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DETECCION DE HONGOS E IDENTIFICACION DE MICOTOXINAS EN GRANOS DE
MAiZ ALMACENADOS

Luis Javier Arellano Galicia, MC.

Colegio de postgraduados, 2019.

RESUMEN

Los hongos del género Aspergillus producen metabolitos secundarios téxicos llamados
aflatoxinas (AF) que invaden y afectan los granos como el maiz. Estas sustancias
producen efectos negativos en humanos y animales, afectando el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Se procedié a realizar un muestreo en ocho
establecimientos que comercializan granos de maiz, localizados en Cardenas, Tabasco.
Mediante la técnica de microcultivo se aislaron y caracterizaron morfolégicamente cepas
de hongos del género Aspergillus spp. y Cunninghamella spp., ademas, mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) acoplada a un detector de UV-VIS, se
determiné la presencia de cuatro tipos de AF (AFB1, AFB2, AFG:1 y AFG2), los cuales
presentaron concentraciones que oscilaban entre 55.22 y 1256.35 ug kg?. Las muestras
analizadas superaron el nivel maximo permisible de 20 pug kg? para aflatoxinas,

establecido por las Normas Oficiales Mexicanas.

Palabras claves: Aspergillus, Aflatoxinas, HPLC, Limite maximo permisible.



DETECTION OF FUNGI AND IDENTIFICATION OF MYCOTOXINS IN STORED
MAIZE GRAINS

Luis Javier Arellano Galicia, MC.

Colegio de postgraduados, 2019.

ABSTRACT

Fungi of the genus Aspergillus invade and affect grains such as corn, and produce toxic
secondary metabolites called aflatoxins (AF), which produce negative effects in humans
and animals, affecting the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins. Based on
this, we proceeded to carry out a sampling in eight establishments that sell corn grain,
wich are located in Cardenas, Tabasco. Using the microculture technique, fungal strains
of the genus Aspergillus spp., and Cunninghamella spp., were morphologically isolated
and characterized; Furthermore, by means of high performance liquid chromatography
(HPLC) coupled to a detector UV-VIS, the presence of four types of AF (AFB1, AFBa,
AFG1 and AFG2) was determined, with presented concentrations ranging between 55.22
and 1256.35 ug kg*. The samples analyzed exceed the maximum permissible level of

AF, which should not exceed 20 ug kg, established by the Official Mexican Standards.

Key words: Aspergillus, Aflatoxins, HPLC, maximum permissible levels.
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1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son definidas como biomoléculas o metabolitos secundarios altamente
toxicos para animales y seres humanos, son producidos por hongos, pertenecientes
principalmente a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Méndez-Albores vy
Moreno, 2009; Arroyo-Manzanares et al., 2014).

Existe una gran variedad de micotoxinas, entre ellas se encuentran las aflatoxinas (AF),
las fumonisinas (FM), los tricotecenos (TRC), las ocratoxinas (OT), la patulina (PAT), la
zearalenona (ZEN), entre otras, las cuales presentan efectos adversos sobre seres
humanos y animales (ganado, cerdos, aves), afectando también los productos derivados
de estos, tales como: huevos, lacteos y embutidos (Ismaiel y Papenbrock, 2015; OMS,
2018a). Las AF son las micotoxinas mas representativas debido a sus efectos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos, inmunotéxicos, nefrotoxicos
y neurotoxicos (Martinez et al., 2013b). Debido a esto, la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasifica a las AFs dentro del grupo 1 en su sistema

de clasificacibn como agente altamente carcinogénico en humanos (Arrda et al., 2013).

Las micotoxinas pueden encontrarse en una gran cantidad de productos, debido a que
los hongos son capaces de proliferar y producir estos metabolitos secundarios en
diferentes sustratos. Algunos productos susceptibles son las semillas oleaginosas
[cacahuates (Arachis hypogaea) y almendras (Prunus dulcis)], especias |[chiles
(Capsicum annuum)], frutas, cereales [trigo (Triticum aestivum) y maiz (Zea mays L.)] y
productos derivados del maiz como las harinas y tortillas (Requena et al., 2005; Carvajal,
2013; Martinez et al., 2014; Zuki-Orozco et. al., 2018).

Los alimentos con presencia de hongos se convierten en un peligro potencial para los
animales y seres humanos que los consumen; por lo tanto, existe una necesidad continua
de proteger la salud. Debido a que las micotoxinas no se pueden eliminar
completamente, diversos paises han establecido limites maximos permisibles, para
limitar la exposicion a estos contaminantes biolégicos (FAO, 2018). Algunas micotoxinas

como las aflatoxinas tienen mayor repercusion sobre la salud humana; por consecuencia,

1



el Reglamento de la Comision Europea (CE) n° 1881/2006 fija el contenido maximo de 4
ug kg! para aflatoxinas totales (suma de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) en todos los cereales
y subproductos, incluidos los productos de cereales transformados (UE, 2019). Por otra
parte, el Codigo Alimentario de la FAO y la FDA de los Estados Unidos establecen 10 ug
kg! (FAO/OMS, 2018b; FDA, 2019); mientras que las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM) establecen un limite maximo de 20 ug kg (NOM-188-SSA1-2002; NOM-247-
SSA1-2008).

La presencia de hongos en los granos de maiz puede presentarse en cualquier punto de
la cadena de produccion (cosecha, recoleccién, almacenaje, transporte, elaboracion y
conservacion); las condiciones adecuadas para la proliferacion de hongos
micotoxigenicos se atribuye a factores como una humedad mayor de 14 % en grano, una
temperatura mayor de 20 °C, una humedad relativa en almacén de 70-90 %, aunado al
manejo inadecuado poscosecha, el tipo de transporte y el almacenamiento prolongado

(Carvajal, 2013; Arenas, 2014 y Arroyo-Manzanares et al., 2014).



2. OBJETIVOS

2.1 General

Determinar la presencia de hongos productores de toxinas en granos de maiz destinados

al consumo humano.

2.2 Especificos

Aislar los hongos presentes en granos de maiz.

Caracterizar la morfologia macro y microscopica de los hongos aislados.

Determinar y cuantificar las aflatoxinas presentes en las muestras de granos de maiz

mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Importancia de los cereales

Los granos y cereales son el alimento basico a nivel mundial, tienen una gran importancia
debido a su contenido de almidon, lipidos, celulosa, gluten y distintas proteinas. Dentro
de los cereales mas representativos se encuentran el maiz (Zea mays L.), arroz (Oryza
sativa), trigo (Triticum aestivum), soya (Glycine max), sorgo (Sorghum), avena (Avena
sativa), cebada (Hordeum vulgare) y centeno (Secale cereale). Estos granos son
empleados para la produccion de piensos, almidon, harina, leche, aceite, bebidas
alcohdlicas y biocombustibles (SAGARPA, 2017). En México la produccion total de

cereales en 2018 se estimdé en un nivel de 36.7 millones de toneladas (SMIA, 2018).

Dentro de los cereales el maiz es el producto agricola mas cultivado en el mundo, debido
a sus cualidades alimenticias para la produccién de proteina animal y el suministro de
elementos nutritivos para los seres humanos; ademas, es materia prima basica en la
industria (FIRA, 2016).

3.1.1 Importancia del maiz a nivel nacional

México es un pais productor de granos, ocupa el 8° lugar en produccién mundial de maiz,
el cual es un grano con gran relevancia, debido a su valor econémico, social y cultural,
ademas, es base de la alimentacién nacional. Una parte de esta produccién proviene de
pequefios productores que lo emplean para el autoconsumo. En 2017, México export6 a
17 paises, en términos de valor principalmente a Venezuela (58 %), Kenia (33 %) y
Estados Unidos (4 %), entro otros (6 %), ubicandolo como el 10° exportador mundial de
maiz grano (CIMMYT, 2017; ASERCA,2018).

El maiz es una planta nativa de México, que actualmente se emplea para la alimentacion
humana y ganadera. Ademas, del aprovechamiento industrial. En 2012 en México el

consumo per capita promedio de maiz era aproximadamente de 160 g dia® (ASERCA,



2012); en 2014 el maiz tuvo una produccion anual de 21.1 millones de toneladas,
estimandose que cada habitante de México contaba con 188 kg afio™! para su consumo,
lo que equivalia a poco mas de 0.5 kg dia!, considerando las diversas presentaciones
de consumo como: harinas, tortillas y botanas, entre otras (INEGI, 2014). Para el afio
2017, la produccién total de maiz en 2017 fue de 27.8 millones de toneladas y el consumo
per capita aumentd a 196.4 kg de maiz, en forma de tortillas, principalmente (ASERCA,
2018).

Gran parte del territorio nacional es propicio para la produccion de maiz. Los principales
estados productores son Sinaloa (22 %), Jalisco (14 %), México (8 %), Michoacan (7 %),
Guanajuato (6 %), Guerrero (5 %), Veracruz (5 %), Chiapas (5 %), Chihuahua (4 %),
Puebla (4 %), otros estados representan el (20 %) restante. México cuenta con una
superficie sembrada de 7.5 millones de hectareas (ASERCA, 2018; SIAP, 2018).

3.2 Almacenamiento de granos de maiz

La produccion de maiz es estacional, por lo tanto, es necesario almacenar los granos, lo
cual, puede derivar en el deterioro del producto. Los granos en mal estado (dafios fisicos)
gue son almacenados se deterioran aun mas dependiendo del tiempo y las condiciones
de almacenamiento (Paliwal, 2001), aunado a la interacciéon de diversos factores que
repercuten en la calidad del grano como humedad final del grano, temperatura de
almacenamiento y presencia de plagas de insectos, bacterias u hongos (Hernandez et
al., 2009). Durante el almacenamiento los primeros indicios de deterioro de los productos
son los focos de calentamiento, los cuales ocurren debido al fenémeno de la respiracion,
el grano absorbe oxigeno del aire y consume carbohidratos de su estructura, liberando
calor (Hernandez et al., 2009; Peralta et al., 2017).

Las pérdidas econOomicas se reducen cuando las condiciones de almacén son
adecuadas para mantener el grano libre de dafos; para esto, se debe evitar el
almacenamiento de granos humedos o recién recogidos en contenedores, granos con

dafos fisicos y con material extrafio como paja u otro material vegetal; ademas, evitar



gue los granos se coloquen sobre el suelo y protegerlos de la lluvia y en un ambiente
limpio (FAO/OMS, 2017).

