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RESUMEN
Se determiné el efecto de la adicién de la pared celular de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces var. boulardii sobre la carga de aflatoxinas en granos de maiz
contaminados. Granos de maiz blanco fueron inoculados con A. flavus en cantidad
conocida y se le adicioné soluciones de pared celular de levaduras en concentraciones de
0.5, 1y 2 mg/kg. Finalmente se evalué la carga de aflatoxinas B1, B2, G1y G2 mediante
UPLC obteniendo que ambas levaduras son capaces de minimizar la carga de aflatoxinas

en mas del 80%. Los tratamientos mas efectivos fueron S. cerevisiae y S. boulardii 1 mg/kg.

Palabras Claves: Saccharomyces; Aflatoxinas; Pared celular; UPLC.
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ABSTRACT

The effect of the addition of the cell wall of the yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces var. boulardii on the aflatoxin load in contaminated corn kernels was

determined. The white corn kernels were incubated with A. flavus in a known guantity and

yeast cell wall solutions were added in concentration of 0.5, 1 and 2 mg / kg. Finally, the

load of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 was evaluated by UPLC, obtaining that both yeasts

can reduce the load of aflatoxins by more than 80%. The most effective treatments were S.

cerevisiae and S. boulardii 1mg / kg.

Keywords: Saccharomyces, Aflatoxins; Cell wall; UPLC.
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Efectos de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii para minimizar

la carga de aflatoxinas en maiz destinado para consumo humano.

CAPITULO |
MARCO TEORICO

El maiz (Zea mays L.) es uno de los productos alimenticios mas consumidos a nivel mundial,
siendo de gran importancia tanto para alimentacion humana como animal. La demanda de
este cereal es alta, y los grandes avances en el area tecnoldgica y de innovacion, el
crecimiento demogréfico y las tendencias de consumo del mercado hacen que la demanda
de maiz esté en crecimiento (Arteaga et al., 2004). No obstante, se estima que alrededor del
25% de las cosechas son afectadas por hongos toxigénicos (Gomez, 2017), los cuales
contaminan los granos con micotoxinas. Infestaciones que representan un importante

problema de salud publica (Escalona, 2009).

Las aflatoxinas (AF) se dividen en dos grupos: el grupo B (aflatoxinas B1 y B2) caracterizado
por un anillo ciclopentanona y el grupo G (aflatoxinas G1 y G2) caracterizado por un anillo de
lactona. Por otro lado, las aflatoxinas M1 y M2 son metabolitos hidroxilados de las aflatoxinas
B1y B2, las cuales se pueden encontrar en la leche de consumo procedente de animales que
han ingerido alimento contaminado (Escalona, 2009). La aflatoxina B1 es la principal toxina
producida por el A. flavus, siendo ademas el metabolito con mayor toxicidad debido a su
radical epdxido, el cual interactia con proteinas por conjugacion y produce toxicidad (Serrano-
Coll y Cardona-Castro, 2015). La Unién Europea en el afio 2001 establecié un limite maximo
de aflatoxinas de 4 mg/kg en productos agricolas, para la AF B1 un maximo de 2 mg/kg y

para la AF M1 un rango de 0,05 a 0,5 mg/kg (Martinez-Larrafiaga y Anadon, 2006).

Las micotoxinas se presentan en alimentos principalmente por infeccion de la planta en el
campo por el hongo patdgeno, infestacion de insectos o pajaros, dafio mecanico y/o
crecimiento de hongos patégenos postcosecha sobre los frutos o granos almacenados debido
a las condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad, madurez del grano,

ventilacion, etc.) (Gomez, 2017; Escalona, 2009). Cabe mencionar que los dos géneros de
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hongos toxigénicos mas estudiados y comunes en la infestacion de cereales son Aspergillus

y Fusarium (Martinez -Padrén, 2013).

