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RESUMEN

En este trabajo se evaluaron dos variedades de grano de cebada maltera
correspondientes a tres ciclos agricolas diferentes con la finalidad de determinar la
calidad biolégica del grano con respecto a la presencia de hongos y micotoxinas, esto
debido a la importancia que este cultivo tiene en la industria cervecera.

Los resultados obtenidos en las pruebas de calidad bioldgica, indican que las muestras
analizadas cumplen con los estandares establecidos en la Norma Mexicana, NMX-FF-
043-SCFI-2003.

Con respecto a la presencia de micobiota en grano de cebada, se encontrdé que el
género Alternaria fue el que predomind en cuanto al nimero de aislamientos
realizados, especialmente en grano procedente de los ciclos agricolas 2003 y
2003/2004; siguiendole en orden de importancia los géneros Epicoccum,
Helminthosporium, Fusarium, Cladosporium, Aspergillus y Penicillium, causantes de
diversas enfermedades en campo y almacén.

En cuanto a la presencia natural de micotoxinas, se determind el deoxinivalenol (DON)
en todas las muestras analizadas en concentraciones por arriba de los limites
permitidos para el consumo humano (1,700 — 56,900 ug kg™l). Sin embargo, en las
muestras correspondientes al ciclo agricola 2002/2003, no hubo presencia del género
Fusarium, implicado en la sintesis de esta toxina.

Para el caso de las aflatoxinas, Unicamente se encontraron en concentraciones de 1 —
4 ug kg* en tres muestras analizadas, mientras que las micotoxinas ocratoxina A,
zearalenona, alternariol, monometil-éter de alternariol y &cido tenuazdico no se
encontro presencia de éstas.

La presencia de hongos puede reducir el rendimiento y la calidad del grano, asi
mismo, algunos de estos hongos son capaces de sintetizar toxinas como las
aflatoxinas y el deoxinivalenol (DON), lo cual es un factor de riesgo para la salud

humana y animal.
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I. INTRODUCCION

Los hongos aparecen frecuentemente como contaminantes en productos alimenticios,
constituyendo quiza el agente de deterioro mas comin de todo tipo de alimentos. Asi
mismo, son capaces de crecer en una gran variedad de cultivos, invadiendo raiz, tallo,
hojas, flores y frutos, ocasionando pérdidas econémicas e incluso la produccion de
micotoxinas (Betina, 1984).

Sin embargo, la presencia de hongos en los alimentos y productos agricolas no indica
necesariamente una contaminacién con micotoxinas, pero si es un factor de riesgo
importante para que éstas se produzcan. De igual forma la ausencia aparente de
crecimiento fungico no garantiza la ausencia de las toxinas (Northolt y Van Egmond,
1982).

Los productos agricolas mas susceptibles a la contaminacién por hongos productores de
micotoxinas son los cereales, como la cebada que es un cereal de grano pequefio,
empleado principalmente como materia prima en la elaboracién de cerveza y forraje.
Durante su desarrollo en campo, hasta su conversién en malta o bien hasta su consumo
como alimento para humanos y animales, los granos de cebada se encuentran expuestos
a la contaminacién por una gran diversidad de microorganismos, que les causan deterioro
reduciendo su calidad. El grado de contaminacién depende de las condiciones climaticas
a nivel de campo y de las condiciones de almacenamiento y procesamiento postcosecha
(Ocampo et al, 2005).

La contaminacion de la cebada por hongos, ademas de causar la pérdida de la calidad del
producto, conlleva a importantes pérdidas econémicas y a un riesgo sanitario para los

consumidores ya sean humanos o animales, debido al potencial de algunas especies de



hongos para producir micotoxinas como las aflatoxinas, las cuales son consideradas
como un carcindbgeno humano involucrado en el cancer hepético primario. O bien los
tricotecenos asociados a desérdenes digestivos, hemorragias, afecciones de la médula
0sea y neuropatias (Carrillo, 2003).

El cultivo de la cebada (Hordeum vulgare L.), por la particularidad que tiene de ser
destinado a diversos usos y de ser una opcién para regiones con limitaciones para el
desarrollo de cultivos como hortalizas o frutales, es considerado dentro de los principales
cultivos en México y en varios paises del mundo.

Por tales caracteristicas se han realizado gran variedad de trabajos con la finalidad de
dar a conocer los elementos que intervienen y/o conjuntan el aspecto fitosanitario de este
cultivo.

Particularmente en este trabajo se analizaron algunos parametros utilizados para
determinar la calidad biolégica del grano de cebada tales como: el porcentaje de
germinacion, el vigor, el contenido de humedad y el peso seco, pero ademas se analizé6 la
presencia de micobiota asociada al cultivo y la posibilidad de que ésta fuera generadora
de metabolitos secundarios de caracter toxico para el hombre y los animales, llamados
micotoxinas. Lo anterior se realiz6 con dos variedades comercialmente utilizadas para la
obtencién de malta, la cual es destinada a la elaboracion de cerveza: la variedad
Esperanza, que es sembrada en areas de riego y la variedad Esmeralda, que es

sembrada en areas de temporal.



IIl. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de hongos asociados en granos de cebada maltera y determinar

micotoxinas en dichos granos utilizados en la industria cervecera de México.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

2.2.1. Determinar la calidad fisica y biolégica del grano de cebada maltera

2.2.2. Conocer la micobiota presente en muestras de grano de cebada maltera
procedente de Valles Altos y del Bajio.

2.2.3. Identificar a nivel de género y / o especie los hongos aislados en las muestras
analizadas.

2.2.4. Determinar la presencia y concentracién de micotoxinas.

lIl. HIPOTESIS

El grano de cebada procedente de la zona de Valles Altos en México presentara una
mayor presencia de hongos y micotoxinas en comparaciéon con el grano del Bajio, por
encontrarse mas expuesto a efectos severos de factores del medio ambiente y de

manejo antes y después de la cosecha.



IV. ANTECEDENTES

4.1. Caracteristicas del cultivo de cebada

La cebada es un cultivo de estacion corta y de maduracion temprana, tolerante a una
amplia gama de condiciones adversas, incluyendo el frio, la sequia y los suelos salinos.
Prospera en un rango ambiental mucho mas amplio que cualquier otro cereal, en climas
desde subarticos hasta subtropicales. Dada la amplia distribucién geografica de la cebada
y su adaptabilidad Unica, existen miles de formas de este grano. La cebada cultivada
pertenece a la especie Hordeum vulgare L., a la tribu triticeae de la familia de las
gramineas. Se considera que H. vulgare consta de tres subespecies: Hordeum vulgare
hexastichum cebada de seis hileras, Hordeum vulgare distichum cebada de dos hileras y
Hordeum vulgare irregulare cebada irregular. Estas subespecies se distinguen por el
namero de espiguillas que producen granos en cada uno de los nudos de la espiga; en los
tipos de dos hileras s6lo una de las tres espiguillas es fecundada, en tanto que en las
variedades de seis hileras las tres espiguillas producen granos (Stubbs et al., 1986).
Ademas, la cebada a menudo se caracteriza por el tipo maltero o por el tipo forrajero,
refiriéndose a la intencion de su uso. Se le describe como cubierta o desnuda,
dependiendo de la presencia o no de cobertura externa en los granos. Finalmente, existen
cientos de variedades distintivas de cebada, combinando diversas caracteristicas fisicas y
agrondémicas, cada una con un nombre particular.

Es una graminea anual adaptada a un amplio rango de condiciones ambientales en las
zonas templadas y frias. La temperatura adecuada para su desarrollo varia entre los

15°C y 31 °C. Requiere poca humedad, entre los 400 y los 1300 mm de precipitacion.
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4.2. Morfologia

La raiz principal penetra hasta una profundidad de 12 a 15 cm, desarrollando raices
secundarias.

El tallo es erecto y cilindrico, tiene de cinco a ocho nudos y entrenudos, su crecimiento se
realiza en la base de cada entrenudo, siendo en el Gltimo de éstos en donde se localiza la
espiga. Ademas de un tallo principal, desarrolla tallos secundarios, o vastagos, la
capacidad de la planta para producir vastagos en respuesta a las condiciones ambientales
es una de las razones por las cuales la cebada es tan adaptable.

La hoja es lanceolada, con una longitud de 22 a 30 cm y un ancho de 1.0 a 1.5 cm. Las
hojas emergen en cada nudo en posicién opuesta una a otra. La parte inferior de cada
hoja forma una estructura tubular llamada vaina, la cual rodea y cubre por completo al
tallo, ocultandolo.

La flor es perfecta ya que contiene ambos 6rganos reproductores en la misma estructura,
con lo cual se asegura la autopolinizacion ya que ambos se encuentran encerrados Yy
protegidos.

La espiga es cilindrica, esta conformada por espiguillas, cada una integrada por el grano y
dos glumas con barba de longitud variable, las cuales son alternas y estan adheridas en
forma de zigzag al eje llamado raquis.

El grano estd compuesto por la cascarilla, la raquilla y el fruto. El fruto lo conforma el
pericarpio y la semilla, la cual esta formada por una capa de aleurona y por el embrién.

Los granos a menudo terminan en apéndices semejantes a cerdas denominadas aristas.



4.3. Produccion nacional e internacional

En México la cebada maltera (Hordeum vulgare L.), es sembrada en aproximadamente
370,000 hectareas, agrupadas en tierras de temporal y tierras de riego, con una
produccion aproximada de 770,000 toneladas (SAGARPA, 2004). La principal area
productora de cebada maltera se encuentra ubicada en el Altiplano Central, la cual abarca
la regién conocida como Valles Altos (2000 a 2850 msnm), y que corresponde a las
planicies de Pachuca, Tizayuca y Tulancingo en el estado de Hidalgo, las planicies de
Otumba en el Estado de México, los llanos de Apan en el Estado de Hidalgo, los Valles de
Tepeyahualco y Apizaco en el Estado de Tlaxcala, ademas de la llanura Oriental y
Cuyoaco en el Estado de Puebla (Mufioz-Rodriguez, 2001). Le sigue en orden de
importancia el Bajio, (region que abarca la parte suroeste de Guanajuato y partes
limitadas de Jalisco, Michoacan y Querétaro), Sonora y Baja California, destacando por su
volumen de produccién el Estado de Guanajuato; de manera general los rendimientos en
estos lugares oscilan entre las 2.1 y las 4.0 toneladas por hectarea (SAGARPA, 2004).
Actualmente la cebada es el cuarto cereal de importancia en el mundo, después del
trigo, el arroz y el maiz (Gutiérrez-Garcia, 2000; Lépez et al., 2005). Los principales
paises productores de cebada son Australia, la Unién Europea, Canada, Estados Unidos,

la ex Union Soviética, Kazajstan y Turquia (ASERCA, 1995).

4.4. Importancia econémica y social

La cebada es considerada como un producto estratégico y materia prima indispensable
para la elaboracion de cerveza. En la cadena agroalimentaria de la cebada maltera
participan alrededor de 55,000 productores de cebada, dos grupos fabricantes de
cerveza: Grupo Modelo que abarca alrededor del 56.4 % del mercado y FEMSA quien

abarca el 43.6 % del mercado consumidor de cerveza en México.



La industria cuenta a la fecha con 17 plantas productoras de malta y cerveza en 11
estados del pais. México esta ubicado actualmente como el séptimo productor de cerveza
a nivel mundial.

La tasa de crecimiento promedio que la industria cervecera mostré en el periodo
comprendido entre 1991 a 2003 fue del 12% anual. Este sector aport6 en el afio 2004 el
1.6 % del Producto Interno Bruto Nacional y el 3.8% de la recaudacion fiscal total en
México. La cadena productiva de esta industria genera unos 88,000 empleos directos y
unos 800,000 empleos indirectos. Siendo el consumo percapita anual de alrededor de 50

litros (SAGARPA, 2005; INEGI, 2005).

Utilizacion

La versatilidad de la cebada la convierte en un grano apropiado para una gran variedad
de usos, entre los principales destacan el forraje para ganado, el malteado y la
alimentaciéon humana. Se estima que dos terceras partes de la produccién mundial de
cebada se utiliza como forraje y grano en la alimentaciéon de ganado vacuno, porcino y
aviar y la tercera parte restante es utilizada para consumo humano principalmente en la
elaboracion de malta (USDA, 2004). La cebada es una alternativa nutrimental, ademas de
ser un cultivo que ahorra costos con respecto del maiz y otros granos, para alimentar a
diversos animales, incluidos el ganado vacuno lechero y céarnico, porcino, ovino y avicola.
Si bien, es comparable al maiz como fuente de energia, la cebada es significativamente
mas alta en proteinas, aminoacidos y fibras Utiles. Los niveles proteicos de la cebada
generalmente varian entre 13.5 y 14.5 %, comparados con una variacion de 9.3 a 9.8 %

para el maiz.



Antes de alimentar al ganado con cebada, generalmente se muele el grano para mejorar
su digestibilidad. Puede ser enrollada, machacada, suavizada, hecha copos o convertida
en granulos. Los subproductos de la cebada derivados de los procesos de malteado y
destilacion también pueden ser usados para incrementar las raciones de forraje.

En su forma malteada, la cebada es crucial para determinar la composicién, sabor y
caracter de la cerveza. La cebada maltera es también un ingrediente clave en la
elaboracion del whisky y otras bebidas destiladas, asi como en numerosos productos
alimenticios. Dado que diferentes variedades de cebada reaccionan de manera distinta en
el proceso de malteado, las compafias malteras, tienen criterios estrictos para el grano
que usan. Por ende, los agricultores y administradores de granos toman extremas
precauciones para la produccion, el envio, el almacenaje y la comercializacién de la
cebada con el fin de mantener su calidad y preservar la integridad de las variedades que
estan destinadas al malteado. Las variedades de cebada maltera que no cumplen con los
estdndares de malteado pueden seguir teniendo excelente calidad para usarse como
forraje animal.

Debido a su amplia disponibilidad y a sus numerosas ventajas nutrimentales, la cebada es
un alimento importante en las dietas humanas de muchas partes del mundo. No sélo la
cebada tiene un alto contenido de fibra, antioxidantes benéficos y vitaminas del complejo
B, sino que tiene bajo contenido de grasas y no tiene colesterol. Ademas de las cebadas
tradicionales de dos y seis hileras, se han desarrollado variedades desnudas para
aplicaciones alimenticias. Dado que la cebada desnuda requiere poca limpieza después
de ser cosechada, puede usarse el grano entero, incluyendo el salvado y el germen ricos
en nutrimentos. Los productos alimenticios hechos a base de cebada desnuda son

considerados alimentos de grano integral.



La cebada es consumida por los humanos de las siguientes formas:

a) Cebada perlada, también denominada blogueada, “pot” o “scotch”, es la forma mas
popular de cebada alimenticia. Las cdscaras externas no comestibles son removidas y los
granos posteriormente son pulidos o perlados. Puede ser cocida y servida como
guarnicion o agregada a sopas, guisos, ensaladas, estofados y otros platillos.

b) Harina de cebada, que tiene un contenido de gluten mas bajo que la harina de trigo,
puede ser usada para agregar fibra a productos de panaderia 0 como espesante para
sopas, guisos y salsas.

¢) Semolina de cebada, hecha a base de granos de cebada que han sido cortados en
pequefios trozos, es usada para elaboracion de alimentos comerciales como por ejemplo
en cereales procesados, como aglutinante en embutidos 0 como suavizante o extensor en
carnes molidas con bajo contenido de grasas.

d) Malta de cebada, ademas de ser usada en la produccién de cerveza, también puede
aprovecharse en extractos y jarabes para agregar sabor, color y como edulcorante en
alimentos comercialmente preparados tales como cereales, productos de panaderia,
confituras y bebidas.

Las investigaciones mas recientes se han centrado en los beneficios potenciales de la
cebada para la salud humana. Los resultados iniciales indican que la presencia de [3-
glutano, una forma de fibra asimilable, disminuye el colesterol en la sangre, ayuda a
regular la respuesta de glucosa de la sangre y puede fortalecer el sistema inmunolégico.
Asi mismo, se estan estudiando los efectos de la cebada sobre la reduccion de los
factores de riesgo de la diabetes al mejorar la salud intestinal y promover el

mantenimiento de la pérdida de peso.



4.6 Malteado

El malteado produce las enzimas requeridas para la destilacién y otros procesos, y hace a
los almidones presentes en la cebada cruda mas accesibles a dichas enzimas. Los pasos
clave en el proceso de malteado de acuerdo con la International Malting Co. U.S, son los
siguientes:

a) Remojado, el grano es remojado en tanques de agua para aumentar el contenido de
humedad del mismo hasta un nivel uniforme, generalmente alrededor del 45%.

b) Germinacion, el grano remojado es esparcido y mantenido a temperatura constante
para permitir que el embriéon (0o germen) de los granos brote de manera controlada,
activando las enzimas que comienzan a convertir el almidon en azucar.

¢) Secado, el grano germinado, a menudo llamado malta verde, es calentado con el fin de
secarlo, detener la germinacién e impartir color y sabor.

Durante la destilacién, la cebada maltera es machacada o molida y luego calentada con
agua en un proceso llamado molturacién, ésto permite que las enzimas producidas
durante el malteado conviertan el almidon del grano en azlcares solubles, también
denominadas extracto de malta. A continuacién, el liquido dulce, llamado mosto, es
separado del residuo del grano. ElI mosto, es luego hervido para purificarlo y agregar el
lGpulo para impartir sabor adicional. Finalmente, se introduce levadura al mosto para
comenzar la fermentacion, durante la cual los azlUcares son convertidos a alcohol y
diéxido de carbono (USDA, 2004).

