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I. RESUMEN

Las micotoxinas son productos secundarios del metabolismo de muchos hongos y son
toxicas para humanos y animales. Las mas frecuentes son las aflatoxinas, fumonisinas y

ocratoxinas producidas principalmente por especies de Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

Debido a la importancia del maiz en el consumo humano y su impacto en la salud, el
objetivo de este estudio fue determinar si el maiz que se consume en Tecpéan, Chimaltenango

presenta aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas y hongos con potencial micotoxigénico.

Lo anterior se llevd a cabo por medio de la medicion del porcentaje de humedad y pH
del maiz, aunado a una prueba preliminar para la determinacion de las micotoxinas por medio
de irradiacion con luz ultravioleta a 365 nm y una prueba confirmatoria de ELISA competitiva

directa, asi como el aislamiento de hongos potencialmente micotoxigénicos,

Se obtuvieron ocho muestras, siete de Tecpan y una del Instituto de Ciencia y
Tecnologia (ICTA) de Quetzaltenango. El porcentaje de humedad de las muestras varié entre
8.5% a 14.8% y el pH entre 6.02 a 6.58. Ninguna presento fluorescencia al ser irradiada con
luz UV vy las concentraciones de aflatoxinas fueron < 2 ppb, las de ocratoxina A fueron 3.6 a
37.2 ppb, sin detectarse fumonisinas. Ademas, se aislaron 104 cepas, de las que se identificaron
15 hongos, de los cuales el de mayor porcentaje pertenecio al género Acremonium con un

27.88%, seguido de Aspergillus y Penicillium ambos con 11.54%.

De acuerdo con los datos obtenidos se puede inferir que las muestras analizadas
provenientes de Tecpan e ICTA no son aptas para el consumo humano ya que las
concentraciones para ocratoxina A, fueron mayores a los limites sugeridos por la FDA (Khoury
& Atoui, 2010). Sin embargo, los valores para aflatoxinas y fumonisinas se encontraron dentro
de los limites permisibles, tanto para la FDA como para COGUANOR.

Se recomienda realizar andlisis de las concentraciones de micotoxinas por el método de
Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas (HPLC/MS) y
utilizar un enfoque polifasico que combine fenotipo, fisiologia, secuenciacion genética y
metabolitos secundarios para la identificacién hasta especie de hongos potencialmente

micotoxigénicos.



1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Las micotoxinas son metabolitos fungicos producidos principalmente por varias
especies de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium, entre otros, las cuales son
responsables de efectos toxicos y cancerigenos. Estas micotoxinas se producen en diversos
granos tales como el maiz, mani y otros alimentos, cuando las condiciones de cosecha y
almacenamiento de los mismos son inapropiadas. Algunas micotoxinas importantes son las
aflatoxinas, las fumonisinas y las ocratoxinas, las cuales son hepatotdxicas y cancerigenas para
animales y humanos, ademas de producir malnutricion cronica e inmunosupresion (Gimeno y
Martins, 2011).

En Guatemala se ha comprobado que existe una alta prevalencia de aflatoxinas y
fumonisinas en maiz procedente de los mercados de 22 departamentos del pais, segun fue
demostrado en un estudio realizado en el afio 2012 (Torres et al., 2015). Por otra parte, la

ocratoxina A se ha encontrado en alimentos para aves de corral (Gémez y Lednidas, 2009).

Debido que el maiz es uno de los cultivos mas importantes del pais y es un componente
esencial en la cultura y en la dieta de la poblacion, principalmente en el &rea rural, en este
trabajo se aislaron géneros fangicos que colonizaron el maiz que se comercializa en el mercado
del municipio de Tecpan del departamento de Chimaltenango, asi como se determiné las
aflatoxinas totales (B1, B2, G1 y G2), ocratoxina A y fumonisinas totales (FB1, FB2 y FB3)
por el método de ELISA competitivo directo. Se analizd también, maiz certificado procedente
del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas —ICTA- de Quetzaltenango, a manera de

comparacion.

Los resultados de este estudio demostraron la colonizacion por géneros fangicos y la
presencia de micotoxinas en los granos de maiz que se consumen en la localidad antes
mencionada, para posteriormente recomendar condiciones apropiadas de almacenamiento que
eviten que la poblacion se exponga a micotoxinas. Este trabajo forma parte del proyecto macro
“Diversidad de macrohongos y microhongos de Guatemala” que se ejecuta en el Unidad de
Biodiversidad, Tecnologia y Aprovechamiento de Hongos, del Departamento de

Microbiologia.



I11. ANTECEDENTES

A. Micotoxinas y micotoxicosis

Las micotoxinas (del griego mikes “hongo” y el latin toxicum “veneno’) son productos
secundarios del metabolismo de muchos hongos y son tdxicas para los seres humanos, animales
y plantas. Estas se producen cuando la fase de crecimiento miceliar llega a su etapa final, asi
como durante la fase estacionaria, a menudo asociadas con la diferenciacion y la esporulacion
del hongo (Medeiros et al., 2012).

Las micotoxinas, al ser moléculas relativamente pequefias (<700 kDa), pueden
contaminar los alimentos, los piensos o las materias primas utilizadas para la elaboracion de
los mismos lo que origina un grupo de enfermedades y trastornos denominados micotoxicosis

(Arrda, Moura, y Ferndndez, 2013).

Por otra parte, las micotoxicosis son intoxicaciones provocadas por inhalacion, contacto
directo o ingestion de alimentos contaminados con micotoxinas. Segun la concentracion,
tiempo de exposicién y factores como edad, sexo, dieta o cualquier otra condicion general de
cada individuo, pueden clasificarse como: a) micotoxicosis aguda, se produce cuando se
consumen micotoxinas en concentraciones desde moderadas a altas, lo que causa enfermedades
de corta duracién y rapida progresion e incluso la muerte y b) micotoxicosis crénica, se produce
por la ingesta de niveles de micotoxinas moderados o bajos, lo que causa enfermedades de
larga duracion y de progresion lenta (Martinez-Larrafiaga y Anadon, 2012).

Entre las micotoxinas mas frecuentes y causantes de micotoxicosis, se encuentran las
aflatoxinas, las fumonisinas y las ocratoxinas, las cuales son producidas por especies de hongos
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium (Gimeno y Martins, 2011).

1. Aflatoxinas (AFs)

Son compuestos quimicos producidos principalmente por Aspergillus flavus y A.
parasiticus y son mas frecuentes en cultivos de regiones tropicales y subtropicales del mundo.
La contaminacion puede ocurrir en el campo, asi como en la postcosecha y también en las

condiciones de almacenamiento (Yao, Hruska, & Di Mavungu, 2015).



Las aflatoxinas pueden dividirse en AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 y AFM2. De
ellas, A. flavus produce AFB1 y AFB2, en tanto que A. parasiticus y A. nomius producen AFB1,
AFB2, AFGly AFG2 (Yao et al., 2015). AFB1 es la mas frecuente y tdxica, asi como el méas
potente carcindgeno natural y, segun la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
(IARC) se designa dentro del Grupo 1 el cual se considera como agentes carcindgenos en

humanos (International Agency for Research on Cancer, 1993).

AFB1y AFG1 son el resultado del metabolismo de A. flavus, A. parasiticus y A. nonius,
las cuales en condiciones de pH &cidos dan origen a la AFB2 y AFG2, respectivamente, por
medio de una reaccién de hidrogenacion (Kensler, Roebuck, Wogan, & Groopman, 2010). Por
otra parte, las AFM1 y AFM2 (derivados monohidroxilados de AFBl1 y AFB2
respectivamente) se producen después de que los mamiferos, incluidos los seres humanos

ingieren alimentos contaminados, que son secretados en la leche materna (Yao et al., 2015).

a. Caracteristicas

Quimicamente son cumarinas que contienen unido un resto dihidrofurano, con anillos
de bifurcacion y configuracion tipo lactona (Anexo 1). La denominacion AFB y AFG fue
otorgada debido a la capacidad de emitir fluorescencia bajo la luz UV: B, color azul (Blue) y
G, color verde (Green). AFB1 y AFG1 poseen un enlace insaturado en la posicion 8,9 en el
anillo terminal de furano, en el que se demostrd que una epoxidacion en esta posicion era critica

para su potencial cancerigeno (Kensler et al., 2010).

b. Toxicidad

AFBL es la forma mas prevalente y potente de estas toxinas. Sin embargo, requiere ser
activada metabolicamente en el ser humano a través del higado a su forma carcindgena
definitiva, por medio de un proceso que se realiza principalmente por el sistema citocromo
P450 (CYP) monooxigenasa. La AFB1 se metaboliza en un epoxido reactivo AF-8,9-epéxido,
reaccion catalizada por CYP1A2 y CYP3A4. La formacion de este epdxido abre tres rutas
principales de metabolismo en humanos: la primera, donde el epdxido puede reaccionar
mediante la interaccién con el &cido desoxirribonucleico (ADN) para producir un aducto
AFB1-N7-Guanina (Kensler et al., 2010). La palabra aducto se origina por la contraccion de

las palabras adicion y producto y se refiere a una entidad quimica que se produce por la unién
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de dos moléculas mediante un enlace covalente (Moncada, 2003). Este aducto es inestable en
el ADN vy sufre rapidamente despurinacion y se excreta en la orina. La segunda, el epdxido
puede formar productos que reaccionan con la albimina del suero para formar aductos de lisina
de larga vida (AFB1- ALB sérica). La tercera, el epoxido puede ser conjugado por la enzima
glutation S-transferasa (GST), que se metaboliza adicionalmente para formar AF-acido
mercaptarico que es un producto de desintoxicacion que puede ser excretado en la orina (Wu,
2015).

En las personas, las diferencias en la susceptibilidad a las aflatoxinas producidas por
los diferentes tipos de esta micotoxina dependen en gran medida de la fraccion de la dosis que
se dirige hacia diversas vias posibles (sanguinea, urinaria, hepatica) y son el resultado de la

activacion con el epdxido, el cual reacciona con las proteinas y el ADN (Williams et al., 2004).

c. Aflatoxicosis

Se define como la intoxicacion que resulta de la ingestion de aflatoxinas. Se han
identificado dos formas de aflatoxicosis: intoxicacion aguda e intoxicacion cronica (Gimeno y
Martins, 2011).

Williams y colaboradores en el 2004, realizaron una revision de literatura de las
especies de hongos micotoxigénicos, en la cual se demostro evidencia clara que la dosis y la
duracion de la exposicién a la aflatoxinas, tienen un efecto importante en la toxicidad y ademas
pueden causar una serie de consecuencias: a) grandes dosis dan origen a necrosis hemorragica
del higado, proliferacion celular en las vias biliares, edemay letargo, las cuales conducen a una
intoxicacion aguda que resulta en dafio hepatico (cirrosis) y la muerte. b) dosis subletales
provocan vomitos, dolor abdominal, edema pulmonar e infiltracién grasa y necrosis del higado
las cuales conducen a una intoxicacion cronica que tiene consecuencias nutricionales e

inmunoldgicas.

d. Potencial cancerigeno

Para los seres humanos son agentes promotores de cancer en el higado y cancer de
pulmon. El aumento del riesgo de hepatomas es causado por mutaciones de delecion en el gen

supresor de tumores p53 y la activacion de oncogenes dominantes. El riesgo de cancer debido
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a la exposicion a las diversas formas de aflatoxinas esta bien establecido y se basa en la dosis
acumulativa de por vida. En muchos paises en desarrollo se observa una fuerte sinergia entre
AFBL con los virus de la hepatitis B (VHB) y hepatitis C (VHC) para producir cancer de higado
(Anexo 2 y 3). En personas con antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ) positivo, las
aflatoxinas son 30 veces mas potentes que en personas sin el virus y el riesgo relativo de cancer
para los pacientes con VHB se incrementa desde 5% a 60% cuando se combina con la

exposicion a aflatoxinas (Kensler et al., 2010).

e. Niveles de concentracion maxima

La Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos ha establecido al igual que
la IARC que identifica a las aflatoxinas como carcindgenos de Clase 1, que se permita una
concentracion maxima de esta toxina de 20 ppb en productos destinados al consumo humano
y 0.5 ppb en leche en Estados Unidos (Kensler et al., 2010). Por otra parte, en algunos paises

europeos es de 4 ppb en alimentos basicos (Williams et al., 2004).

En Guatemala, la Norma COGUANOR NGO 34 052h2 actualmente vigente, establece
que el contenido de aflatoxinas en el maiz no debe de ser mayor a 20 pg/kg equivalente a 20

ppb (Ministerio de Economia, 1992).

2. Fumonisinas (FBs)

F. verticillioides es el principal productor de varias toxinas entre las cuales las
fumonisinas son mayoritarias. Estas micotoxinas fueron aisladas y descritas por primera vez
en Sudéfrica en 1988 cuando buscaban el agente causal de la leucoencefalomalacia equina, que
se asociaba con el consumo de maiz mohoso (De la Torre-Hernandez, Sanchez-Rangel,

Galeana-Sanchez, y Plasencia-de la Parra, 2014).

a. Caracteristicas

Las fumonisinas son compuestos que tienen una estructura linear de 20 atomos de
carbono con grupos metilo e hidroxilo, un grupo amino y dos moléculas de acido tricarboxilico
esterificadas en C14 y C15 (Anexo 4). Las fumonisinas estan divididas en grupos estructurales

distintos designados con las series A, B, C y P. Las mas importantes desde el punto de vista de
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seguridad alimentaria son FB1 y FB2 pues aparecen con frecuencia en productos agricolas de
todo el mundo, principalmente el maiz. Los principales hongos productores de fumonisinas son
F. verticillioides, F. proliferatum y otras especies del género, aunque recientemente se ha
descubierto que la FB2 también puede ser producida por A. niger (Abrunhosa et al., 2012).

b. Toxicidad

Se encuentran catalogadas dentro del Grupo 2B de acuerdo con la IARC, el cual las
considera como agente posiblemente carcindgeno. Debido a que las fumonisinas tienen una
estructura quimica similar a la cadena larga de los precursores de los esfingolipidos, se
considera que el metabolismo de estos ultimos es el blanco de la accion toxica de las
fumonisinas. El metabolismo de los esfingolipidos consta de dos etapas, la sintesis de novo a
partir del complejo serina palmitoil-Coenzima A y el recambio de esfingolipidos que incluye
la hidrélisis de esfingolipidos complejos. En ambas etapas interviene la enzima ceramida
sintetasa, la cual es blogueada por la accion de la fumonisina. Este bloqueo conlleva a la
inhibicion de la sintesis de ceramida y por lo tanto, a un incremento de la esfinganina y la
esfingosina y a una mayor degradacion de las bases esfingoides provenientes de la dieta, que
finalmente conduce a una reduccion en la formacion de esfingomielina (Torres-Sanchez y
Lépez-Carrillo, 2010).

