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PRODUCCION DE AFLATOXINAS POR
Aspergillus flavus EN AGAR EXTRACTO
DE MALTA A 23, 28 Y 36 °C.

Bernal G. O. M. (1, 2, 3) Shuler A. R (4) Bastos G. S. T (5) Campos-Takaki G. M (2, 6)

RESUMEN

Las aflatoxinas son consideradas entre los més fuertes cancerigenos potencialmente presentes en los alimentos.
En este trabajo se estudi6 la produccién de aflatoxinas por Aspergillus flavius URM 2580 en agar extracto de malta
a temperaturas de 23, 28 y 36 °C, bajo condiciones de oscuridad. Se reporté que a 23 °C AFBI1 tiene el mayor
indice de deteccién; a 28 °C, AFBI1 fue detectada en el 58,33 % y a 36 °C en 8,33 % de las repeticiones aparece
AFB1; siendo el metabolito detectado con mayor frecuencia. Los promedios de deteccién de las aflatoxinas fueron:
AFBI1 55,56 %, AFB2 10,19 %, AFG1 19,75 % y AFG2 2,78 % de las repeticiones. La produccién de aflatoxinas
tiende a aumentar con el tiempo de incubacién y fue la AFB1 la que presenté mayor produccioén en el experimento.
El trabajo concluyé que la produccién de aflatoxinas, mas especificamente AFB1, disminuye a medida que au-
menta la temperatura de incubacién del hongo. Rev. Med. Vet. Zot. 47:11-16

ABSTRACT

Aflatoxins are considered among the strongest carcinogenic agents potencially present in food. In this work was
studied the aflatoxin production by Aspergillus flavis URM 2580 in malt extract agar at 23, 28 and 36 °C under
darkness conditions. At 23 °C AFB1 had the highest index of detection; at 28 °C AFB1 was detected in 58,33 % of
the cases and at 36 °C in 8,33 % of them was reported. AFB1 was the metabolite more frecuently detected. The
detection means of aflatoxin were AFB1 55,56 %; AFB2 10,19 %; AFG1 19,75 % and AFG2 2,78 %. Aflatoxin
production had a tendence to increase with incubation time and AFB1 showed the highest production in the
experiment. The work conclues than aflatoxin production, especifically AFB1 decreases, while temperature of
fungus incubation increases.
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1. INTRODUCCION.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos al final de la fase exponencial y al inicio de la fase
estacionaria de crecimiento. Sin embargo, no son sustancias metabélicamente esenciales para los microorganismos (Butler,
1974). Los primeros estudios sobre aflatoxinas fueron adelantados en 1960 en Inglaterra, debido a la muerte de aproxi-
madamente 100.000 pavos, los cuales consumieron torta de mani proveniente de Brasil y Nigeria. Las aves murieron en
el periodo de una semana, siendo sus sintomas: pérdida de apetito, disminucién de movilidad, debilidad en los miembros,
y lesiones necréticas en el higado (Martins, 1979). Oettle, 1965, citado por Butler (1974) formul6 la hipétesis de la
asociacion entre la existencia de carcinoma hepético y el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas en areas
de Africa Sub - Sahariana y en el Sudeste Asiatico; regiones del planeta con alta incidencia de esta enfermedad, sugirien-
do que factores como hepatitis viral, infestacién por parasitos, hemosiderosis, kwashiorkor o la ingestion de alcaloides
toxicos de la pirridolizina contribuyen con la aparicion de las neoplasias de higado. En Kenia, Suazilandia, Tailandia y
Mozambique, donde la incidencia de cancer hepatico es alta, las aflatoxinas estan presentes habitualmente en la alimen-
tacion humana. La carcinogenicidad de las aflatoxinas ha sido demostrada en varias especies animales. La aflatoxina B1
(AFB)) induce tumores malignos en ratas, ratones domésticos, monos, patos, salmones y truchas, donde el higado es el
6rgano blanco para este compuesto. Algunos tumores en el pulmén también fueron observados en ratones. En ratas
aparecieron tumores renales e intestinales, cuando fueron tratadas con AFB,. La AFB, produce efectos carcinogénicos en
muchas especies después de exposiciones a dosis bajas (1 (g/kg. en la dieta). Las aflatoxinas G, y B,, AFG, y AFB,, son
también reportadas como inductoras de tumores hepéticos en algunos animales.