Para optimizar el rendimiento de la cebada en los procesos de malteado y destilacion, las
malterias buscan granos que germinen facilmente y que tengan granos gordos y de
tamafo uniforme. Los niveles proteicos también son clave, ya que estan directamente
relacionados con los niveles de almidén y enzimas. Un contenido proteico mas alto

corresponde a niveles enzimaticos mas altos, pero a niveles de almidén mas bajos. Por lo
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tanto, la cebada con niveles proteicos 6ptimos equilibra la cantidad de almidones vy

enzimas para maximizar el rendimiento del extracto de malta y destilacion.

4.7. Pruebas de calidad biolégica en grano de cebada maltera (Hordeum vulgare L)
4.7.1. Prueba de Contenido de Humedad

Se le llama contenido de humedad, a la cantidad de agua que contiene la semilla o grano,
se expresa en porcentaje, con base en el peso humedo o seco de la muestra. En la
comercializacion de granos y semillas normalmente se usa el calculado con base en el
peso humedo, y en investigacién frecuentemente se usa el contenido con base en el
peso seco (Moreno, 1996).

En México se establece, segun la Norma Mexicana NMX-FF-043-SCFI-2003, un
contenido de humedad entre el 11.5 y 13.5 %, para la comercializaciéon de la cebada
utilizada para la obtencién de malta (SE, 2003). Mientras que en paises como Estados
Unidos el porcentaje de humedad establecido es de 12 con un maximo de 13 % (USDA,

2004).

4.7.2 Prueba de Vigor

El Comité de Prueba de Vigor de la ISTA (1997), definié al vigor como la suma total de
aquellas propiedades que determinan el nivel de actividad y comportamiento de la semilla
o lote de semillas durante su germinacion y emergencia de la plantula. Esta definicién
engloba los procesos que han sido directamente relacionados con las diferencias en el
vigor de las semillas:

a) Procesos y reacciones bioquimicas durante la germinacion.

b) Velocidad y uniformidad de emergencia de la plantula en campo.
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¢) Capacidad de emergencia de la plantula bajo condiciones desfavorables del medio
ambiente.

La evaluacion del vigor de la semilla es util para poder predecir el comportamiento de un

lote, para comparar el potencial bioldgico entre lotes con caracteristicas similares o en

tltima instancia para la toma de decisiones acerca del tiempo de almacenaje al que

puede ser sometido un determinado lote (Moreno, 1996).

4.7.3. Prueba de Germinacién

El objetivo de esta prueba es obtener informacion respecto de la capacidad de la semilla 'y
en este caso particular del grano de cebada, para producir plantulas normales. Esta
prueba permite ademas, establecer comparaciones de la capacidad germinativa entre
diferentes lotes de semillas de una misma especie. La realizacion de esta prueba en
condiciones de laboratorio permite controlar la mayoria de las condiciones, con lo cual es
posible obtener resultados uniformes y rapidos, ademas de que al estandarizar la prueba
ésta es facilmente reproducible (Moreno, 1996).

En México, segun la Norma Mexicana NMX-FF-0O43-SCFI-2003 (SE, 2003), la cebada con
utilidad para la industria maltera se denomina cebada maltera Grado México, tiene que
cumplir con un porcentaje minimo de germinacion de 85% (SE, 2003). Mientras que en
paises como Estados Unidos el porcentaje minimo que se exige en la germinacién del

grano de cebada es mayor o igual a 95% (USDA, 2004).

4.7.4 Prueba de Peso Seco
El objetivo de esta prueba es obtener informacion respecto al posible rendimiento que se
espera tenga una variedad o cultivar. Para el caso especifico del grano de cebada

maltera, aun cuando no se han reportado trabajos enfocados a la determinacion del peso
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seco, y considerando que en la realizacion de la prueba se emplearan plantulas, los
resultados de esta prueba en correlacidén con los de las pruebas anteriores, pueden ser un
indicativo, que permitan establecer las condiciones en que se encuentra un lote de grano
previamente a su industrializacion y en un determinado caso establecer si existen
diferencias en cuanto al rendimiento esperado de malta seca, entre diferentes lotes de

grano.

4.8. Principales hongos que invaden al cultivo de la cebada

El potencial de rendimiento de las distintas variedades de cebada se encuentra limitado
por diversos factores de manejo agronémico entre los que destacan: la deficiente
preparacion del suelo, siembra fuera de la estacion de crecimiento, inadecuada cantidad y
calidad de semilla utilizada, deficiente fertilizacién en cuanto a dosis y aplicacién (Mufioz-
Rodriguez, 2001); asi como factores bitticos dentro de los que destacan los ocasionados
por malezas, insectos y enfermedades. Dentro de este Ultimo factor sobresalen las
enfermedades causadas por hongos, ya que en el cultivo de cebada de manera
especifica, aquella que es destinada a la obtencion de malta para la industria cervecera la
presencia de hongos es de gran importancia, debido a que bajo ciertas circunstancias
algunas especies y/o sus derivados pueden afectar la germinaciéon del grano, ademas de
afectar la produccién de a-amilasa y de igual modo alterar los subsecuentes procesos de
fermentacion por tener efectos adversos en la calidad de la levadura. Por otro lado la
presencia de hongos en la malta representa riesgos para la salud humana debido a la
posible presencia de micotoxinas y a los efectos que pueden resultar en la calidad de la
cerveza, especificamente en lo relacionado a sus propiedades fisicas y organolépticas

(Rabie, 1997).
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Hernandez-Pérez, (1998) y Gutiérrez-Garcia, (2000) reportaron un total de 10 géneros de
hongos patdgenos para el cultivo de la cebada en México (Cuadro 1). Cabe sefialar que
las especies pertenecientes a estos géneros y sus caracteristicas intrinsecas dependen
fundamentalmente del vegetal que invaden, el clima y la region geografica en la cual se

desarrollan (Carrillo, 2003).

Cuadro 1. Hongos patégenos del cultivo de cebada
Nombre comun de la

Género enfermedad causada Parte afectada
Alternaria Mancha negra del grano Semilla

Tizén de la hoja Hoja, espiga y semilla
Aspergillus Pudricion Semilla
Cladosporium Pudricién Hojas, tallo, espiga y semilla
Erysiphe Cenicilla Hojas, tallo y espiga
Fusarium Rofia de la espiga

Helminthosporium

Pudricién de la espiga

Mancha oval
Mancha reticulada
Raya foliar

Tizén de la hoja

Tallo, espiga, semilla y raiz

Hoja, tallo, espiga, semilla 'y

raiz

Pythium Pudricién Tallo, semilla 'y raiz
Puccinia Roya Hojas, tallo y espiga
Sclerotium Pudricion Hojas y tallo
Ustilago Carbones Espiga y semilla

Hernandez-Pérez, 1998, Gutiérrez-Garcia, 2000

Existen ademds otros trabajos realizados en el cultivo de cebada, principalmente en la

region de los Valles Altos, con la finalidad de determinar la micobiota presente en el

grano, de los mas destacados se encuentran el realizado por Gutiérrez-Garcia (2000),
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quien encontré la presencia de los géneros Helminthosporium, Fusarium, Alternaria,
Epicoccum, Cladosporium, Cephalosporium, Gonatobotrys, Phoma, Aspergillus vy
Penicillium. Para este autor los géneros Helminthosporium y Fusarium son los de mayor
relevancia por su implicacién en la reduccidon de la germinaciéon y éste ultimo por la
produccién de micotoxinas, destacando particularmente la presencia de ocho especies del
género Fusarium.

Mufoz-Rodriguez (2001), en un trabajo con grano de cebada encontré los géneros
Fusarium, Alternaria, Epicoccum, Bipolaris, Rhizopus y Penicillium, destacando la
presencia de la especie F. graminearum.

Ramirez-Marchand (2003), reporta la presencia en grano de cebada, de los géneros
Fusarium, Bipolaris, Alternaria, Epicoccum, Trichothecium, Gonatobotrys, Penicillium,
Phoma, Cladosporium, Cephalosporium, Aspergillus y Acremoniella. Ademas determiné
la presencia de tricotecenos en muestras de cebada procedentes de los Valles Altos,
oscilando sus valores de 0.03 a 7.10 mg kg™, e identificando catorce especies del género
Fusarium.

Romero-Bautista (2004), determind en grano de cebada los géneros Helminthosporium,
Stemphyllium, Fusarium, Alternaria, Cephalosporium y Rhizoctonia. Destacando
Helminthosporium y Fusarium como los principales hongos patégenos transmitidos por
medio de semilla en el cultivo de la cebada en la regién de los Valles Altos.

De la Rosa (2004), encontr6 la presencia de los géneros Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum, Fusarium, Helminthosporium, Phoma, Stemphylium y Ulocladium.

Rabie (1997), determiné la presencia de hongos en el grano de cebada utilizando cinco
medios de cultivo diferentes, encontrando un total de 31 géneros, sefialando solo trece
géneros (Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum,

Eurotium, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Phoma y Rhizopus), como los méas
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importantes debido a que estos fueron los que méas predominaron. De manera
sobresaliente hace mencién dentro del género Fusarium a las especies F.
chlamydosporum, F. equiseti, F. moniliforme, F. oxysporum, F. sambucinum, F. scirpi y F.
subglutinans.

Salas and Steffenson (1999), reporté a F. graminearum, F. avenaceum, F.
sporotrichoides y F. poae como especies asociadas al cultivo de cebada, ademas de
haber encontrado presencia en forma natural de deoxinivalenol en concentraciones que
van de 0.1 a 21.8 mg kg™. Realizando trabajos de inoculacion de las cepas aisladas del
cultivo de cebada encontrd la sintesis de 15-acetylDON (1.4 a 7.0 mg kg™), 3-acetylDON
(0.06 mg kg™), nivalenol (1.2 a 5.3 mg kg), scirpentriol (0.8 a 1.5 mg kg'), 15-
acetoxyscirpenol (0.5 a 1.9 mg kg™), toxina T-2 (1.1 a2.0 mg kg™), toxina HT-2 (1.3 a 10.8
mg kg™), tetraol T2 (1.9 a9.7 mg kg™) y neosolaniol (0.5 mg kg™).

Moreno (2000), en un trabajo realizado para determinar deoxinivalenol en diversos
granos, encontré bajas concentraciones que van de 0.04 a 1.6 mg kg™; asi mismo
determind la presencia de Penicillium, Geotrichum, Fusarium, Aurobasidium y Alternaria,
como los principales géneros de hongos presentes en cebada.

Olsson et al. (2002), en un trabajo para determinar la presencia en grano de cebada de
ocratoxina A y deoxinivalenol, reporté a los géneros Aspergillus, Penicillium, Eurotium y
Fusarium, asimismo reportd concentraciones de ocratoxina A que van de 3 a 934 ug kg'y
concentraciones de deoxinivalenol que van de 5 a 857 ug kg™.

Kosiak y Torp (2004), trabajando en la determinacion de Alternaria y Fusarium en diversos
granos, encontrd que para cebada, las especies que mayor presencia tuvieron fueron: A.
infectoria, A. tenuissima y A. arborescens, mientras que para el género Fusarium reporto

a las especies F. avenaceum, F. poae, F. culmorum y F. tricinctum.
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Tutelyan (2004), trabajando con diversos cereales en Rusia de 1989 al 2001, encontro
que después de analizar 719 muestras de cebada estas presentaron concentraciones de
deoxinivalenol que van de 0.05 a 0.91 mg kg, sin embargo no puntualiza que géneros y/o
especies se encuentran involucrados en la sintesis de esta micotoxina.

Legzdina and Buerstmayr (2004), al trabajar con cuatro genotipos de cebada, CIMMYT
39, 75, 106 y Cebada Petunia originarios de México, reportd la presencia de diversos
tricotecenos, sin especificar que géneros o especies estan implicados en la sintesis de
estas micotoxinas, sus concentraciones respectivas fueron para CIMMYT 39, 737 ug kg™
de deoxinivalenol, 349 ug kg™ de 3-Ac-DON, 994 ug kg* de 15-Ac-DON y 269 ug kg™’ de
nivalenol; para CIMMYT 75 reporté 8,092 ug kg™ de deoxinivalenol, 0 pg kg* de 3-Ac-
DON, 257 pg kg™* de 15-Ac-DON y 208 ug kg™ de nivalenol; para CIMMYT 106 reportd
7,121 pg kg™ de deoxinivalenol, 80 pg kg™ de 3-Ac-DON, 370 ug kg™ de 15-Ac-DON y 219
ug kg* de nivalenol; por Ultimo para cebada Petunia reportd 32,746 ug kg' de
deoxinivalenol, 321 ug kg™* de 3-Ac-DON, 1,202 ug kg™ de 15-Ac-DON y 158 ug kg™ de
nivalenol.

Estos trabajos, entre muchos otros mas, son los que se encuentran vinculados a la
presencia de hongos en grano de cebada y su relacién con la presencia de determinadas

micotoxinas.

4.9. Micotoxinas producidas por hongos que invaden a la cebada durante su
desarrollo en el campo y su almacenamiento.

Algunos de los hongos que invaden al cultivo de cebada ademas de causar deterioro del

grano pueden producir micotoxinas, tanto, durante el desarrollo del grano en el campo,

como durante su permanencia en almacén. En el campo se observa que una micotoxina

particular se produce en mayor cantidad sobre un producto agricola y no sobre otro. Asi
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los tricotecenos estan asociados a cereales de zonas templadas, mientras que las
aflatoxinas se encuentran con mas frecuencia en oleaginosas y cereales de zonas calidas
(Carrillo, 2003).

Existen diversos conceptos a nivel mundial a cerca del término micotoxina, dentro de los
mas destacados estan los sugeridos por la FAO (1997), organismo que considera a las
micotoxinas como sustancias nocivas para la salud, generadas por el crecimiento de
hongos que contaminan los alimentos durante su cultivo, recoleccion, depésito y
distribucion. Esta contaminacién es muy frecuente en los paises con clima himedo y
célido (Ferris et al., 2001). Por otra parte, las micotoxinas son consideradas metabolitos
secundarios téxicos producidos por hongos capaces de crecer en gran variedad de
sustratos y bajo las mas diversas condiciones ambientales, contaminando con frecuencia
los alimentos, en especial los de origen vegetal (Arango-Mejia, 2003).

De acuerdo con Robledo et al. (2001), las micotoxinas son un grupo muy amplio de
metabolitos secundarios de origen fangico caracterizados por presentar una elevada
toxicidad tanto para el hombre como para los animales; toxicidad que puede variar desde
el desarrollo de actividades carcinogenas, teratbgenas o mutagenas, hasta la produccién
de desérdenes de tipo hormonal o inmunosupresor, dependiendo de la micotoxina
implicada. Estos metabolitos secundarios difieren mucho en sus propiedades quimicas,
biolégicas y toxicoldgicas y son formados a partir de unos pocos intermediarios del
metabolismo primario, bajo condiciones que no son las éptimas para el desarrollo de los
hongos implicados y de condiciones de estrés (Carrillo, 2003).

Durante la biosintesis de estos metabolitos, la cantidad producida depende no sélo de los
pardmetros nutrimentales y ambientales, sino también de la historia de desarrollo del
hongo. La formacién de las micotoxinas refleja que el hongo ha alcanzado cierto grado de

diferenciacién bioquimica, fisiol6gica y morfologica. Las micotoxinas son especificas,
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cuanto mas compleja es la ruta biosintética de estos metabolitos secundarios, mas
restringido es el numero de especies de hongos productores (Carrillo 2003).

Hasta el momento se han identificado mas de 200 tipos de micotoxinas. Sin embargo, las
gue pueden encontrarse con mayor frecuencia como contaminantes naturales en los
alimentos para animales o humanos son las siguientes: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1,
M2), ocratoxinas, zearalenona, tricotecenos (deoxinivalenol, T-2, nivalenol), citrinina,
patulina y fumonisinas B1 y B2 (Almueda y Lizaso, 2001).

Para cebada se reportan las siguientes toxinas (Cuadro 2), conjuntamente con los

géneros que con mayor frecuencia se asocian a su sintesis.

Cuadro 2. Micotoxinas reportadas en grano de cebada

Micotoxina Género
Aflatoxinas Aspergillus
Deoxinivalenol, Zearalenona Fusarium
Ocratoxina A, Citrinina Penicillium
Alternarioles Alternaria

De acuerdo Sanchis et al. (1993), Torres, (1993), Abramson et al. (1999), Carrillo, (2003), Rousseau,
(2004).