Por otro lado, las levaduras son hongos unicelulares que se han utilizado durante siglos para
la obtencion de productos como el vino, la cerveza o el pan (Tomicic et al., 2016). Dentro de
la industria de los alimentos, las levaduras mas utilizadas pertenecen al género
Saccharomyces (Frazier y Westhoff, 1993). Ademas de uso alimenticio, la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) se utiliza para reducir la carga de micotoxinas en

piensos para alimentacion animal (Morales, 2007).

La pared celular representa entre el 26 - 32% de la célula (Morales, 2007) y en el caso de la
S. cerevisiae su estructura quimica muestra un alto grado de antigenicidad debido a sus
fracciones de B-glucanos y manosa; esta estructura tridimensional constituida principalmente
de polisacaridos es capaz de llevar a cabo reacciones de absorcion para ciertas micotoxinas
(Jouany et al., 2005).

Varios estudios taxondmicos han revelado que la levadura Saccharomyces boulardii es una
cepa de S. cerevisiae, por lo que esta levadura se denomina Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii (S. boulardii) (Tomicic et al., 2016; Lazo-Vélez et al., 2019). Ademas, la levadura S.
boulardii tiene propiedades nutricionales y farmacéuticas importantes. La Unién Europea (UE)
la ha catalogado como un microorganismo seguro para su empleo en alimentacion animal,
asi mismo, la FDA lo ha clasificado como microorganismo seguro grado GRAS (Generally
Recognised As Safe) (Lazo-Vélez et al. 2019).

La finalidad de esta investigacion fue evaluar si la pared celular de S. boulardii tiene la
capacidad de inhibir aflatoxinas al igual que la pared celular de S. cerevisiae. El efecto sobre
la carga de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 fue determinada mediante Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC).
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CAPITULOII
MATERIALES Y METODOS

2.1 Levaduras

Saccharomyces cerevisiae se inoculd a partir de levadura comercial liofilizada marca Saf-
instant Oro obtenida en México, mientras que S. boulardii se obtuvo a partir del medicamento
comercial Floratil que contiene 10 sobres de 250 mg de S. boulardii CNCM 1-745, (Axon
Pharma®, México). Se utilizaron granos de maiz blanco (Zea mayz) previamente sanitizados
y almacenados siguiendo el manual de Ponce Garcia et al. (2018). El hongo utilizado fue
Aspergillus flavus el cual fue obtenido de granos contaminados, siguiendo el manual de Ponce
Garcia et al. (2018).

2.2. Diagrama de flujo para la obtencién y aplicacion de pared celular.

En la seccion A de la figura 1 se presenta el proceso de obtencién del polvo de pared celular
a partir de levaduras comerciales en polvo S. cerevisiae y S. boulardii. En la seccion C se
presenta la obtencion de una solucion con concentracién conocida de A. flavus a partir de
granos de maiz contaminado. En la seccion B se muestra la obtencion de granos secos a
partir de granos limpios, asi como la aplicacién de los diferentes tratamientos de pared celular
(A) y la solucion conocida de A. falvus (C) sobre los mismos, para la obtencion de datos