Después de la sintesis de aflatoxinas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus en un producto contaminado, su
detoxificacion no es facil. Los pocos procesos conocidos son antieconémicos y a veces, tornan el producto inadecuado
para el consumo humano (Martins, 1979). Las aflatoxinas son cumarinas ligadas a una unidad bifurano junto a un anillo
de pentanona (AFB) o lactona (AFG) (Steyn et al, 1980). Entre las aflatoxinas, la que desperté mayor atencién de los
investigadores fue la AFB,, debido a que sus efectos téxicos son cuantitativamente mas importantes que los ocasionados
por las otras; su accién inhibidora de la sintesis proteica, como también el hecho de ser considerada un poderoso agente
hepatotoxico y reconocida como uno de los cancerigenos quimicos mas potentes (Lapa, 1983). Segtin Moule (1977), la
referida toxina es un potente inhibidor de la sintesis de DNA, bloqueando in vivo la replicacion, transcripcion y traduc-
cién. El metabolismo celular es atacado en su conjunto. Sin embargo, la sintesis de los acidos nucleicos es afectada en
primer lugar (debido a la ingestion de pequenas dosis), mientras que la sintesis de las proteinas se ve afectada posterior-
mente. Clifford y Ress (1965) concluyeron que la AFB1 al afectar a la célula hepatica se acumula en el ntcleo, ligandose
al DNA e inhibiendo la RNA-polimerasa; enseguida, ocurre una disminucion de la sintesis de RNA.

Dianzini (1976) afirma que los inhibidores de la sintesis proteica pueden provocar danos hepaticos y que la intensidad
puede estar relacionada con la cantidad de aflatoxina, tal como esta indicado en la Figura 1.

La AFB, ha sido asociada al cancer de higado, y se sabe que AFB, ejerce su accién carcinogénica causando un lugar de
mutacion en el gen p53. Esta proteina ha sido llamada "Guardia del Genoma" debido a sus funciones inhibidoras del
crecimiento de tumores. Representa una funcién crucial en la proteccién del cuerpo contra el crecimiento canceroso. La
mutacion del gen p53 es la lesion genética mas comtn en cancer humano. Se cree que el punto de mutacion causado por las
aflatoxinas es responsable por un gran porcentaje de carcinomas hepaticos humanos (CHH) (Urbanek, 1997). Todos los
animales vertebrados son sensibles a la accién de las aflatoxinas; pueden ocurrir dos tipos de lesiones: agudas, que son
provocadas por la ingestion de dosis relativamente elevadas que ocasionan lesiones hepéticas graves, como necrosis del
parénquima de efecto casi siempre letal; y crénicas, las cua-
les producen lesiones progresivas, severa depresion del cre-
TET— cimiento corporal, alteraciones histolégicas y hepatomas,

de nicleos después de un periodo méas o menos prolongado de la inges-
tién de dosis sub - agudas (Edds, 1973). Las aflatoxinas son
hepatotoxicas, teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas.
{ Allatoxina | Se han determinado dosis letales medias (LD50) para los
siguientes animales (mg/kg. via oral): conejo 0,3; pato 0,3;
gato 0,6; trucha 0,8; perro 1,0; cobayo 1,4; oveja 2,0; mono

ligados al DNA

Sitios da ligagao
do esteroide

/. Reticulo |
H{I\\ icndoplasméuco}

\\ @ 2,2; ratén doméstico 9,0; hémst.er 10,2;‘ pollo 11,5; rata
\ T macho 7,2 y rata hembra 17,9. Niveles bajos de AFB, de 1,0

A jDoteniamembas Enlaces covalentes a sustancias y 0,05 ppb, presentes en la dieta pueden causar cancer hepa-
T e }-rn| tico en ratas y trucha arco - iris, respectivamente. Las
. — v aflatoxinas presentan el efecto carrier; esto significa que,

[ ueeaves ) pueden aparecer residuos de las mismas en la carne, leche y

huevos de los animales que consumieron alimentos conta-
minados (Stoloff, 1977). Ademas las aflatoxinas también pue-
den deprimir el sistema inmune de los animales (Steyn,

Figura 1. Metabolismo intracelular de la aflatoxina B1
(Lillehoj, 1992).
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1980). Los objetivos del presente trabajo son: cuantificar la
produccion de aflatoxinas por Aspergillus flavis (URM 2580)
y evaluar el efecto ejercido por la temperatura en la produc-
cién de aflatoxinas por Aspergillus flavus URM 2580, en de-
terminados tiempos de incubacion.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Materiales biolégicos.