Aflatoxinas: son las micotoxinas mas estudiadas hasta ahora y son producidas
principalmente por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y por Aspergillus nomius y
se les ha clasificado como B1, B2, G1, G2 (segun la fluorescencia bajo la luz ultravioleta)
y la M1, la cual es un metabolito presente en la leche y la orina de bovinos por la ingestiéon
de alimento contaminado con estas toxinas. Las aflatoxinas son sintetizadas con rangos
de temperatura que van de los 12 a los 40 °C; se sintetizan en un rango de pH de 3.5 a

8.0, siendo el pH 6ptimo de 6.0 y en una actividad de agua que va de 0.82 a 0.99
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(Sweeney y Dobson, 1998). Las aflatoxinas se han encontrado en productos como el
cacahuate, semilla de algoddén, semilla de girasol, coco, aceite de oliva, maiz, sorgo,
arroz, trigo, cebada, avena, pistache, nuez de Brasil, almendras, nuez moscada e higos
(Arango, 2003). Las aflatoxinas son compuestos con efectos toxicos inmediatos, ademas
de inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y carcinogenos (Peraica et al., 2000).
En animales de granja, las aflatoxinas producen una disminucion del crecimiento, de la
eficiencia alimentaria, deprimen la respuesta inmunol6gica y eventualmente pueden llegar
a causar la muerte (Gallego, 2005).

Son moléculas altamente termoresistentes y no se destruyen con los tratamientos
clasicos de esterilizacion de alimentos. Sin embargo, son eliminadas o biotransformadas
en el proceso de refinado de productos oleaginosos en la produccion de aceites.

La Unién Europea cuenta con una legislacién para estas micotoxinas en productos
alimenticios para consumo humano y actualmente los niveles maximos admisibles varian
entre 2 a 8 pg kg’ para aflatoxina B, y de 4 a 15 ug kg™* para aflatoxinas totales,
dependiendo del alimento que se trate y de si son utilizados para consumo humano
directo o como ingrediente de algin producto alimenticio. En paises como Australia,
Canada, Colombia, Hungria, India, Japén, México, Cuba, Tailandia y Estados Unidos,
también existen niveles maximos de tolerancia que oscilan entre los 5 y los 30 ug kg™
para aflatoxina B; y para aflatoxinas totales. Se destaca a la India con el nivel de
tolerancia mas alto con 30 pg kg™ de aflatoxina B, en general para todos los alimentos,
ademas de México y Estados Unidos con el nivel de tolerancia mas alto para aflatoxinas
totales 20 ug kg™ en todos los alimentos (Gimeno, 2003).

Las aflatoxinas se han reportado en cebada maltera y en malta en rangos de 0.1 a 0.5 pg

gk'y de 0.05 pg kg en cerveza (Mélotte, 2005).
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Ocratoxinas: son micotoxinas producidas al menos por siete especies de Aspergillus y
seis especies de Penicillium, destacando principalmente Aspergillus ochraceus vy
Penicillium viridicatum (Gallego, 2005). Los factores que determinan la sintesis de la
ocratoxina en el género Aspergillus, son la temperatura en un rango de los 12 a los 37 °C,
siendo la éptima de sintesis 31 °C, el pH en un intervalo de 3.0 a 10.0, aunque se ha
reportado que es posible la sintesis de esta toxina hasta un rango minimo de pH de 2.2
(Sweeney y Dobson, 1998). Asi mismo, se reporta que la actividad de agua 6ptima para la
sintesis de esta toxina es de 0.95 a 0.99, aunque en algunas especies como Aspergillus
ochraceus la actividad de agua minima para la sintesis de esta toxina se ha encontrado
que puede ser de 0.77. Por otro lado cuando en la sintesis de esta toxina estan
implicadas especies del género Penicillium, éstas requieren temperaturas que van de los
0 a los 31 °C, siendo la temperatura éptima para la sintesis de 20 °C, en un rango muy
amplio de pH que va de 2.1 a 10.0 y con una actividad de agua de 0.86 (Sweeney y
Dobson, 1998). La contaminacién con ocratoxina se da principalmente en los cereales y
en algunas legumbres pero también puede presentarse en el café, cacao, nueces y uvas
pasas, en los Ultimos afios se ha encontrado contaminacién de jugo de uva y de vino, con
ocratoxinas, de igual modo se han tenido reportes acerca de que la cerveza puede
contener importantes residuos de ocratoxina A. La ocratoxina A es un potente factor
nefrotoxico, carcindégeno y también es teratégeno e inmunotéxico (FAO, 1997).

La Unién Europea cuenta con una legislacién para ocratoxina A y establece limites de 5y
3 g kg™ para cereales en grano sin transformar y para productos derivados de cereales,
respectivamente, en estos Ultimos se incluyen los productos transformados a base de
cereales y los cereales en grano para consumo humano. En otros paises los limites son
muy variados y se encuentran en rangos comprendidos entre los 5 y los 50 pg kg™

Gimeno vy Ligia, 2003). Abramson et al. (1999), reporta haber encontrado 24 kg™ de
( y Lig p Hg kg
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ocratoxina A en cebada almacenada durante veinte semanas con un contenido de
humedad del 19%.

En concordancia con lo anterior, Mélotte (2005), menciona que la regulacion para
ocratoxina A en la Unién Europea es de 5 pg kg™ para cereales y de 3 pg kg™ para la
malta, y que a pesar de no existir una regulacion para la cerveza, en ensayos realizados
con dos técnicas para deteccion de micotoxinas se observé que en la prueba de
cromatografia de capa fina se obtuvieron rangos de 0.1 a 2 pg kg™ en cebada y en malta,
mientras que mediante la prueba de ELISA se han reportado 1 ug kg™* en cebada y en
malta y en cerveza se encontraron rangos de 0.05 a 0.5 pg kg™.

Deoxinivalenol: es una toxina que pertenece al grupo de los tricotecenos. Es producida
por diversos géneros entre los que se encuentran Cephalosporium, Cylindrocarpon,
Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium, Stachybotrys, Verticimonosporium y Fusarium,
dentro de este Ultimo género aproximadamente 24 especies la producen, siendo las
principales Fusarium equiseti, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
moniliforme y Fusarium sporotrichioides. La sintesis de la toxina se da en un amplio
rango de factores medioambientales y caracteristicas del sustrato en el cual se desarrolle
la especie implicada (Sweeney y Dobson 1998). Se puede encontrar como contaminante
natural en los cereales y productos de cereales (Gimeno y Ligia, 2003). Se ha demostrado
que el Deoxinivalenol (DON), tiene propiedades antibidticas, citotdéxicas e
inmunosupresoras, produce intensos efectos téxicos en animales de granja que se
traducen en inflamaciones epidérmicas, desordenes digestivos, hemorragias, afecciones
de la médula 6sea y neuropatias, inhiben la sintesis de proteinas y dafian las membranas
celulares de los glébulos rojos (Carrillo, 2003). En el hombre como consecuencia del
consumo de trigo contaminado o de cerveza contaminada con DON se ha encontrado que

es causante de la denominada aleuquia toxica alimentaria, la cual se caracteriza por una
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marcada leucopenia (Gallego, 2005). La Union Europea, al igual que el resto de los
paises, no cuentan con una legislacién aplicable al DON (Gimeno y Ligia, 2003). Por otra
parte, Mélotte (2005), hace mencién de ensayos realizados en cebada y malta, donde se
encontraron de 5 a 30 ug kg™ de DON respectivamente y de 5 a 25 pg kg™ de la misma
toxina en cerveza.

Zearalenona: es un compuesto con una estructura estrechamente relacionada a
metabolitos estrogénicos, producida muchas veces junto con los tricotecenos, por varias
especies de Fusarium, tales como F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F.
heterosporum y F. equiseti, las cuales se encuentran frecuentemente  colonizando
diversos granos. Es débilmente fitotoxica y produce hiperestrogenismo y problemas
reproductivos en el ganado (Carrillo, 2003). En el ser humano, la zearalenona y sus
productos son estrogénicos y anabdlicos (Arango, 2003). Para esta toxina no se reporta la
existencia de legislaciones que establezcan los limites permitidos. Sin embargo, Mélotte
(2005), reporta en ensayos realizados en laboratorio la presencia de zearalenona en
concentraciones de 1 a 50 pg kg* en cebada y en malta y concentraciones en cerveza
que van de 1 a 5 ug kg*. Los sintomas que se presentan en el ganado con mas
frecuencia por el consumo de esta toxina son: infertilidad, edema vulvar, prolapso vaginal
e hipertrofia  mamaria en hembras; en machos se observa atrofia testicular y
agrandamiento de la glandula mamaria.

Alternarioles: son micotoxinas producidas por diversas especies del género Alternaria, se
pueden encontrar en sorgo, semillas de girasol, cebada, avena, trigo, olivo, tomates,
mandarinas, pimientos, arroz y maiz, principalmente. Algunos de los metabolitos
secundarios estudiados e identificados de Alternaria son el alternariol, el monometiléter de
alternariol, el acido tenuazdico, el altenueno y la altertoxina I, siendo los tres primeros las

principales toxinas de Alternaria, por que se ha encontrado que varias especies producen

23



estos metabolitos en cantidades relativamente altas (Shade y King, 1984). Los
alternarioles se asocian con la inhibicién de la sintesis de proteinas, ademas de ser
citotéxicas, carcinogenas y mostrar efectos fitotoxicos y teratogenos, incluyendo efectos
sinérgicos. Para la sintesis de alternariol y monometil éter de alternariol la temperatura
Optima es de 25 °C con una actividad de agua de 0.98, mientras que la sintesis de acido
tenuazdico se realiza a 20 °C y una actividad de agua muy proxima a 1.0, siendo los
niveles de pH para ambos casos en rangos muy amplios (Da Motta and Soares, 2000;
Carrillo, 2003). Sobre este tipo de toxinas no se han encontrado reportes que establezcan
una legislacién sobre el contenido de alternarioles en los alimentos.

Citrinina: es una toxina producida por especies de los géneros Penicillium y Aspergillus.
La sintesis de esta toxina se da en rangos de temperatura desde los 15 a los 37 °C,
siendo la temperatura 6ptima de 30 °C, con un rango de pH de 2.0 a 10.0, con relacion a
la actividad del agua 6ptima para la sintesis de la toxina no existen datos precisos. Esta
toxina puede provocar muerte por degeneracion renal en animales monogastricos, en
aves de corral puede causar diarrea acuosa; en el ser humano aiun no se conocen con
exactitud cuales pueden ser sus efectos (Sweeney y Dobson, 1998). La citrinina puede
encontrarse en arroz, cebada, extractos de tomate, mermeladas, jugos de peras y
manzanas (Carrillo, 2003). Al igual que con otras toxinas, no se reporta la existencia de
una legislacion que establezca las concentraciones que pueden encontrarse en los
alimentos. Abramson et al. (1999), reporté la presencia de esta micotoxina en grano de
cebada almacenada durante veinte semanas con un contenido de humedad de 19%, la
concentracién encontrada fue de 38 pg kg™.

Ahora bien, la presencia de cualquiera de los géneros o especies capaces de sintetizar
micotoxinas no significa que necesariamente ésta se encuentre contaminando un sustrato

o alimento, asi como el hecho de que dicho sustrato se encuentre libre de hongos no
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garantiza que la micotoxina no se encuentre ya contaminando el sustrato o alimento, tal y
como lo establece Moreno et al. (2000), quien en su trabajo encontré presencia de
deoxinivalenol, pero reporta no haber encontrado presencia de Fusarium o cualquier otro
hongo asociado a la sintesis de esta micotoxina.

En México Unicamente se cuenta con la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA-1-2002,
la cual hace mencién de la metodologia que se debe utilizar para la determinacién de
aflatoxinas, asi mismo se establece el limite méaximo permitido de 20 pg kg' de
aflatoxinas totales en granos y cereales para consumo humano, mientras que en granos

para consumo animal se aceptan concentraciones de 21 a 300 ug kg™.

4.10. Métodos de control
Debido al dafio potencial que las micotoxinas representan en la salud humana y animal,
desde el descubrimiento de las aflatoxinas en la década de los sesentas, muchos paises
han establecido reglamentos para su control, centrados basicamente en las aflatoxinas.
No obstante, otras micotoxinas como las fumonisinas, la ocratoxina A y los tricotecenos
estan adquiriendo mayor importancia para el sector agroalimentario. Ante esta perspectiva
se han desarrollado una serie de métodos convencionales para controlar el problema de
la contaminacion en los alimentos, para lo cual la FAO (1997) ha establecido las
condiciones que deben de cumplir los procesos de descontaminacion de micotoxinas las
cuales son:

» Destruir, inactivar o eliminar las micotoxinas.
No producir residuos toxicos.
Preservar el valor nutrimental y aceptabilidad del producto.

No alterar las propiedades organolépticas del producto.

YV Vv V V

Destruir el micelio y las esporas de los hongos.
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» Ser cuidadoso con la ecologia durante el proceso de descontaminacion.
Teniendo en cuenta que la contaminacién de los alimentos con micotoxinas es inevitable,
segun llender (1998) y Park et al. (1998), se han tratado de poner en practica algunas
estrategias para minimizar los efectos adversos de estos compuestos en la salud humana
y animal, dentro de las que destacan:
a) La realizacion de andlisis rutinarios de los insumos alimentarios, empleando
metodologias rapidas y sensibles para la deteccién oportuna de la contaminacién con
algun tipo de micotoxina especifica, siendo hasta ahora uno de los métodos mas
utilizados el uso de columnas de anticuerpos monoclonales de inmunoafinidad que se
ligan a un determinado tipo de toxina.
b) El almacenamiento de los alimentos o de sus insumos con limites de contenido de
humedad del 12 al 14%.
c) Utilizar instalaciones limpias y secas, tratando de reducir el tiempo de
almacenamiento de los alimentos.
d) El control de plagas que puedan interactuar como vectores de hongos.
e) El uso de inhibidores del desarrollo de hongos.
Segln Gimeno y Ligia (2003), se han realizado estudios con métodos fisicos, quimicos y
biol6gicos que sirven para la prevencion, descontaminacion, inactivacion o detoxificacion
de micotoxinas, algunos de ellos se han realizado a nivel de planta piloto o en laboratorio.
Sin embargo, algunos de ellos han resultando impracticos debido a su alto costo, falta de
efectividad o bien porque aun pudiendo ser econdmicos Yy efectivos algunos de ellos
dejan residuos en el alimento o materia prima tratada, los cuales pueden ser perjudiciales
para la salud humana o animal. Por otra parte estos métodos deben integrarse en un
sistema disefiado para el tratamiento de grandes cantidades de alimento o materia prima

y su aplicacion debe ser capaz de conseguir la inactivacion y/o detoxificacion de
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concentraciones elevadas de micotoxina, lo cual en muchas ocasiones resulta caro y
dificil. Ademas que estos métodos deben considerar que la micotoxina puede
encontrarse unida a estructuras proteicas o algun otro constituyente del alimento o
materia prima, por otra parte se debe considerar que la micotoxina no se encuentra
uniformemente distribuida en el material al cual se ha de someter cualquiera de los
métodos existentes. Sin embargo, llender (1998) y Park et al. (1998), mencionan que
hasta ahora no se cuenta con sustancias que actlen como antimicotoxinas, para terapias
especificas y aln menos con metodologias adecuadas que permitan el manejo practico a
nivel industrial de las diferentes micotoxinas que pueden presentarse en los alimentos o
en los insumos utilizados para la elaboracién de los mismos. Lo que se ha hecho hasta
ahora es utilizar una serie de procedimientos encaminados a reducir o eliminar los riesgos
relacionados con la pérdida de la calidad de los alimentos y su efecto econdémico, los

procedimientos mas comunmente utilizados son:

4.10.1. Procedimientos fisicos

a) Los métodos de seleccion de granos de cereales y posterior separacién mecanica de la
cascara y el polvo del resto del cereal, resultan adecuados para la detoxificacién debido a
gue habitualmente la mayor concentracion de micotoxinas se presenta en el pericarpio de
los granos y en el polvo de cereal, este método es aplicable en alimentos para animales y
para humanos.

b) La conservacion de las materias primas con un control adecuado de humedad no
mayor a 12%, actividad de agua inferior a 0.70, temperatura de 20 a 22 °C, tratamiento de
estas materias primas en los silos mediante corrientes de aire frio y seco y la limpieza y
desinfeccion de los circuitos de fabricacion, ayudan a evitar el crecimiento de especies de

hongos toxigenos y la posible produccion de micotoxinas.
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¢) Inactivacion por calor. Los tratamientos térmicos pueden dar resultados positivos, sin
embargo las micotoxinas son en general bastante resistentes a ciertas temperaturas, las
aflatoxinas y la ocratoxina A resisten temperaturas de hasta 120 °C y 100 °C
respectivamente, el DON es resistente a temperaturas de 150 °C. Lo cual indica que la
efectividad de la detoxificacion térmica esta limitada al tiempo de permanencia a
determinadas temperaturas y a la presion a que son realizados los tratamientos a esas
temperaturas, ya que tiempos relativamente largos de exposicién a altas temperaturas
pueden dar detoxificaciones efectivas, pero a su vez causan deterioro del alimento o
materia prima y serian inadecuados para su consumo o0 transformacion. Hasta ahora
mediante procesos como la ebullicién, el horneado y el uso de autoclave so6lo se han
obtenido pequefios cambios en la estructura de las micotoxinas y se ha llegado a la
conclusién que para la inactivacién de estos compuestos se requieren temperaturas altas
con tiempos de exposicion relativamente largos.

d) Irradiacion ultravioleta. Se ha demostrado que las aflatoxinas pueden ser destruidas en
cierta magnitud por efecto de la irradiacion ultravioleta y por luz solar intensa, en donde
los tiempos de exposicion van de dos a tres minutos. Se ha encontrado ademas que el
uso de radiacion ionizante puede también destruir algunas toxinas, sin embargo para tal
efecto se requieren altas dosis de irradiacion, las cuales pueden deteriorar la calidad del

producto tratado.