Autores como Méndez et al. (2005); Rosas et al. (2007); Mngadi et al. (2008) mencionan
gue para preservar la calidad de los granos es necesario controlar su humedad, la
temperatura del ambiente y la humedad relativa, ya que son determinantes para su
conservacion, un nivel maximo de 15 % de humedad se considera adecuado para evitar

la proliferacion de hongos.

3.2.1 Microorganismos presentes en granos de maiz almacenados

El maiz es una graminea susceptible a plagas y enfermedades a lo largo de su ciclo de
vida (Paliwal, 2001). Los granos pueden contener organismos O sustancias que
representen un riesgo para la salud, los cuales, son introducidos principalmente durante
la manipulacién inadecuada en cualquier punto de la cadena de produccién, desde el
campo hasta el almacenamiento. Dentro de estos agentes se encuentran organismos
como los insectos, bacterias y hongos patdgenos y productores de micotoxinas (Arroyo-
Manzanares et al., 2014).

3.3 Hongos micotoxigénicos y sus metabolitos secundarios

Los hongos son microorganismos heterotrofos con una estructura filamentosa, de 5-10
um de didmetro (Vega, 2007); son ubicuos y se adaptan a diversas condiciones
ambientales (Arenas, 2014), por lo cual, constituyen un grupo de organismos diversos.
Se estima que podrian existir hasta 1.5 millones de especies (Madigan et al., 2009), de
los cuales, en los Catalogos de Autoridades Taxondmicas se han registrado en el mundo,
alrededor de 70 000 especies y en México se tiene un registro de 7 000 especies
(CONABIO, 2008).

Los hongos han sido empleados con diversos propdsitos, para ceremonias religiosas,
procesos de fermentacion, aplicaciones biotecnolégicas como la biorremediacion,

agentes biolégicos de control de plagas y parasitos; ademas, del enriqguecimiento de
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productos alimentarios; aunque la aportacion mas importante es dentro de la medicina,
con el descubrimiento de la penicilina, producida por el hongo del género Penicillium
(Garcia-Hernandez, 2011; Sagueés et al., 2011; Aguilar, 2015; Guzman, 2016).

3.3.1 Condiciones favorables para el desarrollo de hongos y micotoxinas

Aunque los hongos pueden adaptarse a diversos entornos, ciertos factores climéticos y
ambientales favorecen su proliferacion (Agwanande et al., 2016). Cada especie tiene
requerimientos optimos para su desarrollo, dentro de estos se encuentran: temperatura
que oscila entre 20 y 40 °C, humedad relativa (principalmente durante el
almacenamiento) de 70-90 % y un contenido de humedad del grano por encima del 15%,
estas condiciones favorecen el desarrollo de muchas especies de hongos que a su vez

influyen en la sintesis de micotoxinas (Blancas, 2007; Carvajal, 2013; Arenas, 2014).

3.3.1.1 Micotoxinas

El término micotoxina deriva del griego “mikes o mukos” que significa hongo y del latin
“toxicum” que significa veneno; se definen como biomoléculas o metabolitos secundarios
altamente toxicos, producidos por hongos, pertenecientes principalmente a los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estos se pueden desarrollar en una amplia gama de
productos agricolas y cuya ingestion, inhalacion o absorcion cutanea, producen
enfermedades o incluso causan la muerte a animales y personas (Méndez-Albores y
Moreno, 2009; Arroyo-Manzanares et al., 2014).

Se conocen aproximadamente 200 tipos de micotoxinas, las de mayor interés con
respecto a su aparicion y toxicidad alimentaria. Los hongos del género Fusarium se
encuentran asociados a los cereales y producen un complejo de micotoxinas
denominadas tricotecenos (TCR), dentro de ellas se encuentran toxinas como el
nivalenol, desoxinivalenol, toxinas T-2 y HT-2, zearalenona (ZEN) y por ultimo se
encuentran las fumonisinas, dentro de este grupo destaca la fumonisina Bi (FB1),

B2 (FB2) y B3 (FBs3). Debido a su toxicidad, se han establecido limites maximos



permisibles para estas toxinas (Gomez, 2007; Kralj y Prosen, 2009; FDA, 2010b; ACSA,
2018a; OMS, 2018a).

Respecto a la toxina producida por hongos del género Penicillium, se reporta ocratoxinas
gue se da en regiones templadas frias, siendo la ocratoxina A la mas importante de ellas
debido a su frecuencia y toxicidad, su hallazgo se realizé en la década de 1960, y se ha
clasificado como posible carcinbgeno humano (grupo 2B) (Mantle, 2002; Gémez, 2007;
Luna et al., 2010).

Kralj y Prosen (2009) refieren que existen muchas otras micotoxinas de importancia
toxicoldgica, pero menos estudiadas, como los alcaloides ergotinicos, enniatinas (EN),
toxinas alternarias, moniliformina (MON), citrinina (CTN), beauvericina (BEA), acido
ciclopiazonico, roquefortina C, acido micofendlico, penitremas, verruculogen,
griseofulvin, citreoviridin, etc. En su mayoria, las micotoxinas son quimicamente estables

y soportan el procesamiento de los alimentos (OMS, 2018a).

3.4 Efectos Adversos de las Micotoxinas

3.4.1 Pérdidas de productos

Gomez (2007) sefala que las repercusiones en el ambito econémico a nivel mundial por
micotoxinas se traducen en pérdidas econdmicas que se estiman en casi el 25 % de las
cosechas (1000 millones de productos alimentarios al afio). Estas mermas son
principalmente por deterioro de alimentos (se reduce la capacidad nutritiva), aumento de
los costos de produccion y susceptibilidad de enfermedades infecciosas, andlisis,

medidas de control y restricciones de exportacion, entre otros (FAO, 2018).

Los hongos pueden colonizar diversos sustratos agricolas, dentro de estos los
principales son los granos de café (Coffea arabica), maiz (Zea mays L.), sorgo (Sorghum
bicolor), trigo (Triticum aestivum) (Martinez et al., 2014; Zuki-Orozco et. al., 2018) y arroz
(Oryza sativa) (Luna et al., 2010), semillas oleaginosas [(cacahuate (Arachis hypogaea),

guaje (Leucaena leucocephala), pistacho (Pistacia vera), nueces (Junglans regia), soya
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(Glycine max), girasol (Helianthus annuus), algodon (Gossypium hirsutum L.), almendra
(Prunus dulcis)] (Requena et al., 2005; Lezcano et al., 2015; Agwanande et al., 2016),
especias [chile (Capsicum annuum), pimienta negra (Piper nigrum) y jengibre (Zingiber
officinale)] (Carvajal, 2013); alimentos balanceados, granos de uso pecuario (Flores et
al., 2006) y vegetacion en descomposicion (OMS, 2018a). Algunos hongos como los del
género Fusarium y Alternaria, presentan afinidad para invadir las plantas en crecimiento,
pueden vivir en raices, tallos, hojas y semillas; mientras que los géneros Aspergillus y
Penicillium atacan con mayor regularidad los granos almacenados. Esta clasificacion no
es estricta, debido a que los hongos son ubicuos (Blancas, 2007). Los hongos, ademas,
de invadir los cultivos y productos, son parasitos capaces de producir micotoxinas que

tienen efectos adversos sobre humanos y animales (Armijo y Calder, 2009).

3.4.2 Efectos en la salud

Las micotoxinas representan un riesgo para la salud humana y la productividad animal,
debido a ciertas propiedades como la termorresistencia y su gran variedad de efectos
toxicos; afectando érganos y sistemas; se encuentran asociadas al cancer hepatico y
también pueden inducir la formacion de tumores en colon, rifién y pulmén; favorecen el
desarrollo de enfermedades infecciosas. Los efectos de las micotoxinas varia segun la
raza, la especie, la edad, la dosis, el tiempo de exposicion y el estado nutricional
(Richard, 2007; Méndez-Albores y Moreno, 2009; Lujan, 2014; FAO, 2018).

Por otra parte, autores como, Mantle (2002); Baladzs y James (2007) y FDA (2010a),
refieren al comportamiento animal cuando ha ingerido gran cantidad de micotoxinas,
pueden presentar diversos trastornos entre ellos el rechazo del alimento, vémito,
alteraciones del sistema nervioso y de sus ciclos reproductivos (irregulares o ausentes)
y diarrea. Asi mismo, leucoencefalomalacia en el caso de los caballos, edema pulmonar
en cerdos, defectos craneofaciales en pollos, cancer renal en roedores, inhibicion de la
sintesis de proteinas, efecto inhibitorio enzimatico y alteracion de la reticula

endoplasmica. Otros autores como Santibafez et al. (2011) mencionan que en bovinos



se reduce la digestibilidad de la celulosa, disminuye la respuesta del animal y la

produccion de leche.

3.4.3 Efectos de las principales micotoxinas de Fusarium en humanos y animales

Tricotecenos: Este grupo de micotoxinas, en los humanos, pueden producir toxicidad
aguda, causando diarrea, lesiones dérmicas, irritacion de la mucosa intestinal, alteracion
de la respuesta inmunoldgica e inhibicion de la sintesis de macromoléculas (Martinez et
al., 2014); las fumonisinas se han relacionado con el cancer de eséfago en el ser humano
(OMS, 2018a).

En animales, la zearalenona tiene efectos estrogénicos y puede causar infertilidad,
principalmente en cerdos (OMS, 2018a); las fumonisinas se han relacionado con la
toxicidad hepatica y renal en animales, leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar

porcino (Gémez, 2007).

Ocratoxinas: Presentan una alta afinidad por las proteinas plasmaticas, asegurando asi
su permanencia en el cuerpo y han sido clasificadas como posibles sustancias
carcindgenas en humanos (grupo 2B) (Luna et al., 2010). Asi mismo, han sido
relacionadas con la nefropatia endémica de los Balcanes, la cual es una enfermedad
renal cronica (Gomez, 2007); induce dafio oxidativo en el ADN vy produce
inmunodepresién en modelos experimentales (Molina y Ruiz, 2009). Ademas, puede

afectar el sistema nervioso e higado (Moreno y Alarcén, 2010).