Se utilizé Aspergillus flavus URM 2580. proveniente de
la micoteca del Departamento de Micologia del Centro de
Ciencias Biol6gicas de la Universidade Federal de
Pernambuco.

2.2. Medio de cultivo.

Agar Extracto de Malta, AEM, (Para 500 ml: extracto de
maltal5,0 g; Peptona de harina de soya 1,5 g; Agar 7,5 g),

2.3. Cultivo y mantenimiento de los hongos.

El hongo fue mantenido en un tubo inclinado, utilizando
agar Czapeck-Dox. Después de incubar a 28 °C durante 8
dias el cultivo fue mantenido a 4 °C y replicado cada tres
meses.

2.4. Preparacion de las suspensiones de esporas.

Del hongo incubado por 8 dias a temperatura de 28 °C
se removeron las esporas en agua destilada estéril conte-
niendo 0,02 ml de tween 80 a una concentracién de 0,1 %,
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los cuales fueron homogeneizados en vortex. La estandari-
zacién de las esporas a 106 células/ml se hizé utilizando
una camara de Newbauer. Las suspensiones se mantuvie-
ron a -20 °C.

2.5. Extraccién y cuantificacion de las aflatoxinas.

Todas las extracciones de aflatoxinas fueron hechas uti-
lizando los métodos descritos por AOAC (1980) adaptados
por Soares & Rodriguez-Amaya (1989). Fueron colocados
en el vaso del homogeneizador 50 g de muestra junto con
270 ml de CH30H y 30 ml de KCI 4 %, en velocidad baja
(1000 r.p.m.). Mezclados durante 5 minutos y filtrados en
papel de filtro cualitativo Toyo O # 7. A una alicuota de
150 ml del filtrado se adicionaron 150 ml de una solucién
de CuSO4 al 10 % (clarificante) y 50 ml de celite medido
en un beaker. La mezcla fue homogeneizada con un bas-
tén de vidrio y nuevamente filtrada en papel de filtro cuali-
tativo. Una alicuota de 150 ml de la segunda filtracion, fue
transferida a un embudo de separacién con 150 ml de agua
destilada. Se realizaron dos particiones con 10 ml de clo-
roformo con un tiempo de agitacion de 3 minutos, siendo
recogidos 5 ml de cada particion y reunidas en frasco am-
bar. El extracto obtenido fue evaporado hasta secamiento
en bano de maria a 80 °C y mantenido a -20 °C; antes de
pasar a un sistema de cromatografia CLAR el residuo fue
resuspendido en 200 ml de metanol.
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2.6. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

El sistema HPLC utilizado para cuantificar las
aflatoxinas fue constituido por una bomba Gilson modelo
305 O, un detector ultravioleta CG437B O ajustado en una
longitud de onda de 254 nm, valvula de inyeccién Rheodyne
O de 20 ml de capacidad, sensor de presién Gilson modelo
805 O a 63 Bar. La columna cromatografica utilizada fue
Nucleosil O 10/C18/120 A°, 250 mm de longitud x 4,6 mm
de diametro. El sistema fue conectado a un computador
con el Software Peak Simple II. La fase mévil utilizada fue
agua Milli Q y Acetonitrilo grado HPLCO (60% y 40% con
0,05 % de acido trifluoroacético, respectivamente) previa-
mente filtrada en filtro millipore O de 0,2 mm, a una velo-
cidad de 1 ml/min y tiempo de paso de 10 minutos. Las
muestras fueron mantenidas a -20 °C, resuspendidas en
metanol e inyectados 20 ml de cada una al sistema (Frisvad,
1987; Frisvad & Thrane, 1987; Lazaro et al, 1988; modifi-
cados y adaptados por Schuller, 1997).