4.10.2. Procedimientos quimicos

a) Inactivacion. En este método destaca el uso de hidroxido de calcio y monometilamina
aplicados contra las aflatoxinas, con los que se pueden conseguir, en algunos sustratos
tratados, la reduccién de hasta un 98%, por la transformacién de éstas en metabolitos no

toxicos, con este tratamiento no se disminuye la digestibilidad de las proteinas de manera
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significativa, ademas de que no se ha observado alteracion de las propiedades
organolépticas del sustrato tratado. Sin embargo el uso del amoniaco se ha cuestionado
debido a que esta sustancia causa una reduccion del aminoécido cisteina del 15% al
30%, ademéas de que, en casos como el maiz, el amoniaco produce decoloracion del
grano tratado y se ha detectado la presencia de residuos de amoniaco asi como de olores
desagradables.

b) Uso de fungistaticos. ElI uso de fungistaticos como inhibidores del metabolismo,
crecimiento y proliferacién de los hongos es utilizado ya desde algunos afios y se aplica a
los alimentos para animales y humanos. Un fungistatico o mezcla de ellos actla
inhibiendo la sintesis de enzimas a nivel de célula fungica y por tanto del metabolismo del
hongo, evitando de este modo su crecimiento y proliferacion. Consecuentemente el riesgo
de contaminaciéon con micotoxinas se vera reducido o anulado. Sin embargo, si las
micotoxinas ya se encuentran contaminando el sustrato, el fungistatico no actuara sobre
éstas. Los fungistaticos mas comunes utilizados en la alimentaciéon animal son el &cido
propidnico y sus sales calcica y sodica, el propionato de amonio, acido sérbico y su sal
potasica, acido férmico y sus sales célcica y sodica. En la alimentacion humana son
utilizadas las sales calcica y sédica del acido propiénico y muy cominmente el acido
so6rbico y su sal potasica en alimentos como los quesos, productos de trigo, frutos secos,
margarinas, mermeladas, mayonesas, jaleas, vinos y jugos de frutas. Existen datos que
sefialan que el uso indebido de fungistaticos en concentraciones menores a las
recomendadas pueden en algunos casos ocasionar que éstos sean metabolizados por
algunas especies de hongos toxigenos favoreciendo la produccién de micotoxinas (Smith
et al., 1994).

c) Extraccion y arrastre con solventes organicos. Esta metodologia busca los minimos

efectos sobre el contenido de proteina y calidad nutrimental del sustrato en tratamiento,
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entre los solventes utilizados se encuentra el etanol, la acetona, el isopropanol, los
sistemas de solventes hexano-etanol, hexano-metanol y hexano-acetona. También es

posible la utilizacién de soluciones de bicarbonato de sodio y de cloruro de calcio.

4.10.3. Procedimientos bioquimicos

a) Adsorcion. Se realiza mediante la incorporacion de aditivos que no destruyen la
micotoxina sino que actdan evitando la absorcion de la toxina en el intestino y su posterior
distribucion a través del torrente sanguineo. Esto conduce a la quelacién de moléculas via
fuerza electrostatica o por formacion de enlaces covalentes entre la micotoxina y el
aditivo, de una manera irreversible y sin efecto en la salud del organismo que lo consume
y son eliminados a través de las heces fecales. En base a las investigaciones realizadas
en los Ultimos afios, se ha observado que los absorbentes quimicos se unen
preferentemente a las aflatoxinas; no se ha aclarado la causa pero probablemente se
deba a la singular relacién entre la molécula de la aflatoxina y la estructura molecular del
absorbente quimico. Se considera que tal vez esta relacién no se encuentra presente en
algunas otras micotoxinas debido a su diferente estructura molecular. Entre los aditivos
mas utilizados se encuentran materiales naturales y sintéticos, tales como el carboén
activado, la polivinilpirrolidona, los aluminosilicatos, los magnesosilicatos y ciertas grasas

animales y vegetales (Semple et al., 1987; Park et al., 1998).

4.10.4. Procedimientos biologicos

Dentro de los métodos biolégicos se han efectuado estudios y pruebas para el uso de
microorganismos que degraden en determinadas condiciones ciertas micotoxinas. A nivel
de laboratorio se han tenido resultados favorables en la degradacién de micotoxinas tales

como aflatoxinas, patulina, ocratoxina A, zearalenona, toxina T-2 y rubratoxina A, sin
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embargo la aplicacion practica de estos sistemas esta aun en proceso de estudio y
desarrollo, entre los microorganismos utilizados destacan Sacharomyces cereviseae,
Flavobacterium auranticum, Neurospora sitophila y microorganismos del rumen (Smith et

al., 1994).

4.10.5. Gushing de la cerveza

El gushing se define como el fendmeno producido inmediatamente después de abrir el
envase de cerveza y que se caracteriza por la formacion de un gran numero de burbujas
en todo el liquido, causando una ascension rapida de la espuma y el derramamiento de la
misma. El gushing puede ser de dos tipos: el gushing primario el cual es inducido por
metabolitos fangicos, llamados “factores de gushing”, los cuales estan presentes en la
malta o en el cereal que se utiliza como materia prima para la elaboracién de la cerveza y
el gushing secundario el cual puede presentarse si en los envases utilizados para la
cerveza existen impurezas como: iones metalicos, cristales de oxalato de calcio, residuos
de agentes limpiadores o excesos de gas (Gjerntsen et al., 1963; Gjerntsen, 1967; Munar
and Sebree, 1997; Hippeli and Elstner, 2001; Sarlin et al., 2005b).

Como resultado de casi cincuenta afios de investigaciéon acerca del gushing, se ha llegado
a determinar que el gushing primario puede ser causado por el desarrollo de hongos en
campo, de hongos de almacén o durante el proceso de malteado. Cuando se encuentran
involucrados hongos de campo se ha comprobado que los géneros involucrados son
Fusarium, Alternaria, Stemphyllium y Cladosporium. Por otra parte si los involucrados son
hongos de almacén se menciona a Aspergillus, Penicillium y Rhizopus, como los que mas
comunmente sintetizan los metabolitos secundarios capaces de inducir el gushing (Munar
and Sebree, 1997; Hippeli and Elstner, 2001; Young, 2001; Sarlin et al., 2005a: Sarlin et

al., 2005b).
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En la década de los afios 70’s, se realizd el aislamiento y caracterizacion de una
sustancia que induce el gushing, la cual se obtuvo de una cepa de Nigrospora sp., en un
medio de cultivo liquido, y se demostré que el factor de gushing debido a Nigrospora sp.,
es una hidrofobina, soluble al agua, estable al calor, de superficie activa y resistente a la
digestién por proteasas (Kitabatake and Amaha 1977, Kitabatake, 1978).

Las hidrofobinas como tales, fueron descubiertas en la década de los afios 90, se trata de
pequefias proteinas flngicas con peso molecular de entre 7 y 20 kDa, estas cuentan con
una superficie activa, con una interfase hidrofobica e hidrofilica. Las hidrofobinas se
encuentran en la pared celular del micelio y de las esporas, principalmente (Hippeli and
Elstner, 2001; Sarlin et al., 2005%). Sarlin et al., (2005b), reporta que las concentraciones
de hidrofobinas necesarias para causar el efecto de gushing en la cerveza son
extremadamente minimas (cuadro 3) y sintetiza dicha informacion de acuerdo al género
implicado de la manera siguiente:

Cuadro 3. Concentracion de hidrofobinas para causar el efecto de gushing en la
cerveza

Concentracion de hidrofobinas necesaria para causar

Género implicado Gushing
(ppm)
Nigrospora sp. 0.05
Stemphyllium sp. 4
Fusarium sp. 0.4
Penicillium sp. 0.3

De acuerdo Sarlin (2005b).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Procedencia del grano de cebada maltera

En este trabajo se analizaron un total de trece muestras de grano de cebada maltera
(Hordeum vulgare L.), las cuales fueron proporcionadas por la Compafiia Impulsora

Agricola S.A. de C.V (Cuadro 4).; agrupandose de la manera siguiente:

Cuadro 4. Caracteristicas de procedencia del grano de cebada

Muestra Variedad Ciclo Origen
M1 Esperanza (OF]] 2002/2003 Riego Jaral del Progreso, Guanajuato
M, Esperanza (OF]] 2002/2003 Riego Valle de Santiago, Guanajuato
M3 Esperanza O-l 2002/2003 Riego Abasolo, Guanajuato
Mg Esmeralda P-v 2003 Temporal Apan, Hidalgo
Ms Esmeralda P-Vv 2003 Temporal Calpulalpan, Tlaxcala
Me Esmeralda P-v 2003 Temporal Pachuca, Hidalgo
M7 Esmeralda P-v 2003 Temporal Cuyoaco, Puebla
Mg Esmeralda P-v 2003 Temporal Cuyoaco, Puebla
Mo Esperanza (OF]] 2003/2004 Riego Jaral del Progreso, Guanajuato
Mio Esperanza (OF]] 2003/2004 Riego Valle de Santiago, Guanajuato
Mi1 Esperanza O-l 2003/2004 Riego Villagran, Guanajuato
Mi2 Esperanza O-l 2003/2004 Riego Cortazar, Guanajuato
Mi3 Esperanza O-1 2003/2004 Riego Salvatierra, Guanajuato

Fuente: Impulsora Agricola, S.A de C.V, 2004
O-I: Otofio-Invierno

P-V: Primavera-Verano

A las cuales se les realizaron las pruebas de contenido de humedad, germinacién, vigor,

peso seco, micobiota y micotoxinas presentes.
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5.2. Andlisis del contenido de humedad

El contenido de humedad del grano se realizé por el método de secado en estufa, el cual
consiste en pesar la materia seca y por diferencia de peso se calcula el contenido de
humedad expresado en porcentaje, donde se elimina el agua del grano mediante el calor
aplicado a la muestra (Moreno, 1996). Se pesaron por duplicado cajas de aluminio de 5
cm de didmetro y de 3 cm de altura a las cuales se les agregaron de 4 a 10 g de la
muestra del grano en el fondo de la caja, posteriormente se volvieron a pesar las cajas y
se registrd el peso con tres cifras. Una vez determinado el peso, se destaparon las cajas y
se metieron en la estufa de aire forzado modelo Blue M, a una temperatura de 130°C, por
20 horas, concluido el tiempo de secado las muestras fueron retiradas de la estufa y
colocadas en un desecador durante 30 min para que se enfriaran y evitar que ganaran
humedad. Al estar las muestras frias se procedid a pesarlas para posteriormente calcular
el contenido de humedad por diferencia de peso. El cual fue expresado con base en el
peso humedo del promedio de tres repeticiones para cada una de las muestras
analizadas, mediante la siguiente féormula:

% CH = A/B x 100
en donde: % CH = Porcentaje del contenido de humedad
A = Pérdida de peso en gramos

B = Peso original de la muestra

5.3. Analisis de la prueba de vigor

La prueba de vigor se realiz6 con 400 granos de cebada y se procedi6é de la siguiente
manera, se colocaron 50 granos sobre toallas de papel tipo Anchor dobles, marcadas
previamente en la parte media superior de la hoja con cinco lineas paralelas a una

distancia entre ellas de 2 cm. En la linea central se pegaron los granos de cebada y
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posteriormente se cubrieron con otra toalla himeda de la misma forma. Las toallas se
enrollaron y se humedecieron posteriormente, se introdujeron dentro de una bolsa de
plastico perforada en sus esquinas, incubandose a una temperatura de 20 °C; se realizo
la lectura a los 7 dias, donde se evaluaron y contaron las plumulas de plantulas normales,
las plantulas anormales se eliminaron. Se procedi6 a obtener la longitud media de las
plumulas, alcanzada por las plantulas normales presentes en cada una de las muestras,
mediante la siguiente férmula:

L= (nx1l+nx2+.......... nxn)

25
en donde: L =longitud media de la plimula
n = ndimero de plimulas entre cada par de paralelas

x = la distancia media desde la linea central

5.4. Analisis de germinacion estandar

La prueba de germinacion se realizé con 400 granos de cebada y se procedio de la
siguiente manera, se colocaron 50 granos sobre toallas de papel tipo Anchor dobles, se
pegaron en una cinta masking tape los granos de cebada y posteriormente se cubrieron
con otra toalla humeda de la misma forma. Las toallas se enrollaron y se humedecieron
posteriormente, se introdujeron dentro de una bolsa de plastico perforada en sus
esquinas, incubandose a una temperatura de 20 °C; a los 4 y 7 dias se realizaron lecturas
del nimero de semillas germinadas, duras y muertas. El resultado se expresé en

porcentaje de germinacion.
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5.5. Andlisis de la prueba de peso seco

La prueba de peso seco se determiné utilizando las plantulas obtenidas en la prueba de
vigor, y consistio en separar la plumula y la radicula de la cascarilla y cotiledon para
posteriormente introducirlas en bolsas de papel estraza previamente perforadas para
después proceder al secado de las plantulas en una estufa a una temperatura de 80°C
por un periodo de 24 horas, posteriormente se obtuvo el peso seco de las muestras por

diferencia de peso.

5.6. Determinacion de micobiota

Para la identificacién de los hongos presentes en el grano de cebada a nivel de género se
utilizé la técnica de siembra en placa de agar, se prepararon dos medios de cultivo el de
papa-dextrosa-agar (PDA), para el aislamiento de hongos de campo, y medio de cultivo
malta-sal-agar (MSA), para el aislamiento de hongos de almacén. Se hicieron 3
repeticiones por muestra con 100 granos cada una. Los granos se desinfectaron
superficialmente con hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto, procediendo enseguida
al secado del grano en toallas de papel previamente esterilizadas, a continuacién se
repartieron veinte granos por caja de Petri, las cajas fueron incubadas a una temperatura
de 25°C en oscuridad por un periodo de 7 dias, después de los cuales se aislaron e
identificaron los hongos presentes en el grano de cebada a nivel de género. Los
aislamientos obtenidos del género Fusarium se resembraron en medio de cultivo de papa-
dextrosa-agar (PDA) y papa-sacarosa-agar (PSA) y se incubaron a 25°C durante 7 dias,
bajo ciclos de 12 horas de luz cercana a la ultravioleta (combinacion de luz blanca
fluorescente fria y luz negra fluorescente) y 12 horas de oscuridad, y se identificaron a
nivel de especie siguiendo las claves de Booth (1971) y Nelson et al. (1983), basadas en

criterios morfoldgicos. En el caso del género Alternaria se identificd a nivel de grupo de
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acuerdo con Simmons y Roberts (1993) y Simmons (1999). Los grupos aislados de
Alternaria se transfirieron a cajas de Petri con medio de cultivo papa-zanahoria-agar
(PZA) y se incubaron a 25°C durante 7 dias en ciclos de 8 h de luz blanca fluorescente
fria por 16 h de oscuridad. Con los datos obtenidos se procedié a calcular por cada ciclo
de cultivo, la frecuencia de aislamiento y la densidad relativa de los géneros presentes,

mediante el uso de las féormulas empleadas por Gonzalez et al. (1997).

Formula para frecuencia de aislamiento
a = (B/y) x 100
en donde: a = Frecuencia de aislamiento expresada en porcentaje
B = Numero de muestras con presencia de género
y = NUmero total de muestras
Formula para densidad relativa
a = (B/y) x 100
en donde: a = Densidad relativa expresada en porcentaje
B = NUumero de aislamientos de un género o especie

y = Namero total de hongos o géneros aislados

5.7. Determinacion de micotoxinas

Las micotoxinas presentes de forma natural en los granos de las muestras de cebada
fueron determinadas mediante las técnicas de Cromatografia de Capa Fina y
Cromatografia de Inmunoafinidad de Anticuerpos Monoclonales (VICAM, 1999).
Realizando la prueba de Cromatografia de Capa Fina, en el Laboratorio de Micotoxinas
del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, para la

determinacién de zearalenona, ocratoxina A y aflatoxinas mientras que la prueba de
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Cromatografia de Inmunoafinidad de Anticuerpos Monoclonales, para la determinacion de
deoxinivalenol y de aflatoxinas, asi como la prueba de Cromatografia de Capa Fina, para
la determinacion de alternarioles se realizaron en el Laboratorio de Micotoxinas de la
Unidad de Investigacién en Granos y Semillas, del Centro de Asimilacion Tecnoldgica,

perteneciente a la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

5.7.1. Método multiple para la extraccion de zearalenona, aflatoxinas y ocratoxinas,
Eppley, (1968)

a) Procesamiento de las muestras

Se procedié a la molienda de cada una de las muestras en un molino para granos
Croydon Penna Modelo 4-E, cada muestra fue molida en cuatro ciclos, después cada
muestra fue homogeneizada en una batidora Hobart modelo C-100 durante 15 min.,
posteriormente las muestras fueron guardadas en bolsas de papel estraza, con la
finalidad de evitar riesgos de contaminacion previo a la elaboracion de las pruebas de
extraccion de las toxinas.