3.4.4 Efecto de las principales micotoxinas de Aspergillus en humanos y
animales

El género Aspergillus esta constituido por alrededor de 185 especies, de las cuales 34
se han vinculado a enfermedad en humanos, dentro de ellas se encuentran infecciones
superficiales (otitis externas flngicas, onicomicosis, queratomicosis e infecciones de
heridas) y aspergilosis profunda invasora, adquiriéndose habitualmente por la inhalacion
de conidios. Dentro de las especies mas importantes se encuentran Aspergillus flavus,

A. fumigatus, A. niger, A. nidulans y A. terreus; presentando menos interés A. parasiticus,
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A. nomius, A. versicolor, A. oryzae, A. ochraceus, A. glaucus y A. australi. La especie
mas virulenta del género es A. fumigatus; sin embargo, los principales productores de
aflatoxinas en granos son A. flavus (produce: AFBi1, AFB2) y A. parasiticus (produce:
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) (Arenas, 2014; IARC, 2015).

3.4.4.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas principalmente por hongos pertenecientes a
las especies Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Existen alrededor de 20
diferentes tipos de aflatoxinas, aunque debido a sus potenciales efectos secundarios, se
han identificado cinco tipos de aflatoxinas (Figura 1) como las mas representativas:
aflatoxina Bi1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina Gi1 (AFGa1), aflatoxina G2 (AFG2) y
aflatoxina M1 (AFMz).

0 0
0
|
0
AFLATOXINA B, AFLATOXINAB,
o O
|
0
0 0CH,
AFLATOXINA G, AFLATOXINA G,

0 0o

OCH,
AFLATOXINA M,

Figura 1.- Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas por su alto potencial,

carcindgeno, mutageno y teratogénico (Tomado de Martinez et al., 2013b).
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Las denominaciones “B” y “G” fueron asignadas por la fluorescencia que emiten bajo luz
ultravioleta (UV), azul (B) con anillo de pentano o verde (G) con anillo de lactona. Los
subindices 1y 2 de cada molécula quimica, son relativos a su movilidad cromatografica,
segun su peso molecular, que permite identificarlos segun sus coeficientes de retencion,
La AFB1 es la mas toxica de las cuatro. Son solubles en solventes organicos como
metanol, cloroformo, acetona, acetonitrilo, diclorometano, isopropanol y dimetilsulfoxido,
e insolubles en agua o éter. Estos compuestos se pueden separar o adicionar a un radical
alcohol, hidroxilo, oxidrilo o una doble ligadura lo que da diferentes propiedades a cada
uno de los compuestos (Santibafez et al., 2011; Carvajal, 2013; Gavrilova et al., 2014;
Richard, 2007; IARC, 2015). En la Tabla 1 se muestran las propiedades quimicas de las

cinco aflatoxinas mas importantes.

Tabla 1. Propiedades quimicas de las 5 aflatoxinas mas representativas (tomado de
Carvajal, 2013).

Formula Peso Punto de Absorcion ultravioleta
Aflatoxina  molecular molecular fusién (°C) 360-362 nm
Bl C17H1206 312 268-269 21,800
B2 C17H1706 314 286-289 24,000
Gl C17H1207 328 244-246 17,700
G2 C17H1407 330 327-240 17,100
M1 C17H120 328 299 21,250 (357 nm)

3.4.4.2 Efectos por aflatoxinas

Producen efectos negativos en humanos y animales, afectando el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, proteinas y &cidos nucleicos (Carvajal, 2013). Se consideran
sustancias cancerigenas, teratogénicas y mutagénicas. Al ingerir alimentos

contaminados con AFB41, el higado la metaboliza a AFM1 y se acumula en leche, tejidos
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y huevos, aproximadamente 24 h después de su consumo. La AFB1y AFM:1 presentan
efectos toxicos son similares, sobresaliendo los mutagénicos, hepatotédxicos,
inmunosupresivos y carcinogénicos, afectando principalmente a infantes y adolescentes.
Las aflatoxinas afectan la absorcion y metabolismo de lipidos, carbohidratos, vitaminas
y minerales (Santibafez et al., 2011; Carvajal, 2013; Zuki-Orozco et al., 2018).

La presencia de ciertos hongos como Aspergillus no necesariamente implican la
presencia de aflatoxinas, pues hay cepas no toxicas; sin embargo, lo mas interesante es
gue la ausencia de Aspergillus en el alimento no necesariamente implica que el alimento
no contenga aflatoxinas, debido a que la toxina puede persistir aun después que el moho

ha desaparecido e incluso después de la coccion del alimento (Armijo y Calder, 2009).

3.5 Medidas para el control de las micotoxinas

El Centro Internacional de Investigaciones Contra el Cancer (IARC) recomienda que para
combatir las micotoxinas es necesario conocer el grado de exposicion de las micotoxinas
con la poblacién, diversificar la dieta y no depender tanto de los cultivos contaminados,
clasificar los granos que presenten menor dafio, mejorar las condiciones de
almacenamiento, reducir las cepas micotoxigénicas infectando los cultivos con cepas del
mismo género que no produzcan micotoxinas (IARC 2015).

Para esto existen como medidas de control para micotoxinas como El sistema de alerta

rapido y la regulacién de micotoxinas, mediante limites maximos permisibles.

3.5.1 Sistema de alerta rapida para alimentos y piensos

El Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y Piensos (RASFF, por sus siglas en ingles),
es un sistema de informacion sobre riesgos para la salud humana relacionados con los
alimentos y piensos. Para contribuir con la seguridad alimentaria de los consumidores ha
reportado que las micotoxinas son las sustancias toxicas o contaminantes que mayor
namero de notificaciones presentan, seguidos por los de origen biolégico y los
plaguicidas. Segun datos publicados del 2014 al 2017, las aflatoxinas son las micotoxinas

mas predominantes que se han notificado en los reportes anuales de RASFF. En 2014
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hubo 359 notificaciones de micotoxinas en alimentos, aumentando hasta 475
notificaciones en 2015, la mayoria relacionada con la presencia de aflatoxinas (421
notificaciones). En 2016 hubo un ligero aumento con respecto al 2015, con un total de
489 notificaciones para micotoxinas, siendo 348 notificaciones de aflatoxinas en
alimentos. El reporte anual 2017, refiere 529 notificaciones para micotoxinas de las

cuales las aflatoxinas siguen siendo las mas reportadas en alimentos (ACSA, 2018a).

Los datos de ocurrencia son extremadamente importantes para determinar el riesgo que
representan las micotoxinas tanto para humanos como para animales; sin embargo, esto
es solo una parte de la evaluacion de riesgos que lleva al establecimiento de regulaciones
(Pereira et al., 2014).

3.5.2 Normatividad para micotoxinas (niveles maximos permisibles)

Existe una necesidad continua de proteger la salud de los humanos y animales
susceptibles al limitar su exposicion a las micotoxinas. A pesar de muchos afios de
investigacion y de la introduccion de buenas practicas en la produccién, el
almacenamiento y la cadena de distribucion de alimentos, las micotoxinas siguen siendo
un problema. Muchos paises regulan o sugieren niveles permitidos de micotoxinas en
alimentos y piensos debido a su importancia para la salud publica y su impacto comercial
(FAO, 2018). Algunas micotoxinas tienen menor repercusion sobre la salud humana, por
lo tanto, al superar los limites maximos permisibles sus efectos son menos criticos en
comparacion con otras micotoxinas como las aflatoxinas las cuales son consideradas

como carcindgenos para el ser humano (ACSA, 2018a).

Las micotoxinas no se pueden eliminar completamente; sin embargo, se puede mantener
sobre los limites maximos permisibles en los alimentos y los piensos para que la
exposicién de la poblacion a través de los alimentos no suponga un riesgo (ACSA,
2018b). La toxicidad de estos metabolitos ha llevado a muchos paises a establecer
regulaciones estrictas para el control de alimentos y piensos, y el consiguiente

establecimiento de una legislacion para controlar su posible contaminacién (Juan et al.,
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2012). Por tanto, la Organizacion Mundial de la Salud, la Comision Europea, la FDA, el
Codex Alimentario y las Normas mexicanas han propuesto cantidades permisibles para

los alimentos.

3.5.2.1 Regulacién de micotoxinas por la UNION EUROPEA (UE)

La Unién Europea (UE) es una asociacion econémica y politica compuesta por 28 paises,
gue en conjunto cumplen normas de calidad estrictas, teniendo como objetivo principal
de toda la legislacion el proteger la salud de los consumidores. La politica y la actuacion
de la UE en materia de seguridad alimentaria se centra en higiene alimentaria, salud
animal, sanidad vegetal, contaminantes y residuos. Con este fin, la UE establece el
contenido maximo de determinados contaminantes en los alimentos. Los contaminantes
son sustancias que no se han afiadido a los alimentos de forma intencionada, sino que
han llegado a ellos durante la produccion, el envasado, el transporte, etc. Por
consiguiente, se realizan rigurosas comprobaciones en cada fase; las importaciones
procedentes de fuera de la UE deben cumplir las mismas normas y someterse a las
mismas comprobaciones que los alimentos producidos en la Union. Por consecuencia,
el Reglamento (CE) n° 1881/2006 de la Comision Europea fija el contenido maximo de
determinados contaminantes en los productos alimenticios (UE, 2019).

Enla Tabla 2, se observan los contenidos maximos establecidos por el Reglamento (CE),
para algunas micotoxinas del género Fusarium, como las fumonisinas, el deoxinivalenol
y la zearalenona, presentes en granos y cereales como maiz y subproductos, trigo,

avena, productos infantiles y aceite.
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Tabla 2. Contenido maximo permisible para micotoxinas del hongo Fusarium en granos

y cereales (adaptado de CE, 2007).

Micotoxina Mg kgt Producto
Deoxinivalenol 1250 Cereales no elaborados; que no sean trigo duro,
avenay maiz.
1750 Trigo duro y avena no elaborados.
1750 Maiz no elaborado, excepto el destinado a
molienda por via humeda.
750 Cereales destinados al consumo humano directo.
200 Alimentos elaborados a base de cereales y
alimentos infantiles.
Zearalenona 100 Cereales no elaborados distintos al maiz.
350 Maiz no elaborado, excepto el destinado a
molienda por via himeda.
75 Cereales destinados al consumo directo.
400 Aceite de maiz refinado.
100 Maiz destinado al consumo humano directo,
aperitivos de maiz y cereales a base de maiz.
20 Alimentos elaborados a base de cereales y
alimentos infantiles.
Fumonisinas 4000 Maiz no elaborado, excepto el destinado a
(suma de B1y B2) molienda por via humeda.
1000 Maiz y alimentos a base de maiz destinados al
consumo humando directo.
800 Cereales a base de maiz y aperitivos de maiz.
200 Alimentos infantiles elaborados a base de maiz.
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En la Tabla 3, se establecen los limites maximos permisibles para las aflatoxinas B1, M1
y la suma de las aflatoxinas Bi, B2, G1 y G2 en ug kg?, pertenecientes al género
Aspergillus. Los productos alimenticios que aplican son para granos, cereales, alimentos

infantiles y leche cruda.