cuantitativos de AF.
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A S.cerevisiae = S-boulardii B Granos Limpios C  Granos Contaminados
, \l/ » | 72 horas Agua ) . Solucion
Medio YM | |ncubacién Incubacion | 500 rom  bidestiada | Hidratacion | 10 minutos  cioro 50 | 2290 1 minuto
42 g/L 28° esteéril \|/ \|,
Medio .
Escurrido Aguade ([ pgar pqua | Incubacion | 94 48 poras
T X desecho 25-30°C
43 horas | Crecimiento de la biomasa | 48 horas \|/ \|/
400 M | Aerobiosis | Anaerobiosis| |oo-" i o
30°C 30°C Solucion | pesinfeccion | 1 minuto Determinacién
A NaClo 5% de Micelios
il Centrifugacion \l/
K2HPO4 P v
25 mM \l/ Lavado < degsecho ( Med iz
& minutos \]/ 8dIo Incubacién | 7 dias
i3 Czapek 25°C
Re suspension 4000 rpm H \I/
J/ 4°C Secado 13§ r;C
e Tomade A. flavus
Ultrasonidos | 18 minutos \[/ }
\J/ 50% Granos Secos  H=7%  |jedio Siembra e
. .. | 5 minutos Agar— Agua i 12 horas
Centrifugacion | 4o rom \|/ Incubacién | SinlLuz
4°C
\|/ Ajuste de Humedad | |- {50, \|/
Congelado | _77:¢ \]/ Transferencia
24 horas - de esporas
\l/ Incubacion 238@6 as \J/
Liofilizacion | 45 1oras v )
Incubacién | 7 dias
\l/ Ajuste de Humedad | H= 18% \|/ 25°C
Polvo de . \I/ 72 horas
— > Soluciones Secado 25-30°C
pared celular Incubacion | 21 dias
0.5mg /L 28°C \[/
1mg /L \l/ X
2mg /L Papel Filtro con
Extractos
A. flavus
Muestras
\I/ Medio \l/
: : Incubacién | 14 dias
Corrida Equipo Czapek : 25-30°C
UPLC Y
v Dilucién | Agua
Tween
Datos \|/
Conteo Neubauer
Solucion con

A. flavus

Figura 1 Diagrama de Flujo Obtencion y Aplicacion de Pared celular de S. cerevisiae y S. boulardii sobre granos de
maiz con A. flavus.
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2.3. Obtencion de la pared celular de las levaduras.

Un gramo de cada levadura liofilizada fue inoculado en un matraz de 500 mL con 200 mL de
caldo de cultivo para levaduras (YM Broth, 500 g marca Himedia) a una concentracién de 42
g/L (42 g de medio de cultivo por litro). Se dejo en el equipo de agitacion (Thermo Scientific,
EUA) durante 72 horas a 28 °C y a 200 rpm.

El crecimiento de biomasa se evalué en dos condiciones: en un medio aerobio a 30 °C con
agitacion de 400 rpm y con alimentacion de oxigeno al fondo del reactor, y en condiciones
anaerobias a 30 °C con agitacion de 100 rpm, ambas en un biorreactor/fermentador
BIOSTAT® Aplus 2 L (Sartorius, Alemania). La densidad éptica se evalué midiendo la
absorbancia en un espectrofotémetro (Thermo Spectronic Genesys 10, Thermo Scientific,

EUA) a 600 nm cada hora durante un dia con un ajuste de densidad 6ptica inicial de 0.2.

2.4. Aplicacion de ultrasonidos para la ruptura de la pared celular.

Para obtener la pared celular las levaduras fueron separadas del caldo por centrifugacion
(Eppendorf 5804R, EUA) durante 5 minutos a 4 °C y a 4000 rpm. Una vez recuperado el pellet
de la levadura se re suspendieron 2 gramos de esta biomasa humeda en 28 mL de buffer de
ruptura (O4K2HP 25 mM) y se sonicaron con una amplitud del 50% (50 kHz) durante 18
minutos en un equipo sonicador (Sonicator Q500, Qsonica, EUA). Se tomaron muestras en
tubos de 1.5 mL estériles (Eppendorf, USA) a los 3, 6, 12, 15 y 18 minutos, en condiciones
asépticas y se sembraron en placas con medio YM para levaduras. Luego de la lisis celular,
los pellets de ambas levaduras se sometieron a centrifugacion a 4000 rpm durante 5 minutos
a 4 °C y se almacenaron a — 77 °C durante 24 horas. Finalmente, las muestras fueron

liofilizadas durante 48 horas, obteniendo un polvo de pared celular listo para su uso.

2.5. Acondicionamiento de los granos de maiz.

El acondicionamiento del grano fue realizado con el procedimiento sugerido por Ponce Garcia
et al. (2018). Los granos de maiz (1.2 kg) fueron sumergidos en agua bidestilada estéril por
10 minutos y tratados con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 5% por 1 minuto. A
continuacioén, se lavaron 3 veces y se secaron en una estufa con recirculacion de aire

precalentado a 35 °C durante 18 horas hasta que el grano alcanzé una humedad de 7%.