Para la determinacion de micotoxinas por cromatografia de capa fina se utilizé el Método
Multiple para zearalenona, aflatoxinas y ocratoxinas, descrito por Eppley, (1968). Esta
técnica ha sido parcialmente adoptada como primera accion oficial por la AOAC
Internacional (1995) para determinar aflatoxinas (49.2.14), ocratoxinas y zearalenonas
(49.8.01) en maiz, con una modificaciéon que consiste en una particiéon liquido-liquido con
hexano y acetonitrilo para eliminar lipidos y pigmentos del extracto, se realiz6 de la
siguiente manera:

b) Extraccion

Se sometieron 50 g de muestra previamente molida a un proceso de extraccién con una

mezcla realizada en un matraz Erlen-Meyer de 500 ml, con 25 ml de agua destilada, 25 ¢
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de tierra de diatomeas (Hyflo Super-Cel), 250 ml de cloroformo (CHCIy), grado analitico.
La mezcla se homogenizé en un agitador de accién de mufieca Burrel modelo 75 por 30
min, posteriormente la mezcla se pasoé a través de un embudo con papel filtro aflautado
S&S 588 para finalmente colectar 50 ml del filtrado.

¢) Columna de cromatografia y concentracion de toxinas

La columna de cromatografia de gel de silice se prepar6 utilizando un tubo de
cromatografia de 22 x 300 mm; en cuyo extremo inferior se colocé a manera de filtro, fibra
de vidrio, después se agregaron 5 g de sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), a continuacion
se agregd cloroformo (CHCI3), aproximadamente hasta la mitad de la columna.
Posteriormente se agregaron 15 g de silica gel para columna de cromatografia E. Merck
(Darmstadt) silica gel 60, con tamafio de particula 0.063 — 0.2 mm la cual fue previamente
activada, se realizé la mezcla con una varilla de vidrio para dispersar y homogenizar la
silica gel. Después se agregaron 15 g de sulfato de sodio y finalmente 20 ml de
cloroformo para el lavado de las paredes de la columna y tener tres capas en la columna
—sulfato de sodio-silica gel-sulfato de sodio- a través de las cuales se hizo pasar el filtrado
de cada una de las muestras.

Después de pasar los primeros 50 ml colectados del extracto de la muestra a través de la
columna de cromatografia se procedi6 a agregar 150 ml de hexano seguido de 150 ml de
benceno, ambos solventes utilizados como medio de lavado del filtrado, fueron eluidos a
maxima velocidad (10-20 ml min™) y luego desechados. La zearalenona fue eluida con
250 ml de solucién de acetona/benceno (5/95 v/v) para obtener la primera fraccion, esta
fraccion fue colectada en un matraz de bola y se evapor6é a casi sequedad en un
Rotavapor Brinkman Buchi 461 Water Both, evitando el calor excesivo (30°C) vy
concentrar la toxina. Se procedi6 a realizar un lavado de la columna con 150 ml de dietil-

éter y se adicion6 una solucién de metanol-cloroformo (3/97 v/v), con la cual se obtuvo la
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segunda fraccion para la deteccion de la presencia de aflatoxinas, a esta fraccion
igualmente le fueron evaporados los solventes para concentrar la toxina. Por udltimo se
agreg6 a la columna una solucion de acido acético-benceno (1/9 v/v), para obtener la
tercera fraccion, la cual se utilizé para detectar la presencia de ocratoxina A, al igual que
las fracciones anteriores, ésta fue sometida a evaporacién de los solventes y
concentracion de la toxina.

Para la obtencién de la zearalenona se procedid al lavado de cada matraz con 10 ml de
cloroformo adicionado en tres fracciones, el lavado se realizé haciendo pasar el solvente,
mediante agitacion, por las paredes del matraz. Cada fraccibn se colecté en un vial
previamente rotulado, a continuacion se procedié a un segundo lavado con 5 ml de
acetonitrilo repartido en dos fracciones, las cuales fueron depositadas en el mismo vial
utilizado para el primer lavado.

Para la obtencion de aflatoxinas y ocratoxina se realizo, el lavado de cada matraz, con 10
ml de cloroformo repartido en tres fracciones, las cuales fueron colectadas en su
respectivo vial previamente rotulado, y se evaporaron los solventes de cada uno de los
viales utilizados, en bafio Maria en atmdsfera de nitrdgeno, esta dltima se utilizé con la
finalidad de evitar que las toxinas presentes sufrieran un proceso de oxidacién ocasionado
por el calor aplicado durante la evaporacion de los solventes. Los extractos concentrados
se conservaron en congelacién hasta su uso posterior.

d) Cromatografia de capa fina

Las fracciones de zearalenona fueron resuspendidas en 500 ul de solucidn benceno-
acetona (95/5 v/v), las aflatoxinas en 500 ul de solucién metanol-cloroformo (3/97 v/v), y
las ocratoxinas en 500 ul de solucién acido acético-benceno (1/9 v/v), agitandose a alta

velocidad, durante un minuto en un Vortex Super-Mixer.
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Posteriormente se realizaron placas preliminares para aflatoxinas, zearalenona y
ocratoxina A utilizando placas de gel silice 60 (Merck, 20 x 20 cm y 0.25 mm de grosor,
previamente activadas durante una hora a 105°C), a las que se les coloc6 sobre una
linea imaginaria a una distancia de 2.5 cm del borde inferior de la placa, una alicuota de
10 pl de la solucion de cada vial, mas una alicuota de 10 ul de la misma solucién a la cual
se le adicion6 una alicuota de 5 pl de un estandar de cada una de las toxinas (mezcla
problema + patron). En esta misma placa en su parte central se aplicaron alicuotas con
tres diferentes concentraciones de estdndar con una concentracion conocida, con la
finalidad de comparar mediante observacion visual las diferencias entre los estandares y
lo encontrado en las muestras problema analizadas.

Las placas se colocaron dentro de una camara de desarrollo, no equilibrado y no
saturado, utilizando un sistema de solventes especifico para cada toxina, asi, para
zearalenona se prepard una solucién acido acético-benceno (5/45 v/v), para aflatoxina se
prepard la solucion acetona-benceno (5/45 v/v) y para ocratoxina se preparé la solucion
benceno-metanol-acido acético (18/2/2 viviv). Las camaras de desarrollo fueron
colocadas dentro de una campana de extraccion y tapadas para evitar la pérdida de los
solventes por volatilizacién, asi mismo la ventana de la campana fue cubierta durante el
corrimiento de la placa para mantenerla en condiciones de oscuridad.

Las placas se desarrollaron dentro de las cAmaras durante un espacio de tiempo de 30 a
40 minutos, luego de lo cual se sacaron y se dejaron secar a temperatura ambiente y
oscuridad. Una vez que las placas se secaron se procedié a su observacién, colocandolas
dentro de una cabina de luz UV (Cromato-Vue modelo CC20 ultra-violet), con una
longitud de onda larga (360 nm) y onda corta (260 nm), realizando la determinacién de las
micotoxinas por comparacion visual de la fluorescencia entre las manchas problema y las

manchas patrén.
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5.7.2. Determinacion de Alternarioles

a) Extraccion: se someti6 50 g de muestra previamente molida a un proceso de
extraccion, depositando la muestra en un vaso de licuadora y agregandole 75 ml de
metanol, la extraccion se realizd a alta velocidad durante un minuto. El extracto obtenido
se hizo pasar a través de un embudo con papel filtro aflautado Whatman No. 1, del cual
se colectaron los primeros 40 ml en una probeta de 100 ml.

b) Dilucion del extracto y concentracién de toxinas: a los 40 ml del extracto se les
adicion6 80 ml de sulfato de amonio acuoso al 20%, la mezcla se homogenizé en un
embudo de separacién mediante agitacion, por espacio de treinta segundos, liberando los
gases generados a través de la valvula del embudo. Posteriormente se realiz6 la
extraccion de alternariol mediante dos ciclos de lavado con 5 ml de cloruro de metileno
cada uno, obteniendo la separacion de dos fases colectando la fase de la parte inferior
del embudo en un vial, el liquido colectado fue evaporado a sequedad mediante bafio
Maria y bajo una atmésfera de nitrégeno. La fase acuosa sobrante (la cual se procedié a
analizar con la finalidad de detectar monometil éter de alternariol y acido tenuazéico) se
colecté en un vaso de precipitados, para posteriormente acidificarla con 13.5 ml de &cido
clorhidrico 1N (pH = 2), y se realizaron dos ciclos de lavado con cloruro de metileno de
25 ml cada lavado. A continuacion se procedié a incorporar 30 ml de solucién de
bicarbonato de sodio al 5%, los extractos obtenidos se recibieron en un vaso de
precipitados y se les ajusto el pH a un valor de 2 con 1 ml de acido clorhidrico 1N, para
posteriormente realizar dos ciclo de lavado de esta solucion con 15 ml de cloruro de
metileno cada lavado, por Ultimo se lavd la solucién final con 25 ml de agua destilada. Una
vez eliminada el agua, se procedié a evaporar a sequedad los extractos resultantes
utilizando el Rotavapor modelo Heidolph y se guardaron a baja temperatura para su

posterior utilizacion.
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¢) Cromatografia de capa fina:

Las fracciones de alternariol, monometil éter de alternariol y acido tenuazéico fueron
resuspendidas en 500 pl de metanol y se agitaron a alta velocidad durante un minuto en
un Vortex.

Posteriormente se realizaron las placas preliminares para alternariol, monometil éter de
alternariol y acido tenuazéico, utilizando placas de silica gel 60 (Merck, 20 x 20 y 0.25 de
grosor, previamente activadas durante una hora a 105 °C), a las cuales se les colocé
sobre una linea imaginaria a una distancia de 2.5 cm del borde inferior de la placa, una
alicuota de 60 pl de la solucién de cada uno de los viales de las muestras, mas una
alicuota 5 ul de un estandar de concentracidon conocida, correspondiente a cada una de
las toxinas analizadas (mezcla problema + el patrén). En la misma placa, pero en su parte
central, se aplicaron alicuotas con tres diferentes concentraciones (3, 5y 7 ul) de los
estandares, con la finalidad de comparar, mediante observacion visual, las diferencias
entre los estandares y lo encontrado en las muestras analizadas.

Las placas se colocaron dentro de una camara de desarrollo, no equilibrado y no
saturado, utilizando para el caso de alternariol el sistema de solventes cloroformo-acetona
(88/12 v/v), mientras que para monometil éter de alternariol y acido tenuazoéico se utilizo el
sistema de solventes tolueno-etilacetato-acido formico (60/30/10 v/v/v). Las camaras de
desarrollo fueron colocadas en el interior de una campana de extraccion y fueron tapadas
para evitar la pérdida de solventes por volatilizacién, asi mismo la ventana de la campana
fue cubierta durante el corrimiento de la placa, con la finalidad de mantener las mismas en
condiciones de oscuridad.

Las placas se desarrollaron dentro de la camara por espacio de 30 a 40 minutos, luego de
lo cual se sacaron y dejaron secar a temperatura ambiente y oscuridad. Una vez que las

placas se secaron se procedié a su observacion, utilizando una ldmpara de luz ultravioleta
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con longitudes de onda larga (360 nm) y onda corta (260 nm), realizando la determinacién
de las micotoxinas por comparacion visual de la fluorescencia, entre las manchas

problema y las manchas patrén.

5.7.3. Método de cromatografia de inmunoafinidad de anticuerpos monoclonales
Por medio de la técnica de columnas de inmunoafinidad de anticuerpos monoclonales se
analizé la presencia de aflatoxinas y deoxinivalenol, ambas pruebas se realizaron por

separado, de la siguiente manera.

5.7.3.1. Determinacion de aflatoxinas totales
Para la determinacion de aflatoxinas totales se procedié de acuerdo al método 991.31 de

la AOAC (1995).

a) Extraccion

Se utilizaron 50 g de muestra previamente molida en un proceso de extraccion,
depositando la muestra en un vaso de licuadora y adicionandole 5 g de cloruro de sodio
(NaCl) y 100 ml de metanol al 80% (metanol/agua 80/20 v/v), se molié durante 1 minuto a
alta velocidad. La mezcla obtenida se hizo pasar a través de un embudo con papel filtro
aflautado Whatman No. 1, el filtrado resultante se colecté en una probeta de 100 ml.

b) Dilucién del extracto

Se tomaron 10 ml del extracto filtrado y se adicionaron en un vaso de precipitados junto
con 40 ml de agua destilada, se mezclaron ambos liquidos hasta homogenizarlos
perfectamente. Posteriormente se pasaron 10 ml del filtrado diluido a través de la columna
de afinidad Afla Test-P con anticuerpos monoclonales en una velocidad de 1-2 gotas por

segundo. A continuacién se pasaron 20 ml de agua destilada repartida en dos fracciones
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iguales, a través de la columna a una velocidad de 2 gotas por segundo, con la finalidad
de realizar lavados de la columna. Se eluyd en la columna de afinidad pasando 1 ml de
metanol grado HPLC a través de la columna a una velocidad de 1-2 gotas por segundo,
esta ultima fraccion se colecté en un vial de vidrio, al cual se le agrego 1 ml del revelador
AflaTest, el vial se coloco en un Vortex por aproximadamente 5 segundos con la finalidad
de homogenizar la mezcla.

Por dltimo se procedié a introducir el vial en el fluorbmetro VICAM serie 4, el cual fue
calibrado previamente con un vial estandar utilizado para la lectura de concentracion de
aflatoxinas. El vial con el filtrado se mantuvo en el fluorémetro durante un minuto, después
de transcurrido este tiempo se tomd la lectura de la concentracion de aflatoxinas la cual

se reporta en pg kg™ (Candlish et al., 1991).

5.7.3.2. Determinacion de deoxinivalenol

a) Extraccién: se utilizaron 50 g de muestra previamente molida en un proceso de
extraccion, colocando la muestra en un vaso de licuadora y adicionando 5 g de cloruro de
sodio (NacCl), ademas de 200 ml de agua destilada, mezclando durante un minuto a alta
velocidad.

Posteriormente la mezcla resultante se vacié en un embudo con papel filtro aflautado
Whatman No. 1, del filtrado resultante se colectaron 10 ml y de este Gltimo se tomaron 6
ml, los cuales se pasaron a través de una columna DONtest™, posteriormente se
realizaron dos lavados de la columna con agua destilada utilizando para cada uno 10 ml
de agua a una velocidad de 1-2 gotas por segundo. Por udltimo se eluyé la columna con
0.75 ml de metanol grado HPLC con una velocidad de 1-2 gotas por segundo, esta Ultima

fraccion se colect6 en un vial de vidrio.
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A continuacién se adicionaron 500 pl de metanol al vial, 500 ul de revelador A y 500 ul de
revelador B, una vez realizada la mezcla en el vial, éste fue colocado en un Vortex por 5
segundos para homogenizarla y posteriormente introducirla en el fluorémetro VICAM serie
4, previamente calibrado con un vial estandar para la cuantificacion de la concentracion
de deoxinivalenol. El vial con el filtrado se mantuvo en el fluorébmetro durante un minuto,
después de transcurrido este tiempo se tomd la lectura de la concentracidbn de

deoxinivalenol, la cual se reporta en mg kg™.
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VI. Andlisis estadistico

La frecuencia de aislamientos de las colonias de hongos y la densidad relativa se
calcularon de acuerdo con Gonzélez et al. (1997).

Las medias obtenidas en las pruebas de calidad biolégica del grano se sometieron a
comparacion estadistica por el método de Tukey-Kramer con un o = 0.05, en el paquete

Instat Version 3.0, de la Compafiia Graph Pad.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
Debido a que los analisis de varianza para determinar la calidad biolégica de las muestras
de cebada presentaron diferencias significativas, fueron realizadas las comparaciones de

medias utilizando la prueba de Tukey-Kramer (a = 0.05).

7.1. Anédlisis de la prueba del contenido de humedad de grano de cebada maltera

De acuerdo con lo sefialado en la NMX-FF-O43-SCFI-2003, que establece el contenido
de humedad en el grano de cebada maltera, cuyo estandar recomienda un minimo de
11.5% y maximo de 13.5%, se observa en la Fig. 1 que las muestras My, M, y M; (9.9,
9.7, 9.4 %, respectivamente), ciclo 2002/2003, pertenecientes a la variedad Esperanza,
son las uUnicas que se encuentran fuera de los limites permitidos; esto posiblemente se
debié al tiempo (aproximadamente 18 meses) y condiciones de almacenamiento en las
cuales se mantuvo el grano de cebada previo a la realizacibn de la prueba. Estos
contenidos de humedad inhibieron el desarrollo de hongos de campo, sin embargo,
afectaron fisioldgicamente al grano, reduciendo el vigor y la germinacién, pudiendo
afectar el proceso de malteado e industrializacién de este grano. Es importante sefialar
que las muestras mencionadas anteriormente resultaron ser estadisticamente iguales a
las muestras Mi3, M1 ¥ My, ademas de que estas muestras corresponden a dos ciclos
agricolas diferentes.

En la prueba de contenido de humedad (Fig. 1) los resultados obtenidos indican que las
muestras Mj; (variedad Esperanza) y Ms (variedad Esmeralda) presentaron
numéricamente el mayor porcentaje de contenido de humedad (13.4 y 12.9 %), sin
embargo, no presentaron diferencia significativa con las muestras Mg, Mg, M7, Mg ¥ My,
caracterizandose estas muestras por pertenecer a dos ciclos agricolas diferentes. Es

importante sefialar que el contenido de humedad puede variar dependiendo de las
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condiciones de secado y de almacenamiento del grano. Por otro lado la muestra My,
presentd el maximo de contenido de humedad (13.4 %), acercandose al limite permitido

por la NMX-FF-O43-SCFI-2003.

