es importante recalcar el papel toxicologico de OTA y
proponer la regularizacion activa de la ingesta diaria tolerable en alimentos, para minimizar

los potenciales riesgos que puede conllevar el consumo recurrente de esta micotoxina.

5.2.2 Absorcion de OTA en el organismo

Una vez ingerida la OTA, debido al rapido transito del quimo alimenticio en el
estdmago, a causa de su grosor y capa mucosa, solo una fraccién menor de OTA se absorbe
aqui. Mientras, en las primeras porciones del intestino delgado (duodeno y yeyuno), es donde
se absorbe la mayor cantidad de OTA (Figura 4), debido a la permeabilidad que presenta esta
zona, lo que facilita su ingreso(16, 40, 44). Ademas, el rango de pH del intestino delgado
(6,1-7,8), facilita aun mas la absorcion de la OTA, debido a los valores de pKa (7,1) que esta
posee(45). Cabe mencionar que esta micotoxina, al ser absorbida, puede afectar la integridad
de las paredes del intestino delgado, provocando inflamacion y trastornos intestinales(40)

Albumina

; OTA-Albumina
Torrente sanguineo

Figura 4. Ingreso de OTA al torrente sanguineo y su union con albumina. Fuente:
Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).
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Después de la absorcion de OTA en el tracto gastrointestinal, esta micotoxina se une
con gran afinidad a la albumina, transportandola a diferentes tejidos y otorgandole una vida
media mas prolongada de unos pocos dias a un mes, segun la especie(44). En los seres
humanos, la OTA se metaboliza lentamente, con una vida media de aproximadamente un

mes, lo que conduce un efecto acumulativo en distintos érganos(44, 46).

La OTA luego de ser ingerida puede sufrir biotransformaciones a causas de enzimas
proteoliticas y enzimas de la microbiota bacteriana que hidrolizan la OTA a OTa. La
hidrolisis de OTA produce la apertura del anillo de lactona que en condiciones alcalinas da
como resultado la formacién de un compuesto altamente toxico llamado OTA abierta con
lactona (OP-OTA). De otra forma, a causa de la oxidacion de OTA, se produce un compuesto
de baja toxicidad Ilamado 4-hidroxiocratoxina A (4-OH-OTA) y 10-hidroxiocratoxina A (10-
OH-OTA), que también es menos toxica(44).

Asimismo, también se ha observado la formacion de otros metabolitos derivados de
la biotransformacion de OTA en especies como OTB y en el resultado de la conjugacion de
la OTA con compuestos como sulfatos, acido glucuroénico, hexosa (hex-OTA), pentosa (pen-
OTA), glutation (OT-GSH), entre otros. La produccién de estos metabolitos, es de
consideracién, debido a que pueden interactuar con otras moléculas y conducir a la formacién

de compuestos mas toxicos(44, 47).

5.2.3 OTA en los alimentos

Como se menciond anteriormente, OTA es bastante resistente a diversos
procesamientos, por lo que se puede encontrar en multiples alimentos, previos a las cosechas

(en el campo), cosecha y postcosecha (durante el procesamiento, envasado, almacenamiento
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y transporte)(48). Las concentraciones de OTA en los alimentos suelen ser mas bajas después

del procesamiento en comparacion con materias primas(40).

Los productos de origen vegetal como el café, el cacao, los cereales y frutas secas
sueles contaminarse durante el almacenamiento, mientras que la contaminacion de uvas se
centra en el campo(49), ya que la formacion de OTA esta influenciada por factores
ambientales como las variaciones climaticas entre las regiones geogréficas. Estudios indican
una mayor incidencia de OTA en el sur de Europa, donde presentan climas hiumedos y céalidos
que favorecen el crecimiento de hongos, siendo sus valores significativamente superiores en
comparacion con las regiones del norte(50). Ademas, factores como el periodo de cosecha,
predisponen el aumento de infeccion por hongos cuando se retrasa la recoleccion de frutas
maduras(14). También las condiciones de procesamiento influencian su contaminacion,
ejemplo de esto, es la comparacion de vinos tintos y vinos blancos, donde los tintos se dejan
macerar con las lias durante varios dias y permite transferir mayores cantidades de OTA al
mosto(51). Por otra parte, se estima que los principales alimentos de consumo recurrente que
estan contaminados son de origen vegetal, siendo los mas importantes el café, alimentos en

base a cereales y el vino tinto(52).

Ademas de encontrarse en alimentos vegetales, la OTA se ha notificado presente en
tejidos y productos de origen animal como lacteos, carne de cerdo, aves de corral, entre otros.
El consumo principalmente de piensos contaminados con esta micotoxina genera la
acumulacion en sus tejidos(53). Se cree que los cerdos son los principales animales de corral
afectados, dado que son los mas susceptibles a absorber OTA en su alimentacion y presentar
una eliminacion lenta(48). Por otro lado, los rumiantes como vacas, cabras y ovejas son
comparativamente resistentes a la toxicidad de OTA, gracias a su microbiota gastrointestinal
(fraccion protozoaria y enzimas bacterianas) que es capaz de degradar la OTA en OTa. (48,
54). Por ende, solo adsorberian una pequefia cantidad de OTA, explicando la baja presencia
de esta micotoxina en sus tejidos y sus productos lacteos(54). Sin embargo, su capacidad de
desintoxicar esta estrictamente relacionada con un rumen funcional, el cual puede cambiar

cuando se altera su dieta (55). Al igual que los rumiantes, también se ha observado que las
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aves de corral pueden eliminar OTA mas rapido que los mamiferos monogastricos, lo que
resulta en una baja acumulacion de OTA en sangre y los tejidos, por lo que la transferencia
de esta micotoxina a los huevos solo ocurriria con dosis de consumo de OTA muy altas(56-
58).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por su nombre en inglés)
caracterizd la toxicocinética de OTA como un compuesto que se absorbe répidamente
después de la ingestion oral, alcanzando niveles méaximos en la sangre en unas pocas horas,
con una biodisponibilidad que oscila entre el 40 y 66% segun la especie y la dosis, pero se
elimina y excreta lentamente, lo que conduce a una posible acumulacion en los tejidos(54).
Siendo preocupante su consumo, principalmente en grupos vulnerables como nifios y

embarazadas(59).