En el cuerpo humano este mecanismo produce el agotamiento de los esfingolipidos
complejos (ceramida, esfingomielina y glicofosfolipidos) y la acumulacion de las bases
esfingoides (esfinganina y esfingosina) que alteran las funciones celulares que favorecen el
estrés oxidativo y la proliferacion de peroxisomas, que daran origen a un dafio neural, hepético
y nefrdtico. A través de la activacion del factor de necrosis tumoral, la exposicion a FB1
también altera el balance de muerte celular y replicacién, de esta forma contribuye a la

carcinogénesis (Torres-Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010).

Un mecanismo adicional que se ve alterado por FB1 es el metabolismo del folato. La
incorporacion de folato a la célula depende de dos proteinas presentes en la membrana que
requiere esfingomielina para su adecuado funcionamiento: el transportador de folato reducido
(hRFC1) y el receptor de folato (RF). En condiciones de deficiencia de esfingomielina,

disminuye la incorporacion de folato a la célula y se produce un estado deficiente del mismo



que lleva a un dafio en el tubo neural del embridn en mujeres embarazadas (Abrunhosa et al.,
2012).

c. Niveles de concentracion maxima

La FDA ha establecido niveles de accion para fumonisinas totales (FB1 + FB2 + FB3)
en maiz y piensos. Para la alimentacion de humanos el nivel de accion es de 2 a 4 ppm (De la
Torre-Herndndez et al., 2014). En Guatemala no existe una normativa vigente donde se
establezca las concentraciones méximas permisibles para fumonisinas totales en maiz u otros

granos.

3. Ocratoxinas (OTys)

Las ocratoxinas son micotoxinas que resultan del crecimiento de A. ochraceus y A.
ostianius asi como de P. verrucosum en el grano de maiz almacenado en un rango de porcentaje

de humedad de 15 a 19% y temperaturas mayor o iguales a 15°C (Petzinger & Ziegler, 2000).

a. Caracteristicas

Existen varios tipos de ocratoxinas, entre las cuales se encuentran la ocratoxina A
(OTA) la que se considera de mayor toxicidad y estd compuesta de una molécula de
isocumarina y una de fenilalanina unida por un enlace amida (Anexo 5). La ocratoxina B (OTB)
es producto de un derivado no clorado de OTA, pero con caracter menos téxico. Por ultimo,
existe también la ocratoxina C (OTC), la cual es un derivado esterificado de OTA y tiene escaso

potencial téxico (Tozlovanu, Faucet-Marquis, Pfohl-Leszkowicz, & Manderville, 2006).

OTA es un acido organico debil que posee una estructura cristalina, asi como una
intensa fluorescencia verde bajo luz UV en medio 4cido y fluorescencia azul en condiciones
alcalinas. La particularidad de esta toxina se debe a su alta estabilidad, ya que se ha demostrado
que posee resistencia a la acidez y altas temperaturas, por lo tanto, una vez que contamina los
productos alimenticios es muy dificil de eliminarla totalmente. Solamente se degrada
parcialmente en condiciones normales de coccidn, puesto que puede resistir tres horas de alta
presion de vapor (121°C), e incluso a 250 °C su destruccion no es completa. Sin embargo, la

molécula se degrada a un bajo nivel de humedad cuando ha sido tratada con un exceso de
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hipoclorito de sodio (NaClO). Por otra parte, la exposiciéon a la luz UV es un factor de
degradacion (Khoury & Atoui, 2010).

b. Toxicidad

Tras el descubrimiento de nefropatias espontaneas en humanos y animales, Faucet,
Pfohl-Leszkowicz, Dai, Castegnaro & Manderville en 2004, llevaron a cabo estudios
experimentales con el fin de demostrar la implicacién de la OTA en estas enfermedades y
demostraron que la molécula puede tener varios efectos nefrotoxicos, hepatotoxicos,
neurotdxicos, teratogénicos e inmunotdxicos en varias especies de animales. Ademas, puede
causar tumores renales y hepaticos en ratones y ratas, sin embargo, la toxicidad varia en funcién
del sexo, la especie y el tipo celular de los animales estudiados. También se ha revelado la
formacion de aductos de ADN tras la exposicién cronica de la OTA en ratas y exposicion aguda

en cerdos.

En la nefrotoxicidad, la nefropatia es el principal efecto toxico de OTA, ya que se ha
demostrado que juega un papel importante en la etiologia de la nefropatia porcina. Esta
micotoxina también se ha asociado con nefropatia humana y se sospecha que es la causa de la
enfermedad mortal conocida como nefropatia endémica de los Balcanes (BEN), la cual es una
enfermedad cronica intersticial que afecta a la poblacion del sudeste de Europa (LOpez de
Cerain, Gonzélez-Penas, Jimenez, & Bello, 2002). En cuanto a la neurotoxicidad, se ha
demostrado en ratones que la administracion de OTA en el periodo de gestacién induce a
muchas malformaciones en el sistema nervioso central. De la misma manera, se informé que
OTA puede considerarse como una posible causa de ciertas lesiones, asi como dafios a nivel

cerebral en humanos (Khoury & Atoui, 2010).

Bajo ciertas condiciones OTA presenta un efecto inmunosupresor potente que se
observa tanto en dosis bajas como altas. Petzinger & Weidenbach en 2002, describieron los
efectos sobre la inmunidad humoral y celular, ya que parece jugar un papel en la inhibicion de
los linfocitos T y B periféricos, lo que disminuye la proliferacion y la produccion de
interleucina 2 (IL2) y sus receptores. Por otra parte, bloquea la actividad de las células asesinas
naturales (NK), asi como la produccion de interferon. A raiz de estos resultados, OTA se ha

tomado como un importante agente inmunosupresor (Petzinger & Ziegler, 2000).



c. Carcinogénesis

Con base en la evidencia de carcinogenicidad en animales de experimentacion, se
sospecha que OTA sea un agente carcinégeno humano. Cuando se administra en la dieta
administrada a ratones, se observan tumores hepatocelulares, tumores de células renales y
nodulos hepaticos hiperplasicos. Ademas, la administracion de OTA en la dieta induce
carcinomas hepatocelulares y adenomas en ratones hembra. Sin embargo, no se ha reportado
estudios en humanos que relacionen la exposicion a OTA con el cancer humano (Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007).

d. Niveles de concentracién maxima

Aunque el FDA no ha emitido un nivel de advertencia o regulacion para OTA, se ha
acordado que los niveles de cuando menos 10-20 ppb para los productos destinados para el
consumo humano o animal pueden provocar problemas de salud y pérdidas econdmicas.
Algunos mercados extranjeros han establecido limites de regulacién entre los 5 y los 50 ppb
(Khoury & Atoui, 2010). En Guatemala no existe una normativa vigente donde se establezca

las concentraciones maximas permisibles para OTA en maiz.

4. Presencia de micotoxinas en alimentos

Los hongos pueden crecer y producir toxinas en una amplia variedad de sustratos. Las
especies fungicas toxigénicas que se encuentran mas frecuentemente en los alimentos
pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. La presencia del hongo
toxigénico en un alimento indica el posible peligro potencial, pero el diagnostico definitivo
solo se puede realizar por la identificacion de la toxina especifica, ya que la presencia del hongo
no indica por si mismo que haya evidencia de produccion de toxinas (Martinez-Larrafiaga y
Anadodn, 2012).

La presencia de micotoxinas, se evidencia en productos agricolas particularmente
cereales, granos y semillas que son la principal fuente de micotoxinas en la cadena alimentaria,
también en productos fermentados y alimentos madurados a base de levaduras, en alimentos y
productos de origen animal debido al resultado de ser alimentados con piensos contaminados

con micotoxinas, por otra parte pueden estar presentes en alimentos estropeados que dan origen
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al crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas y productos terminados conservados
0 almacenados durante mucho tiempo o en condiciones inapropiadas (Martinez-Larrafiaga y
Anadon, 2012).

5. Problematica de las micotoxinas a nivel mundial

El problema de las micotoxinas es una preocupacion mundial ya que causa importantes
pérdidas humanas y econémicas. Aproximadamente el 5-10% de la produccion mundial de
alimentos puede perderse por su causa. En los Estados Unidos se estima que la presencia de
micotoxinas en cultivos de cereales puede causar pérdidas directas de alrededor de 932
millones de dolares anuales e indirectas de mas de 466 millones. En paises subdesarrollados
extremadamente dependientes de cultivos locales (como el caso del maiz en Africa) las
micotoxinas provocan, ademas de perjuicios econdmicos, una elevada morbilidad y muerte
prematura entre la poblacion humana. Actualmente en los paises desarrollados, los efectos
toxicos mas relevantes atribuidos a las micotoxinas es ser causantes de carcinogenicidad y

debilitar el sistema inmune de los individuos (Abrunhosa et al., 2012).

Streit y colaboradores en el 2012, informaron que la contaminacion por A. flavus
productor de AF, previamente poco comun en Europa, se convertird cada vez mas en un
problema. De hecho, en el afio 2003 en el que hubo una estacion climatica caliente y seca, se
evidencio una colonizacion severa por A. flavus en maiz en el norte de Italia, ya que se demostrd
una incidencia de AFB: del 75% con una significancia de contaminacién de 44 ppb. Asi mismo,
en paises como Espafia, Republica Checa, Dinamarca, Portugal, Hungria, Suiza, Alemania,
Polonia, Rumania, Bulgaria, Croacia y el Sur de Europa se registro presencia de micotoxinas
como aflatoxinas, fumonisinas y OTA en maiz y productos relacionados con este. Asi mismo
se determinG que en regiones comunmente asociadas con climas calidos y secos, por ejemplo,
Italia, Alemania y Espafia el maiz cultivado presentaba F. verticillioides y como resultado, se

detecto la contaminacion por fumonisinas en el 34% de las muestras (Streit et al., 2012).

En muchos paises en desarrollo, la combinacién del secado insuficiente de los granos y
las condiciones atmosféricas humedas han dado como resultado niveles inaceptables de
aflatoxinas en el maiz y otros alimentos. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) report6

varios estudios en Africa que informaron niveles de aflatoxinas en alimentos basicos que
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exceden los limites permitidos por el Codex Alimentarius (World Health Organization -WHO,
2006).

En Argentina, durante varios afios se llevaron a cabo estudios que demostraron la
contaminacion de maiz con niveles por encima de 20 ppb de aflatoxinas totales en el 30% de
muestras, las cuales coincidentemente procedieron de cosechas producidas en condiciones de
sequia. Por ejemplo, en 1990 en dos sitios de produccion durante el periodo de cosecha, se
obtuvo una frecuencia de muestras positivas para aflatoxinas totales en un ambito de 24.5%
(rango de 2-22 ppb) y 31.1% (rango de 2-230 ppb) (Resnik, Costarrica, & Pacin, 1995).

En Brasil se realizaron varios estudios sobre la contaminacion por AF y la AFB1 en el
maiz en varias regiones. En el Sur, el 18% de 165 muestras fueron positivas para AFB1 y el
7.2% se encontraron mayores a 30 ppb. En el Sureste el 8.5% fueron positivas y sélo el 3.7%

tenian niveles superiores a 30 ppb (Scussel & Rodriguez-Amaya, 1985)

De las mas de 3000 muestras de maiz analizadas en Costa Rica, sélo la mitad fueron
aptas para el consumo humano ya que presentaron valores menores a 20 ppb de aflatoxinas
totales, en tanto que el 30% tenian una contaminacion mayor a 100 ppb. En otro estudio de las
3000 muestras analizadas por el Consejo Nacional de Produccién, el 17% de las muestras
presentaron contaminacion por aflatoxinas entre 20 y 220 ppb con un promedio de 50 ppb
(Resnik et al., 1995). En Cuba la mayor contaminacion por aflatoxinas se encontré en el maiz,
con una frecuencia del 25.5%. En México, el maiz vendido y distribuido a través del mayoreo
a granel en varios puntos de venta en Monterrey mostré concentraciones para AFB1 entre 5.0
a 465.3 ppb, y para AFG1 entre 1.6-57.1 ppb. De las muestras, 87.8% estaban contaminados
con aflatoxinas y 58.6% se encontraban por encima del limite legal 20 ppb (Torres, Acufia,
Naccha, Montoya, & Castrellon, 1995).