Fig. 1 Determinacién del contenido de humedad en grano de cebada maltera
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No. de muestra
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*letras iguales no son significativamente diferentes Tukey-Kramer (a = 0.05)

. Ciclo agricola 2002-2003 B Ciclo agricola 2003 . Ciclo agricola 2003-2004

Con respecto a los limites establecidos a nivel mundial se observo que de igual modo las
muestras My, M, y M3 (9.9, 9.7 y 9.4 %), se mantuvieron por debajo del limite permitido en
Estados Unidos (12.0%). ElI Departamento de Agricultura de los Estados Unidos permite
un valor maximo de 13% siendo la muestra My; (13.4%) la Gnica que rebaso el limite
autorizado, basado en ello y de acuerdo a lo establecido por el Carlsberg Research

Laboratory (Vaag, 2005), en la medida en que el contenido de humedad se incrementa
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conjuntamente con la temperatura de almacenaje, el tiempo de almacenaje del grano de
cebada tiende a disminuir y con ello, las caracteristicas deseables del grano para su

Optimo aprovechamiento en el malteado.

7.2. Analisis de la prueba de vigor de grano de cebada maltera

En la prueba de determinacion de vigor, el cual se expresé en longitud media de pliumula
(Fig. 2), los resultados obtenidos indican que las muestras Mg, M1; ¥ My, (ciclo agricola
2003-2004), tuvieron la mayor longitud (14.9 cm.), sin embargo éstas no mostraron
diferencia significativa con las muestras Mjo, M13, M4, Mg, M7 y Ms, caracterizadndose estas
muestras por pertenecer a dos ciclos agricolas diferentes. Las muestras M;, M, y M3 (ciclo
agricola 2002-2003) fueron las que presentaron valores méas bajos en longitud de plimula
(12.7, 13.0 y 13.9 cm., respectivamente) y agrupan a muestras de un solo ciclo agricola,
asi mismo éstas muestras resultaron ser las de menor porcentaje de contenido de
humedad, demostrando que estos materiales mantenian un deterioro de sus
caracteristicas hiologicas debido a que estuvieron almacenadas durante un mayor periodo
de tiempo a diferencia del ciclo 2003-2004, los cuales muestran mayor vigor y menor
tiempo de almacenamiento. Por otro lado, las muestras Mg y M3, en donde se agrupan
muestras de dos ciclos agricolas diferentes, resultaron ser estadisticamente iguales a las
muestras My, Mg, M7 y Mg, pero significativamente diferentes a las muestras Mg, M1, My,
Mio, M1z, M2 y M.

En México no existen trabajos reportados o metodologias enfocadas a determinar el vigor
del grano de cebada, mientras que en paises como Estados Unidos, el vigor es expresado

como el porcentaje de germinacion que un determinado lote de semilla presenta.
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En este trabajo se determiné el vigor en base a la prueba estandarizada para determinar el
vigor en semillas de maiz (Moreno, 1996), en donde el vigor se expresa con base a la

longitud alcanzada por la plantula en un periodo de siete dias.

Fig. 2 Determinacién del vigor expresado en longitud de plumula
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*letras iguales no son significativamente diferentes Tukey-Kramer (a = 0.05)

. Ciclo agricola 2002-2003 Ej Ciclo agricola 2003 . Ciclo agricola 2003-2004
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7.3. Analisis de la prueba de germinacion

En la prueba para determinar el porcentaje de germinacion (Fig. 3) se observd que las
muestras Mo, M1o,M11, M1> Yy Mys tuvieron el mayor porcentaje de germinacion (100%), las
cuales pertenecen a un mismo ciclo agricola (2003-2004), ademas resultaron ser
estadisticamente iguales a las muestras Ms, M, y M, . La muestra Mg resultd ser la que
menor porcentaje de germinacion presentd (87%) la cual fue estadisticamente igual a las
muestras Mg y M7, mientras tanto las muestras M; y Ms resultaron ser significativamente
diferentes de las muestras My, M1, M11, My, M13 y Mg, pero estadisticamente iguales a las
muestras Ms, My, My, Mgy M7.

Fig. 3 Determinacién de la germinacién de grano de cebada maltera

Germinacién (%)

No. de muestra

*|letras iguales no son significativamente diferentes Tukey-Kramer (a = 0.05)

. Ciclo agricola 2002-2003 Ej Ciclo agricola 2003 . Ciclo agricola 2003-2004
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De acuerdo con la NMX-FF-O43-SCFI-2003, la cual establece un porcentaje minimo de
germinacion para el grano de cebada maltera de 85%, todas las muestras analizadas
estan por arriba del limite establecido. Sin embargo, considerando el limite establecido en
los Estados Unidos por la Malting Internacional Co., la cual establece un porcentaje de
germinacion mayor o igual al 95%, siete de las trece muestras analizadas, no cumplen con
dicho limite, presentando una germinacion por debajo de los limites exigidos en Estados
Unidos.

Por otro lado y con respecto a lo establecido por el Carlsberg Research Laboratory (Vaag,
2005), la germinacién del grano de cebada se encuentra relacionada a las condiciones

presentes durante el periodo y lugar de almacenamiento (cuadro 5).

Cuadro 5. Tiempo de almacenamiento del grano de cebada en relacién con
su contenido de humedad y la temperatura de almacén

Temperatura % de contenido de humedad

°C 10 12 14 16 18

0 16 afios 6 afios 2 afios 1 afios 190 dias
2 14 afios 5 afios 1.8 afios 315 dias 160 dias
4 11 afios 4 afios 1.5 afios 260 dias 130 dias
6 9 afios 3 afios 1.3 afios 210 dias 105 dias
8 7.5 afios 2.5 afios 1 afios 170 dias 89 dias
10 6 afios 2 afios 300 dias 140 dias 70 dias
12 5 afios 1.6 afios 240 dias 110 dias 55 dias
14 3.8 afios 1.3 afios 190 dias 85 dias 45 dias
16 3 afios 1 afios 150 dias 65 dias 35 dias
18 2.3 afios 290 dias 115 dias 50 dias 25 dias
20 1.8 afios 220 dias 90 dias 40 dias 20 dias
22 1.4 afios 170 dias 70 dias 30 dias 15 dias
24 1 afios 130 dias 55 dias 25 dias 12 dias
26 290 dias 100 dias 40 dias 18 dias 9 dias
28 210 dias 70 dias 30 dias 13 dias 7 dias
30 160 dias 55 dias 22 dias 10 dias 5 dias

Fuente: Vaag, 2005.
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Por lo tanto si se presentan condiciones inadecuadas de almacenamiento como puede ser
grano con alto contenido de humedad y alta temperatura dentro del almacén, la
germinacion del grano tiende a decrecer progresivamente, a medida que el periodo de
almacenamiento se incrementa, expresandose en la pérdida de las propiedades bioldgicas
del grano y en particular en la capacidad de germinacion.

En este caso, las muestras analizadas que mostraron los menores porcentajes de
germinacion coinciden con las que mas tiempo se mantuvieron almacenadas, previamente

a la realizacion de la prueba (ciclos agricolas 2002-2003 y 2003).

7.4. Analisis de la prueba de peso seco

En la prueba para determinar el peso seco (Fig. 4) las muestras Myo Y Mg fueron las que
mayor peso seco obtuvieron (11.3 y 10.5 mg, respectivamente), correspondiendo a la
muestra My; el menor peso seco (5.0 mg). Se observé que entre las muestras Mio, Mg, M3,
Mgy, M3, Ms, Mg, M1, Mg y M7 no existe diferencia significativa, registrando todas ellas los
mayores valores en cuanto a peso seco se refiere y agrupando a muestras procedentes
de tres ciclos agricolas diferentes. Mientras que las muestras M,, M; y My; presentaron
diferencia significativa con respecto a las muestras anteriores, pues registraron los
menores valores de peso seco, agrupando a muestras procedentes de dos ciclos
agricolas diferentes.

En México no se han reportado trabajos realizados para determinar el peso seco en
cebada maltera, considerando que después de la germinacion del grano la malta es
secada para continuar con el proceso de elaboracién de la cerveza, la realizacion de esta
prueba puede aportar datos sumamente importantes, para que, en conjunto con el resto
de las pruebas ya sefialadas, se tengan evaluaciones mas completas acerca de las

condiciones en las cuales el grano de cebada es procesado. Ya que los datos obtenidos
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pueden servir como parametro para determinar que lotes de grano y de que éarea
productora, daran un mayor rendimiento en malta seca, utilizando esta Ultima en la
elaboracion de cerveza, por ello es importante determinar que lotes de grano y de que
area o ciclo agricola expresaran un bajo rendimiento de malta seca y poder darles un
tratamiento adecuado de manera que no se vea afectada la calidad y cantidad del

producto final.

Fig. 4 Determinacién del peso seco de grano de cebada maltera
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*letras iguales no son significativamente diferentes Tukey-Kramer (a = 0.05)
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7.5. Determinacion de micobiota en medio de cultivo PDA y MSA

7.5.1. Determinacion de micobiota en medio de cultivo PDA

En la prueba de determinacion de los hongos presentes en cebada maltera, realizada en
medio de cultivo PDA (Cuadro 6), se encontré que en el ciclo O-1 2002-2003 el género
que predominé fue Penicillium con un total de 107 aislamientos, con una frecuencia del
33% y una densidad relativa del 66%, estos resultados también han sido reportados en
muestras de cebada maltera en otros paises (Haikara et al., 1997, y Ackermann, 1998).
Otros hongos determinados con menor numero de aislamientos, fueron Alternaria,
Chaetomium, Cladosporium y Epicoccum, entre los mas abundantes. Lo cual nos indica
que estas muestras estuvieron sometidas a un periodo largo de almacenamiento y que
ademas, posiblemente por el bajo contenido de humedad que presentaron (9.9 a 9.4 %),
estaban almacenadas en temperatura baja desarrollandose Penicillium, ya que este
género requiere contenidos de humedad del grano alrededor de 18 — 20 % en cereales
para su desarrollo, sin embargo, Moreno (1996) menciona que estos hongos pueden
crecer a temperaturas muy bajas, inclusive bajo cero (-2 °C). Es importante sefialar que
las especies de este género reducen el poder germinativo de las semillas almacenadas,
ademas de producir micotoxinas.

En el ciclo P-V 2003 el género Alternaria fue el que presentd mayor nimero de
aislamientos con 419, una frecuencia de aislamiento del 100% y una densidad relativa del
42%, estos resultados también fueron encontrados por otros autores (Haikara et al., 1997,
Lacey et al., 1980, Gyllang et al., 1981, y Ackermann, 1998). Otros hongos que tuvieron
una presencia importante durante este ciclo agricola fueron Helminthosporium, Epicoccum
y Fusarium. Para el ciclo O-1 2003-2004 el género con mayor presencia fue Alternaria con

915 aislamientos, una frecuencia del 100% y una densidad relativa del 55%, mientras que
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los hongos que tuvieron una presencia importante fueron Epicoccum, Cladosporium,

Helminthosporium y Fusarium.

Cuadro 6. Micobiota presente en granos de cebada maltera en medio de cultivo PDA

No. de Frecuencia de
Género aislamientos aislamiento Densidad relativa
(%) (%)

@) (O™ () @) (O () @) (™) (¢
Absidia sp. 0 4 0 0 25 0 0 0 0
Alternaria sp. 20 419 915 100 100 100 12 42 55
Arthrinium sp. 2 0 0 33 0 0 1 0 0
Aspergillus sp. 0 14 2 0 75 17 0 1 0
Chaetomium sp. 11 0 3 33 0 17 7 0 0
Cladosporium sp. 14 3 294 100 50 83 9 0 18
Curvularia sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epicoccum sp. 5 151 328 100 100 100 3 15 20
Fusarium sp. 0 77 57 0 100 83 0 8 3
Helminthosporium sp. 1 309 59 33 100 100 1 31 4
Mucor sp. 0 7 1 0 50 17 0 1 0
Nigrospora sp 0 2 14 0 25 50 0 0 1
Penicillium sp. 107 1 0 33 25 0 66 0 0
Phoma sp. 1 13 2 33 25 17 1 1 0
Rhizopus sp. 0 2 0 0 25 0 0 0 0
Stemphylium sp. 2 2 1 67 25 17 1 0 0
Torula sp. 0 0 0 0.0 0.0 0.0 0 0 0
TOTAL 163 1004 1676 100 100 100
(a) Ciclo O-1 2002-2003 (b) Ciclo P-V 2003 (c) Ciclo O-1 2003-2004
* Variedad Esperanza **Variedad Esmeralda

7.5.2. Determinacion de micobiota en medio de cultivo MSA
En la determinacion de los hongos presentes en grano de cebada maltera realizada en
medio de cultivo MSA (Cuadro No. 7), se encontré que en el ciclo O-1 2002-2003, el

género que mayor presencia tuvo fue Epicoccum con un total de 47 aislamientos, una
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frecuencia del 100% y una densidad relativa del 33%, seguido en orden de importancia

por los géneros Cladosporium, Alternaria, Chaetomium y Penicillium. Para el ciclo P-V

2003 el género que mayor presencia tuvo fue Alternaria con 691 aislamientos, una

frecuencia de aislamiento del 100% y una densidad relativa del 64%, siguiéndole en orden

de importancia por el niamero de aislamientos los géneros Aspergillus, Fusarium,

Helminthosporium y Epicoccum. Para el ciclo O-1 2003-2004 el género que mayor

presencia tuvo también fue Alternaria con 783 aislamientos, una frecuencia de aislamiento

del 100% y una densidad relativa del 51%, siguiéndole en orden de importancia por el

namero de aislamientos los géneros Cladosporium, Epicoccum, Fusarium y Nigrospora.

Cuadro 7. Micobiota presente en granos de cebada maltera en medio de cultivo MSA

Frecuencia de

Género No. de aislamientos aislamiento Densidad relativa
(%) (%)

@) (™ (¢ @) (™ (¢ @) O (¢
Absidia sp. 0 0 0 0 0 0 0 0O O
Alternaria sp. 24 691 783 100 100 100 17 64 51
Arthrinium sp. 0 0 0 0 0 0 0 0O O
Aspergillus sp. 2 234 9 33 100 33 1 22 1
Chaetomium sp. 23 0 0 33 0 0 16 0O O
Cladosporium sp. 27 9 459 100 50 83 19 1 30
Curvularia sp. 0 1 1 0 25 17 0 0O O
Epicoccum sp. 47 28 232 100 75 100 33 3 15
Fusarium sp. 0 57 20 0 100 50 0 5 1
Helminthosporium sp. 1 37 5 33 100 50 1 3 0
Mucor sp. 0 9 0 0 50 0 0 1 0
Nigrospora sp 0 0 12 0 0 67 0 0o 1
Penicillium sp. 18 8 0 33 75 0 13 1 0
Phoma sp. 1 0 1 33 0 17 1 0O O
Rhizopus sp. 0 0 0 0 0 0 0 0O oO
Stemphylium sp. 0 2 2 0 25 17 0 0O O
Torula sp. 0 1 0 0 25 0 0 0 O
TOTAL 143 1077 1524 100 100 100

(a) Ciclo O-1 2002-2003

* Variedad Esperanza

(b) Ciclo P-V 2003 (c) Ciclo O-1 2003-2004

**\/ariedad Esmeralda
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Agrupando el andlisis realizado al grano de cebada en ambos medios de cultivo (PDA y
MSA), se encontraron cinco de los diez géneros de cebada reportados en México por
Herndndez-Pérez (1998) y Gutiérrez-Garcia (2000), como patégenos del cultivo de
cebada, los cuales son Alternaria sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. y
Helminthosporium sp. De los cuales, Alternaria sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp., junto
con Penicillium sp., estan reportados por Sanchis et al. (1993), Torres (1993), Carrillo
(2003) y Rousseau (2004), como géneros que agrupan especies potencialmente
productoras de micotoxinas en el grano de cebada. Asi mismo, estos resultados coinciden
con lo reportado con Gutiérrez-Garcia (2000) en cuanto a la presencia de los géneros
Alternaria, Fusarium, Helminthosporium, Epicoccum, Cladosporium, Phoma, Aspergillus y
Penicillium, quien sefiala a estos géneros como los mas abundantes en el grano de
cebada maltera. Estos resultados también coinciden con lo encontrado por Mufioz-
Rodriguez (2001), Ramirez-Marchand (2003), Romero-Bautista (2004) y De la Rosa
(2004), quienes aislaron a los géneros Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Epicoccum,
Helminthosporium y Penicillium. ElI género Helminthosporium se identificé a nivel de
especie encontrando a Helminthosporium sativum como la mas abundante en las
muestras analizadas (97%) y de Helminthosporium speciferum se obtuvieron pocos
aislamientos (3%).

Por otra parte Rabie (1997) aisl6 mas de treinta géneros del grano de cebada,
mencionando a Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum y Fusarium, como los
mas importantes en funcién del nimero de aislamientos realizados, seguidos de
Chaetomium, Curvularia, Mucor, Penicillium, Phoma y Rhizopus, estos Ultimos
encontrados en menor proporcion; estos géneros también fueron identificados en este

trabajo.
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Asi mismo, Salas and Steffenson (1999), Moreno (2000), Olsson et al. (2002), Kosiak and
Torp (2004), Medina et al. (2006), hacen mencién de géneros como Alternaria,
Aspergillus, Penicillium, poniendo mayor énfasis en la presencia de Fusarium, en virtud
de la importancia que las especies de este género tienen como posibles productoras de
micotoxinas en el grano de cebada.