La disponibilidad sistémica a través de la difusion pasiva de la OTA, principalmente
en el yeyuno proximal, puede ser facilitada en gran medida por la alta afinidad de union de
OTA a las proteinas plasmaticas(54). Incluso, para reflejar la rapida absorcion de esta
micotoxina en el organismo, se llevo a cabo un estudio en un varén adulto, donde se
administré OTA por via oral marcada con tritio a una dosis de 0,02 nmol/kg de peso corporal.
El 93% de la radiactividad administrada, se encontré en la sangre dentro de las 8 horas
siguientes a la ingestion(60). Si bien, estos resultados indican una rapida absorcion, se
requiere una mayor cantidad de sujetos de estudio para darle una mayor credibilidad a la

investigacion.

Varios paises y organizaciones internacionales han regulado el contenido de OTA en
algunos productos alimentarios comerciales (Tabla 2). EI Comité Mixto entre la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura/Organizacion
Mundial de la Salud (FAO/OMS), estableci6 en el 1995 un valor maximo de ingesta semanal
tolerable de 100 ng/kg de peso corporal, equivalente a una ingesta daria de 14 ng/kg de peso

corporal. Posteriormente el Comité cientifico sobre alimentacion (SCF, por su nombre en
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inglés) de la Comision Europea, en el 1998 considero necesario reducir la exposicion de OTA
lo maximo posible de los alimentos, debido a su potencial toxicidad, estableciendo un limite
diario de 5 ng/kg peso corporal(12).

La SCF, afios mas tarde publicé el Reglamento de la Comisién Europea (CE) N°
466/2001, donde establecid limites de 0,5 pg/kg en alimentos destinados para lactantes y
nifios de corta edad. Un afio después, dictd el Reglamento (CE) N° 472/2002, donde
estableci6 nuevos métodos de toma de muestra y analisis de OTA en alimentos. Ademas, fijo
limites maximos de OTA para uvas pasas, cereales y derivados de cereales con 10, 5, 3 ug/kg

respectivamente(12).

Actualmente los niveles de OTA en alimentos estan regularizados por el Reglamento
(CE) N° 1881/2006, el cual detalla el contenido maximo de esta micotoxina en distintos
productos alimenticios(53). Aunque, al pasar de los afios, se han ido estableciendo nuevos
limites para otros alimentos, como en el Reglamento Union Europea (UE) N° 105/2010 y en
el Reglamento (UE) N° 1137/2015 que fija el contenido de varias especias, regaliz y
Capsicum spp(61).

Tabla 2. Contenidos méximos de OTA establecidos para alimentos.

Producto alimenticio Nivel méximo Referencia
permitido pg/kg
Nuez moscada, chile y pimenton, jengibre, pimienta y 20 Codex
curcuma alimentarius.(62)
Cereales no elaborados 5 CE,N° 1881.(53)

REA,Chile.(63)

Todos los productos derivados de cereales no 3 CE,N° 1881.(53)
elaborados, incluidos los productos transformados a
base de cereales y los cereales destinados al consumo
humano
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Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras 10 CE,N° 1881.(53)

variedades de pasas)

Café tostado en grano y café tostado molido, excluido 5 CE,N° 1881.(53)

el café soluble REA,Chile.(63)

Café soluble (café instantaneo) 10 CE,N° 1881.(53)
REA,Chile.(63)

Vino (incluidos los vinos espumosos y excluidos los 2 CE,N° 1881.(53)

vinos de licor y los vinos con un grado alcohélico

minimo de 15 % vol.) y vino de frutas

Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino 2 CE,N° 1881.(53)

y cocteles aromatizados de productos vitivinicolas

Zumo de uva, zumo de uva concentrado reconstituido, 2 CE,N° 1881.(53)

néctar de uva, mosto de uva y mosto de uva

concentrado reconstituido, destinados al consumo

humano directo

Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos 0,5 CE,N° 1881.(53)

infantiles para lactantes y nifios de corta edad

Alimentos dietéticos destinados a usos médicos 0,5 CE,N° 1881.(53)

especiales dirigidos especificamente a los lactantes

Cacao, pasas, jugos 0 zumos, néctares, concentrado de 5 CE,N° 1881.(53)

uva

Raiz de regaliz, ingrediente para infusiones 20 CE,N° 1881.(64)

Extracto de regaliz para uso alimentario, especialmente 80 CE,N° 1881.(64)

en bebidas y confiteria

Pimienta blanca y negra, nuez moscada, jengibre y 15 CE,N° 1881.(61)

curcuma

Capsicum (frutos de dicho genero desecados, enteros o 20 CE,N° 1881.(61)

pulverizados, incluidos chiles, el chile en polvo, la

cayetana y el pimenton

Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D (2021).

No obstante, algunos paises de la UE, establecieron sus propios limites maximos para
OTA en alimentos y piensos (Tabla 3), como en ltalia, Grecia, Finlandia, Francia, entre
otros(50).
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Tabla 3. Regulacién actual de ocratoxina A en algunos estados miembros de la Union

Europea.
Pais Alimentos Limite maximo
(ha/kg)

Dinamarca Cereales y productos de cereales 5
Rifion de cerdo 25

Finlandia café 5
Francia Cereales 4
Grecia Café (todo tipo) 20
Italia Cerveza 0,2
Productos derivados del cacao 0,5
Comida para bebé 0,5

Carne de cerdo y productos derivados 1

Cereales y productos derivados 3

Cafe tostado e instantaneo 4

Café verde 8

Suecia Cereales y productos derivados 5
Paises bajos Todos los alimentos 10

Tomado y adaptado de Miraglia, My cols. (2002)(50).