6. Presencia de micotoxinas en Guatemala

En Guatemala, donde el maiz se consume en grandes cantidades cada dia y donde la
ingesta de FB1 puede ser potencialmente alta, la exposicion a fumonisinas y/o aflatoxinas
podria ser un factor contribuyente a la aparicion de problemas de salud. Por ejemplo, el pais
presenta la quinta mayor prevalencia de retraso del crecimiento en el mundo y la mas alta de

América, también tiene la mayor incidencia y la segunda prevalencia mas alta de carcinoma
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hepatocelular humano (HCC) en los hombres en América (Eaton, Beima, Bammler, Rile, &
Voss, 2010)

También se han investigado los departamentos donde la exposicion a las fumonisinas y
aflatoxinas son probablemente las mas altas. Torres y otros (2015), analizaron 640 muestras de
maiz de los 22 departamentos de Guatemala para determinar fumonisinas y aflatoxinas totales.
Las muestras destinadas a la alimentacion humana y/o animal fueron obtenidas en mercados
locales. Los resultados mostraron que el riesgo de co-exposicion a AFB1 y fumonisinas es
potencialmente alto. EI 78% de las muestras de maiz limpio (no visiblemente mohoso)
contenian menos de 20 ppb de AFB1, en tanto que el 11% de las muestras se encontraban
mohosas y contenian AFB1 en niveles significativamente mas altos en comparacion con las
muestras que no presentaban moho. Todas las muestras fueron positivas en FB1 porque los
niveles fueron los mismos tanto para las muestras de los granos limpios como para los que

presentaban moho.

B. Factores determinantes en la produccion de micotoxinas en alimentos

Los alimentos, por su naturaleza son sustratos éptimos para el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos y existen factores que influyen en la seleccion y
multiplicacion de la microbiota que poseen. Los factores intrinsecos estan relacionados con la
composicion quimica y propiedades fisicas o bioldgicas de los alimentos (composicion,
actividad de agua, pH), en tanto que los factores extrinsecos son propios del ambiente donde
se conservan (temperatura de almacenaje, humedad ambiental). Por otra parte, existen también
factores relacionados con tratamientos tecnoldgicos y factores implicitos (relaciones de
competencia entre diferentes microorganismos). Los factores anteriormente mencionados
actian como mecanismos de seleccion ya que determinan la denominada resistencia a la

colonizacion del alimento (Gimeno y Martins, 2011).
1. Factores que afectan al desarrollo fungico y la produccion de micotoxinas
Los factores intrinsecos, extrinsecos e implicitos pueden ejercer, sin duda, una presion

sobre el desarrollo de los hongos toxigénicos, y por tanto sobre la acumulacion de micotoxinas
(Sanchis, Marin, y Ramos, 2007).
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a. Temperatura

Los hongos estan adaptados a desarrollarse en un amplio intervalo de temperaturas, de
manera que las condiciones de produccién en campo pueden conducir a la existencia de un
problema flngico o de micotoxinas. El almacenamiento de dichas materias primas a
temperatura ambiente favorece el crecimiento flngico, en tanto que la refrigeracién no suele

ser suficiente para frenar la alteracion (Soriano del Castillo, 2007).

b. Actividad de agua

La actividad de agua (aw, por sus siglas en inglés) junto con la temperatura, son los
factores mas determinantes del desarrollo flngico. La aw se usa como medida de la
disponibilidad de agua para los microorganismos, ya que dicha medida es independiente del
sustrato o alimento al que se refiere. En el campo de las micotoxinas, la aw es la responsable
de la acumulacion de micotoxinas en precosecha y postcosecha. Por ejemplo, las fumonisinas
de Fusarium se acumulan en cereales en campo o durante el almacenamiento sin secado previo,
mientras que las OTA de Aspergillus y Penicillium, suelen acumularse en cereales
almacenados. Por el contrario, la presencia de aflatoxinas en maiz suele ir ligada a la
contaminacion en campo por A. flavus, pese a que también puede sintetizarse en cereales

almacenados con bajos niveles de humedad (Sanchis et al., 2007).

c. Influencia del pH

Los hongos son capaces de crecer en un amplio intervalo de pH (3-7), aunque tienen su
intervalo éptimo cercano a 5. A pesar de que el pH no es un condicionante tan importante como
lo puede ser la aw o la temperatura, el cambio de valor de pH de un sustrato o alimento puede
alterar la respuesta al resto de factores (Soriano del Castillo, 2007). En cuanto a la produccion
de micotoxinas, la influencia del pH va estrechamente ligada al resto de factores ambientales,
como la temperatura o la aw. A veces el efecto del pH se traduce también en un cambio en la
principal micotoxina sintetizada. Por ejemplo, A. parasiticus cuando crece en un medio de
cultivo semisintético con un nivel inicial de pH menor de 6.0, se favorece la sintesis de las
AFB, mientras que en valores de pH iniciales superiores a 6.0 se estimula la sintesis de AFG
(Gimeno y Martins, 2011).
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d. Sustrato

Para una determinada cepa fungica, la capacidad de producir micotoxinas y la cantidad
sintetizada depende del sustrato sobre el cual se desarrolla. Se sabe que la proporcion
proteinas/carbohidratos es responsable de potenciar la sintesis de varias micotoxinas. Del
mismo modo, la fuente de carbono también puede influir en la sintesis. La elevada cantidad de
aminoacidos libres existentes en el sustrato también se ha investigado como una posible
explicacion para justificar la elevada tasa de produccion de micotoxinas, como ocurre en el

caso de la sintesis de OTA en el polen de abeja (Sanchis et al., 2007).

Cada uno de los factores mencionados determinan la colonizacion de los hongos, de
acuerdo con los requerimientos de crecimiento de cada uno de ellos. Este fendmeno se pone de
manifiesto cuando se estudia el comportamiento de las distintas especies en alimentos, donde
es posible apreciar un desarrollo secuencial de poblaciones fungicas con respecto a la actividad
de agua o contenido de humedad del alimento. Este hecho ha permitido agrupar a la microbiota
fangica en tres categorias: de campo, de transicion y de almacenamiento. En la primera se
requiere un alto contenido de humedad para crecer (22-25%) y los hongos invaden los granos
de plantas antes de la recoleccion, algunos géneros involucrados son Fusarium, Alternaria,
Cladosporium y Drechslera. En la segunda, los hongos son capaces de crecer en medios con
contenidos de humedad bajos y alta presion osmética y la invasion de los granos se da después
de la recoleccion y secado; en esta categoria se pueden encontrar especies de los géneros
Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces, Monascus, Geotrichum y Cladosporium. En la Gltima,
al igual que en la anterior, los hongos son capaces de crecer bajo los mismos factores
ambientales y estos invaden los granos durante el almacenamiento (los géneros relacionados
son Aspergillus, Eurotium y Penicillium). Existe otra clasificacion, basada en la interaccion
bioldgica entre los hongos y el sustrato que coloniza, que los agrupa en hongos de campo, los
cuales presentan propiedades parasiticas o saprofiticas, y los hongos de almacén, los que

presentan solamente capacidad saprofitica (Soriano del Castillo, 2007).

Los alimentos que regularmente se ven alterados por hongos son diversos, entre los que
destacan cereales, semillas oleaginosas, frutas, productos carnicos, entre otros. Estos productos
se caracterizan por tener un valor de actividad de agua bajo o un pH acido. Estos dos factores,
junto con el tipo de contaminacién, son determinantes para que los hongos miceliares sean

capaces de desplazar a las bacterias y levaduras en la colonizacién de los alimentos. Estos,
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durante su desarrollo toman los nutrientes para producir la energia necesaria para llevar a cabo
procesos biosintéticos que ayuden a su crecimiento y proliferacion. Esto provoca una serie de
alteraciones en el alimento como disminucion del valor nutritivo, cambios de calidad
organoléptica, disminucion de capacidad de germinacion en semillas, pérdida de materia seca
y agua del grano por parte del micelio fungico y produccién de sustancias como las micotoxinas
(Sanchis et al., 2007).

C. Caracteristicas morfoldgicas de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium

Fundamentalmente las micotoxinas son producidas por especies pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, que son los que agrupan un mayor nimero de

especies productoras de micotoxinas (Cabaries, Abarca, Bragulat. y Castella, 2007).

1. Género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus son mayoritariamente ubicuas y se aislan de
diferentes sustratos, con mayor frecuencia en lugares con climas calidos. Las colonias se
desarrollan de forma répida con diversas tonalidades: blanquecinas, amarillentas, marron-
amarillentas, negruzcas, marron-negruzcas o verdosas. El conidiéforo de Aspergillus posee tres
partes diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipite (seccion cilindrica situada
debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, que une el conidioforo con el micelio). Sobre
la vesicula se disponen las células conidiégenas, denominadas habitualmente fialides. En
muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se encuentran otras células denominadas
métulas. Cuando el conidi6foro solo presenta fidlides se denomina uniseriado y si presenta
fialides y métulas, se les llama biseriados. Los conidios pueden formar columnas compactas

(cabeza conidial columnar) o divergentes (cabeza conidial radial) (Frisvad, 2011).

Las aflatoxinas estan producidas fundamentalmente por tres especies del género
Aspergillus que se incluyen en la seccién Flavi: A. flavus, A. parasiticus y A. nomius. Las
colonias de estas especies son de color verde amarillento a verde olivaceo y pueden presentar
esclerocios marrones o negros, variables en forma y tamario. Las cabezas conidiales son
principalmente radiales. Los conidios de A. flavus son lisos o ligeramente rugosos y las cabezas
conidiales habitualmente biseriadas. A. parasiticus, en cambio, presenta conidios de paredes

gruesas y rugosas Yy las cabezas conidiales suelen ser uniseriadas. A. nomius es
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morfoldgicamente muy similar a A. flavus pero forma esclerocios mas pequefios y de forma

alargada (Gimeno y Martins, 2011).

En la seccion Circumdati, ademas de A. ochraceus se han citado diversas especies con
capacidad ocratoxigena, pero solo algunas tienen importancia como contaminantes de
alimentos. Las especies de esta seccion se caracterizan por originar colonias amarillentas que
pueden presentar esclerocios amarillos, rosados o marrones segun las especies. Las cabezas

conidiales son radiales y biseriadas (Gimeno y Martins, 2011).

2. Género Penicillium

Las especies de Penicillium en su mayoria son consideradas saprofitas. Estas especies
forman colonias que crecen generalmente de manera rapida y la mayoria presentan
coloraciones verdosas. La estructura de reproduccion asexual caracteristica de Penicillium es
un conididéforo formado por una estructura de soporte diferenciado que finaliza en un penicilo
o0 pincel. La forma de este penicilo determina la primera division taxondmica del género en
cuatro subgéneros. Para determinar a qué subgénero pertenece un aislamiento, se debe contar
el nimero de puntos de ramificacion entre la fidlide (o cadena de conidios) y la estructura de
soporte (Frisvad, 2011).

Actualmente solo P. verrucosum se considera productor de micotoxinas el cual
pertenece al subgénero Penicillium, seccién Viridicata y es la Unica integrante de la serie
Verrucosa. Se caracteriza por presentar un crecimiento reducido, por debajo de 25 mm de
diametro, colonias de textura aterciopelada a fasciculada o algodonosa con coloraciones de
verde grisaceo a verde opaco. Presenta conidios globosos o subglobosos y lisos, sin embargo,

sus estipites son rugosos (Gimeno y Martins, 2011).

3. Género Fusarium

El género Fusarium presenta una distribucion tanto en suelos como en sustratos
organicos, aunque hay especies fitopatdgenas que causan enfermedades principalmente en los
cereales. La principal caracteristica del género es la presencia de conidios hialinos, curvados,
fusiformes y septados denominados macroconidios. Estos macroconidios se forman a partir de

unas estructuras denominadas esporodoquios. Algunas especies también pueden producir
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conidios mas pequefios uni o bicelulares denominados microconidios, que pueden tener

diferentes formas (Frisvad, 2011).

Actualmente las principales especies que se han relacionado con la produccién de
fumonisinas son F. anthophilum, F. verticillioides y F. proliferatum de la seccién Liseola.
También son productoras otras especies de la seccion Dlaminia, como F. nygumai, F. dlamini
y F. napiforme, F. verticillioides. Dichas especies se aislan preferentemente de zonas tropicales
y subtropicales y rara vez en zonas templadas, excepto en invernaderos (Frisvad, 2011).

D. Métodos utilizados para detectar hongos micotoxigénicos en alimentos

La ausencia de especies potencialmente productoras de micotoxinas en un alimento no
es indicativo que no pueda contener micotoxinas. Los hongos presentes inicialmente en las
materias primas de ese alimento pueden haber dejado de ser viables después de un determinado
tratamiento tecnoldgico aplicado en su elaboracion de los alimentos, pero las micotoxinas
elaboradas previamente pueden encontrarse presentes en el mismo. Por otro lado, el
aislamiento de una cepa perteneciente a una especie potencialmente productora puede sugerir
la presencia de micotoxinas en el alimento, pero no tienen por qué significar que una

determinada micotoxina esté presente en el mismo (Cabafies et al., 2007).

1. Aislamiento en medios de cultivo

Los hongos micotoxigénicos pueden aislarse de diversos alimentos, si se siembran en
medios de rutina como el Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Sabouraud (ASD), los cuales

permiten el desarrollo miceliar (Soriano del Castillo, 2007).

Una vez obtenido el aislamiento de los hongos filamentosos, el procedimiento de
identificacién debe comenzar con las caracteristicas morfoldgicas de los hongos como el tipo
de esporas y las estructuras que los originan, la presencia o ausencia de reproduccién sexual.
Para definir los principales géneros se recomienda la observacion de las siguientes
caracteristicas: a) morfologicas como el tipo de esporas y la forma de reproduccion; b)
fisiologicas, como la evaluacion del crecimiento en diferentes temperaturas de incubacion,

medios de cultivo y asimilacién de sustratos; ¢) bioquimicas como la deteccion de actividades
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enzimaticas; y d) del perfil de metabolitos secundarios (micotoxinas) (Soriano del Castillo,
2007).

2. Técnicas cromatograficas

Diversas técnicas cromatograficas como la cromatografia en capa fina (Thin Layer
Chromatography -TLC-), cromatografia liquida (Liquid Chromatography -LC-) y la
cromatografia de gases (Gas Chromatography -GC-) entre otras, son ampliamente utilizadas
para este fin lo que presenta una mayor sensibilidad en la deteccion de cepas productoras de
micotoxinas. Estos métodos estan disefiados para minimizar el uso de medios de cultivo,
tiempos de incubacidn y disolventes de extraccion, por lo tanto, son Gtiles cuando se tienen que
valorar un ndmero elevado de cepas. Técnicas como la de TLC o la de LC se aplican,
directamente o después de una sencilla extraccién, a pequefios discos de agar obtenidos a partir
de cultivos de las cepas a investigar (Cabaries et al., 2007).