Por otro lado, de los géneros ya mencionados destacan Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp. y Fusarium sp. ademéas de, Penicillium sp., Nigrospora sp.,
Stemphylium sp. y Rhizopus sp. reportados por Munar and Sebree (1997), Hippeli and
Elstner (2001), Young (2001), Sarlin et al. (2005,) y Sarlin et al. (2005,), como géneros
cuyas especies pueden sintetizar la hidrofobina, metabolito secundario asociado al
“gushing” de la cerveza, mas comunmente conocido como la sobreproduccion de espuma
y el consecuente derramamiento del liquido inmediatamente después de abrir el envase.
De los géneros ya mencionados se tuvo presencia de todos ellos en las muestras
analizadas, lo cual sugiere, que el riesgo de presentar gushing en la produccién de
cerveza mexicana es muy alto, debido a las minimas concentraciones de hidrofobinas

necesarias para que se presente este problema.

7.5.3. Caracterizacion de los géneros de hongos aislados de cebada maltera

Para la identificacién de los hongos presentes en las dos variedades de cebada maltera
analizadas en este trabajo, se considerd la macromorfologia y micromorfologia de las
colonias de acuerdo a claves especializadas (Cuadro 8), asi mismo en este cuadro se
mencionan la enfermedad, distribucion e importancia de cada uno de los géneros

descritos.
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Cuadro 8. Caracteristicas de los géneros de hongos aislados de granos de cebada maltera (Hordeum vulgare L.)

Género Enfermedad Distribucion Importancia Caracteristicas morfolégicas

Alternaria spp. Manchas foliares Cosmopolita La mayoria de las La colonia es generalmente gris oscura, pero también

especies son saprofitas y otras puede ser blanca, de color verde oliva, café o casi

Patbgenas débiles negro.
Los conidi6foros son de color café oscuro a olivaceo, se
producen individualmente o en ocasiones, en pequefios
grupos; pueden ser simples o ramificados.
Los conidios de la mayoria de las especies saprofitas
de Alternaria que se presentan en los cereales se
desarrollan en cadenas, tienen forma de huevo u 6valo
y a menudo se ahusan para formar un pico en el apice.
Son de color café oscuro, con paredes lisas
ligera o marcadamente rugosas, con varios septos transversales y

100x longitudinales u oblicuos.

Los conidios de las especies de Alternaria tienen
caracteristicas morfologicas Unicas, mediante las
cuales se puede identificar facilimente este género.
No obstante, las similitudes entre las especies del
género y la variabilidad de la forma, el tamafio y la
septacion de las esporas hacen muy dificil
identificar cada especie.

Arthrinium spp. Ninguna Cosmopolita  Saprofito comin e La colonia en semilla inicialmente tiene abundante
invasor secundario micelio aéreo blanco, que se vuelve gris a negro con
la produccién de grandes masas de conidios.
Los conidi6foros son hialinos, excepto por los gruesos
septos transversales que suelen ser de color café
purpureo a café oscuro.
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(Continuacién cuadro 8)
Género

Enfermedad

Distribucién

Importancia

Caracteristicas morfolégicas

Aspergillus spp.

100x

Pudriciones

Cosmopolita

Principal agente causal del
deterioro del maiz
almacenado con un
contenido de humedad
superior al 15%.

La sequia y las altas
temperaturas favorecen
La sintesis de aflatoxinas
gue son téxicas para el
ser humano y los
animales, ademas de
afectar el buen sabor del
grano. La infeccién de la
semilla puede reducir la

germinacion. Algunas especies

se desarrollan en campo.
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Los conidios a menudo se forman en grupos apretados
a lo largo de los extremos de los conidiéforos muy
angostos. Los conidios son solitarios, lisos,
unicelulares, oscuros, ovalados, a menudo achatados
o esféricos; suelen tener una banda hialina alrededor
del margen y estan unidos por una conexion corta al
conidioforo.

La colonia en la semilla por lo general se expande y es

de color verde amarillento muy claro, verde amarillento
intenso, café olivaceo o café.

Los conidi6foros hinchados en el apice producen

numerosas células esporiferas (fialides), con esporas

en largas cadenas. Las cadenas conidiales tipicamente

son esféricas, hendidas en varias columnas mal

definidas. Los conidi6foros tienen paredes gruesas
incoloras, lisas o rugosas. Los apices son alargados

cuando los conidios son jévenes, y se vuelven luego
subesféricos o esféricos. Puede haber una o dos series

de células esporiferas (fidlides y esterigmas) segun la especie.
Los conidios son tipicamente esféricos o subesféricos
ostensiblemente lisos, ornamentados, a veces ovalados o en
forma de pera al principio, forma que en ocasiones
conservan. La produccién de grandes cantidades de
esporas que son esparcidas por el aire pueden provocar
enfermedades respiratorias en el hombre y en los

animales. Algunas especies son productoras de micotoxinas.



(Continuacién cuadro 8)

Género Enfermedad Distribucion Importancia Caracteristicas morfolégicas
Chaetomium spp. Ninguna Cosmopolita  Saprofito comun e La colonia en la semilla es blanca y el desarrollo del
invasor secundario micelio varia de escaso a muy abundante.

Se encuentran peritecios en la superficie de la semilla,
bajo el micelio aéreo blanco. Los peritecios son
esféricos o alargados, con un ostiolo y una pared
celular membranosa oscura cubierta por vellos de
diversos tipos.
Las ascas son hialinas, generalmente en forma de
garrote pero en algunos casos cilindricas, contienen
ocho ascosporas. Las ascosporas son unicelulares y
generalmente en forma de limén; son expulsadas a través
del ostiolo como una masa entre los pelos o0 como una
columna, segun las condiciones ambientales.

40x La colonia de las especies de Chaetomium se pueden
reconocer facilmente por la presencia de peritecios con
con muchos pelos oscuros y rigidos.
En ocasiones las semillas con poca capacidad de

germinacién estan muy contaminadas con Chaetomium.

Cladosporium spp. Pudriciones Cosmopolita Muchas especies La colonia en semilla se propaga extensamente o en ocasiones
(Mohos negros) saprofitas se encuentran como pequefios puntos ,a menudo de color verde oliva,
comunmente en las pero también algunas veces gris, amarillo parduzco
semillas claro, café o café negruzco oscuro, en grupos

algodonosos, penachos o vellosa. Las colonias

tienen un crecimiento relativamente lento y producen

poco micelio aéreo, pero normalmente tienen una

esporulacion generosa. La semilla produce poblaciones

densas de conididforos.

Los conidioforos estan erguidos, de color café olivaceo

palido a café, ramificados irregularmente en el apice.
100x Los conidios se producen en cadenas en las

ramificaciones de los conidi6foros, son ovalados,
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(Continuacién cuadro 8)
Género Enfermedad Distribucion Importancia Caracteristicas morfolégicas

cilindricos u oblongos, con extremos redondeados,
hialinos o de color café olivaceo a café, lisos o rugosos,
unicelulares o con uno a tres septos. Las cadenas de
conidios son muy fragiles y se rompen con facilidad.
Cladosporium se caracteriza por los conidiéforos
pigmentados erectos, con cadenas ramificadas de
conidios en cabezas dendroides. Este género a menudo
se puede identificar por sus distintivos conidios en forma
de limon, que tienen cicatrices de union oscuras y bien
marcadas y muestran una considerable variacion en
cuanto al tamafio y la septacion segun las distintas
especies y también en una misma especie.

Curvularia spp. Manchas foliares Cosmopolita  Se le encuentra con La colonia se extiende disgregada sobre la semilla; es
frecuencia como parasito café, gris o negra, velluda, algodonosa o en forma de
o saprofito del maiz y el cojin.
trigo. Las hifas son ramificadas, septadas, incoloras o café,

lisas o con protuberancias rugosas. Los estromas a
menudo son grandes, erguidos, negros, cilindricos, a
veces ramificados.
Los conidi6foros se presentan individualmente o en
grupos, en forma terminal o lateral sobre las hifas,
también sobre los estromas cuando estan presentes; son de
color café, septados, rectos o curvos, simples o
ramificados.
Los conidios se producen en el apice o los lados del
conidi6foro. Los conidios son rectos o curvos,

100x generalmente anchos en el medio y estrechos hacia los
extremos, en forma de curva ovalada, huevo invertido

63



(Continuacién cuadro 8)
Género

Enfermedad

Distribucién

Importancia

Caracteristicas morfolégicas

Epicoccum spp.

40x

Mancha roja del
grano del maiz dulce

Cosmopolita

Efectos insignificantes;
saprofito comun e

invasor secundario,
Epicoccum en ocasiones
es confundido con especies
de Fusarium
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garrote o pera, ocasionalmente redondeados en la base
0 con un conspicuo punto de unidn, tienen tres o mas
septos, lisos o rugosos y a menudo tienen una o mas
células centrales méas grandes y mas oscuras que las
demas. Los conidios oscuros y ligeramente curvos, con
células centrales méas anchas y células terminales mas
palidas, son tipicos de las especies de Curvularia

La especie puede ser confundida visualmente con
especies de Drechslera y Bipolaris de esporas pequefias.

La colonia en semilla crece con rapidez y suele mostrar

una pigmentacioén amarilla, de color &mbar a anaranjado

o rojo dentro del micelio compacto blanco, y en particular
alrededor de éste.

Los conidioforos son compactos y a veces ramificados, ralos,
oscuros, lisos, cortos, se forman en grupos apretados formando un
esporodoquio.

Los conidios maduros son de color café oscuro a negro, en su
mayoria esféricos pero también en forma de pera, septados
irregularmente, y pueden estar marcados muy toscamente como una
red. Las septas a menudo estan ocultas por la gruesa y rugosa
pared de la espora, que parece estar cubierta por protuberancias
cortas. Los conidi6foros cominmente se presentan en oscuras
masas en forma de cojin de tamafio variable dentro del micelio y
sobre la superficie de éste.

Las colonias de las especies de Epicoccum con frecuencia son de
color variable y pueden existir varias coloraciones en una colonia
los colores més frecuentes son el amarillo, el anaranjado y el rojo



(Continuacién cuadro 8)
Género Enfermedad

Distribucién

Importancia

Caracteristicas morfolégicas

Helminthosporium spp. ~ Punta negra del grano
tizon de la plantula o
pudricién comun de la
raiz.

40x

Nigrospora spp. Pudriciones

100x

Cosmopolita

Cosmopolita

Importante patégeno del
trigo y otros cereales en
zonas templadas

Se presenta con frecuencia
pero causa pérdidas menores,
saprofito en los desechos
vegetales en zonas célidas.
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y en ocasiones el café y el verde. Cuando hay masas de

esporas oscuras, pueden verse como arena negra salpicada sobre
el micelio. Las esporas pueden ser confundidas con las esporas de
los carbones y tizones.

La colonia en semilla es de brillante color café oscuro a negro; esta
compuesta principalmente de masas densas de conidiéforos y conidios.
Los conidi6foros son de color café claro a oscuro, cortos, erguidos, en

La mayoria de los casos individuales, solitarios o en peguefios grupos,
rectos o alternadamente doblados.

Los conidios son curvos o rectos, de color café olivaceo oscuro, lisos, méas
anchos en el medio, con extremos redondeados y una nitida cicatriz dentro
de la célula basal; la parte final de las células terminales es subhialina;
tienen de 3 a 12 septos.

Los conidios se ven negros y brillantes con un aumento bajo, pero, con
aumento, son de color café olivaceo oscuro. Tienen paredes gruesas,
pueden ser rectos o ligeramente curvos y tienen una caracteristica

forma de barril.

La colonia en semilla inicialmente es blanca y los brillantes conidios
negros se destacan por contraste, dando a las colonias una
apariencia llamativa. En los cultivos mas viejos, las hifas se
oscurecen y con la abundante produccién de conidios, las

colonias se ven negras.

Los conidiéforos son cortos, inflados y de color café palido, salen
de la hifa en angulo recto; producen conidios de manera individual
en la parte terminal.

Los conidios son de color café ahumado o negro azabache, esféricos
o en forma de huevos. Los peritecios, formados en grupos de uno a



(Continuacién cuadro 8.)
Género

Enfermedad

Distribucién

Importancia

Caracteristicas morfolégicas

Penicillium spp.

40x

Pudriciones

Cosmopolita

Se reduce la germinacién y se
produce tizén de las plantulas
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siete en series o en hileras irregulares, son esféricos u ovalados.

Las ascas tienen pedicelos cortos y en forma de garrote.

Las ascosporas son hialinas, granulares, curvas, se ahusan hacia la
base y tienen extremos redondeados, son inicialmente unicelulares
pero después de salir del asca, pueden desarrollar un septo
transversal Unico que divide en forma desigual la espora en dos
células.

Los conidios son muy oscuros, ligeramente mas largos en el eje
horizontal, producidos en conidiéforos de color café palido, muy cortos
y con una protuberancia caracteristica.

Las colonias en semilla tienen una tasa de crecimiento entre lenta y
Moderada. El micelio por lo general no es muy abundante, pero hay una
abundante esporulacién que da a la colonia una apariencia de cojin,
comunmente en un tono azul-verde.

Los conidiéforos generalmente son conspicuos, mas o menos erguidos
hialinos, rugosos o lisos, septados, con una serie de ramificaciones que
le dan la estructura caracteristica de un cepillo, con tipicas fialides
hialinas en forma de frasco que producen largas cadenas de conidios.
Los conidios son unicelulares, esféricos u ovoides, lisos 0 rugosos y

de color brillante, por lo general un tono de azul-verde.

En algunas especies se forman esclerocios.

Las colonias de Penicillium pueden ser confundidas con las de las
especies de Aspergillus. No obstante las masas de esporas de
Penicillium generalmente son azules-verdes y menos compactas.

Los conidios de Aspergillus se producen en estructuras que perecen
globos en lugar de escobas.



(Continuacién cuadro 8)

Género Enfermedad Distribucion Importancia Caracteristicas morfolégicas
Phoma spp. Pudriciones y Cosmopolita Puede presentarse como La colonia en la semilla tiene escaso micelio blanco o gris, pero produce
enfermedades foliares patoégeno después de grandes cantidades de picnidios de color café oscuro o negro en la
periodos prolongados de clima superficie de la semilla.
humedo; se observa con Los picnidios son casi esféricos, de color café oscuro, con paredes
frecuencia como invasor delgadas, de tamafio muy variable y con un conspicuo ostiolo
secundario protuberante.
Los conidios son unicelulares, oblongos u ovalados, hialinos.
Son liberados de los picnidios en un cirro curvo de color
crema.
Los picnidios de las especies de Phoma a menudo se desarrollan en
colonias compactas y producen abundantes esporas.
20x Los conidios unicelulares distinguen a las especies de Phoma de los
hongos con picnidios del complejo Septoria.

Rhizopus spp. Pudriciones Cosmopolita  Produce pérdidas menores de La colonia en la semilla se extiende con rapidez por medio de estolones
poca importancia; puede ser con abundante micelio gris suelto. Los estolones producen numerosos
importante entre las pudriciones  esporangio6foros de color café y rizoides.
de almacenamiento en Los estolones son hialinos y se tornan de color café hacia los nudos,
condiciones de humedad y de cerca de los cuales puede haber una septa. Los rizoides son cortos y
temperatura elevadas de color café; a veces no existen.

Los esporangiéforos surgen individualmente o en pequefios grupos de

los nudos de los estolones; son de color café, lisos o finamente

rugosos, no septados.

Los esporangios son esféricos, inicialmente blancos y mas tarde

negros, tienen numerosas esporas.

Las esporangiosporas son amarillentas o de color café claro, esféricas
40x u ovaladas, con estrias longitudinales.
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A menudo se le llama moho de alfiler porque los esporangios parecen
cabezas negras de alfileres y estdn ampliamente entremezclados en
el micelio algodonoso.



(Continuacién cuadro 8)
Género

Enfermedad

Distribucién

Importancia

Caracteristicas morfolégicas

Stemphylium spp.

100x

Torula spp.

40x

Moho negro

Moho de hollin de la espiga
del trigo

Cosmopolita

Cosmopolita

Saprofito comdn en materia

vegetal muerta

Saprofito comun e invasor

secundario
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La colonia de Stemphylium en semilla es gris, café olivaceo o negro,
en forma de cojin o0 algodonosa. Crece con bastante rapidez y ésta

constituida por conidiéforos y numerosos conidios de color café-negro.
Los conidi6foros son de color café oscuro, simples o a veces
ramificados. Se forman oscuras protuberancias terminales sucesivas a
medida que se producen en sucesion cada conidio nuevo.

Los conidios son de color café olivaceo a oscuro, con tabiques
horizontales, verticales y oblicuos; tienen forma rectangular u ovalada,
estan redondeados en los extremos, son lisos o rugosos.

Los conidios mas viejos son casi hegros, muy rugosos.

Los ascostromas son esféricos o algo achatados, negros. Las ascas
son cilindricas o en forma de garrote y tiene ocho ascosporas
dispuestas en dos hileras.

Las ascosporas son de color café amarillento claro u oscuro, en forma
de garrote, con siete septas y tienen tabiques horizontales, verticales u
oblicuos.