2.7. Produccién de Aflatoxinas.

La produccién de aflatoxinas fue realizada en medio Agar
Extracto de Malta, en cajas de Petri de 9 cm de didmetro
con 15 ml de agar. Fueron inoculados 0,5 ml de la suspen-
sién de esporas de A. Flavus y se determiné la produccién
de aflatoxinas a 4, 8, 12 y 16 dias, después de incubacién a
23, 28 y 36 °C, en condiciones de ausencia total de luz.
Fueron utilizadas tres repeticiones por tratamiento.

Para los experimentos de produccion de aflatoxinas,
después de realizar los calculos cromatograficos se efec-
tuaron las medidas de tendencia central: promedio arit-
mético y desviacién standard. Para obtener los gréficos fue
utilizado el software Origin 3.0 O Scientific and Technical
Graphics in Windows, asi como el Excel 97 O.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Deteccion de aflatoxinas en Agar Extracto de Malta.

La Figura 2 representa los porcentajes en que fueron
detectadas las aflatoxinas. La Figura 2A indica que de la
aflatoxina producida por A. flavus a 23 °C, la AFB1 tuvo el
mayor indice de deteccidn, en el 91,67 % de las repeticio-
nes. La AFB2 apareci6 en el 25 %, en tanto que las AFG1
y AFG2 fueron registradas en un 8,33 %. La figura 2B
muestra la produccién de aflatoxinas por A. flavus a 28 °C,
AFB1 Fue detectada en el 58,33 % de las repeticiones y
AFB2 en 8,33 %, las otras aflatoxinas no fueron observa-
das. La figura 2C representa la produccién de aflatoxinas
por A. flavus a 36 °C y en 8,33 % de las repeticiones apare-
ce AFB1.

Los promedios del porcentaje de deteccion de las
aflatoxinas fueron: AFB1 en 55,56 %, AFB2 en 10,19 %,
AFG1 en 19,75 % y AFG2 en 2,78 % de las repeticiones

3.2. Produccion de aflatoxinas en Agar Extracto De Malta
a23°C.

La produccién de aflatoxinas a 23 °C esta presentada
en la Figura 3 e indica que entre las aflatoxinas producidas
por A. flavus, la AFB1 present6 tendencia a aumentar la

cantidad con el aumento del tiempo de incubacién. Los
valores promedios de AFB1 fueron a los 4 dias: 1,92 mg; a
los 8 dias: 6,71 mg; a los 12 dias: 9,77 mg y a los 16 dias:
44,79 mg. La produccién de AFB2, AFG1 y AFG2 fue
detectada con 16 dias de incubacién, con promedios de
10,62 mg, 0,34 mg, 0,31 mg, respectivamente.

La produccién de aflatoxinas por A. flavus a 28 °C, esta
presentada en la Figura 4. La AFB1 mostré valores pro-
medios a los 4 dias de 0,54 mg; a los 12 dias 8,39 mg y
12,91 m g alos 16 dias. La AFB2 fue registrada con media
aritmética de 2,76 mg por repeticién la AFG1 y AFG2 no
fueron detectadas en ninguna repeticion.

En la produccién de Aflatoxinas a 36 °C por A. flavus
fue observada la presencia de AFB1 en una muestra de las
doce analizadas, en una cantidad de 3,01 mg con prome-
dio de 1,00 mg a los 16 dias (Figura 5).