3. Técnicas inmunoldgicas

Las técnicas inmunoldgicas emplean anticuerpos policlonales 0 monoclonales dirigidos
contra antigenos de una especificidad variada de especies potencialmente productoras de
micotoxinas. Una de las técnicas mas utilizadas es la técnica de inmunoensayo enzimatico
sobre fase solida (Enzyme-Linked ImmunoSobernt Assay -ELISA-). El problema de estos
anticuerpos es que pueden dar reacciones cruzadas con otras especies fungicas debido a la falta
de especificidad de los antigenos o anticuerpos elegidos, por otra parte, son incapaces de
discernir entre cepas productoras y no productoras de micotoxinas de una misma especie

potencialmente productora (Soriano del Castillo, 2007).

4. Técnicas de Biologia Molecular

Las técnicas basadas en Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) son las que son
mas utilizadas para la deteccion de hongos micotoxigénicos y se recurre a distintos genes para
la identificacion de hongos. Los ensayos con genes de copia Unica suelen ser altamente
especificos, pero pueden no llegar a ser lo suficientemente sensibles para detectar una baja
concentracion del hongo. Por el contrario, los genes multicopia presentan una sensibilidad

elevada, debido a que el gen o genes estan en mayor cantidad en la muestra. Los mas utilizados
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de esta Gltima categoria son el grupo de genes del ADN ribosomal (ADNr), este es una
formacion en tandem de numerosas copias en el genoma haploide de todos los hongos. Los
genes que codifican polipéptido sintasas son unos de los que estan recibiendo mayor atencién,
no obstante, uno de los problemas que presentan es su falta de especificidad, ya que estas
enzimas estan implicadas en la sintesis de muchos tipos de metabolitos secundarios, entre ellos
algunas micotoxinas, como aflatoxinas (pks-A), fumonisinas (Fum5) o OTA (Cabafies et al.,
2007).

E. Métodos utilizados para detectar micotoxinas.

1. Técnicas cromatograficas

Los niveles de micotoxinas que se producen, por lo general se encuentran en un rango
ppb. Por lo que es esencial realizar procedimientos de limpieza de la muestra para eliminar
cantidades significativas de compuestos que tienen el potencial de interferir con la
determinacion analitica. Algunas de las micotoxinas mas importantes como las aflatoxinas y
fumonisinas se producen en un ndmero de diferentes analogos y se requiere la separacion
cromatografica para cuantificar cada andlogo individualmente. Estas son en su mayoria
compuestos de bajo peso molecular polares organicos y son solubles en una amplia gama de
disolventes organicos y organicos acuosos, por esta razén, son susceptibles de separacion por
una serie de técnicas cromatograficas como cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC),
TLC y GC (Shephard, 2011).

TLC fue el primer método cromatografico para ser aplicado en la determinacion de
micotoxinas, especialmente para el analisis de aflatoxinas, estas se separan facilmente sobre
placas de gel de silice al usar cualquier mezcla de una serie de disolventes como acetona-
cloroformo (1 + 9), benceno-metanol-acido acético (90 + 5 + 5), éter-agua-metanol (96 + 3 +
1) o cloroformo-isopropanol (99 + 1). Las AF separadas en placas de gel de silice pueden ser

visualizadas facilmente bajo la luz ultravioleta de onda larga (De Saeger, 2011).

Ya que las micotoxinas son en su mayoria pequefios compuestos polares, son ideales
para la separacion por HPLC de fase inversa, para la cual se utiliza una gama de fases moviles
compuestas por agua, metanol y acetonitrilo o mezclas de estos componentes. Restringidos

principalmente a la deteccion de micotoxinas individuales o analogos de micotoxinas
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estructuralmente similares tales como la determinacion de AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2 o la
determinacion de las FB1, FB2 y FB3. Los recientes avances en el acoplamiento de HPLC a
Espectrometria de Masas (MS) a través de técnicas de ionizacién a presion atmosférica se han
traducido en el desarrollo de métodos analiticos para la cuantificacion y confirmacion
simultanea que utiliza iones de fragmentos apropiados y supervision de reaccion maltiple.
Ademas, el uso de la deteccién por MS ha servido de base para el analisis de multiples
micotoxinas (Shephard, 2011).

La cromatografia gaseosa (GC) es una técnica basada en la separacion de compuestos
en funcion de su volatilidad y afinidad por la fase estacionaria. Las micotoxinas son sustancias
poco volatiles y se requiere de una modificacion quimica previa para analizarlas por GC, En
los Gltimos afios, se ha generalizado, el empleo de columnas capilares y el uso del detector de
espectrometria de masas. Las columnas capilares tienen una serie de ventajas como son su alta
eficacia en la separacion y la facilidad de acoplamiento a detectores MS. Los detectores de MS
se aplican cada vez mas en el analisis de micotoxinas, tanto en sus modalidades de impacto

electronico o de ionizacion quimica (Cabaries et al., 2007).

2. Separaciones electroforéticas

La electroforesis capilar (CE) logra la separacién quimica mediante la utilizacion de la
carga de moléculas en una solucion contenida en un capilar de silice fundida, en una interaccion
entre la micotoxina y la capa superficial del medio de separacion tal como revestimiento
columna de GC o envasado HPLC. Una ventaja adicional radica en el uso casi exclusivo de
soluciones acuosas y pequefias cantidades de reactivo. Sin embargo, debido a que los
volimenes de inyeccion son muy pequefios, se requiere que los detectores sean altamente
sensibles (Arribas et al., 2011).

3. Técnicas inmunoquimicas

El método mas ampliamente utilizado es ELISA. Las principales ventajas del método
son: alta sensibilidad, simplificacion y velocidad de operacidn, menor tiempo de analisis y de
aplicacion a maltiples analitos, alta fiabilidad de las determinaciones y preparaciones simples
de la muestra. Las desventajas comunes de los métodos basados en la interaccion antigeno-

anticuerpo son: posible union no especifica de los componentes, no reproducibilidad de los
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procesos de adsorcidn y posible reaccion cruzada con compuestos relacionados. Por otra parte,
estos métodos requieren instrumentos simples (la mayoria de los métodos se basan en
fotométrica, fluorimétrica, o luminiscencia electroquimica de deteccidn) o no requieren de
instrumentacion como las pruebas rapidas con deteccion visual para la evaluacion

cualitativa/semicuantitativa (Goryacheva & De Saeger, 2011).

Debido a que las micotoxinas son antigenos monovalentes, se utilizan generalmente
técnicas de ELISA competitivos. EI ELISA competitivo directo (dcELISA) es mas
comunmente utilizado. En este la muestra compite con un analito marcado enzimaticamente
para unirse con una cantidad limitada de anticuerpos inmovilizados en los pocillos. Después
de la incubacion los compuestos no unidos se eliminan por lavado y se afiade el sustrato
cromogeénico. La actividad enzimatica en cada pocillo es inversamente proporcional a la
concentracion de micotoxinas. En el caso de ELISA indirecto competitivo (icELISA), el analito
0 su analogo, conjugado con un portador macromolecular (albimina sérica bovina u
ovoalbumina) se reviste sobre el pozo durante la incubacion. A continuacion, el extracto de la
muestra y el anticuerpo especifico se afiade a cada pocillo. El analito presente en la muestra y
el inmovilizado compiten para unirse con el anticuerpo en solucién. Después de una etapa de
lavado, la cantidad de anticuerpo especifico unido se detecta mediante un anticuerpo
secundario, marcado con una enzima. Este enfoque hace posible simplificar la preparacién de
inmunorreactivos, pero incluye una etapa de ensayo adicional. Para eliminar este paso

adicional, el marcaje directo del anticuerpo especifico también es posible (De Saeger, 2011).

F. Maiz

El maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas y es una planta anual alta
dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Se trata de una especie que se reproduce por
polinizacion cruzada, ya que la flor femenina (elote, mazorca) y la masculina (espiguilla) se
hallan en distintos lugares de la planta. Las panojas o shilotes son las estructuras donde se
desarrolla el grano, en un nimero variable de hileras (12 a 16), las cuales producen de 300 a
1000 granos y pesan entre 190 y 300 g. El peso depende de las distintas practicas genéticas,
ambientales y de cultivo. El grano constituye aproximadamente el 42% del peso seco de la
planta. EI maiz es a menudo de color blanco o amarillo, aunque también hay variedades de

color negro, rojo y jaspeado (Fuentes-L6pez, Van-Etten, & Vivero-Pol, 2005).
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El cultivo del maiz forma parte del grupo de los granos basicos que constituyen la base
de la dieta de la poblacion guatemalteca por tradicion ya que revisten una importancia especial
por sus implicaciones culturales, socioeconémicas y alimentarias. Los granos basicos son la
principal fuente de carbohidratos (65%) y de proteina (71%) en la dieta de los guatemaltecos.
El principal cultivo de los granos béasicos es el maiz. EI consumo promedio percéapita de maiz
por afo es de 114 kg. Sin embargo, este valor bajo condiciones de menor ingreso econémico

familiar puede hasta duplicarse (Fuentes, 2002).

1. Produccién nacional

Para el afio agricola 2016/2017 se estima una produccion de maiz de 41.9 millones de
quintales, de los cuales el 90% corresponde a maiz blanco. La produccién del grano se
incrementd en un 2.5% en relacion con el afio 2016/2017. El &rea cosechada aumento en 0.7%
y los rendimientos, en 1.7%, durante ese periodo. (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Alimentacion [MAGA], 2017).

2. Produccién a nivel departamental y municipal

Si se considera la estructura geografica de los resultados del Gltimo censo agropecuario,
en el cual se estimaron las producciones a nivel departamental y municipal, Petén es el
departamento que genera la mayor produccion nacional de maiz blanco (18.5%), le sigue Alta
Verapaz, con el 9.4%, y luego esta Jutiapa, con el 7.3%; lo que significa que entre estos tres
departamentos logran el 35% de la produccion nacional. Por otra parte, Chimaltenango genera
maés de 1 millén de quintales de grano por afio lo que corresponde a mas del 3.68% del total de
la produccidn nacional (MAGA, 2017).

3. Consumo aparente

En lo que respecta al consumo nacional de maiz blanco, se estima que Guatemala es un
pais que mantiene un equilibrio estable en términos de una relacién produccion/consumo, ya
que las cantidades que produce son suficientes para abastecer el mercado interno (estimacién
para el periodo 2017 del indice autosuficiencia es del 97.67%). Segun las estimaciones, el
consumo aparente de maiz blanco fue de 3 millones de quintales mensuales para el periodo
2015 (MAGA, 2017).
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IV. JUSTIFICACION

Las micotoxinas son metabolitos fungicos secundarios producidos principalmente por
especies de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium que cominmente se encuentran
en maiz, semillas, granos y otros alimentos, cuando la temperatura y humedad de
almacenamiento son inapropiadas. Las micotoxinas son hepatotdxicas, nefrotoxicas y
cancerigenas para animales y humanos, ademdas de producir malnutricion cronica e
inmunosupresion. A nivel mundial se considera que 4.5 mil millones de personas se encuentran

riesgo de padecer micotoxicosis (MAGA, 2017).

En Guatemala se ha demostrado que existe una alta prevalencia de aflatoxinas y
fumonisinas segun fue demostrado en un estudio realizado en el afio 2012 en maiz procedente
de los mercados de 22 departamentos, donde se observo una alta concentracién de aflatoxinas
en los departamentos de El Petén, Suchitepéquez y Zacapa y una alta concentracion de
fumonisinas en Escuintla, Santa Rosa y Chiquimula (Torres et al., 2015). Lo anterior se ha
asociado al retardo en la talla y otras afecciones en nifios menores de 24 meses como

malnutricion crénica e inmunosupresion (MAGA, 2017).

El maiz forma parte del grupo de granos basicos que constituyen la base de la dieta de
la poblacion guatemalteca, debido a su alto contenido energético y proteinico y su consumo
conlleva implicaciones culturales, socioeconémicas y alimentarias (Fuentes, 2002).
Anualmente se producen en promedio alrededor de 37.2 millones de quintales de grano, de las
cuales 90% es maiz blanco y se destina al consumo humano. De esta cantidad, el departamento
de Chimaltenango genera mas de 1 millén de quintales. EI consumo anual de maiz blanco por
habitante fue de 100 kg en el afio 2017, principalmente en forma de tortilla elaborada a partir
de masa de nixtamal o de harina de maiz nixtamalizada (MAGA, 2017).

Debido a la importancia que tiene el maiz blanco en el consumo de la poblacion
guatemalteca y el impacto que este conlleva en la salud de los consumidores principalmente en
retardo de talla, hepatotoxicidad y cancer al estar contaminado con hongos micotoxigénicos,
en este trabajo se considerd importante determinar si el maiz que se consume en el area de
Tecpan, Chimaltenango presentaba micotoxinas y cuales eran los principales hongos
micotoxigénicos aislados de dichos granos, con el fin de aportar datos sobre las micotoxicosis

en el pais.
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V. OBJETIVOS

A. General

Determinar la presencia de micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina A y fumonisinas) y
hongos productores en granos de maiz, que se consumen en el municipio de Tecpan

Chimaltenango, Guatemala.

B. Especificos

1. Determinar concentraciones de micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina A y fumonisinas)
presentes en maiz blanco en muestras del municipio de Tecpan, Chimaltenango, por el

método de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
2. ldentificar hongos potencialmente micotoxigénicos presentes en granos de maiz blanco en

muestras procedentes del municipio de Tecpan, Chimaltenango, a través de su aislamiento

en los medios de cultivo Agar Papa Dextrosa y Agar Sabouraud Dextrosa.
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VI. HIPOTESIS

Esta investigacion es un estudio descriptivo por lo que no se plantea una hipétesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestras

1. Universo

Granos de maiz que se consumen y comercializan en la cabecera municipal de Tecpan,

Chimaltenango.