Se puede observar una variacion en los limites maximos de OTA en distintos paises.
Estos datos pueden estar relacionados a las diferentes condiciones ambientales otorgadas por
la temperatura, precipitaciones y latitud geogréafica, por lo que, aquellos paises que poseen
climas humedos y célidos, predisponen el crecimiento de hongos productores de OTA, siendo
mas susceptible a encontrarla en alimentos. Por ende, sus limites maximos seran mas

elevados respecto a otros.
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Factores socioculturales también pueden influir en la presencia de OTA en los
alimentos, ya sea en las técnicas de cultivo, manipulacion y procesamiento de productos,
debido a que paises con mayor desarrollo industrial cuentan con mejores métodos para
reducir los niveles de OTA, mediante el control del crecimiento de hongos y técnicas para
eliminar directamente esta micotoxina de matrices contaminadas, por lo que sus limites

maximos serdn mas exigentes en los alimentos.

En Chile el Reglamento Sanitario de los Alimentos solo establece los limites maximos
de OTA, para Cereales y sus derivados, cacao, pasas, jugos 0 zumos, néctares, concentrado
de uvay café en grano de 5 ug/kg y para café soluble (café instantdneo) 10 pg/kg(63).

5.2.4 Presencia de OTA en alimentos en Chile

Estudios Chilenos referentes a la transferencia de OTA de madre a hijo, han
demostrado una relacion entre la concentracion de OTA en la ingesta dietética de la madre y
su leche materna, donde se reporté que los posibles alimentos involucrados eran: productos
de panaderia, embutidos y jugos de fruta(65). Asimismo, otro estudio analiz6 muestras de
leche materna, sangre y orina del lactante, e indicaron la presencia OTA en plasma sanguineo
en casi todas las muestras analizadas (43/45), mientras que, en las muestras de leche materna
un 79% contenian esta micotoxina. En sus conclusiones mencionan que una ingesta continua
de OTA por parte de la madre, genera su eficaz transferencia durante la lactancia,

evidenciado mediante el andlisis de OTA como marcador en la orina del lactante(66).

Datos sobre la presencia de micotoxinas en alimentos vendidos en Chile, indicaron
que varios productos estaban contaminados con OTA, ejemplo de ello, un estudio report6 un
valor medio de 355 pg/kg de OTA en pimientos(67). Asimismo, el Ministerio de Salud
(MINSAL), en el 2017(68), emitié una notificaciébn de alerta sanitaria por merkén

contaminado con OTA con 19,74 pg/kg y 71,77 pg/kg en merkén envasado y vendido en el

31



comercio. Si bien, en Chile ain no existe regulacion para OTA en Capsicum spp, €s
recomendable considerar la incorporacion de limites maximos para estas especias dentro del

Reglamento Sanitario de los Alimentos.

Datos referentes a la presencia de OTA en café instantdneo en Chile, indicaron el
hallazgo de esta micotoxina en niveles inferiores a los limites maximos permitidos. Aunque
de las 63 muestras analizadas, se encontrd positivo un 100% en la presencia de OTA(69).
Estos resultados no se asocian a un riesgo toxicoldgico grave, sin embargo, como se
menciono anteriormente un consumo bajo, pero recurrente, puede inducir acumulaciones en
el organismo, por lo que recomienda un control de vigilancia constante. Por otra parte, el
MINSAL, informo en el afio 2017(70), una alerta alimentaria por la presencia de OTA en
lotes de café en grano de la marca “Gol Premier”, elaborado por le emprensa Tresmontes,

cuyos valores superaban los limites maximos reglamentarios.

En Chile la Red de Informacion y Alertas alimentarias (RIAL), tiene la
responsabilidad de realizar notificaciones de inocuidad en los alimentos de consumo humano
o animal presentes en el mercado nacional o exportados. También tiene como objetivo
contribuir en una réapida gestion de los eventos por parte de los servicios competentes:
Ministerio de Salud (MINSAL), Servicio Agricola y Ganadero (SAG) y Servicio Nacional
de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA), entre otros; a fin de proteger la salud de los
consumidores y dar una respuesta oportuna a notificaciones de terceros paises. En la RIAL
se denomina evento aquella situacion en la cual se ha verificado de manera oficial la
presencia de un peligro en un alimento que haya incumplido la normativa nacional o del
mercado de destino. La mayoria de los eventos que han tenido lugar en Chile han sido
notificados por el MINSAL, el cual cuenta con programas de vigilancia disefiados desde el
Departamento de Nutricion y Alimentos, donde la vigilancia de micotoxinas tiene como
objetivo contar con informacion confiable sobre peligros y riesgos alimentarios que se
encuentran circulando en los alimentos, tanto de origen nacional como importados,
verificando el cumplimiento de la regulacion vigente, a fin de estimar el nivel de exposicion

de la poblacion a estos agentes de enfermedad y establecer las medidas de control o
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mitigacion correspondientes. Los eventos de notificacion son aquellos que no cumplen los

criterios quimicos segun lo establecido en el reglamento sanitarios de los alimentos(71).

El aumento de investigaciones respecto a OTA, permite la actualizacién de la
informacidn sobre su toxicidad y presencia en diferentes alimentos, a causa de ello, las
normativas, reglamentos y codigos sanitarios que fiscalizan los limites de OTA, deberian
reevaluar constantemente sus parametros. Asimismo, el Reglamento Sanitario de los
Alimentos de Chile, se encuentra desactualizado, abarcando una escasa cantidad de

productos que fiscalizan.