Tabla 3. Contenidos maximos permitidos para aflatoxina B1, M1 y la suma de aflatoxinas
B1, B2, G1y G2 en ug kg (adaptado de CE, 2010).

PRODUCTOS Sumade
B1 Bi, B2, Gi1y Ga. M1
Cacahuates y otras semillas oleaginosas. 8 15 -
Almendras, pistachos y huesos de albaricoque. 12 15 -
Avellanas y nueces de Brasil. 8 15 -
Subproductos de cacahuates y otras semillas 2 4 -

oleaginosas destinados al consumo humano.

Todos los cereales y subproductos, incluidos los 2 4 -
productos de cereales transformados.

Maiz y arroz previo, a un proceso fisico antes del - - -
consumo humano directo o de su utilizacion 5 10

como ingredientes de productos alimenticios.

Alimentos a base de cereales transformados y 0.10 0 -
alimentos para nifios

Leche cruda, tratada térmicamente y productos - - 0.050
lacteos.

Por otra parte, en la Tabla 4, se puede observar el limite maximo permisible para la
ocratoxina A, la cual es producida por hongos del género Aspergillus y Penicillium, aplica
para productos derivados de cereales no elaborados, subproductos y cereales

destinados al consumo humano directo.
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Tabla 4. Limite méximo establecido para Ocratoxina A en cereales (adaptado de CE,
2012).

Micotoxina ug kgt Producto

Productos derivados de cereales no
Ocratoxina A 3 elaborados, subproductos 'y  cereales

destinados al consumo humano directo.

3.5.2.2 Regulacién de micotoxinas por la ADMINISTRACION DE ALIMENTOS Y
MEDICAMENTOS [Food and Drugs Administration (FDA)].

La FDA (2019) es la agencia del gobierno de los Estados Unidos, responsable de
proteger la salud publica mediante la regulacion de medicamentos de uso humano y
veterinario, cosméticos, aparatos medicos, productos que emiten radiaciones, vacunas,
productos biolégicos y derivados sanguineos. Favorece la salud publica mediante el
fomento de las innovaciones de productos y proporciona informacion necesaria y con
base cientifica sobre la prevencion de enfermedades. Ademas, supervisa la seguridad
de los alimentos nacionales e importados, a través de programas de monitoreo de
patégenos (Escherichia coli, Salmonella, Listeria, cyclospora), contaminantes quimicos
(acrilamida, dioxinas), pesticidas (DDT), metales pesados y toxinas naturales
(aflatoxinas, fumonisinas). La FDA cuenta con documentos, listas, politicas, programas
y declaraciones, como referencia para su cumplimiento, dentro de estas se encuentran:
el Manual de Orientacién del Programa de Cumplimiento (CPGM), las Guias de Politica

de Cumplimiento (CPG) y el Manual de Procedimientos Reglamentarios (RPM).
Asi mismo, en la Tabla 5, se describen algunas micotoxinas, productos y subproductos

para consumo humano, regulados por las CPG que establecen los contenidos maximos

permisibles para algunas micotoxinas.
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Tabla 5. Limites maximos permisibles para micotoxinas propuestos por la FDA.

Micotoxina ug kgt Producto Referencia
Patulina 50 Jugo, concentrados y productos de jugo de CPG Sec.
manzana. 510.150, 2005
Deoxinivalenol 1000 Productos de trigo terminados (harina, FDA, 2010b
salvado y germen), consumo humano.
10000 Granos y subproductos para pollos.
Fumonisinas 2000 Productos de maiz molido (desgerminado) FDA, 2001
(B1+B2+ Bs) Productos de maiz molido (parcialmente
4000  desgerminado).
30000 Alimento para rumiantes y aves de corral.
AFT 20 Alimentos para consumo humano CPG Sec.
(B1+B2+G1+G2) 555.400, 2005.
100 Productos de maiz y mani destinados a la CPG Sec.
cria de ganado vacuno, cerdos o aves. 683.100, 1994
300 Harina de semilla de algodén para ganado
vacuno, porcino o aves.
Aflatoxina M1 0.5 Leche. CPG. Sec.

527.400, 2005

3.5.2.3 Regulacion de micotoxinas por el

Alimentarius)

Cbédigo de alimentos (Codex

El Cédigo de Alimentos es una comision encargada de ejecutar normas alimentarias,

codigos de practicas, directrices internacionales y otras recomendaciones, teniendo

como objetivo proteger la salud de los consumidores y asegurar practicas equitativas en

el comercio de alimentos, estos textos tratan sobre practicas de higiene, etiquetado,

aditivos, inspeccion y certificacion, nutricion y residuos de medicamentos veterinarios y

de plaguicidas. De modo que se ha convertido en el punto de referencia mundial para los
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consumidores, la industria alimentaria y los organismos de supervision de los alimentos
de distintos paises (FAO/OMS, 2018a). En el Codex Alimentarius se define a un
contaminante como: “Cualquier sustancia no afiadida intencionalmente al alimento, que
esta presente en dicho alimento como resultado de la produccion (incluidas las
operaciones realizadas en agricultura, zootecnia y medicina veterinaria), fabricacion,
elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o
almacenamiento de dicho alimento o como resultado de contaminacion ambiental
(FAO/OMS, 2015). Esta definicion de contaminante incluye implicitamente las sustancias
toxicas naturales, que no se afaden intencionadamente a los alimentos y piensos
(micotoxinas) (FAO/OMS, 2018b).

En la Tabla 6, se observan los limites maximos permisibles para la suma de aflatoxinas
totales (AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2) y para la aflatoxina M1, en maiz, almendras,

nueces, avellanas, cacahuates y leche.

Tabla 6. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos determinados por
el Codex Alimentarius (adaptado de FAO/OMS, 2018b).

Aflatoxina Mg kg Producto

Maiz

Almendras (después de eliminar la cascara)

AF total 10 Nueces del Brasil (todo el producto)
(B1+B2+G1+G2) Avellanas (después de eliminar la cascar)
pistachos
15 Cacahuate
AFM1 0.5 Leche.

En la Tabla 7, se establecen los limites maximos permisibles para algunas micotoxinas
como deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxina, patulina; aplica para granos, cereales y

jugo de manzana.

20



Tabla 7. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos determinados por
el Codex Alimentarius (adaptado de FAO/OMS, 2018b).

Micotoxinas ug kgt Producto
Deoxinivalenol 200 Alimento a base de cereales para lactantes y
nifos.
1000 Harina, sémola y hojuelas de trigo, maiz o
cebada.
2000 Cereales en grano (Trigo, maiz y Cebada)

destinados a elaboracion posterior

Fumonisinas 4000 Maiz en grano crudo.
(B1+B2) 2000 Harina de maiz y sémola de maiz
Ocratoxina A Trigo
5 Cebada
Centeno
Patulina 50 Jugo de manzana

3.5.2.4 Regulacion de micotoxinas por las Normas Oficiales Mexicanas

En México, la legislacion es realizada a través de Normas, de las cuales, existen dos
tipos basicos: las Normas Mexicanas (NMX) y las Normas Oficiales Mexicanas (NOM),
Las primeras son documentos técnicos que establecen y expresan una recomendacion
de parametros y procedimientos sobre servicios, procesos y productos; las segundas
establecen regulaciones técnicas de observancia obligatoria que tienen como finalidad
proteger la seguridad y salud de las personas, las NOM son expedidas y publicadas en
el Diario Oficial de la Federacion (DOF) (Secretaria de Salud, 2015).

Existen 4 Normas que regulan la incidencia de aflatoxinas en cereales, estableciendo

limites maximos permisibles en consumo humano (20 pg kg?) y consumo animal (de 21
a 300 pg kgt) (Martinez et al., 2013a).
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La NOM-247-SSA1-2008, establece la concentracion de aflatoxinas en cereales y sus
productos (sémolas o semolinas), alimentos a base de: cereales, semillas comestibles,
de harina, sémolas o semolinas o sus mezclas y productos de panificacion. Ademas,
aporta informacién relativa a las especificaciones sanitarias de transporte y

almacenamiento de cereales, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos establecidos por la
NOM-247-SSA1-2008.

Producto Mg kg Aflatoxina

Cereales y sus productos:

Harina de cereales
Sémolas 20 AF Totales: suma de

semolinas Bi1+B2+ G2+ Ga
Alimentos a base de cereales

Productos de panificacion

La NOM-187-SSA1/SCFI-2002, instaura limites maximos permisibles de 12 ug kg™ para
aflatoxinas en masa, tortillas de maiz nixtamalizado, tostadas de maiz nixtamalizado y
harinas de maiz nixtamalizado para preparar tortillas y tostadas y un limite de 20 ug kg
!, paratortillas de trigo, tortillas integrales, harinas para preparar tortillas de trigo y harinas

integrales para preparar tortillas, como se puede observar en la Tabla 9.

22



Tabla 9. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos determinados por
la NOM-187-SSA1/SCFI-2002.

Producto Mg kg Aflatoxina

Masa

Tortillas de maiz

Tostadas de maiz nixtamalizado 12
Harinas de maiz nixtamalizado para AF Totales: suma de
preparar tortillas y tostadas Bi+B2+G2+Ga

Tortillas de trigo
Tortillas integrales 20
Harinas para preparar tortillas de trigo

Harinas integrales para preparar tortillas

La NOM-188-SSA1-2002, establece un control de aflatoxinas en cereales para consumo
humano y animal como se observa en la Tabla 10; por ultimo, en la Tabla 11, NOM-184-
SSA1-2002, establece un limite maximo permisible para aflatoxina M1 de 0.5 pug L para

leche, férmulas lacteas y productos lacteos combinados.

Tabla 10. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos determinados por
la NOM-188-SSA1-2002.

Producto Mg kg Aflatoxina
Cereales para consumo humano. 20
Cereales para consumo de aves 100

AF Totales: suma de
Bi1+B2+ G2+ G1

(excepto pollos de engorda).

Cereales para cerdos en engorda, 100
maduros destinados a reproduccion.

Cereales para rumiantes de engorda 300

en etapa de finalizacién
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Tabla 11. Niveles maximos permisibles de micotoxinas para alimentos determinados por
la NOM-184-SSA1-2002.