2. Muestra

Granos de maiz blanco obtenidos en siete lugares de comercializacion elegidos al azar

en la cabecera municipal de Tecpan, Chimaltenango, Guatemala, obtenidas por conveniencia

(Figuras 6y 7).

B. Recursos

1. Humanos

a. Asesores

e MSc. Osberth Isaac Morales Esquivel

e Licda. Maria del Carmen Bran Gonzalez

b. Investigadores

e Br. Ana Alejandra Ayala y Ayala

e Br. Byron Enrique Pérez Diaz

2. Institucionales

e Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
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e Unidad de Biodiversidad, Tecnologia y Aprovechamiento de Hongos (BIOTAH),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
e Laboratorio de investigacion, analisis, servicio y asesoria (INLASA).

e Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), Quetzaltenango.

C. Materiales

1. Material de laboratorio

e Agar Papa Dextrosa (PDA) marca Merck®

e Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) marca Merck®
e Cajas de Petri de plastico desechables estériles.
e Parafilm

e Agua desmineralizada

e Papel filtro Whatman No.1

e Pinzas

e Algoddn

e Mayordomo

e Lysol®

e Acarklean®

e Guantes de latex

e Bolsas Ziploc® para almacenar

e Bolsas plasticas para descarte

e Azaenespatulayen “L”

e Cubreobjetos

e Portaobjetos

e Pipetas volumétricas 0.5, 1, 5y 10 mL

e Erlenmeyers 250 y 500 mL

e Agitador magnético

e Viales de vidrio y de plastico con tapon de rosca de 3y 5 mL
e Probeta 100 mL

e Beakers 250 y 500 mL
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e Papel pH marca Merck®

e Embudo de vidrio

e Pipetas automaticas 10 uLa 1 mL
e Puntas descartables (tips)

e Crondmetro

e Descartador de punzocortantes

e Bolsas rojas

e Pizeta 250 mL

2. Equipo

e Lampara UV (365 nm) de mano marca UVP®

e Estufa eléctrica con agitador marca Thermo Scientific®

e Cabina de seguridad clase Il tipo A2 marca Nuaire®

e Incubadora (Temperatura de 27-28°C) marca Thermo Scientific®
e Autoclave marca Market Forge®

e Microscopio de luz marca comercial Zeiss® calibrado en micrémetros
e Espectrofotometro (lectores de ELISA) marca Hitachi®

e Horno de hasta 100°C marca LabLine®

e Balanza Semianalitica marca VWR®

e Molino Industrial

e Refrigeradora (2-8°C) marca GRS®

e Potenciometro marca VWR®

e Mechero Bunsen

e Cémara digital

e Medidor de temperatura marca RadioShack®

e Medidor de humedad marca RadioShack®

3. Equipo de oficina

e Hojas de papel Bond
e Folders

e Computadora



e Impresora

e Léapices

e Lapiceros

e Marcador Indeleble

e Maskin tape

e Papel manila

e Identificadores auto adheribles
e Paletas de madera

e Formulario de recoleccion de muestras

4. Reactivos

e Azul de lactofenol

e Aceite mineral

e Metanol 70% grado ACS

e Etanol 70%

e Hipoclorito de sodio 1.5%

e Kit para aflatoxinas totales marca Neogen Veratox®
e Kit para fumonisinas totales marca Neogen Veratox®
e Kit para ocratoxina A marca Neogen Veratox®

e Desinfectante: Cloro 1.5%

D. Procedimientos

1. Fase de Campo

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Acuiia, Salinas y Valles (2014).

Se identificaron los principales lugares de comercializacion del maiz en la cabecera del

municipio de Tecpan, Chimaltenango. Al azar se escogieron siete de estos lugares y en cada

uno de ellos se obtuvo cinco muestras de maiz blanco (réplicas) de 250 g (Figura 6).
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Asimismo, se obtuvo una muestra de referencia de maiz certificado del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), de Quetzaltenango, Guatemala, la cual se dividio en

cinco réplicas de 250 g cada una (Figura 7).

En cada punto de venta muestreado, asi como en el ICTA, se observaron y consultaron
los siguientes aspectos:
e Tipo de construccion (block, lamina, madera), piso (suelo, granito, ceramico).
e Descripcion del almacenamiento del maiz (sacos, canastos, otros).
e Procedencia y técnica utilizada para el secado de maiz después de la cosecha (secado

al sol, otros).

e Almacenamiento del maiz previo a su comercializacion (tradicional, silos, otros).

Las muestras se colocaron en bolsas plasticas transparentes Ziploc® debidamente
rotuladas. Posteriormente se llevaron tanto al laboratorio de Micologia del Departamento de
Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad de San Carlos de Guatemala, como al Laboratorio de investigacion, analisis,
servicio y asesoria (INLASA), para su analisis.

2. Fase de laboratorio

a. Test de luz ultravioleta a longitud de onda de 365 nandémetros (nm)

Se realiz6 de acuerdo con lo recomendado por Lemus, Maniscalch, Vera, De Freitas y
Sangermano (2007).

e Se tomaron aproximadamente 10 gramos de maiz de cada muestra, para luego ser irradiada
con una ldmpara de luz ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm por 15 minutos.

e Laobservacion de fluorescencia de coloracion verde corresponde a AFG y la de coloracion
azul a AFB.

b. Determinacién de porcentaje de humedad

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Soriano del Castillo (2007).
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e Se pesaron 10 gramos de maiz de cada muestra y réplica en cajas de Petri de vidrio y se
colocaron dentro de un horno a 65°C por 24 horas.

e Pasadas las 24 horas se pesaron y se volvieron a colocar dentro del horno hasta alcanzar
peso constante.

e El porcentaje de humedad se calcul6 por medio de la formula siguiente:

peso seco del sustrato
% humedad = < - ) 00
peso hiimedo del sustrato

(]

. Determinacion de pH

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Soriano del Castillo (2007).

e En un molino industrial se molieron 10 gramos de maiz de cada muestra y réplica hasta
obtener un tamafio de particula homogéneo.

e Seguidamente a cada réplica se le agreg6 100 ml de agua desmineralizada y luego para
homogenizar se agitd manualmente durante tres minutos.

e Posteriormente se dejé en reposo durante 30 minutos, para finalmente filtrar la solucién y

determinar el pH por medio de un potenciémetro.

d. Aislamiento de hongos micotoxigénicos a partir de granos de maiz

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Lemus y otros (2007).

e Se prepararon cajas de Petri con agar PDA Merck® segun las indicaciones del fabricante:
o Se pesaron 39 gramos del agar y se disolvieron en 1 L de agua desmineralizada, se
hirvié el medio hasta disolucion y luego se procedié a esterilizar por medio de un
autoclave por 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion, para luego enfriar a 45°C
y servir en cajas de Petri.

e De cada muestra y réplica se tomo al azar y lavd cinco granos de maiz con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1.5%, la cual se prepar6 a partir de 3.75 mL de hipoclorito de sodio
al 4% (hipoclorito comercial) y 6.25 mL de agua desmineralizada esteéril. Se realizé un
ultimo lavado con agua desmineralizada estéril para eliminar el resto de hipoclorito de

sodio.
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e Los cinco granos de maiz se sembraron en una caja de Petri con agar PDA y se incubaron
a temperatura de 27-28°C durante tres dias.
e Las colonias que se desarrollaron en las cajas de Petri con agar PDA se aislaron en cultivo

axénico en otras cajas con agar PDA y se incubaron a 27-28°C durante 3 a 5 dias.

i. Descripcion macroscdpica de las colonias aisladas

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Mier, Toriello y Ulloa (2002).

e Las colonias obtenidas en cultivo axénico, se describieron de acuerdo con las siguientes
caracteristicas: color de la colonia (reverso y anverso), textura, margen, borde, elevacion,

didmetro, pigmentacion, consistencia y velocidad de crecimiento.

e. Identificacion de los hongos aislados

i. Preparacion de microcultivo

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Mier y otros (2002).

e Se prepararon cajas de Petri de vidrio (dos por cada hongo aislado) que en su interior
contenian un soporte de vidrio, un portaobjetos y dos cubreobjetos. Posteriormente se
esterilizaron a 121°C y 15 Ib de presion durante 15 minutos.

e Asépticamente en cada caja de Petri se colocaron el portaobjetos sobre el soporte con pinzas
estériles con circulos de 0.5 centimetros de diametro de agar PDA.

e Posteriormente se inoculd cada circulo de agar PDA, con el micelio de cada una de las
colonias aisladas y se cubrieron con un cubreobjetos.

e Se afiadié 10 mL de agua desmineralizada estéril a cada caja y se incubaron a 25-26°C
hasta que se observo crecimiento y esporulacion de los hongos.

e Se realizaron preparaciones con azul de lactofenol.

e Las preparaciones se observaron en microscopio en aumentos de 400x y 1000x para su

descripcion y posterior identificacion.
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ii. Descripcidn microscopica del micelio

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Mier y otros (2002).

e Las descripciones microscépicas incluyeron las siguientes estructuras: hifas (color, forma,
diametro y presencia de septos), célula conididgena (forma, largo y ancho) y conidios

forma, largo y ancho, color y disposicion).

iii. Identificacion

Se utilizd bibliografia especializada para la identificacion a nivel de género de las
colonias aisladas, entre ellas, de Hoog & Guarro (1995), Larone (2002) y Raper & Fennell
(1965).

f. Determinacién de aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxina A por el método de ELISA
Veratox®

i. Principio y especificaciones de la prueba

Para la determinacion de las concentraciones de micotoxinas, se utiliz6 un ELISA
competitivo directo, donde anticuerpos monoclonales de reactividad cruzada especificos para
cada micotoxina unidos al soporte insoluble (pozo), en los cuales se afiade la muestra y un
conjugado enzimatico formado por las micotoxinas de interés y la enzima peroxidasa de rabano
(HRP), se mezclan y compiten por los sitios de unién de anticuerpos. La adicion de un sustrato
cromogeénico (Tetrametilbenzidina -TMB-) sobre los anticuerpos marcados, luego de un
periodo de incubacion produce una reaccion colorimétrica que finaliza al momento de la
adicion de un reactivo de parada (HF, NaOH, citrato de sodio y edetato de sodio). Durante la
incubacidn, el color azul se desarrolla en proporcion a la cantidad de conjugado versus la
sustancia de interés en los pozos. Cuanto mas conjugado unido, més azul se desarrolla, lo que
indica menos concentracién de micotoxinas presente. La lectura de la reaccion colorimétrica
se realiza en un espectrofotdmetro ultravioleta a una longitud de onda de 650 nm, la cual da
como resultado la cuantificaciéon de aflatoxinas y ocratoxina A en concentraciones de ppb y

fumonisinas en ppm (Neogen corporation, 2011).
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Para la deteccion de aflatoxinas totales se utilizaron controles de 0.0, 5.0, 15.0 y 50.0
ppb, para fumonisinas de 0.0, 0.5, 1.0, 3.0y 6.0 ppm y para ocratoxina A de 0.0, 2.0, 5.0, 10.0,
25.0 ppb (Neogen corporation, 2011).

Los limites inferiores y rangos de cuantificacidn para la deteccion de aflatoxinas totales
fueron de 2.0 ppb y 5.0-50.0 ppb, respectivamente; para fumonisinas totales de 0.2 ppm y 1.0-
6.0 ppm y para ocratoxina A de 1.0 ppb y 2.0-25.0 ppb (Neogen corporation, 2011).

ii. Extraccién de la muestra

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Neogen Corporation (2011).

e Se trituraron las muestras de maiz hasta obtener un tamafio de particula que pase por un
tamiz de malla 20.

e Seguidamente se mezcld durante 1 minuto, 50 gramos de muestra con 250 mL de metanol
al 70% para filtrar el extracto a través de un filtro Whatman No. 1.

e Setomod 100 pL del filtrado obtenido.

iii. Procedimiento de la prueba de ELISA para aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxina A

Se realiz6 de conformidad con lo recomendado por Neogen Corporation (2011).

e Se separaron los pozos de la mezcla de acuerdo a la cantidad de muestras a trabajar
agregando de 4 a 6 pozos para los controles.

e Se agitaron los reactivos antes de ser usados y se dejaron a temperatura ambiente.

e Seagreg6 100 uL de conjugado enzimatico a cada pozo de mezclay 100 uL de controles y
muestras a los pozos.

e Se mezcld e incubd por 2 minutos a temperatura ambiente.

e Se realiz6 el primer lavado con agua destilada, para eliminar los antigenos fijados
deficientemente o no fijados a los anticuerpos marcados enzimaticamente.

e Se voltearon los pozos y se secaron en papel toalla.

e Se realizé un segundo lavado con agua destilada, para eliminar los anticuerpos marcados

gue no hayan reaccionado.
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e Se voltearon los pozos y secaron en papel toalla.

e Se agregaron 100 uL de sustrato cromogénico a cada pozo de mezcla y se incubd por 3
minutos a temperatura ambiente.

e Se agregé 100 uL del reactivo de parada a cada pozo de mezcla y se leyé en un

espectrofotébmetro UV de pocillos a una longitud de onda de 650 nm.