5.3 Control de OTA en alimentos

Para los programas de seguridad alimenticia, es un objetivo esencial la disminucion
y eliminacion de micotoxinas en productos de consumo masivo, por ello existen diversas

técnicas y metodologias fisicas, quimicas y bioldgicas para su remocién. (Figura 5).
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Figura 5. Clasificacion de las metodologias utilizadas para la remocion de OTA. Fuente:
Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).

Se ha encontrado una amplia variedad de compuestos quimicos que son efectivos para
destruir las micotoxinas, incluyendo diversos &cidos, bases, agentes oxidantes, agentes
clorantes o reductores, sales, entre otros(72). También algunos métodos de desintoxicacién
sugieren el uso de ozono, tratamiento con perdxido de hidrogeno alcalino e irradiacion
gamma en cereales y derivados(73). Aunque se debe mencionar que el tratamiento quimico
no esta permitido dentro de la Unidn Europea para productos destinados al consumo humano,
dado que pueden conllevar efectos negativos tanto para el medio ambiente como para la salud

de las personas(72).
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Una estrategia alternativa podria ser la utilizacion de microorganismos capaces de
remover micotoxinas en alimentos contaminados, lo que actualmente ha captado las miradas
investigativas como un método mas eficaz y accesible para remover, eliminar o transformar
las micotoxinas presentes en diferentes matrices. Las bacterias acido lacticas (BAL), son
microorganismos prometedores, que exhiben propiedades descontaminantes, ya que son

seguras e inocuas para la remocion de micotoxinas en productos alimenticios(9).

5.4 Control de OTA en alimentos a través del uso de BAL

Las bacterias acido lacticas comprenden a un diverso grupo de bacterias Gram
positivo, no formadoras de esporas, anaerobicas facultativas, generalmente inmdviles, que
producen 4&cido lactico como principal metabolismo de carbohidratos durante la
fermentacion(74). Se encuentran en grandes cantidades en la naturaleza al igual que en el
microbiota humana. Estas se pueden clasificar en cuatro géneros principalmente:

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus(75).

La fermentacion de las BAL es comUnmente utilizada dentro de la industria de
alimentacion para la manufactura de productos lacteos, carnes, pescados e incluso verduras,
dado a sus beneficios probidticos(9, 76). Ademas, tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de varios tipos de hongos y extender la vida Gtil de los alimentos(77). Siendo los
candidatos mas prometedores para ser ocupados como antagonistas fangicos(74). Como se
menciono anteriormente, las BAL son importantes inhibidores de la invasion y crecimiento
fangico, pero sus propiedades no se limitan en este aspecto, ya que también pueden

interactuar con sus micotoxinas mediante su inactivacion y/o adsorcion(74, 77).

Muchas BAL al ser expuestas en una matriz contaminada por micotoxinas, tienen la
propiedad de reducir o degradar el contenido de estos compuestos, debido a diferentes

procesos de desintoxicacién bioldgica, las cuales pueden implicar reacciones quimicas y/o
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enzimaticas, generando conversiones metabdlicas que inducen una adsorcion y/o
biotransformacion de micotoxinas por los componentes en la pared celular de las BAL,
generando una disminucién de su contenido. (77). (Figura 6).

Se ha demostrado que las BAL adsorben micotoxinas en sus grupos funcionales de la
pared celular. Una pared celular tipica de BAL, como muchas otras bacterias Gram positivo,
contiene un peptidoglicano de multiples capas, rodeado por una membrana citoplasmatica,
que esta decorada con polisacaridos, proteinas, acidos lipoteicoicos y &cidos teicoicos. Sin
embargo, los polisacaridos y peptidoglucanos se consideran los componentes principales de
las BAL para la eliminacion de micotoxinas(78). Asimismo, las diferencias en la capacidad
de union a las distintas toxinas entre las BAL pueden explicarse racionalmente por las
diferencias existentes en sus estructuras del peptidoglicano y el nimero de sitios de union
disponibles. Aunque la organizacion de la pared celular es bastante conservada en muchas
bacterias Gram positivo, existen pequefias diferencias en la estructura del peptidoglicano que

pueden ser responsables de la capacidad diferencial de la remocién de micotoxinas(74).

La mayor capacidad de eliminacion de toxinas se ha encontrado para las bacterias
entéricas Lactobacillus rhamnosus y L. acidophilus, asi como para las bacterias asociadas a
plantas, como L. plantarum, L. brevis y L. sanfranciscensis. Inclusive, se ha demostrado que
especies de este género reducen con una mayor capacidad el contenido de OTA en los medios
de crecimiento(74, 79).
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Figura 6. Interacciones de OTA con las estructuras de bacterias &cido lacticas. La figura
esquematiza las principales interacciones de OTA y los componentes estructurales de la

pared celular de las BAL. Fuente: Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).

Niderkorn y colaboradores, 2009(80), mencionaron que el papel clave en la union de
micotoxinas por la biomasa bacteriana estaria dado por los componentes estructurales de la
pared celular. Aungue no se sabe con exactitud como funciona el mecanismo especifico de
adsorcion de las micotoxinas por las paredes celulares. Por otra parte, la union de OTA con
la superficie celular de BAL no es muy estable, y se ha reportado que distintos agentes

fisicos, como el lavado, pueden disociar su interaccion(79).