2.6. Aplicacion del tratamiento de pared celular liofilizada.

Se prepararon 24 frascos con 50 g de maiz acondicionados, se midi6 la humedad inicial y se
determind la cantidad de agua necesaria para ajustarla al 15% (Ecuacion 1). Se evaluaron 8
muestras por triplicado distribuidas como sigue: a) una muestra de CP: control positivo (grano
con hongo vy sin tratamiento); b) una muestra de CN: control negativo (grano sin hongo ni
tratamiento); c¢) 3 muestras con el tratamiento de pared celular de S. cerevisiae conteniendo
0.5 mg/kg (SC05), 1 mg/kg (SC1) y 2 mg/kg (SC2) y d) 3 muestras con el tratamiento de pared
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celular de S. boulardii conteniendo 0.5 mg/kg (SB05), 1 mg/kg (SB1) y 2 mg/kg (SB2). Los
valores de pared celular usados en los tratamientos fueron los mismos propuestos por
Morales (2007), puesto que estas concentraciones de pared celular son eficientes para la

absorcion de aflatoxinas.
(Ecuacion 1)

Peso del maiz seco (% H final deseada — % H maiz seco)
(100 — % H final deseada

mlL de agua =

Luego de 24 horas se reajusté la humedad de los granos de maiz de cada tratamiento hasta
el 18% (Ecuacién 1) con una solucién de Aspergillus flavus de concentracion conocida. Para
determinar la cantidad de inéculo por mL de suspension se utilizd la Ecuacion 3, previo al
conteo de células de A. flavus en una placa de Neubauer (Ecuacion 2). Finalmente, se
homogeniz6é de manera manual hasta que el agua fue absorbida por los granos de maiz y se

almacenaron a 28 °C durante 7 dias (Ponce-Garcia et al. 2018).

(Ecuacion 2)

[(Células del cuadrante A + Células del cuadrante B

> ) x (50) x (50.000)

CCM =

1°000.000

s . 1000 .
mL de in6culo necesarios = on (Ecuacion 3)

Donde CCM es numero de células de A. flavus.

Luego de 7 dias los granos de maiz se lavaron tres veces con agua bidestilada estéril durante
un minuto, se secaron en estufa con recirculacion de aire y se molieron. Se almacenaron en

refrigeracion para su posterior analisis.

2.7. Determinacion de Aflatoxinas.

La extraccion de las aflatoxinas de las muestras de maiz previo a su deteccién en un UPLC
(Waters, Inglaterra), se realizé de acuerdo con el Kit de ELISA (Romer, México). Brevemente,
se tomaron 10 g de cada muestra molida de maiz tratado y se diluyeron en 50 mL de metanol
(70:30 v/v). Luego fueron licuadas por 3 minutos y filtradas con un filtro cualitativo grado 1
(WHATMAN®, Esparia). Dos mL del filtrado fueron llevados a sequedad por evaporacion a
45 °C durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se re-suspendieron en 2 mL de
acetonitrilo grado HPLC, se agitaron en un vortex por 1 minuto y se sonicaron por 5 minutos.

Finalmente, las muestras se volvieron a filtrar en un filtro para jeringa de 0.45 ym (LABOLAN,
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Espafa), y 5 uL de esta solucion fueron inyectados al UPLC. Se cuantifico las aflatoxinas B1,
B2, G1y G2.
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CAPITULO IlI
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Crecimiento de la biomasa de las levaduras S. cerevisiae y S. boulardii bajo
condiciones aerobias y anaerobias en biorreactores controlados.

Ambas levaduras fueron sometidas a un crecimiento controlado en biorreactores bajo
condiciones aerobias y anaerobias. En la Figura 2 se presentan los resultados para S.

cerevisiae (A) y S. boulardii (B).