3. Analisis de resultados

Los datos recolectados en cada punto de venta muestreado, asi como en el ICTA, se
presentaron en tablas que describieron los aspectos recabados. La fluorescencia de los granos
se describi6 como ausencia/presencia. Para el porcentaje de humedad (%), pH vy
concentraciones de las aflatoxinas, ocratoxina A (ppb) y fumonisinas (ppm) se calculd la media

aritmética y la desviacion estandar de las réplicas.
Las colonias de los hongos identificados hasta género se presentaron como

descripciones taxondmicas, ademas se presentaron frecuencias de aislamiento de los hongos en

las muestras analizadas.
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VIIl. RESULTADOS

En los aspectos relacionados con los procedimientos postcosecha del maiz como lo son
el secado y almacenamiento previo a su comercializacion, se obtuvo una similitud entre las
muestras de Tecpan, Chimaltenango y el ICTA, ya que se encontrdé que la forma mas comun
de secado se realizé por medio de la técnica tradicional de grano esparcido en el suelo, seguido
del secado en la mazorca en el lugar de la siembra, en tanto que la técnica mas utilizada para
el almacenamiento posterior al secado fue en costales, seguido del almacenamiento de los
granos esparcidos en troja (estructura simple, construida a base de arboles que crecen en la
localidad o de tablas de madera y alambre, que esta disefiada para almacenar mazorcas de maiz;

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 1990).

Sin embargo, se encontraron diferencias en cuanto los aspectos de la estructura del lugar
y el tiempo de almacenamiento del maiz al momento de su recoleccién ya que, en Tecpan los
costales de maiz se almacenaron en recipientes de plastico, con un tiempo de almacenaje
promedio entre cinco a ocho meses postcosecha hasta su comercializacion, en tanto que en el
ICTA los costales de maiz se almacenaron en una construccion de block, con techo de ldmina

entre nueve a doce meses.

La geolocalizacion de los siete lugares de comercializacion de maiz elegidos al azar en

Tecpan, Chimaltenango e ICTA, Quetzaltenango se puede observar en la Tabla 1 y Figuras 6

y 7.

El porcentaje de humedad del maiz de Tecpan vario entre 11.7 y 14.8% y el pH de 6.02
a 6.58, en tanto que para el ICTA el porcentaje de humedad fue 8.5% y el pH de 6.43 (Grafica
1).

Los resultados de la determinacion de la presencia de micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxina A y fumonisinas) y hongos potencialmente productores de las mismas, en granos
de maiz que se comercializan en el municipio de Tecpan, Chimaltenango, Guatemala, asi como

en maiz obtenido del ICTA, Quetzaltenango se observan en las Graficas 2 y 3.
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Tabla 1. Geolocalizacion de las areas de muestreo

Puntos de recoleccion Coordenadas
Latitud Longitud  Altitud
Tecpan, Chimaltenango TMB1 14°45°43.8° -90°59°24.9”> 2086 m
TMB2 14°45°42.3> -90°59°23.1”> 2084 m
TMB3 14°45°36.2> -90°59°27.17 2087 m
TMB4 14°45°33.4° -90°59°29.1>> 2089 m
TMB5 14°45°43.9°° -90°59°27.4>> 2083 m
TMB6 14°46°5.52°° -90°59°32.8’ 2086 m
ICTA, Olintepeque, Quetzaltenango IBM  14°52°18.6°> -91°30°50.9” 2345 m

Esri (2019). Mi mapa. ArcGIS Online, recuperado de: http://www.arcgis.com/home. IMB:

maiz del ICTA, Quetzaltenango. TMB: maiz de Tecpan, Chimaltenango.
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Grafica 1. Porcentaje de humedad en muestras de granos de maiz procedentes de la cabecera
municipal de Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA Qutezaltenango. Las barras
representan la media del porcentaje de humedad. Las barras de error indican +/- dos

desviaciones estandar. IMB: maiz del ICTA, TMB: maiz de Tecpan.
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Todas las muestras de granos de maiz analizadas al ser irradiadas con luz ultravioleta a
una longitud de 365 nm, no presentaron fluorescencia verdosa o azulada, por lo que el resultado

fue negativo.

La concentracion de aflatoxinas totales en las muestras de granos de maiz procedentes
de Tecpan presentaron valores entre 0.9y 1.8 ppb, en tanto que en los granos de maiz del ICTA,

Quetzaltenango fue de 1.4 ppb (2.0-50.0 ppb, valor del limite de deteccion) (Grafica 2).
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Grafica 2. Concentracién de aflatoxinas totales (ppb) en muestras de granos de maiz
procedentes de la cabecera municipal de Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA,
Quetzaltenango. Las barras representan la media del porcentaje de concentracion de aflatoxinas
totales. Las barras de error indican +/- dos desviaciones estandar. IMB: maiz del ICTA, TMB:

maiz de Tecpan.

En la concentracion de ocratoxina A las muestras de granos de maiz procedentes de

Tecpan, presentaron valores entre 3.6 a 32.6 ppb, en tanto que en los granos de maiz procedente
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del ICTA, Quetzaltenango fue de 37.2 ppb (2.0-25.0 ppb, valor del limite de deteccién)
(Grafica 3).

Con respecto a las fumonisinas totales, éstas mostraron un valor de 0.0 ppm en todas

las muestras analizadas segun la prueba de ELISA (Veratox®).
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Grafica 3. Concentracion de ocratoxina A (ppb) en muestras de granos de maiz procedentes
de la cabecera municipal de Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA, Quetzaltenango. Las
barras representan la media del porcentaje de concentracion de ocratoxina A. Las barras de

error indican +/- dos desviaciones estandar. IMB: maiz del ICTA, TMB: maiz de Tecpan.

Se recuperaron 104 cepas de los cuales 90 fueron aisladas de muestras de granos de
maiz de Tecpan y 14 del ICTA, Quetzaltenango. Dichos aislamientos correspondieron a 15
especies de las cuales Aspergillus niveus, Fusarium sp. 1, F. sporotrichioides, Penicillium sp.
1, P. chrysogenum, Penicillium sp. 3, Rhizopus microsporus y Trichoconiella padwickii fueron
aislados unicamente en las muestras de Tecpan, en tanto que Acremonium sp. 1, A. parasiticus

y Trichoderma sp. se obtuvieron solamente del ICTA. Por otra parte, los hongos Acremonium
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sp. 2, Aspergillus sp. 1, N. oryzae y Penicillium sp. 2 fueron aislados en ambos lugares (Tabla
2).

La frecuencia de aislamientos mostr6é que Acremonium sp. 2 fue la especie con mayor
numero de aislamientos (27.88%), en tanto que Trichoderma sp., Fusarium sp 1, A. parasiticus

y Penicillium sp. 3 se obtuvieron en menor cantidad (Tabla 1).

Tabla 2. Frecuencia de aislamiento de los hongos potencialmente micotoxigénicos
identificados.

Especies Muestras Tota Porcentaje

IMB TMB1 TMB2 TMB3 TMB4 TMB5 TMB6 TMB7 (%)
Acremonium sp. 2 1 6 2 1 7 3 7 2 29 27.88
Aspergillus sp. 1 5 0 2 0 0 4 0 1 12 11.54
Penicillium sp. 1 0 0 4 0 1 1 1 5 12 11.54
A. niveus 0 0 0 1 5 2 1 2 11 10.58
Nigrospora oryzae 3 0 3 0 0 0 0 3 9 8.65
P. chrysogenum 0 2 1 0 0 2 4 0 9 8.65
Penicillium sp. 2 1 3 1 2 0 0 0 0 7 6.73
Trichoconiella padwickii 0 2 0 1 0 0 1 1 5 481
Acremonium sp. 1 2 0 0 0 0 0 0 0 2 1.92
Fusarium sporotrichioides 0 0 0 2 0 0 0 0 2 1.92
Rhizopus microsporus 0 0 0 2 0 0 0 0 2 1.92
A. parasiticus 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.96
Fusarium sp. 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0.96
Penicillium sp. 3 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0.96
Trichoderma sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.96

TOTAL

N
~
[
w
[
w
=
o
=
w
[
w
=
~
=
S

104 100.00

IMB: maiz del ICTA, Quetzaltenango. TMB: maiz de Tecpan, Chimaltenango.

A continuacion, se describen las caracteristicas macro y microscépicas de los hongos

identificados:
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1. Acremonium sp. 1 (Figura 1A)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia lisa, plana, mucoide, margen filiforme, borde irregular,
con reverso y anverso color rosado.

Crecimiento: 4.4-6.4 cm de didmetro a los 7 dias de incubacion a 28°C, en el medio PDA.
Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-7.5 um de ancho, hialinas, septadas. Fialides de
1.0-3.0 cm de largo, solitarias. Conidios de 1.5-3.0 x 2.0-3.5 um, hialinos, de pared lisa,
cilindricos a elipsoides, que nacen en forma individual, pero se agregan en los apices de las
fialides debido a que presentan una matriz mucilaginosa.

Aislamientos: IMB: 2.1E y 3.3E.

2. Acremonium sp. 2 (Figura 1B)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia plana, mucoide, ocasionalmente algodonosa, margen
filiforme, borde irregular, con anverso color rosado y reverso beige.

Crecimiento: 3.6-5.2 cm de didametro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-10.0 um de ancho, hialinas, septadas, con
abundantes clamidosporas intercalares. Fidlides de 0.5-2.3 cm de largo, solitarias. Conidios de
3.0-7.5 um de largo, sin septos a un septo, elipsoides, abundantes, que se agregan en los apices
de las fialides debido a que presentan una matriz mucilaginosa.

Aislamientos: IMB: 5.1E; TMB: 1.4.3,1.2.4,5.1.1,5.3.1,1.2.3,1.1.2,6.5.3,6.3.2,7.4.1,4.2.2,
431,6.1.2,65.2,244,421,41.1,131,54.2,64.2,442,44.1,232,45.2,6.1.3,75.1,
6.4.3,3.4.2,15.2y6.3.2.

3. Aspergillus niveus Blochwitz (Figuras 1C, 1D)

Caracteristicas macroscépicas: Colonia convexa, aterciopelada, margen ondulado, borde
irregular, consistencia dura, con reverso y anverso color blanco.

Crecimiento: 1.5-2.4 cm de didmetro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 1.0-5.0 um de ancho, hialinas, delgadas, septadas.
Conididforos de 100.0-800.0 um de largo, paredes lisas, sin coloracion, vesiculas hemisféricas
de 8.0-25.0 um de didmetro. Fiélides biseriadas de 5.0-12.0 um de largo, que cubren de la
mitad superior a dos tercios de la vesicula. Conidios de 2.5-3.5 um de didmetro, esféricos, de
paredes lisas a finamente rugosas, columnares.

Aislamientos: TMB: 4.1.2,4.3.2,4.4.3,4.4.4,453,5.1.2,6.2.3,7.4.2,7.1.3,3.22y55.1.
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4. Aspergillus parasiticus Speare (Figuras 1E)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia elevada, zonada, algodonosa, margen filiforme, borde
entero, consistencia blanda, con anverso de color blanco con micelio aéreo con puntos negros
y reverso amarillento con margen blanco.

Crecimiento: 0.8-2.5 cm de didmetro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA, las cuales se
esparcen en toda la caja de agar.

Caracteristicas microscépicas: Hifas de 1.0-5.0 um de ancho, hialinas, septadas. Conidiéforos
de 250.0-400.0 um de largo, con paredes lisas e incoloras a café palido, vesiculas de 15.0-25.0
pum de diametro, esféricas. Fialides biseriadas de 3.0-15.0 um de largo, que cubren tres cuartas
partes de la superficie. Conidios de 4.0-6.0 um de diametro, esféricos, paredes rugosas,
coloracion café, usualmente organizados radialmente.

Aislamientos: IMB: 4.2E.

5. Aspergillus sp. 1 (Figura 1F)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia convexa, algodonosa, margen filiforme, borde
irregular, consistencia blanda, con anverso y reverso de color blanco.

Crecimiento: 4.3-7.1 cm de didmetro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 1.0-10.0 um de ancho, hialinas, septadas. Conidi6foros
de 200.0-400.0 um de largo, con paredes lisas y sin coloracion, vesiculas de 10.0-30.0 um de
diametro, piriformes. Fidlides monoseriadas de 5.0-7.0 um de largo, Unicamente con cuello
corto, sobre la mitad superior de la vesicula. Conidios de 2.0-3.5 um de didmetro, elipsoides,
con paredes lisas a finamente rugosas, cabezas radiales a columnares.

Aislamientos: IMB: 3.2, 1E, 4.1E, 3.1.1,4.3.2.E; TMB: 2.2.2,2.4.2,5.5.2,5.2.1,5.4.3,y 7.3.3.

6. Fusarium sp. 1 (Figuras 3D, 3E)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia algodonosa, margen filiforme, borde irregular,
consistencia dura, con anverso y reverso de color blanco.

Crecimiento: 1.0-2.8 cm de didmetro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA, las cuales se
esparcen en toda la caja de agar.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-7.5 um de ancho, hialinas, septadas.
Macroconidios de 25.0-30.0 um de largo, curvados, fusiformes, entre tres y cuatro septos, de
puntas delgadas y centro ancho, moderadamente abundantes. Fialides de 1.0-2.5 cm de largo,
solitarias, escasas. Microconidios de 8.0-10.0 um de largo, curvados, sin septos a un septo.
Aislamientos: TMB: 5.1.3
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Figura 1. Caracteristicas microscépicas (tincion con azul de lactofenol, 40X) de hongos
aislados de granos de maiz procedentes de los puntos de venta de la cabecera municipal de
Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA, Quetzaltenango. A. Microconidios de
Acremonium sp. 1. B. Microconidios de Acremonium sp. 2. C-D. Conidi6foro de A. niveus. E.

Conidioforo de A. parasiticus. F. Conidioforo de Aspergillus sp. 1.
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7. Fusarium sporotrichioides Sherb (Figuras 3A, 3B, 3C)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia elevada, algodonosa, margen filiforme, borde irregular,
con anverso de color rosado y micelio aéreo blanco y reverso beige.

Crecimiento: 4.4 cm de diametro a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-7.5 um de ancho, hialinas, septadas,
Macroconidios de 10.0-25.0 um de largo, moderadamente curvados, entre tres y cinco septos,
con célula apical puntiaguda curvada y célula basal plana, abundantes. Fialides de 0.6-3.0 cm
de largo, escasas. Microconidios de 3.0-7.5 um de largo, elipsoides o piriformes.
Aislamientos: TMB: 3.3.1y 3.4.3.