La contaminacién por OTA es un problema grave y recurrente en todo el mundo, por
lo que ha sido muy estudiada junto con sus mecanismos de descontaminacion en alimentos.
Existen diversas técnicas y metodologias que permiten su extraccion, pero solo algunas de
ellas pudiesen ser Utiles para productos de consumo humano, siendo las BAL organismos
prometedores para reducir los niveles de OTA en variadas matrices, mediante procesos de
adsorcion y biotransformacion, los cuales han sido evaluados en distintos anélisis. Por ello,

en los siguientes apartados se revisaran y analizaran diferentes estudios que los involucran.
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5.4.1 BAL como adsorbentes de OTA

Las BAL como adsorbentes han sido estudiadas en su forma activa (Tabla 5) e
inactivas (Tabla 4), ejemplo de esto son los experimentos llevados a cabo por Piotroswka y
colaboradores, 2014(79), quienes estudiaron la capacidad de adsorcion de OTA por tres
distintas especies de Lactobacillus (L. plantarum, L. brevis y L. sanfranciscensis) en medio
MRS a pH 6,2, utilizando diferentes concentraciones de biomasa (10* UFC/mL y 10°
UFC/mL) junto con una concentracion de OTA de 1 ug/mL a 30 °C. Las cantidades de la
toxina residual con respecto a los valores iniciales fueron detectadas por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC). Sus analisis indicaron que los resultados variaban en relacion
a la densidad de la biomasa utilizada y concluyeron que debia ser igual o superior a 10°

UFC/mL para lograr un porcentaje de remocion sobre el 50%.

También se encontraron diferencias significativas en la capacidad adsortiva entre las
distintas especies de Lactobacillus. Asi, L. plantarum y L. sanfranciscensis mostraron
porcentaje de adsorcion de OTA significativamente favorables, alcanzando sobre el 30% de
adsorcion del contenido inicial de OTA. Mientras la especie L. brevis, resulté menos eficaz
adsorbiendo un 20,5%.

Para evaluar la adsorcién de OTA por BAL muertas, se basaron en el mismo protocolo
anterior. Al comparar los valores de las tres especies, tanto vivas como muertas, en
concentraciones de biomasa superiores (10° UFC/mL), L. plantarum obtuvo porcentajes de
reduccion de 26,02% y 56,16% en vivas y muertas respectivamente. Mientras L. brevis
alcanzo 24,23% en vivas y 59,82% en biomasa muerta. En el caso de L. sanfranciscensis, se
obtuvo 22,53% en vivas y 56,40% de reduccion en muertas. Concluyendo ser mas efectivas
las BAL inactivadas térmicamente en la adsorcion de OTA en comparacion con las BAL
vivas. Estos resultados pudiesen ser debido a los cambios que ocurren en la pared celular
bacteriana inducidos por la alta temperatura, es decir, la desnaturalizacion de proteinas y la
generacion de poros que conducen a una mayor permeabilidad de las capas externas de la
pared celular, esto a su vez resulta en un mayor numero de sitios activos responsables de la

adsorcion de diferentes compuestos(79).
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Mateo y colaboradores, 2010(81), también evaluaron la tasa de reduccion de OTA
por bacterias muertas, empleando cepas de la especie Oenococcus oeni, con una
concentracion del inoculo de 10” UFC/mL con un pH de 4,8 a 28 °C, utilizando niveles de
OTA de 2 pg/L. Las mediciones realizadas por sistema HPLC, indicd una reduccion de 67%
de la micotoxina, corroborando la eficacia de las BAL térmicamente inactivas en la adsorcién
de OTA.

Considerando ambos autores(79, 81), las diferencias en las condiciones del medio de
cultivo pudieron ser significativas en los valores de adsorcion de OTA. Por ejemplo, la
concentracion inicial de OTA (Tabla 4) favorece a los estudios con la especie Oenococcus
oeni, debido a que los niveles de biomasa utilizados fueron capaces de sobrellevar mejor las
concentraciones de OTA, en comparacion a los estudios realizados por Piotroswka y
colaboradores(79). También diferencias en el pH, ya sea acido (4,2) o valores méas cercanos
al neutro (6,2), pudiesen haber facilitado las interacciones de unién con la micotoxina,
generado el mejor rendimiento en la especie O. oeni. Ademas, las pequefias diferencias
estructurales de sus paredes celulares, posiblemente sea un factor contribuyente en los

distintos rendimientos entre especies.

Asimismo, Abrunhosa y colaboradores, 2014(9), en sus experimentos evaluaron la
adsorcion de OTA por bacterias de Pediococcus parvulus inactivadas térmicamente en medio
MRS a pH 4,6. Sus resultados indicaron 1,3% de adsorcioén de OTA por la biomasa muerta.
Concluyeron apresuradamente que el mecanismo de union para la eliminacion de OTA fue
insignificante. Diversos factores pudieron interferir en el bajo porcentaje de adsorcidn, como
el uso de concentraciones muy elevadas de OTA (2500 pg/L) para la cantidad de biomasa
utilizada (10° UFC/mL), de modo que el mecanismo de adsorcion no seria capaz de solapar
los niveles de OTA en el medio. Por lo cual, los datos realmente no son contradictorios, sino
las concentraciones de OTA fueron distintas, dando resultados que difieren con las demas

investigaciones.

39



Tabla 4. Adsorciéon de OTA con diferentes BAL inactivadas térmicamente.

Bacterias acido Concentraciéon = Concentracion de = Adsorcion Referencia
lacticas inicial de OTA = biomasa inactiva (%)
L. plantarum 56,16 Piotrowska y cols,
L. sanfranciscensis 1000 pg/L 10 °UFC/mL 56,4 (2014).(79).
L. brevis 59,82
P. parvulus 2500 pg/L 10 *UFC/mL 13 Abrunhosa y cols,
(2014).(9).
O. oeni 2 pg/L 10 "UFC/mL 67 Mateo y cols,

(2010).(81).

Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).