Al comparar el crecimiento de biomasa de S. cerevisiae, notamos que la diferencia entre
condiciones aerobias y anaerobias no es significativa (p>0.5). Los estudios de Otterstedt et
al. (2004) revelan que un crecimiento controlado anaerobio produce hasta un 30% mas
biomasa que un crecimiento en condiciones aérobicas de S. cerevisiae. Sin embargo, en
nuestro caso solo hubo un incremento del 5% de biomasa en condiciones aerobias. Hauf,
Zimmermann y Muller (2000) explican que, debido al metabolismo de la levadura en medios
ricos azucarados en condiciones aerobias, espontaneamente el proceso se vuelve anaerobio
porque S. cerevisiae consume grandes cantidades de oxigeno el cual se agota rapidamente.
Ademas, con el crecimiento de biomasa se producen grandes cantidades de CO: el cual
desplaza el oxigeno disponible hacia la atmdsfera, dificultando su disolucion y contribuyendo

a una fermentacion anaerodbica (Otterstedt et al., 2004).

En cuanto a la fase estacionaria del crecimiento de las levaduras, Buitrago-Estrada y Tenjo-
Camacho (2007) determinaron que S. cerevisiae alcanzo esta fase luego de 16 horas de
incubacion, utilizando como medio de cultivo el caldo YGC a una concentracion de 20 g/L.
Mientras que Aguilar et al. (2015) observaron que la fase estacionara se alcanzé luego de 8
horas de incubacion en el mismo medio. En nuestro caso dicha fase se alcanzé luego de 7.5
horas, aunque cabe mencionar que utilizamos medio YGC, pero con una concentracion de 40
g/L. Las diferencias en estos tiempos pueden deberse a los azucares del medio de cultivo
utilizado en cada caso, asi como la concentracion inicial de levaduras y las condiciones de

crecimiento.
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Figura 2 Crecimiento de Biomasa. Figura A: Crecimiento de biomasa de S. cerevisiae en
condiciones aerobias y anaerobias; Figura B: Crecimiento de biomasa de S. boulardii en

condiciones aerobias y anaerobias.

Los datos son medias * desviacion estandar de dos réplicas. Los niveles no conectados con
la misma letra son significativamente distintos (p < = 0.05). La comparacién de medias se

realizd con una prueba HSD de Tukey-Kramer.

En el caso de S. boulardii se observo una diferencia significativa en el crecimiento de biomasa
(p<0.05) (Figura 2). En condiciones aerobias se obtuvo un 20% mas de biomasa que en
condiciones anaerobias. Por otro lado, la fase estacionaria en condiciones anaerobias se
alcanzo a partir de las 7.5 horas. Mientras que la fase estacionaria en condiciones aerobias

no fue alcanzada incluso hasta cumplir las 24 horas de fermentacion. Esto resultados
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coinciden con los presentados por Chin et al. (2015), quienes cultivaron S. boulardii en
condiciones aerobias, sin alcanzar la fase estacionaria dentro de las 24 horas de
fermentacion. Por lo que, el crecimiento aerobio es el indicado para para obtener la mayor
biomasa de esta levadura. Cabe sefalar que el experimento se realizé durante 24 horas ya
que, tiempos superiores producen grandes cantidades de alcohol, obteniendo resultados
desfavorables y afectando el costo del crecimiento de levadura y la produccién de biomasa
(Chin et al., 2015).

3.2. Efecto de la aplicacién de ultrasonidos para la ruptura de la pared celular de S.

cerevisiae o S. boulardii, evaluando diferentes tiempos de exposicion.