8. Nigrospora oryzae (Berkeley & Broome) Petch (Figuras 1C, 1D)

Caracteristicas macroscdpicas: Colonia elevada, algodonosa, margen filiforme, con anverso y
reverso de color blanco y micelio aéreo anaranjado o café.

Crecimiento: 8.4 cm de didmetro de crecimiento rapido y abundante a los 3 dias a 28°C, en el
medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-10.0 um de ancho, oscuras, septadas. Conidiéforos
cortos de 27.0-32.0 um de largo. Fidlides ampuliformes, individuales o en grupos. Conidios de
15.0-22.5 um de didmetro, achatados en los polos, solitarios, de pared lisa, negros.
Aislamientos: IMB: 2.1, 3.1.2E, 4.3.1E; TMB: 2.3.3,2.5.2,25.1,7.1.2,7.32y 7.2.1.

9. Penicillium chrysogenum Thom (Figuras 4A, 4B)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia plana, plegada, pulverulenta, borde redondo,
consistencia blanda, con anverso de color verde gris que se torna blanco y reverso verdoso con
margen blanco.

Crecimiento: 0.8-2.8 cm de diametro a los 5 dias a 28°C, en el medio PDA, las cuales se
esparcen en toda la caja de agar.

Caracteristicas microscoépicas: Hifas de 1.0-2.5 um de ancho, hialinas, septadas. Conidi6foros
de 100.0-145.0 um de largo, con paredes lisas e incoloras, penicilios tipicamente triverticilados,
terminales y divergentes. Fialides de 10.0-12.5 um de largo. Conidios de 2.0-5.0 um de largo,
elipsoidales, paredes lisas, organizadas en columnas largas e irregulares.

Aislamientos: TMB: 1.2.1,1.4.1,6.1.1,6.2.2,5.5.3,5.4.1,6.3.1,6.4.1 y 2.2.3.
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Figura 2. Caracteristicas microscépicas (tincion con azul de lactofenol, 40X) de hongos
aislados de granos de maiz procedentes de los puntos de venta de la cabecera municipal de
Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA, Quetzaltenango. A. Esporodoquio. B-D.

Macroconidios de Fusarium sp. 1. E-F. Conididforos de N. oryzae.
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10. Penicillium sp. 1 (Figura 4C)

Caracteristicas macroscoépicas: Colonia plana, aterciopelada, borde irregular, consistencia dura,
con anverso de color verde gris que se torna blanco y reverso verdoso con margen blanco, con
pigmento amarillo difusible en el medio.

Crecimiento: 0.6-2.6 cm de didmetro a los 5 dias a 28°C, en el medio PDA, las cuales se
esparcen en toda la caja de agar.

Caracteristicas microscépicas: Hifas de 2.5-5.0 um de ancho, hialinas, septadas. Conidiéforos
de 100.0-150.0 pm de largo, con paredes lisas e incoloras, penicilios triverticilados a
biverticilados, de 1 a 2 ramificaciones. Fialides de 7.5-10.0 um de largo. Conidios de 2.0-4.0
pum de diametro, esféricos, paredes lisas, organizadas en cadenas desordenadas.

Aislamientos: TMB: 7.2.4, 6.5.1, 45.1, 7.2.2,7.1.1, 731, 75.2, 21.2, 23.1,5.3.2, 243 y
2.2.4.

11. Penicillium sp. 2 (Figuras 4D, 4E)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia plana, zonada, aterciopelada, margen circular, borde
irregular, consistencia dura, con anverso de color verde que se torna y reverso verdoso con
margen blanco, con pigmento amarillo difusible en el medio.

Crecimiento: 0.6-2.8 cm de didmetro a los 5 dias a 28°C, en el medio PDA, las cuales se
esparcen en toda la caja de agar.

Caracteristicas microscoépicas: Hifas de 2.5-5.0 um de ancho, hialinas, septadas. Conidioforos
de 50.0-125.0 pum de largo, con paredes lisas e incoloras, penicilios biverticilados a
monoverticilados, de 1 a 2 ramificaciones. Fialides de 4.5-5.5 um de largo. Conidios de 3.0-
5.0 um de diametro, esféricos, paredes lisas, organizadas en cadenas cortas.

Aislamientos: IMB: 3.1E; TMB: 3.2.1,1.3.2,2.4.1,1.1.1,1.2.2y 3.4.4.

12. Penicillium sp. 3 (Figura 4F)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia elevada, aterciopelada, zonada, margen circular, con
anverso de color verde grisaceo a amarillo y reverso rojizo con pigmento difusible en el medio.
Crecimiento: 1.6 cm a los 3 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscépicas: Hifas de 2.5-7.5 um de ancho, hialinas, septadas. Conidiéforos
de 25.0-30.0 um de largo, con paredes lisas e incoloras, penicilios biverticilados a
monoverticilados, de 1 a 2 ramificaciones. Fidlides de 5.0 um de largo. Conidios esporadicos
de 3.0-4.0 um de diametro, esféricos, paredes lisas.

Aislamientos: TMB: 3.1.2.
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13. Rhizopus microsporus Tiegh. (Figura 1E)

Caracteristicas macroscopicas: Colonia elevada, algodonosa, con anverso y reverso de color
grisaceo, con micelio aéreo gris negruzco.

Crecimiento: 8.4 cm de diametro de crecimiento rapido y que llena la caja a los 3 dias a 28°C,
en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 8.0-10.0 um ancho, oscuras, cenociticas, con
clamidosporas intercalares y terminales. Esporangiéforo de 150.0-620.0 um largo, oscuro, con
estolones y rizoides. Esporangios de 40.0-70.0 pum, globoso, columela de 15.0-30.0 um de
diametro, esférica. Esporangiosporas de 2.5-5.0 um de diametro, circulares, lisas y estriadas.
Aislamientos: TMB: 3.5.1y 3.5.2.

14. Trichoconiella padwickii (Ganguly) B.L. Jain (Figura 1F)

Caracteristicas macroscépicas: Colonia elevada, algodonosa, margen filiforme, borde irregular,
con anverso Yy reverso de color anaranjado, con micelio aéreo blanquecino. Crecimiento: 2.5-
4.5 cm a los 4 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: Hifas de 2.5-5.0 um ancho, hialinas, septadas Macroconidios de
30.0-62.0 x 2.5-10.0 um entre la punta y el Gltimo septo, elipsoides, con pared lisa, 5 a 6 septos
transversales, a veces las hifas quedan unidos a las terminaciones de los conidios dando la
apariencia de apéndices largos.

Aislamientos: TMB: 1.4.2,15.1,6.2.1,7.2.3y 3.1.1.

15. Trichoderma sp. (Figura 1G)

Caracteristicas macroscoépicas: Colonia elevada, zonada, margen filiforme, algodonosa, con
anverso de color blanco a verde oscuro en el centro y reverso amarillento a oscuro en el centro.
Crecimiento: 5.9 cm de diametro a los 2 dias a 28°C, en el medio PDA.

Caracteristicas microscoépicas: Hifas de 2.5-7.5 um de ancho, hialinas, septadas. Conidi6foros
de 5.0 a 10.0 um, profusamente ramificados. Conidios de 2.0-3.5 x 1.5-2.5 um, elipsoides,
individuales, de pared lisa, a menudo se adhieren en pequefios conglomerados, esferoides de
7.5-12.5 pm de didmetro.

Aislamientos: IMB: 3.2E.
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Figura 3. Caracteristicas microscépicas de hongos (tincion con azul de lactofenol, 40X)
aislados de granos de maiz procedentes de los puntos de venta de la cabecera municipal de
Tecpan Chimaltenango, Guatemala e ICTA, Quetzaltenango. A. Conidiéforos de P.
chrysogenum. B. Conididéforo de Penicillium sp. 1. C. Conidioforos de Penicillium sp. 2. D.
Conidioforo de Penicillium sp. 3. E. Esporangio de R. microsporus. F. Macroconidios de T.
padwickii. G. Microconidios de Trichoderma sp.
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IX. DISCUSION

El maiz es el grano que constituye por tradicion la base de la dieta de la poblacion
guatemalteca, ya que reviste una importancia especial por sus implicaciones culturales,
socioecondmicas y alimentarias (Fuentes, 2002). Normalmente los agricultores cosechan y
almacenan el maiz entre seis meses a un afio dependiendo del éxito que han tenido en su
produccion, la cual deberd satisfacer requerimientos alimenticios en el futuro inmediato
(Paliwal, Granados, Lafitte, y Violic, 2001).

En este estudio, segun la informacion recabada en los puntos de venta, el maiz que se
expende en Tecpan y en el ICTA, Quetzaltenango se cosecha de forma tradicional, lo cual hace
que las mazorcas lleguen del campo con un alto contenido de humedad dentro de los granos,
ya que estas recién cosechadas, se dejan secar al mismo tiempo sobre el suelo y luego se
almacenan principalmente en costales, lo que favorece el desarrollo de microorganismos
(Lindbland & Druben, 1980; Jamieson & Hubber, 1970).

Desde el punto de vista tecnico, el porcentaje de humedad éptimo del grano de maiz
almacenado debe encontrarse en 13% para que, en conjunto con la temperatura, no se favorezca
el crecimiento fangico (Christensen y Kaufmann, 1969), ya que un valor de humedad de 14%
favorece el crecimiento de los hongos. Por el contrario, un valor menor a 9% favorece el
almacenamiento hermético y no es apropiado para el crecimiento fungico (Anexo 6; Granados,
2001).

El porcentaje de humedad en los granos de maiz obtenidos en Tecpan en su mayoria
fue cercano al 13%, lo que demostrd que el almacenamiento se realizd en condiciones de
humedad apropiadas previo a su venta, sin embargo, aun asi, puede permitir el desarrollo
fangico. Por otra parte, el maiz del ICTA tuvo un porcentaje de humedad mas bajo como se
requiere para el almacenamiento del grano tipo hermético (<9%), por lo que se esperaria que
hubiera poca o nula colonizacién fangica de los granos (Tabla 3, Christensen y Kaufmann,
1969).

Ademas de la humedad, en la colonizacién fungica de los granos también influyen el
pH de los mismos. En este estudio los valores encontrados en las muestras de los granos de

maiz de los puntos de venta en Tecpan e ICTA, Quetzaltenango fueron cercanos a siete, lo cual
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puede favorecer la colonizacion flngica, ya que estos organismos prefieren los medios acidos
(Soriano del Castillo, 2007).

Otra prueba evaluada en este trabajo fue la irradiacion de los granos con luz UV para
determinar fluorescencia como indicador de las micotoxinas aflatoxina B y aflatoxina G, en
donde se obtuvo resultados negativos, debido a que esta prueba se utiliza para determinar
presuntivamente la presencia del hongo por medio de la deteccion de hidroxiantraquinonas
(molécula fluorescente), que se produce por crecimiento activo de A. flavus y por lo tanto, no
determina la produccion de aflatoxinas, ya que si hay menos de ocho moléculas fluorescentes
en una muestra de 2.5 kg no garantiza que esta esté libre de aflatoxinas, por lo que es necesario
hacer la confirmacion con una prueba cuantitativa (Munkvold, Hurburgh, Meyer, Loy, &
Robertson, 2012).

Al respecto, por el método de ELISA, en el caso de las aflatoxinas totales se encontraron
concentraciones por debajo de 2.0 ppb (limite inferior detectado por la prueba) para todas las
muestras, lo anterior es de suma relevancia puesto que estos valores se encuentran dentro del
limite méaximo permitido (20 ppb) por la FDA y COGUANOR (Ministerio de Economia, 1992;
Williams et al., 2004).

Los resultados de las concentraciones de aflatoxinas totales por el método de ELISA,
parecen ser contradictorios con los de la prueba de luz UV. Sin embargo, como se menciond
anteriormente la prueba de luz UV no estima aflatoxinas, si no hidroxiantraquinona (Munkvold
et al., 2012), por lo que no es extrafio el resultado detectado en las muestras analizadas por el
método de ELISA.

En el caso de los valores para ocratoxina A, por el método de ELISA, fueron menores
a 20 ppb en la mayoria de las muestras procedentes de Tecpan, con excepcion de una muestra
de Tecpan e ICTA Quetzaltenango las cuales mostraron un valor mayor a 30.0 (limite de
deteccion de 2.0-25.0 ppb), el cual sobrepasa significativamente el valor sugerido por la FDA
(20.0 ppb).

Por otra parte, el hecho que en todas las muestras analizadas no se obtuvieron

concentraciones de fumonisinas totales, pudo deberse a que la prueba de ELISA tiene como

o1



limite inferior de deteccidn concentraciones por arriba de 0.2 ppm, por lo que no se puede

descartar que las muestras tengan concentraciones por debajo de este minimo.

Con base en los resultados obtenidos para las concentraciones de micotoxinas se pudo
determinar que las muestras de maiz analizadas provenientes de Tecpan e ICTA no es apto para
el consumo humano ya que las concentraciones obtenidas para ocratoxina A, productor
potencial de dafio hepatotdxico, nefrotoxico, neurotdxico y teratogénico en humanos, fueron
mayores a los limites permisibles por la FDA, aunque los valores para aflatoxinas y
fumonisinas se encontraran dentro de los limites permisibles, tanto para la FDA como para
COGUANOR. Debido a que en Guatemala todavia no existe una norma establecida de limites

permitidos para ocratoxina A, es necesario considerar los indicados por la FDA.