Khattab y colaboradores, 2018(82), analizaron 8 cepas de bacterias acido lacticas
donde notaron que la especie Lactobacillus delbrueckii NRRL B-1024 result6 ser la més
eficiente en la absorcion de OTA. Debido a esto, se selecciono para ser mutada utilizando
metanosulfanato de etilo (EMS) como mutageno quimico para inducir variaciones genéticas
aleatorias en relacion con la mejora de la bioadsorcion de OTA, donde la técnica ADN
polimorfico amplificado al azar (RAPD) se utiliz6 para comprobar si los cambios genéticos
fueron efectivos. En sus ensayos de adsorcion, se analizaron dos variables: el tiempo de
incubacion de 1, 3 y 5 horas en las mismas condiciones (concentracion de 100 ng/mL de
OTA en un medio MRS con un pH de 7,0 a 30 °C); y la concentracién del inoculo(v/v) en
distinta cantidad de biomasas de 10, 20 y 40% de suspensién bacteriana durante una hora.
Reportando que la cepa L. delbrueckii NRRL B-1024 resulté tener en la primera hora su
mayor potencial de bioadsorcion de OTA, por lo cual se mantuvo el parametro tiempo para
los ensayos posteriores con las cepas mutadas de esta misma especie. Dentro de los
resultados, se percataron que al variar la concentracion del inoculo, se generaba una elevacion
en la adsorcion de OTA a medida que se aumentaba las concentraciones de la biomasa. Al
elevar la concentracion de 10% a 20% se incrementd la adsorcion de OTA de 67,9% a 79,2%
para la cepa mutada. Asimismo, al aumentar la concentracién de 10% a 40%, la absorcion de
OTA aumento de 82,5 a 88,1 ng/mL para la cepa mutada, corroborando los analisis de los

estudios anteriormente mencionados.
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Otros ensayos de adsorcion de OTA, realizados por Luz y colaboradores, 2018(83),
utilizando una concentracion de 108 UFC/mL de variadas especies de BAL en medio MRS a
37 °C por 24 horas, donde compararon en dos diferentes pH (3,5 y 6,5) en matrices
contaminadas con 0,6 pg/mL de OTA. Para evaluar las cantidades de micotoxina adsorbida
realizaron la extraccion de OTA utilizando 1 mL de metanol y se mantuvo 12 horas en
agitacion, para luego ser centrifugada a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C y finalmente ser
analizado el sobrenadante obtenido mediante cromatografia liquida con detector de
fluorescencia (LC-FLD). Las cepas que mostraron una mayor actividad de adsorcion a pH
3,5 de fueron: L. johnsinii, con 45,1 ppb, L. bulgaricus con 47,4 ppb y L. salivarius con 45,3
ppb. No obstante, a pH 6,5, las cepas que mostraron mayor afinidad de unién a OTA fueron
tres cepas de L. plantarum con valores de 45,1 ppb, 32,3 ppb y 32,7 ppb(83). Esto puede ser
debido por las diferencias estructurales de los componentes de la pared celular de las distintas
especies, donde a variados pH puede generar una diversidad en la polaridad y cargas que

influyen en la adsorcion.

Tabla 5: Adsorcion de OTA por distintas especies de BAL activas.

Bacteria acido Concentracion = Concentracion | Bioadsorcion Referencia
lactica inicial de OTA de biomasa
L. plantarum 35,01% Piotrowska y
L. sanfranciscensis = 1000 ng/mL 10 *UFC/mL 32% cols,
L. brevis 20,5% (2014).(79).
L. delbrueckii 100 ng/mL 40% viv 88,1% Khattab y cols,
(2018). (82).

L. johnsonii 45,1 ppb Luz y cols,
L. bulgaricus 600 ng/mL 10 8UFC/mL 47,4 ppb (2018).(83).
L. salivarius 45,3 ppb
L. plantarum 45,1 ppb

Elaboracion propia Encina, G. Stiglich, D (2021).
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Haskard y colaboradores, 2001(84), también realizaron ensayos con BAL, utilizando
la especie L. rhamnosus en una concentracion de 10° UFC/mL a 37 °C. A través de HPLC,
evaluaron el rendimiento de la BAL inactiva térmicamente en la adsorcion de micotoxinas.
Sus andlisis concluyeron que el proceso de adsorcién se debe particularmente a las
caracteristicas de la superficie celular al ser desnaturalizada, generando un incremento en sus
poros, aumentando la permeabilidad de la pared celular. Ademas, menciona que la capacidad
de union de las BAL vivas hacia las micotoxinas posiblemente sea atribuible a la presencia
de bolsas hidréfobas en su pared, aunque presenten una naturaleza hidroéfila en su superficie

celular.

Las investigaciones han confirmado que al elevar la concentracion de la biomasa
bacteriana en una matriz contraminada por OTA, bajo similares condiciones del medio,
también se aumentaba la adsorcion por esta micotoxina. Estos datos, llevan a concluir que la
adsorcion por BAL es proporcional a la concentraciéon del in6culo, ya que aumentaria las
interacciones de las estructuras superficiales de la pared bacteriana con la OTA(79, 82).

Al comparar los estudios sobre la capacidad de adsorcion de las BAL vivas y
muertas(79, 81, 84), sus resultados concuerdan que las células térmicamente inactivadas
presentan una mayor efectividad. Por ende, se puede inferir que, al generar una
desnaturalizacion de la pared celular, se induce a un aumento en la exposicion de elementos
que interactian con OTA. Contrariamente, otro estudio(9, 85), obtuvo mejores resultados
con BAL vivas. Esto puede deberse a distintos procesos de actividades enzimaticas,
involucrando procesos de biodegradacion de BAL vivas, obteniendo resultados
sobreestimados en la adsorcion. Ademé&s, no hubo una discriminacion sobre
biotransformacion de OTA, por esta razon, sus resultados no son concluyentes. Por lo que en
ensayos futuros deberian realizar mediciones sobre los productos de hidrdlisis de OTA, para
asegurar si realmente se trata de procesos de adsorcion por BAL.