Tabla 1. Tiempo de sonicacion vs ruptura de pared celular de S. cerevisiae o S. boulardii

Tiempo S. cerevisiae S. boulardii
Tratamientos' -

Minutos ufcl/g ufcl/g
T1 3 MNPC? MNPC MNPC MNPC
T2 6 95 108 245 189
T3 9 38 45 108 99
T4 12 20 18 34 31
T5 15 13 10 12 12
T6 18 2 0 0 1

T= tiempo de exposicién a ultrasonidos en minutos a una intensidad de 50KHz

2 MNPC muy numerosas para ser contadas

Los valores de tiempo necesarios para lograr la ruptura celular de las dos levaduras se
presentan en la Tabla 1. Se determino que el tratamiento mas efectivo fue con una exposiciéon
de 18 min. Los procesos de cavitacion con frecuencias entre 18 y 100 kHz provocan cambios
de presion y temperatura, causando la ruptura de la pared celular (Pérez- Rodriguez y Pérez-
Azahuanche, 2019; Ercan y Soysal, 2013). Por otro lado, Pérez-Rodriguez y Pérez-
Azahuanche, (2019) determinaron que con una sonicacion de 40 kHz el tiempo ideal de
exposicion es de 30 minutos en bafio ultrasénico; sin embargo, con una mayor amplitud el

tiempo de ruptura disminuye.

3.3. Cuantificacion de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 mediante UPLC.
El resultado de la cuantificacion de los 4 tipos de aflatoxinas analizadas en los granos de maiz
control y tratados con las diferentes soluciones de pared celular de las levaduras S. boulardii

y S. cerevisiae se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Determinacion de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en granos de maiz tratadas con

soluciones de pared celular de S. cerevisiae o S. boulardii.

Aflatoxinas (ppm/g)

Muestras'
B1 B2 G1 G2 Total

CN 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

CcP 46.00£9.892 1.90+0.552 16.80+10.59°2 1.98+ 0472 65.50 £ 21.70 2
SC05 11.30+7.63°" 0.00+0.00" 1.21+1.16° 0.00+0.00°" 12.50 + 8.04 ®
SC1 6.77 £ 4.05 ¢ 0.00+£0.00"° 1.33+£1.13° 0.00£0.00°" 8.10+5.18¢%
SC2 5.90 £ 0,81 b 0.00£0.00° 0.88 £ 0.09 ® 0.00 £ 0.00® 6.78+0,87"°
SB05 2.88 £ 2.23 be 0.00+£0.00"° 040+0.49° 0.00 £ 0.00°" 327+269°
SB1 8.28 + 0.57 be 0.00+0.00® 1.63+0.29° 0.00 £ 0.00 ® 9.90+0.73°
SB2 7.17 +3.02 be 0.00+0.00"° 1.93+1.74° 0.00+0.00°" 9.53+532"b

Tratamientos: CN Control Negativo (sin hongo ni tratamiento), CP: Control Positivo (con hongo y sin

tratamiento); SCO5; con pared celular de S. cerevisiae conteniendo 0.5 mg/kg; SC1 con pared celular de S.

cerevisiae conteniendo 1 mg/kg; SC2: con pared celular de S. cerevisiae conteniendo 2 mg/kg; SB05: con

pared celular de S. boulardii conteniendo 0.5 mg/kg ; SB1: con pared celular de S. boulardii conteniendo 1

mg/kg y SB2: con pared celular de S. boulardii conteniendo 2 mg/kg.

Los datos son medias + desviacion estandar de tres réplicas. Los niveles no conectados con la misma letra

son significativamente distintos (p < = 0.05). La comparacién de medias se realizdé con una prueba HSD de

Tukey-Kramer.

El tratamiento con S. boulardii en concentracion 0.5 mg/kg presentd una alta variabilidad
(Tabla 2). Sin embargo, los valores de reduccion alcanzado por este tratamiento fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) que CP. Un comportamiento similar en la reduccion de
las aflatoxinas totales fue observado en los restantes tratamientos, registrandose una
reduccion muy marcada en todos estos, con valores mayores al 80%. Cuando se compararon
los tratamientos con los porcentajes por tipo de aflatoxinas presentes inicialmente en CP, las
aflatoxinas B2 y G2 fueron indetectables, mientras que la aflatoxina B1 y G1 disminuyeron
sobre el 75% de la carga inicial registrada. CP presento valores del 70% para aflatoxinas B1,
de un 25% de G1, y de menos del 5% para la suma de las aflatoxinas B2 y G2. De acuerdo
con Serrano-Coll y Cardona-Castro, (2015) la aflatoxina B1 es la toxina mas producida por el

hongo Aspergillus flavus, lo cual concuerda con los datos obtenidos aqui.