De acuerdo con Faraj et al., (1993) quienes estudiaron
granos de maiz, a 30 °C y 40 °C, determinaron la cantidad
total de aflatoxinas a 5y 10 dias de incubacién; reafirman-
do que la temperatura ideal de produccién de aflatoxinas
es de 30 °C, por A. flavus CMI 102566. Los autores se refie-
ren a una temperatura de 30 °C a los 5 dias, los andlisis
indicaron una cantidad de 3133 ng/g de aflatoxinas; a los
10 dias en la misma temperatura la concentracién fue de
2520 ng/g. Sin embargo, la produccioén de aflatoxinas des-
pués de 5 dias de incubacién a 30 °C seguida de 5 dias a 40
°C fue de 1866 ng/g, observandose una persistencia de
aflatoxinas totales de 40, 44 y 74 %, respectivamente. La
produccién de aflatoxinas en cultivos puros de A. flavus
ocurre entre 8 °C a 40 °C (Hill et al, 1985) y sugieren que
las enzimas que degradan aflatoxinas pueden tener una
temperatura de accién 6ptima. Faraj et. al., (1993) demos-
traron la influencia de la temperatura y valores de activi-
dad acuosa altos. La produccion de aflatoxinas ocurre en-
tre 12 °C y 41 °C con intervalos éptimos de 25 °C a 30 °C.
Sin embargo, el crecimiento del hongo puede ocurrir entre
6 °C y 46 °C con temperaturas 6ptimas de 35 °C a 38°C
(Faraj et. al., 1991). Estas informaciones de la literatura
discrepan de los resultados obtenidos en el presente traba-
jo, parael A. flavus URM 2580, donde la temperatura ideal
de produccién de aflatoxinas fue de 23 °C y el aumento de
la temperatura incidi6é en la disminucién de la produc-
cién. Cuero et. al., (1987) utilizaron temperaturas de 25 °C
y 16 °C para produccién de aflatoxinas por A. flavus IMI
102566, en granos de maiz y arroz. Reportaron en granos
de maiz 1020, 989 y 100 ng/g de grano a 25 °C; 56, 74y 0
ng/g de grano a 16 °C. En el arroz no fueron detectadas
aflatoxinas con las mismas temperaturas de produccion,
lo que esta de acuerdo con datos publicados previamente,
aunque las temperaturas de incubacién sean bajas para
promover un 6ptimo crecimiento y produccion de
aflatoxinas por A. flavus. Con relacién a la producciéon de
aflatoxinas a 36 °C, donde fue registrada la menor canti-
dad, los datos concuerdan con la literatura. Inclusive aun-
que el micelio viejo tenga mayor actividad de biodegra-
dacién de aflatoxinas que el joven. Se sugiere por Hamid
& Smith (1987) que el nivel de autodegradacién por
enzimas aumenta con temperaturas mayores de 30 °C.
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Figura 4. Produccién de aflatoxinas por A. flavus a 28 °C
durante 4, 8, 12 y 16 dias en agar extracto de malta.
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Figura 3. Produccién de aflatoxinas por A. flavus a 23

°C durante 4, 8, 12 y 16 dias en agar extracto de malta.

El trabajo concluye que la produccion de aflatoxinas,
mas especificamente AFB1, disminuye a medida que au-
menta la temperatura de incubaciéon del hongo. También
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Figura 5. Produccién de aflatoxinas por A. flavus a 36 °C
durante 4, 8, 12 y 16 dias en agar extracto de malta.

que la AFB1 fue el metabélito secundario producido por
Aspergillus flavus URM 2580, presente cualitativa y cuanti-
tativamente, en el mayor numero de veces, en los experi-
mentos de produccion de aflatoxinas en agar extracto de
malta. Del mismo modo, las cuatro aflatoxinas no son pro-
ducidas en la misma proporcién y cantidad por el hongo
aflatoxigénico Aspergillus flavus URM 2580, en el mismo
medio.
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ANALISIS DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE
PROTEINAS DE MEMBRANA DE Salmonella enteritidis
DE AISLADOS COLOMBIANOS

C. Milton'.,, J. Figueroa’

RESUMEN

Se aislaron proteinas de membrana externa (OMP) de once cepas de Salmonella enteritidis de las cuales nueve
cepas provenian de casos clinicos de campo y dos de ellas fueron adquiridas a la casa comercial ATCC. El analisis
de proteinas se realiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE); el perfil electroforético
mostr6 gran variabilidad entre las proteinas obtenidas de cada aislamiento. Las principales diferencias se obser-
van en proteinas con Mr de 14.4 a 21.5 kDaltons y 38.3 a 48.9 kDaltons. Esta variabilidad podria sugerir diferen-
cias en grado de virulencia entre los distintos aislamientos. Los cultivos de Salmonella enteritidis que poseen la
proteina de 18.3 kDaltons y componentes de Mr inferior a 14.4 presentan mayor resistencia al proceso de lisis por
lisozima que aquellas que no lo poseen. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran que el perfil de
OMP para Salmonella enteritidis puede ser de ayuda en la biotificacién de este microorganismo. Finalmente, la
heterogeneidad presentada en el perfil de OMP podria estar indicando que en nuestro pais la infeccion de las aves
puede ser debida a mas de un clon de Salmonella enteritidis. Rev. Med. Vet. Zot. 47:16-22
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