El empleo de BAL muertas para procesos de adsorcion se ha mostrado beneficioso
como método de descontaminacién, mejorando la calidad de los alimentos y manteniendo

sus propiedades organolépticas. Cabe mencionar, que la especie utilizada con mayor
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frecuencia y con buenos resultados hasta es el momento ha sido Lactobacillus plantarum(79,
83), por lo que esta especie puede ser considerada prometedora para futuras

implementaciones en la remocion de OTA de matrices alimentarias.

5.4.2 BAL como biotransformadores de OTA

Las BAL aparte de poseer la propiedad de adsorber OTA mediante su pared celular,
también tienen la capacidad de biotranformarla. Esta micotoxina, como se menciono
anteriormente, estd compuesta por una fraccion isocumarina junto con una molécula de L-
fenilalanina unidas por un enlace amida, el cual puede ser hidrolizado por diversas BAL
mencionadas en varios estudios(9). (Figura 7). Como la OTa se describe inocua y posee una
vida media de eliminacion 10 veces menor que OTA, el proceso de biodegradacion se

considera factible para minorizar la toxicidad en matrices contaminadas(86).
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Creraioxina A Ocratoxina a L-fenilalanina

Figura 7. Degradacion de ocratoxina A por hidrolisis de enlace amida. Fuente: Elaboracion
propia Encina, G. Stiglich, D. (2021).

Ensayos realizados de Abrunhosa y colaboradores, 2014(9), analizaron la capacidad
de biodegradar OTA a OTa desde vinos tintos de Duero mediante el uso de cepas de

Pediococcus parvulus. Las bacterias estudiadas se cultivaron en un caldo MRS en
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condiciones anaerobicas, evaluando distintos parametros: tamafio del indculo, concentracion

de OTA y temperatura de incubacion.

Para evaluar los efectos en el tamafio del indculo de BAL, se utilizd 5 mL de un caldo
MRS contaminado con 1 pg/mL de OTA, incubando concentraciones de 10°, 108 y 10°
UFC/mL a 30 °C. Los resultados obtenidos, indicaron un incremento en la tasa de
biotransformacion de OTA hacia OTa cuando ¢l tamafio de la biomasa se aumentaba. Incluso
observaron que a concentraciones de 10> UFC/mL se demoraba 79 horas en degradar solo el
50% de OTA en el medio, mientras que el indculo a 10° UFC/mL tardaba 19 horas en
biodegradar el 90%. (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del tamafio de indculo en la biotransformacion de OTA. Se muestran valores

calculados para el 50% y 90% en horas.

Tamafio del in6culo 50% de biotransformacion ~ 90% de biotransformacion
(Horas) (Horas)
10 UFC/mL 79 100
10° UFC/mL 55 70
10° UFC/mL 6 19

Tomada y adaptada de Abrunhosa, L y cols (2014)(9).

En los andlisis de la variacion de concentracion, se utilizaron tubos con 5 mL de caldo
MRS, a los cuales se les afiadi6 0,01, 0,1 y 1 pg de OTA/mL, usando 10° UFC/mL de BAL
a 30°C, no hubo gran variacion en los resultados, por lo cual, la concentracion de OTA en el

medio no influy6 en la biodegradacion.
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En el efecto de la temperatura, utilizaron una concentracion de 10° UFC/mL en caldo
MRS con 1 pg/mL de OTA, incubando a diferentes temperaturas de 20, 30 y 37 °C. Los
resultados indicaron que a 37 °C mostr6 una biodegradacion de 50% y 90% de OTA mas
rapido en comparacion con las otras temperaturas, con tiempos de 6 y 24 horas
respectivamente (Tabla 7). Esto puede ser debido que las tasas de crecimiento celular y

reacciones enzimética se aumentan al elevar hasta la temperatura optima.

Tabla 7. Efecto de temperatura en la biotransformacion de OTA.

Temperatura 50% de biotransformacion 90% de biotransformacién
(Horas) (Horas)
20 °C 32 63
30 °C 9 31
37°C 6 24

Tomada y adaptada de Abrunhosa, L y cols. (2014)(9).

En cada uno de estos parametros analizados, los niveles de biotransformacion de OTA
a OTa se determinaron por HPLC realizando tres replicas diariamente, donde la hidrolisis de
OTA a OTa fue identificada inequivocamente por el método de andlisis cromatografia

liquida con espectrometria de masas (LC-MS/ MS).

Luz, 2018(83), evalud la actividad proteolitica de 27 especies de BAL con un método
de difusion en agar. Prepararon placas de agar con leche desnatada al 1,5% y 1,6% (p/v)
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inoculadas con 108 UFC/mL a 37 °C durante 48 horas, con el fin de seleccionar aquellas
bacterias con mayor actividad proteolitica, evidenciandose una zona de hidrdlisis en la placa
de leche, siendo las especies més efectivas L. delbrueckii bulgaricus, L. Paracasei y L.

plantarum con una zona de hidrolisis superior a 10 mm.

Para evaluar el efecto de hidrolisis de OTA por BAL a distinto pH (3,5y 6,5) (Tabla
8), utilizaron un medio MRS con una concentracion del inoculo de 108 UFC/mL a 37 °C. En
pH 3,5, las mayores reducciones de OTA estuvieron dadas por las especies Bifidobacterium
breve con 87,2%, L. rhamnosus con 92,1% y L. casei con 87,1%. Por otro lado, la bacteria

con menor reduccion a este pH fue la cepa de L. plantarum CECT 221 con 29,6%.