Producto Mg kgt Aflatoxina
Leche

Pasteurizada

Ultrapasteurizada 0.5 M1
Esterilizada

Deshidratada

En México, aun no existe una legislacion que aplique para otras micotoxinas que ya han
sido detectadas en otros alimentos y productos para humanos y animales como los
tricotecenos, las ocratoxinas, patulina (Robledo-Marenco et al., 2012); asi como para

aflatoxinas especificas como la B1, la cual es altamente téxica (Martinez et al., 2013a).

3.6 Investigaciones de micotoxinas realizadas a nivel mundial de micotoxinas

Se han realizado investigaciones a nivel mundial sobre la contaminacion de los alimentos
por micotoxinas. Diversos autores como Martinez et al. (2014) estudiaron la presencia
de deoxinivalenol (DON) en 50 muestras de trigo, donde encontraron que el 24 %
presentd valores de DON 2 1 ug g, el 26 % varié entre 0.5y 0,99 ug g, mientras que
el 50 % restante mostré valores inferiores a 0.5 ug g*. Por otra parte, Mejia et al. (2014),
evaluaron la presencia de aflatoxinas en 47 muestras de productos derivados de cereales
para consumo humano que se expenden en los mercados de la ciudad de Truijillo, Perq,
solo en dos muestras hubo presencia de AF con niveles de 1.0 ug kgt y 1.2 yg kg™.
Mientras que, Pleadin et al. (2015) determinaron la presencia de la aflatoxina Bi1 de 972
muestras de maiz, obtenidas en granjas durante un periodo de 5 afios y encontraron una
concentracion maxima de 2072 ug kg. En otro estudio realizado en Camerin Ediage et
al. (2014) analizaron 165 muestras de maiz en hogares agrarios, de las cuales, se
determind la presencia de algunas micotoxinas como las fumonisinas (20-5412 ug kg),
aflatoxina B1 (6-645 ug kgt), roquefortina C (1-181 ug kg?) y desoxinivalenol (27-3842

ug kgt). Por otro lado, en la regién oriental de Kenia, Kilonzo et al. (2014) cuantificaron
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la exposicion de los hogares a las aflatoxinas a través del consumo de maiz y sus
productos, recolectaron 20 muestras, de las cuales el 45 % estaban contaminadas con
aflatoxinas en concentraciones que variaban entre 18 y 480 pg kg?. Del mismo modo,
en Turquia, Algul y Kara (2014) analizaron 21 muestras de harina de maiz, de las cuales
obtuvieron valores que fluctian entre un minimo de 0.18 + 0.04 ug kg y un méaximo de
13.92 + 0.04 ug kg* de aflatoxinas totales. Baoua et al. (2016), encontraron valores para
aflatoxinas totales que oscilaron entre 57.9 - 504.4 ug kg, 26.3 - 478.3 ug kg, 30.5 ug
- 100 ug kgt y 188.5 ug kg* en Benin, Burkina Faso, Togo y Ghana, respectivamente.
Paralelamente, en Ghana, Blankson y Mill-Robertson (2016) evaluaron 35 productos
alimenticios a base de cereales destinados a bebés y nifios, siete de los productos
muestreados eran a base de maiz, de los cuales el 100 % presentd contaminacion con
aflatoxina B1 en un rango de 1.40 + 0.03 - 12.86 + 0.004 ug kg, para aflatoxinas totales
presenté una concentracion de 2.29 + 0.01 - 20.74 + 0.05 ug kg. Turner et al. (2000)
estimaron que mas del 30 % de los nifios de Gambia estan expuestos a alimentos
contaminados con mas de 100 ug kg de aflatoxinas. En cuba, el cAncer constituye la
segunda causa de muerte, como una de las causas mas importantes se encuentra la

ingestion de alimentos contaminados con micotoxinas (Astoviza y Suarez, 2005).

Orimi (2001) sefiala que las toxinas derivadas de los hongos constituyen un problema de
salud publica en practicamente todas las regiones del mundo, estas se propagan a través
de los alimentos incorporandose a la cadena tréfica y en muchos casos los efectos sobre

la salud se manifiestan a través del tiempo, es decir, los sintomas no son inmediatos.

3.7 Investigaciones de micotoxinas realizadas en México

Por otra parte, en México se han realizado estudios de identificacion de especies
fungicas a nivel de género y la cuantificacion de algunas micotoxinas presentes en
diversos granos, dentro de estos autores se encuentran Santibafez et al. (2011) quienes
llevaron a cabo un estudio de hongos micotoxigénicos, en el municipio de Zapotlan,
Jalisco. Estos autores analizaron 30 muestras de alimento comercial o elaborado,

almacenado en granjas. Como resultados obtuvieron que el 100 % de las muestras
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analizadas presentaron contaminacion por hongos y el 33 % de dichas muestras fueron
positivas para aflatoxinas B1 (70 %), B2 (30 %), G2 (40 %) y Gi1 (10 %), todas ellas con
una concentracion de 81 ug kg, el porcentaje de la AFB1, es elevado y constituye un
problema de salud publica, debido a que la AFB1 es metabolizada por los bovinos y
excretada en la leche en forma de aflatoxina M1, la cual tiene efectos mutagénicos,
hepatotoxicos, inmunosupresivos y carcinogénicos. Por otro lado, en el municipio de
Coatepec, Veracruz, Luna et al. (2010) estudiaron la concentracion de ocratoxina A, en
café verde en 3 almacenes, donde el 100 % de las muestras de café analizadas presentd
contaminacién con ocratoxinas A, con valores que fluctuaron desde 1.2 a 7.8 ug kg. Por
otro lado, Flores et al. (2006), analizaron 133 muestras de alimentos balanceados y
granos, empleados en la produccién de aves, cerdos y ganado, la mayor incidencia con
ocratoxina se present6 en concentraciones que variaron en un rango de 1 a 352 ug kg;

sin embargo, en maiz se presentd la aflatoxina B1 en concentraciones de 3 a 10 ug kg.

3.8 Caracteristicas morfol6gicas de hongos del género Aspergillus

El género Aspergillus esta constituido por hongos filamentosos que habitualmente se
reproducen asexualmente por conidios (Deuteromycetes), presentando algunas

especies también reproduccion sexual (Ascomycetes) (Palacio et al., 2003).

Dentro de las caracteristicas para la identificacion a nivel de gener6 del hongo, Barnett y

Hunter (1987) describen las siguientes caracteristicas:

Conidi6foros en posicion vertical, simples, que terminan en una inflamacion globosa o
claviforme, portan fialides en el 4pice o se irradian desde toda la superficie; Conidios
(fialosporas): conglomerados, globosos, a menudo de color diverso en masa, en cadenas

basipetas secas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del sitio de estudio

La presente investigacion se realiz0 en el Laboratorio de Alimentos del Colegio de
Posgraduados, Campus Tabasco. Se identificaron los sitios que venden granos de maiz
a granel, ubicados en la avenida Lazaro Cardenas del municipio de Cardenas, Tabasco
(17°59'00"N 93°22'00"0). El sitio de estudio presenta un clima calido humedo en el 95 %
de su superficie, con un promedio anual de precipitacion de 2000 mm anuales y una
temperatura media anual de 27 °C (INEGI, 2017).

4.1.1 Toma de muestras

Se colectaron muestras de 1 kg de granos de maiz, a granel en ocho establecimientos.
Las muestras se colocaron en bolsas plasticas con cierre hermético, tipo Ziploc se
etiquetaron con la fecha y un nimero, acorde al establecimiento muestreado, para su

analisis.

4.2 Aislamiento e identificacién de los hongos

Para llevar a cabo el aislamiento e identificacion de los hongos se procedi6 a preparar el
medio de cultivo Agar Sabouraud (BD Difco™), desarrollado por BD (2013). Se diluyeron
65 g de Agar Sabouraud en 1 L de agua destilada y se esterilizé a 121 °C durante 15
minutos en autoclave (marca Allamerican, modelo 1925X). El medio de cultivo se colocé
en la cdmara de flujo laminar (marca Labconco, modelo 8811). Para verterlo en las cajas
Petri (100 x 15 mm), adicionando 15 mL por caja, después de su solidificacion se

refrigeraron hasta su utilizacion a 4 °C.

4.2.1 Desinfeccion de los granos de maiz previo a la siembra

Antes de realizar la inoculacion se tomé una muestra de 100 g a la cual se le realizé una

limpieza fisica, desechando las impurezas: restos vegetales, elementos minerales,
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elementos diversos, los granos germinados, inmaduros y con dafios visibles. Para la
desinfeccion de los granos se emplearon las metodologias propuestas por Hernandez-
Delgado et al. (2007); Martinez et al. (2014) y Agwanande et al. (2016). Después de la
limpieza se pesaron 20 gramos que se introdujeron en alcohol etilico a 96° (tipo industrial)
durante dos minutos, enseguida se enjuagaron con agua destilada estéril por dos
minutos con agitacion manual. A continuacion se colocaron en inmersion en una solucion
de hipoclorito de sodio a una concentracion del 1 % (cloralex ®), por un periodo de dos

minutos y se realizaron dos lavados con agua destilada estéril durante dos minutos.

4.2.2 Siembra de los granos en el medio de cultivo

Para la siembra de los granos en el medio de cultivo se sigui6 la metodologia
desarrollada por Soliman (2003), la cual consiste en tomar 10 granos de la muestra
desinfectada descrita en el péarrafo. Los granos se sembraron en las cajas Petri que
contenia medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (Figura 2A) bajo una campana de
flujo laminar. Por cada muestra de maiz seleccionada se utilizaron tres placas obteniendo
un total de 24 cajas. Las cajas se sellaron con papel parafilm y fueron incubadas a 37 °C
durante un periodo de 120 horas en oscuridad, en una incubadora (marca Lab-line,
modelo Imperial Il). Se realizaron observaciones a las 48, 72 y 120 horas de incubacion

(Figura 2B), registrando el nimero de colonias por grano.
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A : B
Figura 2.- A) Inoculacion de granos de maiz en caja Petri con agar

Sabouraud. B) Observacion del desarrollo de colonias fungicas a las

120 horas de cultivo.

4.2.3 Purificacion de hongos e identificacion morfoldgica

Después de 120 horas de cultivo, se observo la formacion de diferentes colonias y para
obtener los aislamientos puros de cada colonia fungica encontrada, estas fueron
resembradas en agar sabouraud incubados a 37 °C por otras 120 horas. Después de
este periodo de tiempo se procedi6é a realizar la caracterizaciébn macro y microscopica
para la identificacién de los hongos a nivel de género, se emplearon claves, referencias
bibliograficas, fotografias y guias disponibles de acuerdo con Alcorn y Yeager (1938),
Barnett y Hunter (1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et al. (2008), Pitt
y Hocking (2009), Arenas (2014) y Bragulat et al. (2017).