De esta manera, podemos determinar que una concentracion mayor al 0.5 mg/kg de pared
celular, de cualquiera de las levaduras, adicionadas al grano de maiz posterior a su

contaminacion con el hongo y previo lavado antes de su determinacion, seria adecuado para



Quintero Alvarez, 12

la reduccion de aflatoxinas en granos de maiz contaminados a cantidades reportadas como
adecuadas para consumo humano. De acuerdo con la FAO (2003) el limite para aflatoxinas
totales en alimentos en Latinoamérica es de 20 pg/kg. Por otro lado, Fochesato et al. (2020)
determin6 que mientras mayor sea el contenido de pared celular de S. cerevisiae, mayor es
la capacidad de eliminar la aflatoxina B1 en medios de cultivo. Sin embargo, las cantidades
finales de aflatoxina presentes en los diferentes tratamientos (concentraciones y tipo de

levaduras) aplicados en la presente tesis no fueron significativamente diferentes (Tabla 2).

Por otro lado, la pared de S. cerevisiae es utilizada para la inhibicién de aflatoxinas en piensos
elaborados con granos contaminados. Concentraciones de 1 y 2 mg/kg de pared celular de
S. cerevisiae son capaces de reducir la absorcion de aflatoxinas a escala digestiva en pollos
de engorde alimentados con piensos contaminados (Morales., 2007). Para este fin, la pared
celular de la levadura es mezclada con los granos previo a la ingesta del pienso por el animal.
Esto supone una diferencia con los procedimientos realizados en la presente investigacion,
ya que, la pared celular en este caso es adicionada al grano previo su inoculacion con el
hongo, y posterior lavado de los granos antes de su cuantificacion. Esto provoca el arrastre
de las aflatoxinas encapsuladas en los componentes de la pared celular evitando el ingreso
de estos componentes al tracto digestivo. Ciertamente, esta eliminacion de las aflatoxinas en
el agua de lavado es importante para el tratamiento de granos destinados para consumo
humano. Ademas, cabe recalcar aqui, que S. boulardii es un microrganismo seguro
considerado un probidtico y lo mas importante, apto para consumo humano (Lazo-Vélez et al.
2018). Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos la pared de S. boulardii puede
ser usada para la reduccion de la carga de aflatoxinas en granos de maiz, al igual que la
pared de S. cerevisiae la cual es ampliamente usada en piensos contaminados con estas

aflatoxinas.
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CAPIiTULO IV
CONCLUSION

Podemos concluir que la pared celular de S. boulardii inhibe las aflatoxinas de maiz inoculado
con A. flavus a niveles comparables con S. cerevisiae. Esta inhibicion se logré con una pared
celular obtenida a partir de las levaduras que crecieron en condiciones aerobias y su posterior
sonicacion a 50 KHz por 18 minutos. Los tratamientos sobre 0.5 mg/kg de la pared celular de
ambas levaduras reducen sobre el 75% de la carga de aflatoxinas, indicando que el uso de
estas paredes durante el almacenamiento del grano y posterior lavado del mismo, antes del
consumo, podria ayudar a minimizar la carga de estas toxinas en granos de cereales a valores
inferiores a los recomendados para consumo humano. Ademas, considerando que la S.
boulardii es un microorganismo GRAS podria recomendarse este tratamiento para el
acondicionamiento del grano previo al consumo humano. Sin embargo, es necesario realizar
estudios in vivo para poder determinar el efecto de estos granos, asi tratados, en el

organismo.
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