Mientras a pH 6,5, las bacterias que tuvieron mayor reduccion de OTA fue la cepa de
L. plantarum CECT 749 con 97,1% y la especie L. bulgaricus con 96,4%. Por el contrario,
aquellas con menor reduccion de OTA a este pH fueron L. mesenteroides y L. plantarum
CECT 748 con 52,4% y 58,4% respectivamente. Concluyendo que la biotransformacion de

OTA por BAL obtuvo tasas més elevadas en pH 6,5 en comparacion con el pH 3,5.

Tabla 8. Porcentaje de biotransformacion de OTA a través de BAL en diferentes pH.

Biotransformacion Biotransformacion
(%) (%)
pH 3,5 pH 6,5
Bifidobacterium breve 87,2 94,1
Lactobacillus rhamnosus 92,1 90,3
Lactobacillus plantarum CECT 221 29,6 64,4
Lactobacillus plantarum CECT 749 90,5 97,1
Lactobacillus bulgaricus 73,9 96,4
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Lactobacillus mesenteroides 52,4

Lactobacillus plantarum CECT 748 30,1 58,4

Tomada y adaptada de Luz, C y cols (2018)(83).

Los niveles de hidrélisis de OTA se midieron por medio de HPLC. Para confirmar
los productos de degradacion por BAL, identificaron mediante espectrometria de masas
asociado a trampa ionica lineal (LC-MS-LIT) dos pick que correspondian a OTa y 1-B-

fenilalanina.

Estudios anteriormente mencionados(9), indicaron que, a mayor concentraciéon de
biomasa, se presentaba un aumento en la biotransformacion de OTA. Esto puede estar dado
por el incremento de reacciones enzimaticas producidas por las BAL, induciendo un
incremento en la hidrolisis. Aungue, hasta el momento no se tienen datos concluyentes

respecto al mecanismo especifico de la biodegradacion de OTA generado por BAL(9).

Aparte de evaluar los niveles de hidrolisis de OTA por BAL con el mismo método,
ambos estudios analizados(9, 83) corroboraron la existencia de biodegradacion por la

presencia de OTa y L-fenilalanina. Por lo que sus resultados respaldan la biotransformacion.

La evaluacion del pH, en uno de los estudios(83), mostré valores mayores de
biotransformacion de OTA en niveles de pH 6,5. Esto puede ser explicado por el rango de
pH optimo de las BAL, siendo cercano al neutro y al basico, por lo que sus enzimas funcionan
con una mayor capacidad hidrolitica, degradando un mayor porcentaje de OTA. Cabe
mencionar que diferentes cepas de la misma especie pueden dar valores sorprendentemente
variados en un mismo pH, observandose en L. Plantarum con los mejores y peores

porcentajes de biodegradacion.
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Es destacable la evaluacion de la actividad proteolitica realizada a las BAL por Luz
y colaboradores, 2018(83), ya que es una técnica eficaz que permite conocer el potencial
proteolitico de las bacterias, mediante la capacidad de hidrolizar las caseinas en la leche
desnatada, permitiendo seleccionar aquellas cepas prometedoras para ensayos en

biotransformacion.

Los porcentajes de desintoxicacion de OTA por BAL, resultan ser més elevados en
los ensayos de biotransformacion(9, 83), en relacion con los de adsorcion(79, 81-83, 85). No
obstante, sus valores no toman peso comparativo, ya que las concentraciones de OTA
utilizada en los ensayos de biotransformacion son bastante inferiores a las utilizadas en los

estudios de adsorcion.

Si bien, las BAL son seguras para la industria alimentaria, los procesos de
biodegradacién pudiesen modificar las propiedades organolépticas de la matriz en que se
encuentren, concluyendo que su uso en alimentos no es recomendable. A parte, la hidrolisis
de la OTA genera un compuesto menos téxico, que no deja de ser posiblemente dafiino para
el consumo. En cambio, la utilizacién de BAL como adsorbente, retiran la molécula completa
del medio, mas adn, si se encuentran térmicamente inactivas, tienen menos posibilidad de

generar algin cambio en las propiedades de la matriz.
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6. CONCLUSION

Ocratoxina A es considerada un compuesto toxico por varias instituciones
reglamentarias, ya que existen diversos estudios que la clasifican como dafiina para diferentes
organos, generando nefrotoxicidad, teratogenicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad,

inclusive con la informacion actual deberia considerarse carcinogénica.

La presencia de OTA en los alimentos, se predispone segln diferentes factores que
facilita su contaminacion por hongos productores de micotoxinas, afectando
mayoritariamente productos vegetales como el café, derivados de cereales y el vino tinto.
Asimismo, animales de ganado, al consumir OTA en la dieta, pueden presentar
concentraciones considerables en sus tejidos y alimentos derivados. Para las personas, ya sea
el consumo de productos directamente contaminados o por contaminacion cruzada, puede

inducir su acumulacion en distintos érganos.

El uso de BAL vivas como muertas, presentan la propiedad de disminuir las
concentraciones OTA en distintas matrices, siendo la adsorcion el mecanismo mas estudiado
y efectivo. Incluso, las BAL inactivadas térmicamente presentan mejores resultados de

remocion.

La propiedad de desintoxicar OTA por biotransformacion es menor que la de
adsorcion, ademas su implementacion en matrices reales se ve dificultada por el hecho de no
remover compuestos derivados de OTA y su posible alteracion en las propiedades

organolépticas de los alimentos.

Las BAL se consideran un método innovador y efectivo en la remocion de OTA,
siendo una técnica prometedora para la industria alimentaria, ya que son una alternativa
inocua. Aunque su uso se ve dificultado, debido que, al ser microorganismos, estas no pueden
estar presente en grandes cantidades en los alimentos. Por lo que una alternativa posible, seria
su inmovilizacién en matrices poliméricas para su posterior remocién una vez cumplida su

funcién.
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