Tipos de colonias

El estudio macroscopico se realizé mediante observaciones visuales del aspecto como
el color en el anverso y reverso de la colonia, la presencia de pigmentos, la textura de la
superficie y la forma del micelio. Las colonias fungicas se fotografiaron con ayuda de una

camara fotografica digital (marca Nikon, modelo D3100).
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Observacion de estructura fungica

Para la identificacibn microscopica de las estructuras fungicas in situ, se empled la
técnica de microcultivo (Figura 3), descrita por Bonifaz (2012). Esta técnica consiste en
la siembra de una parte de micelio fungico en un fragmento de medio de cultivo sobre un
portaobjetos, incubando hasta su desarrollo, para posteriormente, tefiirlo y observar el
micelio del hongo, sin deterioro de su morfologia, permitiendo de esta manera la
caracterizacion de su estructura microscoépica (conidioforo, hifas, vesicula, fidlides,

métulas y conidios) e identificacion.

Mediante la técnica de microcultivo previamente descrita, a partir de tejido micelial tefiido
con azul de lactofenol se procedié a observar y fotografiar las estructuras microscopicas
de los hongos, con ayuda de un microscopio de contraste de fases con camara digital
integrada (marca Motic, modelo BA310) a un objetivo de 40x. La frecuencia de aparicion
de los géneros de hongos aislados se calcul6 mediante la técnica descrita por Meer et
al. (2013).
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Figura 3.- Descripcion gréfica de la técnica de microcultivo. A) Colocacion del
portaobjetos sobre la varilla de vidrio, B) Fragmentacion del medio de cultivo en
cuadros de 1.5 x 1.5 cm. C) Colocaciéon de un fragmento sobre el portaobjetos. D)
Siembra de los hongos aislados y colocacién del cubreobjetos con adiciébn de agua

glicerinada. E) Remocién del cubreobjetos del hongo aislado. F) Tincion del tejido

micelial con azul de lactofenol (Bonifaz, 2012).

31



4.3 Determinacién del contenido de aflatoxinas en granos de maiz

Para el estudio de aflatoxinas se emplearon las metodologias descritas por Abbas et al.
(2008) y Accinelli et al. (2014), todos los reactivos fueron de grado analitico de la marca
Sigma-Aldrich, Acetonitrilo (CH3CN), Metanol (CHsOH) y oxido de aluminio (alimina)

Al203. El agua empleada para la preparacion de las disoluciones fue grado HPLC.

4.3.1 Procedimiento para la cuantificacion de la curva de calibracion

La curva de calibracion se preparé a partir del estandar de aflatoxinas (Sigma Aldrich),
el cual contiene en una mezcla de cuatro aflatoxinas (AFG1, AFG2, AFB1 Y AFB2). Se
prepararon diluciones empleando los siguientes volimenes del estandar: 50, 100, 150,
300y 400 L, todas se aforaron a 500 pL con metanol, con esta preparacion se determiné

la concentracion (ug uL) de cada aflatoxina a dichos volumenes.

4.3.2 Control analitico

Antes de comenzar con la separacion cromatografica se realizaron 2 corridas de control,
una con la fase movil y posteriormente se realizd otra corrida con el estandar de
aflatoxinas, esto para garantizar que no hubiera interferencias debido a estas dos
fuentes. Se realizé el mismo procedimiento con las concentraciones de la curva de
calibracion, un duplicado de muestra y una muestra enriquecida. En la figura 4 se
muestra el cromatograma de la mezcla de aflatoxinas en la curva de calibracion utilizada,
empleando OpenLAB paquete de software CDS ChemStation Edition (Agilent

Technologies).
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Figura 4.- Cromatograma de una solucién de 400 pL de la

mezcla estandar de aflatoxinas.

4.3.3 Procedimiento para la extraccion de aflatoxinas

Para la extraccion de las aflatoxinas se emplearon las metodologias descritas por Abbas
et al. (2008) y Accinelli et al. (2014), la cuantificacion de aflatoxinas se realizé en los
extractos, tal como se describe a continuacion: una submuestra de 100 g se peso de las
muestras colectadas en los diferentes establecimientos, las muestras seleccionadas
fueron enjuagadas con agua destilada para remover el polvo, las particulas extrafias y
los restos de granos quebrados. Posteriormente, fueron trituradas, por separado, en un
molino manual para granos (marca Estrella, modelo 11539) y se tomaron 20 g de cada
muestra triturada y cada una se mezclé con 100 mL de una soluciéon de metanol:agua

(70:30) a temperatura ambiente, con agitacion de 150 rpm, durante 20 min.
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Consecutivamente, se filtraron empleando papel de filtro Whatman #1. Del filtrado
obtenido se colocaron 5 mL de cada muestra en tubos eppendorf y se centrifugaron a
10,000 rpm durante 5 minutos, en una centrifuga (Marca Eppendorf, Modelo 5702). Se
tomaron 3 mL del sobrenadante para limpieza; fueron colocados en una minicolumna
empacada con 6xido de aluminio (Al203). Posteriormente, el extracto filtrado se volvié a
centrifugar a 10,000 rpm, durante 5 minutos y el sobrenadante se colocé en tubos

eppendorf para su lectura en HPLC.

4.3.4 Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatogréaficas para la separacion y cuantificacion de las aflatoxinas
presentes en la muestra se establecieron tomando como referencia lo establecido por el
estandar de aflatoxinas, optimizando las condiciones. Se inyect6 un volumen de 20 uL
de forma manual en el loop de la bomba (HPLC) marca Agilent 1220 infinity, acoplado a
un detector UV-Vis, equipado con una columna Nucleosil C18 (250 mm, 4.6 mm de
didmetro interno, tamafo de particula de 5 um), en modo isocratico, empleando una fase
movil 60:40 de agua:acetonitrilo/metanol 50/50. El flujo empleado fue de 0.2 mL min * a
28 °C y 360 nm de longitud de onda. El instrumento fue controlado por el OpenLAB
paquete de software CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento de hongos presentes en granos de maiz

De los granos de maiz se aislaron 85 colonias las cuales se agruparon en siete grupos
por similaridad, el conteo de estas colonias por tipo se observa en la Tabla 12, dentro de
los cuales el que obtuvo una mayor proliferacién fueron las colonias de tipo 2 y tipo 3,
con 23y 16 colonias, respectivamente. La caracterizacion macro y microscopica de seis
tipos de hongos se describen en un apartado posterior, un tipo no se caracterizo debido

a la falta de criterios para su determinacion.

Tabla 12. Conteo de colonias de hongos presentes en granos de maiz.

COLONIAS

Muestra  Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Tipo 5 Tipo 6 Tipo 7

1 0 6 3 1 - 1 2
2 0 5 - 2 1 - 1
3 5 3 1 - - 2 1
4 0 2 5 1 - - 3
5 0 2 - 7 1 - 1
6 1 4 1 1 - - 2
7 0 - 2 - 3 - 7
8 0 1 4 - - 3
Total 6 23 16 12 5 4 20

5.2 Descripcion de las caracteristicas morfolégicas a nivel de género de los

hongos aislados en granos de maiz

Los diferentes tipos de hongos encontrados en los granos de maiz, se caracterizaron
una vez logrado su desarrollo en Agar Sabouraud, para la descripcion de su estructura
macro y microscopica, se emplearon las claves taxonomicas previamente descritas, la

descripcion de estas caracteristicas se describen a continuacion.
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5.2.1 Caracterizacién de la colonia tipo 1

La colonia tipo 1 (Figura 5A), es de crecimiento rapido, cubrié toda la caja Petri en un
periodo de 48 horas, la textura es algodonosa, inicialmente de color blanco,
posteriormente adquiri6 una tonalidad grisacea. El reverso de la colonia presenta
tonalidades amarillas, sin pigmentos. En la Figura 5B, se muestra un micelio hialino,
esporangioforo ramificado con presencia de esporas globosas especializadas,
denominadas esporangiolos, adheridas a una columela grande de superficie globular
mediante denticulos, estas caracteristicas son similares a las descritas por Alcorn y
Yeager (1938), Pitt y Hocking (2009), Bonifaz (2012), Arenas (2014) y Bragulat et al.
(2017) para describir al género Cunninghamella, el cual pertenece al orden Mucorales.

I n2

Figura 5.- Caracterizacion Macro y microscopica de la colonia aislada del
género Cunninghamella sp. (A) Morfologia macroscépica (B) Micelio
cenocitico tefiido con azul de lactofenol, observado a 40X.
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5.2.2 Caracterizaciéon de la colonia tipo 2

La colonia tipo 2 es plana, con crecimiento invasivo y un diametro de 55 mm, con una
textura de aspecto aterciopelado (Figura 6A), con una coloracién blanco-amarillento, la
cual se pigmenta de color negro (Figura 6B); el reverso de la colonia presenta surcos
radiales. Las Figuras 6C y 6D, presentan conidiéforos de paredes lisas y gruesas, micelio
hialino y cenocitico con una vesicula semiesférica y biseriada con presencia de conidios,
estas estructuras pertenecen al género Aspergillus segun lo descrito por Barnett y Hunter
(1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et al. (2008), Pitt y Hocking (2009)
y Arenas (2014).