Una de las limitaciones principales de este estudio fue no realizar andlisis
confirmatorios con métodos mas robustos, ya que la prueba de ELISA actualmente es utilizada
para estudios de tamizajes de micotoxinas y por ello es necesario realizar una confirmacion
(Martinez, Vargas, y Gomez, 2013). Al respecto, se indica que la técnica de referencia para la
deteccion de micotoxinas en cereales y subproductos es HPLC acoplada a extraccion con
columnas de inmunoafinidad. Varios estudios han comparado los resultados de estas dos
pruebas. Por ejemplo, Dorner & Cole (1989) indicaron que en base a el rendimiento de dos
pruebas de deteccion de ELISA (EZ-Screen y Afla-10 Cup Test) con cromatografia liquida
para la determinacion de aflatoxinas en mani ambas pruebas de ELISA son adecuadas para su
uso como pruebas de deteccion rapida en muestras negativas o contaminadas por encima de

sus umbrales de deteccidn.

Al comparar los resultados obtenidos para las micotoxinas con otros estudios
realizados, por ejemplo, Torres y otros (2015) reportaron que, de 17 muestras de maiz
procedentes del departamento de Chimaltenango, solamente tres presentaron un promedio de
21 ppb de aflatoxinas B1, valor que se encuentra por encima de los encontrados en este estudio.
Por otra parte, todas las muestras presentaron concentraciones de fumonisinas B1 con un
promedio de 0.07 ppm, lo cual indica que los valores de estas son minimos en las muestras,
razon por la cual no fue posible detectarlas, debido a que la prueba de ELISA (Veratox®)

utilizada tiene un valor de deteccién limite de 0.2 ppm.
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Asimismo, Rojas-Jaimes (2008) realiz6 la comparacion entre las pruebas ELISA
(Veratox de Neogen® y R-Biopharm AG®) y HPLC para el analisis de ocratoxina en muestras
de paprika y llego a la conclusién que los resultados de ELISA tienden a ser mas altos a los de
HPLC, sin embargo, se obtienen una buena correlacion (0.9) entre el ELISA Veratox de
Neogen® y el HPLC.

Por otra parte, con respecto a las 104 cepas fungicas recuperadas, Acremonium sp. 2 fue
aislada con mayor frecuencia, seguida por Aspergillus sp. 1 y Penicillium sp. 1, resultados que
coinciden con los estudios realizados por Lemus y otros (2007), Vifas, Sanchis y Hernandez
(1984), los que indicaron que las principales especies aisladas en maiz cosechado en México,
Espafia y Venezuela, respectivamente, fueron A. flavus, Penicillium spp. y A. strictum, debido
a que varias especies de dichos géneros son los principales contaminantes del maiz, ademas de

ser productores de micotoxinas (Smith & White, 1988).

Por el contrario, Vega (2012); Bucio, Guzman y Pefia (2001); Pineda y Carrasco (1997)
asi como Mazzani, Gonzalez, Luzon y Quijada (1998) indicaron que el principal género aislado
en México y Venezuela fue Fusarium sp., lo cual es diferente a los encontrado en este estudio
ya que el género Fusarium se aisl6 en un 2.88% de los casos. Lo anterior puede deberse a que
Fusarium posee una mayor capacidad de sobrevivencia a 33°C y las temperaturas ambientales

del rea oscilan entre 17-25 para Tecpan y 13-22 para Quetzaltenango (Plato, 2018).

Es importante recalcar que de las cepas recuperadas del maiz del ICTA, seis
correspondieron a especies de Aspergillus (42.85%), lo cual puede contradecir el hecho que el
almacenamiento de tipo hermético de los granos no deberia de favorecer el crecimiento de
microbiota fungica (Smith & White, 1988). Sin embargo esto puede deberse a que diversos
estudios han demostrado que algunas especies de Aspergillus y Penicillium son capaces de
colonizar las semillas en el campo y crecer con porcentajes de humedad bajos y condiciones
controladas como la crioconservacion (> 6% para Aspergillus y > 8% para Penicillium), y son
capaces de soportar condiciones ambientales adversas como escasez de nutrientes, agua y
temperaturas desfavorables al desarrollo fungico, pues forman estructuras de resistencia
(Gimeno, 2002; Figueiredo, Cardoso, y Cardenas, 2014; Pérez y Cardenas, 1993). Por lo tanto,
estos resultados se pueden atribuir a que los agricultores utilizan métodos tradicionales con
pocas condiciones controladas de cosecha y secado que no preservan la calidad del grano. Otra

posibilidad es que la contaminacion de los granos sea al momento de ser recolectados y
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transportados a los silos o trojas previo a su almacenamiento con esporas, pues se sabe que el
almacenamiento del grano no mejora su calidad, sino que solamente retarda su deterioro
(Granados, 2001).

Es importante indicar que se recuperd una cepa de A. parasiticus en las muestras
analizadas del ICTA. Esta especie se ha asociado a la produccion de aflatoxinas y que la
incidencia de dicha especie en aislamientos en muestras de maiz bajo condiciones de
crecimiento controlado es baja, ya que posee una débil capacidad de supervivencia en
condiciones ambientales del campo, lo que produce concentraciones bajas de aflatoxinas

(Bucio, Pefia, Y Guzman, 2001), lo cual se demostré en este estudio.

Una de las limitaciones principales de este estudio fue la identificacion taxondémica de
las especies de cepas flngicas recuperadas, ya que estas presentan caracteristicas
microscopicas similares dificiles de diferenciar con microscopia fotonica, por lo que deben ser
identificados Unicamente usando un enfoque polifasico que combina fenotipo, fisiologia,
secuenciacion genética y datos de metabolitos secundarios de cada especie (Frisvad et al.,
2019).

Por otra parte, al realizar una revision en la literatura, se encontré que las especies de
Penicillium y Aspergillus que se identificaron hasta especie, posiblemente puedan ser
productoras de ocratoxina A debido a que se encontr6 esta micotoxina en todas las muestras.
En un estudio en granos de maiz realizado por Castellari, Cendoya, Marcos, Barrera y Pacin
(2015), en el cual se busco la asociacion entre factores extrinsecos e intrinsecos con
poblaciones fungicas micotoxigénicas, se recuperaron 18 cepas de Penicillium, dos de
Aspergillus y cuatro de Fusarium, de las cuales seis tenian potencial micotoxigénico y una de
ellas poseia la capacidad de producir ocratoxina A.

De los tres aislamientos del género Fusarium recuperados, dos correspondieron a F.
sporotrichioides, hongo potencialmente micotoxigénico productor de tricotecenos, micotoxina
no analizada en este estudio pero que se ha reportado como toxica para el ser humano,

inhibiendo la sintesis de proteinas (Kiessling, 1986).

Con respecto a las especies de Acremonium asiladas, se sabe que varias son endoéfitas

del maiz y generan un antagonismo con hongos productores de micotoxinas como Fusarium y
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Aspergillus por medio de la produccion de antibi6ticos inhibitorios (Wicklow, Roth, Deyrup,
& Gloer, 2005). Aunque no se tenga certeza de las especies aisladas en este estudio por la
limitacion de la identificacion de las especies de hongos, se puede asumir que el elevado
porcentaje de aislamiento del género Acremonium, inhibié el crecimiento de Fusarium, lo cual

puede correlacionarse con la no deteccion de fumonisinas.

Es importante resaltar la presencia del hongo T. padwickii que, aunque no se conoce
que produce alguna micotoxina, este género estd comunmente asociado a la contaminacion en
arroz, por lo que se considera a su vez como contaminante de almacenamiento, lo cual es muy
comun que en los comercios o sitios de venta se almacene en conjunto con varios granos (Pitt
& Hocking, 2009).

Finalmente, el hallazgo de concentraciones de ocratoxina A en el maiz por encima de
los valores permitidos por la FDA demuestra que existe la importancia de realizar un monitoreo
constante sobre la presencia de estas, a través de la metodologia de HPLC/MS, meétodo
estandarizado de deteccion con mayor sensibilidad y especificidad, asi como también realizar
una identificacion por genero y especie de hongos potencialmente micotoxigénicos como
accién oportuna para determinar otras micotoxinas en maiz que puedan ocasionar un riesgo
potencial para los consumidores. Asi como también, establecer los limites permisibles de
ocratoxina A en el maiz para el consumo humano sin que puedan generar patologias cronicas
0 cuadros de intoxicacion aguda a nivel local por parte de COGUANOR, ya que diversos
estudios como los de Ravelo, Rubio, Gutiérrez y Hardisson (2011) han demostrado que esta
micotoxina tiene la capacidad de ser principalmente hepatotoxicas y nefrotdxicas, ademas de
ser teratogénicas e inmunotoxicas y de poseer sinergismo contra otras micotoxinas (Serrano-

Colli y Cardona-Castro, 2015; Martinez, Herndndez, Reyes, y Vazquez, 2013).
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X. CONCLUSIONES

1. Las concentraciones de aflatoxinas totales detectadas fueron menores a 2 ppb (2-50 ppb,
valor del limite de deteccidn), las de ocratoxina A oscilaron entre de 3.6 a 37.2 ppb (2-25
ppb, valor del limite de deteccion) y no se detectaron fumonisinas totales (1-6 ppm, valor

del limite de deteccion).
2. Se identificaron 15 especies diferentes de hongos potencialmente micotoxigénicos de los

cuales el mayor porcentaje correspondié a Acremonium con un 27.88%, seguido de

Aspergillus y Penicillium ambos con 11.54%.
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XI. RECOMENDACIONES

Realizar los analisis de las concentraciones de micotoxinas a través de la metodologia de

HPLC/MS, método estandarizado de deteccion con mayor sensibilidad y especificidad.

Realizar una prueba de ELISA de alta sensibilidad para detectar concentraciones de

fumonisinas por debajo de 0.10 ppm.

En futuros estudios analizar otros tipos de maiz que se comercialicen y se consuman en la

localidad del estudio.

Ampliar la region geogréfica de investigacion, para poder obtener un punto de comparacion

entre los diversos ambientes agroecoldgicos que posee Guatemala.

Utilizar el medio de cultivo Czapek-dox, para identificar por género y especie a hongos
potencialmente micotoxigénicos, por medio de las caracteristicas macroscopicas Yy

microscopicas.

En futuros estudios realizar la determinacion de otras micotoxinas en maiz que puedan

ocasionar un riesgo potencial para la salud de los consumidores.

Realizar pruebas sobre el potencial micotoxigénico de las cepas obtenidas en este estudio.
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X1, ANEXOS

Figura 1. Estructura quimica de aflatoxinas.

Aflatoxina B, Aflatoxina G,
Adaptado de “Human aflatoxicosis in developing countries: a review of toxicology, exposure,
potential health consequences, and interventions” por J. Williams et al., 2004, American

Society for Clinical Nutrition, 80(5), 1106-1110.

Figura 2. Vias de biotransformacién para Aflatoxina B1 (AFB1).

R
Aflatoxin- N’-guanine Aflatoxin- albumin adduct
(urine) (serum)
— .
AFB-N7-gua () AFB-FAPyr( 1.2
On /() ABFARE o oL AFBdysine
T _-— o+ 1 o 5 !
el 1) ) O W /7 (in albumin)
| ® L ™S o o™
P R | T - .,
A T
I 4 " l
&5 : AFB-diol
e S - ? e 1 2 Ars-
Do Lt 25 U e
o o ] o
W o o™ ? ‘:° e i - o™
AFB1 At - e N
, ° ? o ? o
5 Wo o™ W o "w (", AFB mono-
p endo-epoxide oYY e alcohols
ooy AFM1 S e e
v L 4 o‘u - T ° 1 '|’ =
. - > " o 3
8 0 B : " " | L AF8-diaiconol
"o
4§ AFQ1 ok WS
= AFB-NAC
.
Aflatoxin-Mercapturic Acid

%

Adaptado de “Aflatoxin: 50-years odyssey of mechanistic and translational toxicology” por T.

Kensler et al., 2010, Toxicological Sciences, 120(1), S29-S37.
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Figura 3. Pasos clave en el desarrollo de HCC por quimicos (aflatoxinas) y factores virales
(VHB y VHC).
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Adaptado de “Aflatoxin: 50-years odyssey of mechanistic and translational toxicology” por T.
Kensler et al., 2010, Toxicological Sciences, 120(1), S29-S37.

Figura 4. Estructura quimica de FB1.
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Adaptado de “Identification of genes and gene clusters involved in mycotoxin synthesis” por
D. Brown, R. Butchko & R. Proctor, 2011, en S. De Saeger (Ed.), Determining mycotoxins and

mycotoxigenic fungi in food and feed (pp. 334-338). Cornwall, United Kingdom: Woodhead
Publishing Limited.
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Figura 5. Estructura quimica de OTA.

O

N
H
Cl
Adaptado de “Identification of genes and gene clusters involved in mycotoxin synthesis” por

D. Brown etal., 2011, en S. De Saeger (Ed.), Determining mycotoxins and mycotoxigenic fungi
in food and feed (pp. 334-338). Cornwall, United Kingdom: Woodhead Publishing Limited.

Tabla 3. Efecto del contenido de humedad del grano sobre la fisiologia de la semilla y la

presencia de factores bioticos de estrés

Humedad de la semilla ~ Comportamiento de la semilla y ocurrencia de

(%) estrés

>45-60 La semilla germina

>18-20 Puede ocurrir calentamiento

>14-20 Los hongos crecen sobre y dentro la semilla
<9-8 Escasa o ninguna actividad de insectos
<8-4 Almacenamiento hermético es mas seguro

Adaptado de “Manejo Postcosecha” por G. Granados, 2001, en R. Paliwal, G. Granados, H.
Lafitte y A. Violic (Eds.), EI Maiz en los trépicos: Mejoramiento y producciéon. Roma, Italia:

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
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Figura 6. Geolocalizacion del municipio de Tecpan, Chimaltenango.
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Adaptado de “Mi mapa” por Esri, 2019, en ArcGIS Online, recuperado

http://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html

Figura 7. Geolocalizacion del ICTA, municipio de Olintepeque, Quetzaltenango.
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Adaptado de “Mi mapa” por Esri, 2019, en ArcGIS Online, recuperado

http://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html
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