Figura 6.- Caracterizaciébn macro y microscépica de la colonia aislada del
género Aspergillus sp. (A) Morfologia inicial de la colonia. (B) Micelio
pigmentado posterior a las 48 horas. (C) Conidiéforos tefiidos con lactofenol
azul y (D) Conidio6foros tefidos con lactofenol blanco observados a 40x.
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5.2.3 Caracterizaciéon de la colonia tipo 3

La colonia tipo 3 se observa en la Figura 7A, la cual muestra una textura aterciopelada a
flocosa, con coloracion amarilla y pigmentacion oscura, presentd surcos radiales en el
anverso y reverso de la colonia, bordes irregulares y un halo claro. En las Figuras 7B, 7C
y 7D se observa una cabeza aspergilar con conidiéforo grueso, el micelio no presenta
septos y es hialinos; una vesicula globosa y biseriada con conidios en disposicion
radiada. Todas estas caracteristicas han sido descritas para hongos del género
Aspergillus por Barnett y Hunter (1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et
al. (2008), Pitt y Hocking (2009) y Arenas (2014).

horas, 37 °C. (B) y (C) Cabeza aspergilar tefiida con lactofenol azul.
(D) Conidioforos tefiidos con lactofenol blanco observados a 40x.
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5.2.4 Caracterizacion de la colonia tipo 4

En la Figura 8A se observa la colonia 4, la cual presenta rapida proliferacién siendo
altamente invasiva, los bordes son irregulares con un halo claro; la textura es
pulverulenta y granular; el color de la colonia es blanco con una pigmentacion difusa de
tonalidad verde, el reverso es liso y no presenta color. Dentro de las caracteristicas
microscopicas que se muestran en las Figuras 8B, 8C y 8D, se observa conidioforos
lisos, hialinos e irregulares, una vesicula semiesférica y biseriada, fialides y conidios
dispuestos en toda la superficie, caracteristicas descritas por autores como Barnett y
Hunter (1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et al. (2008), Pitt y Hocking
(2009) y Arenas (2014) para la identificacién de hongos del género Aspergillus.

Figura 8.- Colonia de Aspergillus spp. (A)Caracteristicas

macroscopicas. (B) y (C) Conidiéforos tefiidos con azul de lactofenol.

(D) Conidioforo tenido con lactofenol blanco observado a 40x.
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5.2.5 Caracterizacién de la colonia tipo 5

La colonia tipo 5 prolifer6 a las 48 horas de cultivo, en la Figura 9A, se muestra la textura
de la colina la cual es algodona, de forma y bordes irregulares; presenta un halo claro y
un color blanco con una pigmentacion verde, con un reverso liso y sin coloracion. Para
las Figuras 9B, 9C y 9D, se observo la presencia de conidiéforos hialinos, ramificados y
sin septos, una vesicula semiesférica uniseriada con fialides en disposicion radiada sobre
la mitad superior de la vesicula. Las caracteristicas descritas son similares a diversos
autores como Barnett y Hunter (1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et
al. (2008), Pitt y Hocking (2009) y Arena (2014), para la descripcién del género
Aspergillus.

RO e R
R R
Figura 9.- (A) Colonia de Aspergillus spp. (B) y (C) Tejido micelial
tefidos con azul de lactofenol. (D) Tejido micelial tefildo con lactofenol

blanco observados a 40x.
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5.2.6 Caracterizaciéon de la colonia tipo 6

La colonia tipo 6 se describe en la Figura 10A, presenta bordes irregulares, halo claro,
textura algodonosa y un color blanco con pigmentacién verde; el reverso es amarillo con
surcos radiales. Para las caracteristicas microscopicas se observa un conidiéforo de
paredes hialinas, rugosas e irregulares, la cabeza es biseriada con una vesicula semi-
esférica y conidios en disposicion de cadenas como se muestra en la Figuras 10B, 10C
y 10D. Esta descripcion se contempla dentro del género aspergillus al compararla con
autores como Barnett y Hunter (1987), Navi et al. (1999), Abarca (2000), Washington et
al. (2008), Pitt y Hocking (2009) y Arenas (2014). Dado que se presentan dudas con

respecto a la caracterizacion de este hongo se envié a otra institucién para un analisis

molecular.
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Figura 10.- Colonia de Aspergillus spp. (A) Caracteristicas
macroscopicas. (B), (C) y (D) Tejido micelial tefiido con lactofenol azul,
observados a 40x.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion mostraron un total de 85 colonias,

de las cuales para el Género Aspergillus se obtuvieron 59 colonias, para Cunninghamella

se obtuvieron 6 colonias y 20 colonias no fueron identificadas. En la Tabla 13 se muestra

la proliferacion de 12 colonias para las muestras seleccionadas en los establecimientos

1, 3y 7, seguidos por las muestras de los establecimientos 4 y 5 donde se observaron

11 colonias y por ultimo las muestras de los establecimientos 2, 6 y 8 que mostraron 9

colonias.

Tabla 13. Frecuencia de colonias de hongos presentes en granos de maiz almacenados

(nimero y porcentaje).

Establecimiento

Colonias de hongos

(Muestras) Aspergillus %  Cunninghamella % NI* % UFC
sp. sp. Total
1 10 83.3 0 0 2 16.6 12
2 8 88.8 0 0 1 11.1 9
3 6 50 5 41.6 1 8.3 12
4 8 72.7 0 0 3 27.2 11
5 10 90.9 0 0 1 9.09 11
6 6 66.6 1 11.1 2 22.2 9
7 5 41.6 0 0 7 58.3 12
8 6 66.6 0 0 3 33.3 9
Total 59 69.4 6 7.05 20 23.5 85

*NI= No Identificado

Los resultados mostraron que el 100 % de las muestras presentaron contaminacion por

hongos, siendo estos, mayores a los resultados obtenidos por Herndndez-Delgado et al.
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(2007) quienes en un estudio similar obtuvieron un 71.7 % de la presencia de hongos en

granos de maiz almacenados.

En los resultado el género Aspergillus presentd el mayor porcentaje (69 %) de
contaminacion en los granos de maiz, estos resultados son superiores a los obtenidos
por Hernandez-Delgado et al. (2007) quienes encontraron una incidencia del 40 % del
género Aspergillus en un estudio realizado en granos de maiz almacenado en
Tamaulipas, México. Sin embargo, coinciden con los resultados alcanzados por Soliman
(2003), quien obtuvo una contaminacion en los granos de maiz por el género Aspergillus
del 70 %, 70 % y 60 %, en 3 provincias de Egipto, Dagahlia, Gharbia y Kafer el-sheikh,
respectivamente. Por otra parte, Chauhan et al. (2016) también reportan la presencia del
75 % de este mismo hongo en granos de maiz, en la zona Gedeo, Etiopia. Esto pudo ser
debido, a que este hongo representa un género que es ubicuo y que predomina en climas
tropicales, célidos y humedos, ademas de que poseen la capacidad de proliferar en una
gran cantidad de sustratos (Lazo y Sierra 2008; Castrillo et al., 2013) siendo los granos
de maiz muy propensos a la contaminacién de hongos de este género (Karami-Osboo et
al., 2012). Ademas, el género Aspergillus es capaz de producir infecciones denominadas
“aspergilosis” que afectan al ser humano, se presentan mediante cuadros clinicos como
aspergilosis invasiva, aspergilosis crénico pulmonar y aspergilosis broncopulmonar
alérgica (Valle et al., 2010; Fortun et al., 2012), aunado a esto es uno de los principales
hongos micotoxigénicos, por lo tanto, su presencia en los granos de maiz debe ser motivo
de alerta debido al riesgo que representa por su produccion de aflatoxinas (Castrillo et
al., 2013).

Cunninghamella spp., es un patégeno oportunista inusual, que pertenece al orden de los
Mucorales y causa infeccion en pacientes inmunosuprimidos (Ferrara et al., 2017), estas
infecciones se denominan Murcomicosis, dentro de las manifestaciones mas
frecuentemente asociadas a ellos estan las infecciones rinocerebral, pulmonar,
gastrointestinal, cutdnea y diseminada (Arias y Garzén, 2010). Las infecciones por
Cunninghamella son infrecuentes per particularmente severas y asocian elevada

mortalidad (Gonzéales-Abad y Alonso, 2013). Para los resultados ElI género
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Cunninghamella fue el que menor cantidad de colonias presentd en los granos de maiz,
solo el 7 % de los aislamientos pertenecieron a este hongo; estos resultados son bajos
comparados con los resultados reportados por Soliman (2003), quien obtuvo un
porcentaje de frecuencia del 20 % para una especie de cunninghamella presente en
granos de sorgo; Ademas otros autores como Franco et al. (2014), determinaron la
presencia de cunninghamella en 4 de 21 muestras en granos de café y Agwanande et

al. (2016), encontraron la presencia de cunninghamella en maiz.

Otro factor que influye en la contaminacion de los granos de maiz almacenados por
hongos son las condiciones de los establecimientos, donde los granos estan expuestos
a la intemperie en contenedores de plastico o de madera para su comercializacion; estos
recipientes no cuentan con tapas que protejan a los granos de agua de lluvia, del sol, del
polvo, de las plagas y otros contaminantes ambientales; ademas, los granos que no se
vierten en estos contenedores, son almacenados en costales apilados en el suelo, dentro
de instalaciones con mala ventilacion y en algunos casos en lugares sucios. Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Hernandez-Delgado et al. (2007). Por otra
parte, Abedeta et al. (2018) quienes en estudios realizados sefialan que las malas
practicas y estructuras de almacenamiento inadecuadas son sistemas tradicionales que
promueven la proliferacion de patdégenos; en tales condiciones, los productos
almacenados como el maiz son vulnerables la contaminacioén por hongos. Asi mismo,
Arroyo-Manzanares et al. (2014) y Agwanande et al. (2016) mencionan que es importante
tomar en cuenta las condiciones ambientalesy que los requerimientos Optimos que
necesitan los hongos para proliferar como son una temperatura de 20 a 40 °C y una
humedad relativa de 70 - 90 %, debido a lo anterior, las condiciones climéticas en
Tabasco son adecuadas para el desarrollo de hongos y la producciéon de micotoxinas en

granos de maiz almacenados (Blancas, 2007; Carvajal, 2013; Arenas, 2014).
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5.3 Cuantificacion de aflatoxinas mediante HPLC-UV-VIS.

La cuantificacion de las aflatoxinas se llevé a cabo en los extractos, como previamente
se ha descrito en el apartado 4.3.1. La calibracion se realizé empleando una curva de

calibracion preparada a partir de:

Para determinar la AFG2 se utilizaron concentraciones de 0.037, 0.074, 0.111, 0.222 y
0.296 ug pL, donde se obtuvo la siguiente ecuacidon de regresion y= 3E+06x - 33703,
donde y=area y x=cantidad de AFG2. La curva de calibracion es lineal en el rango

evaluado, y el coeficiente de determinacién (R?) fue de 0.9811.

Para la AFGa se utilizaron concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.6 y 0.8 pg yL, obteniéndose
la siguiente ecuacién de regresion y= 3E+06x — 63072, donde y=area y x= cantidad de
AFGai. La curva de calibracion es lineal en el rango evaluado, y el coeficiente de
determinacioén (R?) fue de 0.9896.

Para la AFB:2 se utilizaron concentraciones de 0.028, 0.056, 0.084, 0.168 y 0.224 ug uL,
obteniéndose la siguiente ecuacion de regresion y= 4E+6x — 22660, donde y=area y x=
cantidad de AFB:z. La curva de calibracion es lineal en el rango evaluado, y el coeficiente
de determinacion (R?) fue de 0.9851.

Para la AFB1 se utilizaron concentraciones de 0.116, 0.232, 0.348, 0.696 y 0.928 ug L,
obteniéndose la siguiente ecuacion de regresion y= 4E+06x — 69436, donde y=area y x=
cantidad de AFBa1. La curva de calibracién es lineal en el rango evaluado, y el coeficiente
de determinacion (R?) fue de 0.9844.

El volumen de inyeccion de la mezcla estandar diluida fue de 20 pL y se obtuvo una

excelente linealidad para cada compuesto, todas con coeficiente de determinacion (R?)

mayor a 0.98, como se observa en la Figura 11.
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Figura 11.- La linealidad de las curvas de calibracion (con un volumen de inyeccion de
20 pL de la mezcla estandar de aflatoxinas.

En este estudio se obtuvo la presencia de uno de los principales géneros de hongos
productores de micotoxinas en muestras de maiz que se destinan al consumo humano,

aunado a esto se encontraron concentraciones de 4 tipos de aflatoxinas (B1, B2 G1y G2).

En la Tabla 14, se observan los niveles de aflatoxinas para cada establecimiento
evaluado. El 100 % de las muestras analizadas resulté positivo para al menos alguno de
los 4 tipos de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1y AFG2), con valores que oscilan entre una
concentracion minima de 55.22 ug kgt y una maxima de 1 256.35 ug kg, que varian
dependiendo el tipo de aflatoxina, 2 de las muestras presentaron una contaminacion
sinérgica con los 4 tipos de aflatoxinas, presentando un riesgo mayor para la poblacion,

en otros casos no logré detectarse niveles de alguno de los 4 tipos de aflatoxinas.
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Tabla 14. Concentracion de 4 tipos de aflatoxinas (ug kg) en muestras de maiz de

cardenas, Tabasco.

Muestra AFG2 AFG1 AFB:2 AFB1
1 143.83+£0.20 326.87 +0.46 55.22 + 0.08 623.04 £ 0.88
2 384.90+0.09 167.11+0.01 1 256.35 £ 0.017 268.71 +0.04
3 ND* ND* 104.52 + 0.02 ND*
4 377.34+0.13 355.84+0.10 362.00 +0.10 ND*
5 311.57 +0.08 ND* ND* ND*
6 666.08 £ 0.08 215.73+0.01 ND* ND*
7 356.11 +0.12 ND* 333.51+0.10 ND*

* ND-NO DETECTADO

La AFB1 se encontro en el 29 % de las muestras, las concentraciones detectadas fueron
una minima de 268.71 ug kg* para la muestra 1 y una maxima de 623.04 ug kg para la
muestra 2. A su vez la AFG:2 tuvo la mayor presencia, detectada en el 86 % de las
muestras, con una concentracion minima de 143.83 ug kg y una concentracién maxima
de 666.08 ug kg?, para la muestra 3 no fue detectada. Del mismo modo se detect6 la
AFG:1 en el 57 %, la concentracién mas baja fue de 167.11 ug kgt en la muestra 2 y la
muestra 4 present6é la concentracién mas elevada con 355 pg kg, para las muestras 3,5
y 7 no se detect0 esta aflatoxina. Por ultimo, se determinaron los valores para la AFB: la
cual presentd un porcentaje de contaminacion del 71 % de las muestras, obteniéndose
los valores mas bajos 55.22 ug kg? en la muestra 1y los valores mas altos de 1 256.35
ug kg para la muestra 2, esta aflatoxinas no fue detectada en las muestras 5y 6. Estas
concentraciones son comparables con los valores reportados por Warth et al. (2012)
quienes reportaron en Burkina Faso, Africa, que el 50 % de sus muestras de maiz
destinado a consumo humano presentaba contaminacién por las aflatoxinas en
diferentes concentraciones AFB:1 (3.4 - 636 ug kgt), AFG2 (13.2 ug kgt), AFG:1 (12.3 -
56.8 ug kgt), AFB2 (7.4 - 46.3 ug kg?) y en Mozambique reportaron valores para AFB1
de 16.3 - 363 ug kg, AFG: valores de 9.6-40.2 ug kg, AFG1 valores de 19.7-256 ug kg

1y para AFB2 concentraciones que oscilaban entre 6.9-31.4 ug kg™.
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Las concentraciones encontradas en esta investigacion para la aflatoxina B1 fueron
valores que oscilan entre 268.71 y 623.04 ug kg, estas concentraciones son menores
a las reportadas por Pleadin et al. (2015) quienes reportaron una concentracion maxima

de 2072 ug kg* en Croacia para muestras de maiz obtenidas en granjas.

En este estudio la AFG:2 fue la aflatoxina con mayor presencia, encontrdndose hasta en
un 86 % de las muestras, seguida de la AFB2 que se encontré en el 71 %, la AFG1 con
un 57 % y por ultimo la AFB1 en un 29 %, con estos resultados encontramos que hay
mayores concentraciones de las aflatoxinas que son menos peligrosas para los humanos
de acuerdo a Carvajal (2013) quien ordena las AF acorde a su nivel de peligrosidad y
toxicidad en el siguiente orden: AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2. La importancia de las
aflatoxinas es principalmente su capacidad de bioacumulacién en el cuerpo humano,
debido a esto la exposicion crénica a las aflatoxinas tiene repercusiones para la salud,
afectando 6rganos como el higado y el rifién, causando cancer hepético y relacionandose
con otros tipos de cancer (Urrego y Diaz, 2006 y Carvajal, 2013). En México, sélo existen
normativas para las aflatoxinas totales, sin embargo, no hay normas que sean
especificas para cada aflatoxina, especificamente para la B1 (Martinez et al., 2013a), la
cual es el hepatocarcin6geno mas potente, se encuentra clasificada en el Grupo 1 como
carcinégeno para los humanos por la Agencia Internacional para la Investigacion del
Céancer (IARC) (Pleadin et al., 2015).

Para las concentraciones de aflatoxinas totales se realizé la suma de las concentraciones
de los 4 tipos de aflatoxinas. En la Figura 12 se presentan las concentraciones de
aflatoxinas totales para cada muestra, en la cual la muestra 2 presentd la mayor
contaminacién por aflatoxinas totales con una concentracién de 2077.7 ug kgty el

establecimiento 3 presentd una concentracion minima de 104.52 ug kg.
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Figura 12.- Concentracion de aflatoxinas totales (suma de AFG2, AFG1, AFB2 y
AFB1), en muestras de maiz destinado al consumo humano.

El tipo y la cantidad de micotoxinas producidas por una especie fungica pueden variar de
un afo a otro y depende de la especie del hongo, de un mal manejo de los granos y de
igual manera se asocia a de parametros climaticos como el factor mas critico, la
contaminacion por aflatoxinas se presenta con mayor frecuencia en regiones célidas,
hamedas, tropicales y subtropicales (Karami-Osboo et al., 2012; Martinez et al., 2014;
Pleadin et al.,, 2015; Londofio-Cifuentes y Martinez-Miranda, 2017), todas estas
condiciones son favorables en la entidad, cabe destacar que muestras con porcentajes
relativamente bajos de hongos del género Aspergillus arrojaron resultados considerables
de Aflatoxinas. En Tabasco no se cuenta con estudios previos sobre la incidencia de
aflatoxinas presentes en maiz o algun otro grano, sin embargo, las concentraciones
reportadas son altas comparadas con Mejia et al. (2014) quien reporta concentraciones
de 1.0y 1.2 ug kg de aflatoxinas, en muestras de maiz y que sefialan al maiz como uno

de los cereales mas susceptibles a la contaminacion por aflatoxinas
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Todas las concentraciones obtenidas de las muestras de maiz se encuentran por encima
de las normas NOM-247-SSA1-2008 y NOM-188-SSA1-2002, las cuales establecen
como limite maximo permisible 20 ug kg de aflatoxinas totales para maiz. Debido a que
estos granos se comercializan a diario en la entidad, autores como Martinez et al. (2014)
y Zuki-Orozco et al. (2018) sugieren la necesidad de mantener informados tanto a
consumidores como a los vendedores de estos granos, sobre los riesgos que conlleva el
consumir alimentos contaminados con aflatoxinas, como son las enfermedades
hepéaticas y varios tipos de cancer en México, ya que estas toxinas se han encontrado

en algunos componentes de la dieta mexicana.
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6. CONCLUSIONES

En las muestras de maiz se encontraron 85 colonias de hongos, los cuales se clasificaron
en 7 tipos. A partir de la caracterizacion macro y microscopica se identificaron los hongos
a nivel de género, encontrando 5 hongos pertenecientes al género Aspergillus y 1 un
hongo del género Cunninghamella.

Se identificaron 4 tipos de aflatoxinas (AFBi1, AFB2, AFG1 Y AFGz), presentes en los
granos de maiz, siendo la AFB:2 la que presento la mayor concentracion con 1,256.35 g
kg*. El 100 % de las muestras superaron los limites maximos permisibles, establecidos
por las NOM-247-SSA1-2008 y NOM-188-SSA1-2002 de 20 ug kg, para la suma de
aflatoxinas totales, las concentraciones encontradas fluctuaron entre 104.52 ug kgt 'y
2077.07 pg kg2.

51



7. RECOMENDACIONES

Estos resultados muestran, la importancia de conservar las condiciones de
almacenamiento para evitar el desarrollo de hongos y a su vez la proliferacion de
aflatoxinas, de igual manera se deben mantener las condiciones asépticas dentro de los
establecimientos que se dedican a la comercializacién de los granos, asi como contar
con recipientes adecuados que garanticen la proteccion de estos contra plagas y
fendmenos atmosféricos como la lluvia, el viento y el sol. Se requiere un monitoreo
continuo sobre los granos de maiz y otros alimentos, por parte de las autoridades
sanitarias, ademas, de aplicar las normas establecidas para regular las concentraciones
de contaminacién tomando en cuenta a las aflatoxinas y las interacciones de estas con

otras micotoxinas por su accion sinérgica y sus efectos sobre la salud humana.
Aunado a esto es necesario capacitar a los expendidos y consumidores sobre los dafios

ocasionados por el consumo de granos contaminados con hongos y sus micotoxinas y

los efectos secundarios que presentan en la salud humana y animal.
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