Los conidios carecen del pico prominente que caracteriza a las
especies de Alternaria.

En la semilla, el hongo produce pequefias colonias compactas de color
verde oliva, que pueden aglutinarse y que cuando son mas viejas,
suelen tornarse de color café.

Hay pocos o ningun conidi6foro, que no se distinguen con facilidad, con
conidios que surgen mas o menos directamente de las hifas vegetativas.
Los conidios se producen en largas cadenas que se rompen en
fragmentos de una o mas células cuando maduran.

Los conidios tienen forma de barril, con las células terminales
redondeadas, tienen una superficie lisa o delicadamente rugosa y son de
color café oscuro a negro. A menudo se produce la ramificacion de la
cadena en una célula esférica, que es méas oscura y mas notablemente
espinosa que las otras.



(Continuacién cuadro 8)

Género Enfermedad Distribucion Importancia Caracteristicas morfolégicas

Torula se caracteriza por las cadenas simples o ramificadas de
conidios oscuros, que se rompen con facilidad y que surgen mas o
menos de las hifas somaticas.

Fuente: Warham, et al., 1996

Créditos de fotografia: Ma. Cristina Julia Pérez Reyes, UNIGRAS FES Cuautitlan, UNAM.
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7.6. Determinacion de especies del género Fusarium
7.6.1 Determinacion de especies del género Fusarium aisladas del medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA)

Los resultados (Cuadro 9), muestran que para el ciclo O-1 2002-2003, no se aislaron especies de
este hongo. En el ciclo P-V 2003 la especie Fusarium equiseti fue la mas abundante con un total
de 59 aislamientos, una frecuencia del 100% y una densidad relativa del 77%, otras especies
identificadas fueron F. sambucinum, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F.
oxysporum y F. semitectum. Para el ciclo O-I 2003-2004 Fusarium poae fue la especie
predominante con 16 aislamientos con una frecuencia de aislamiento del 33% y una densidad
relativa del 28%, seguido en orden de importancia respecto del nimero de aislamientos por F.

equiseti, F. culmorum, F. graminearum y F. oxysporum, como las especies mas abundantes.

Cuadro 9. Especies de Fusarium presentes en granos de cebada maltera en medio de cultivo
PDA

Frecuencia de
Especie No. de aislamientos aislamiento Densidad relativa

(%) (%)
@) (b () @ (" () @) (™ ()

F. crookwellense 0 3 0 25 33 0 4 2
F. culmorum 0 3 0 50 17 0 4 12
F. dimerum 0 0 0 0 17 0 0 2
F. equiseti 0 59 14 0 100 50 0 7 25
F. graminearum 0 3 0 25 17 0 4 12
F. lateritium 0 0 0 0 17 0 0 4
F. oxysporum 0 3 0 50 33 0 4 11
F. poae 0 0 16 0 0 33 0 0 28
F. sambucinum 0 4 0 25 17 0 5
F. semitectum 0 2 0 25 0 0 3

Total 0 77 57 0 100 100
(a) Ciclo O-1 2002-2003 (b) Ciclo P-V 2003 (c) Ciclo O-1 2003-2004
* Variedad Esperanza **Variedad Esmeralda
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7.6.2. Determinacién de especies del género Fusarium aisladas del medio de cultivo
malta sal agar (MSA)
Los resultados (Cuadro 10) muestran que en el ciclo O-1 2002-2003 no se aislaron especies del
género Fusarium. Para el ciclo P-V 2003 la especie que predominé fue F. equiseti con 40
aislamientos, una frecuencia de aislamiento del 75% y una densidad relativa del 70%,
siguiéndole en orden de importancia por el nUmero de aislamientos realizados F. oxysporum, F.
culmorun, F. graminearum y F. sambucinum. Para el ciclo O- 2003-2004 la especie
predominante fue Fusarium oxysporum con 14 aislamientos, una frecuencia de aislamiento del
17% y una densidad relativa del 70%, otras especies aisladas fueron F. semitectum, F. equiseti,
F. poae y F. sambucinum.
Los hongos F. graminearum y F. culmorum, también fueron encontrados en cebada por Sweeney
and Dobson (1998), Olsson et al. (2002) y Ramirez-Marchand (2003), asociadas a la sintesis de
deoxinivalenol, ademas de ser consideradas como patégenos comunes en grano pequefio.
Rabie (1997) aisl6 diez especies del género Fusarium en grano de cebada, de las cuales cinco
de ellas estan reportadas como toxigenas, estos resultados coinciden con las especies
encontradas en este estudio: F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. poae y F.
sambuncinum.
En un trabajo realizado por Ramirez-Marchand (2003) aisl6 catorce especies del género
Fusarium, de las cuales seis también fueron aisladas en este trabajo; destaca F. lateritium, ya
que es el Unico autor en la literatura consultada que menciona haberla aislado. Ademas de que
esta especie poco comuln esta reportada por Marasas et al. (1984), como toxigena. Asi mismo
Gutiérrez-Garcia (2000) aisl6 en cebada nueve especies del género Fusarium, cinco de las
cuales (F. graminearum, F. sambucinum, F. dimerum, y F. equiset) coinciden con nuestros

resultados.
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Cuadro 10. Especies de Fusarium presentes en granos de cebada maltera en medio de cultivo
MSA

Frecuencia de
Especie No. de aislamientos aislamiento Densidad relativa

(%0) (%)
@) (b (¢ @) (™ (¢ @) (% ()

F. crookwellense 0 0 0 0 0 0 0
F. culmorum 0 0 0 25 0 0 0
F. dimerum 0 0 0 0 0 0 0
F. equiseti 0 40 1 0 75 17 0 70 5
F. graminearum 0 0 0 25 0 0 0
F. lateritium 0 0 0 0 0 0 0
F. oxysporum 0 12 14 0 50 17 0 21 70
F. poae 0 1 0 0 17 0 5
F. sambucinum 0 1 0 25 17 0 5
F. semitectum 0 0 0 17 0 15
Total 0 57 20 0 100 100
(a) Ciclo O-I 2002-2003 (b) Ciclo P-V 2003 (c) Ciclo O-1 2003-2004
* Variedad Esperanza **Variedad Esmeralda

Agrupando los resultados obtenidos de los aislamientos realizados en los medios de cultivo PDA
y MSA vy la posterior resiembra en medio de cultivo PSA (papa-sacarosa-agar), se identificaron
diez especies del género Fusarium, de las cuales F. equiseti, resulto ser la que mayor nimero de
aislamientos registré, seguida de F. oxysporum y de F. poae, estando todas ellas reportadas por
Marasas et al.(1984), como productoras de toxinas tales como la zearalenona y deoxinivalenol,
principalmente, (Cuadro 11).

Se observd que en los casos en que es reportada la presencia de especies del género
Fusarium, existe una similitud en al menos cinco especies, ademéas de que en todos los casos

estas se encuentran reportadas como toxigenas, en el caso de este estudio se puede afirmar
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que las especies aisladas efectivamente son capaces de sintetizar deoxinivalenol, sobresaliendo
el caso particular de las muestras correspondientes al ciclo agricola 2002-2003, que a pesar de
encontrarse libres de la presencia de Fusarium, mantuvieron importantes concentraciones de

deoxinivalenol.
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Cuadro 11. Caracteristicas de la macromorfologiay micromorfologia de las especies de Fusarium identificadas en cebada maltera de riego y temporal

Especie

Conidios

Conidioforo

Clamidosporas

Estado perfecto

Morfologia de la colonia

Caracteristicas
distintivas

Seccion
EUPIONNOTES
F. dimerum Penzig

Seccion
SPOROTRICHIELLA
F. poae (Peck) Wollenw

Microconidios ausentes,
macroconidios abundantes
pequefios con uno o dos

septos

Microconidios abundantes

globosos u ovales,
macroconidios son
generalmente raros con
tres a cinco septos

con una célula basal en
forma de pie

Simple,
las monofialides
son ramificadas

Simple;

las monofialides
son ramificadas;
microconidiéforos

cortos y anchos.

Presentes pero No se conoce

muy escasas

Escasas, se No se conoce
presentan en
grupos o en

cadenas
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En PDA es de lento crecimiento.
La colonia es de varios colores
del blanco a naranja, aunque
generalmente color beige.

El reverso de la colonia
generalmente del mismo color que

en el anverso.

En PDA el crecimiento es
rapido, con micelio aéreo
denso el cual es de color
blanco a rosado.

Los esporodoquios se
presentan rara vez.

El reverso de la colonia

es de color rojo carmin.

Es estable en el medio
de cultivo.

Es cosmopolita.

Abundante produccién
de microconidios en
en las monofialides.
Es estable en el medio
de cultivo.

Es cosmopolita.

Se ha reportado como
especie toxigena.



(Continuacion cuadro 11)

Especie

Conidios

Conidi6foro

Clamidosporas Estado perfecto

Morfologia de la colonia

Caracteristicas
distintivas

Seccién
ARTHROSPORIELLA
F. semitectum Berk.& Rav

Seccion
GIBBOSUM
F. equiseti (Corda) Sacc.

Los microconidios son

escasos;

los macroconidios se originan
de dos maneras, unos formados
en el micelio aéreo y otros

en esporodoquios,

en ambos casos son

delgados y curvados.

Cuando se presentan los
microconidios pueden
formarse en el micelio aéreo
son de forma oval o en
forma de coma.

Los macroconidios son
marcadamente septados
con una curvatura en

forma de hoz. La célula
apical es muy alargada la
cual se curva hacia adentro,
mientras que la célula basal
es en forma de pie

Simple, con
monofidlides y
polifialides
ramificadas

Simple;
las monofialides son
ramificadas

Presentes No se conoce

Abundantes, con
paredes rugosas
son producidas
en grupos o en
cadenas
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G. intricans Wollenw.

Crece rapido en PDA con
micelio aéreo denso el cual

es de color marrén a café.

Los esporodoquios pueden
estar presentes o ausentes y
son de color anaranjado.

El reverso de la colonia puede
presentar varios colores desde el
marrén hasta el café puede
presentar algunos moteados de
color oscuro, rara vez es de
color rojo carmin.

Crecimiento rapido en PDA

con micelio aéreo abundante el
cual es blanco al principio, y
después café en los cultivos mas
viejos.

El reverso de la colonia varia de
color marrén a café con algunos
moteados de color marrén, en
ocasiones puede ser de color rojo.

Se caracteriza por la
presencia de

polifialides en el

micelio aéreo y por la
forma ahusada de los
macroconidios formados
en el micelio aéreo.

Es cosmopolita.

Esta reportada como
especie toxigena.

Los macroconidios se
distinguen por presentar
la célula apical alargada
y por la célula basal en
forma de pie.

Es cosmopolita.

Esta reportada como
especie toxigena.



(Continuacion cuadro 11)

Caracteristicas

Especie Conidios Conidi6foro Clamidosporas Estado perfecto Morfologia de la colonia distintivas
Seccién Microconidios generalmente Simple; Generalmente son G. pulicaris (Fr.) Sacc. Crecimiento rapido en PDA Es cosmopolita.
DISCOLOR ausentes; macroconidios las monofialides son abundantes, se con o sin micelio aéreo, Esta reportada como
F. sambucinum Fuckel cortos y gruesos ramificadas forman solas en cuando el micelio aéreo se especie toxigena.
distintivamente septados cadena o en grupo. presenta, es de color blanco
con pared celular gruesa, marrén o rosado a café
fuertemente curvados en rojizo. Puede presentar
su superficie ventral y esporodoquios de color azul,
dorsal. crema, marrén o naranja.
La célula basal en El reverso de la colonia puede
forma de pie presentar varios colores, siendo
mas frecuente el rojo carmin,
pero también puede ser marrén
o café.
Seccion Microconidios ausentes; Simple; Generalmente No se conoce Crecimiento rapido en PDA Es relativamente
DISCOLOR macroconidios gruesos las monofialides abundantes se con micelio aéreo abundante estable en el medio

F. culmorun (W.G. Smith) Sacc.

marcadamente septados

con pared celular gruesa,
superficie ventral y dorsal
curvada.

La célula basal en forma

de pie o ligeramente con

una muesca

son ramificadas

presentan mas
frecuentemente
solas, aunque
también en
cadenas o

grupos.
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generalmente blanco pero
también puede presentar

color amarillento a marrén

hacia la base de la colonia.
Puede presentar esporodoquios
anaranjados a rojo marrén en
cultivos viejos. El reverso de la
colonia es generalmente de color
rojo carmin.

de cultivo.
Es cosmopolita.
Esta reportado como

especie toxigena.



(Continuacion cuadro 11)

Caracteristicas

Especie Conidios Conidi6foro Clamidosporas Estado perfecto Morfologia de la colonia distintivas
Seccion

DISCOLOR

F. graminearum Schwabe Microconios ausentes; Simple; Generalmente se G. zeae (Schw) Petch Crecimiento rapido en PDA Es relativamente

Seccion
DISCOLOR
F. crookwellense

Burgess, Nelson & Toussoun

macroconidios

marcadamente septados

con la pared celular gruesa.

Célula basal en forma de
pie, la célula apical en
forma de cono.

La superficie ventral es
menos curvada que la
superficie dorsal.

Microconidios ausentes;
macroconidios
marcadamente septados
con pared celular gruesa.
Con la superficie ventral
menos curvada que la
superficie dorsal, la cual es
marcadamente curvada.
La célula basal en forma
de pie, la apical es
marcadamente estrecha

en la punta.

las monofialides
son ramificadas

Simple
las monofialides

son ramificadas

forman muy
lento en el
medio de cultivo.
Cuando éstas se
presentan se
forman con

mas frecuencia
en los
macroconidios
pero también
pueden observarse
en el micelio.

Presentes, se
forman en las
hifas y en los
macroconidios.
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No se conoce

con micelio aéreo abundante, el
cual es frecuentemente
amarrillo a marrén con los
margenes blancos a rojo
carmin. Puede presentar
esporodoquios de color rojo
marrén a anaranjado, los

cuales cuando se presentan estan

esparcidos en el medio,

principalmente si los cultivos tienen

mas de 30 dias de edad.
El reverso de la colonia es

usualmente de color rojo carmin.

Crecimiento rapido en PDA

con micelio aéreo abundante,
inicialmente de color blanco y
luego de color marrén.

Forma esporodoquios de color
café rojizo, por lo general
aparecen en el centro del cultivo
y después en otras porciones del
mismo.

El reverso de la colonia es de

color carmin.

estable en el medio.
Es cosmopolita.
Esta reportada como
especie toxigena.

Es poco estable en
el medio de cultivo.
Es cosmopolita.
Esta reportada como

especie toxigena.



(Continuacion cuadro 11)

Caracteristicas

Especie Conidios Conidi6foro Clamidosporas Estado perfecto Morfologia de la colonia distintivas

G. baccata (Wallr.)
Seccion Microconidios ausentes o Simple; Presentes. Sacc. De crecimiento lento en PDA Es generalmente
LATERITIUM esparcidos en algunos las monofialides Formadas de con micelio aéreo esparcido. estable en el medio

F.lateritium Ness

Seccion

ELEGANS

F. oxysporum

Schletch. Emed. Snyd. &
Hans.

aislamientos, pero en otros
suelen ser abundantes,

de forma elipsoidal

de huso o agrupados,

de cero a tres septos.
Macroconidios abundantes
generalmente de forma
cilindrica con la superficie
ventral y dorsal paralelas.
Célula basal en forma de pie,
la célula apical en forma de
pico o anzuelo.

Microconidios abundantes,
generalmente unicelulares
de forma oval a reniforme
se producen en falsas
cabezas.

Macroconidios abundantes

con ligera forma de hoz, con
pared celular delgada, con
la célula apical atenuada y
la célula basal en forma de

pie.

son ramificadas

Simple;

las monofialides

son ramificadas y
aquella en las cuales
se producen

los microconidios

son cortas

manera individual
0 en cadena.

Presentes, de
manera individual
o bien en pares.
En algunos
cultivos éstas se
forman en la

parte interna del
medio.

No se conoce

Esporodoquios generalmente
abundantes y usualmente de
color naranja. Los cultivos
frecuentemente son rojo

carmin en ambas caras.

Pero también pueden ser de
color blanco a rosado en el
anverso y de varios colores como

naranja a marrén en el reverso.

Crecimiento rapido en PDA

con micelio aéreo abundante, el
cual puede tefiir de color parpura
el medio de cultivo al invadirlo.
Cuando los esporodoquios

son abundantes estos son

de color crema a marrén o
bien de color naranja.

El reverso de la colonia puede
ser de varios colores que

van desde azul oscuro a

rojo oscuro.

de cultivo.

Es frecuente en
plantas lefiosas

Esta reportada como
especie toxigena.

Presencia de
clamidosporas y de
microconidios en
falsas cabezas en
monofidlides cortas.

Esta especie cuenta
con razas o formas
especiales

muestran gran
diversidad en PDA.
Es cosmopolita.
Esta reportada como
especie toxigena.

Créditos de fotografia: Ma. Cristina Julia Pérez Reyes, UNIGRAS FES Cuautitlan, UNAM.

De acuerdo con Marasas, et al. 1984
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7.6.3. Determinacion del género Alternaria en grano de cebada maltera

El género Alternaria se solia dividir en tres secciones de acuerdo a la formacién de cadenas
de conidios y de las dimensiones de tales cadenas. Posteriormente se tomé en cuenta el
aspecto de los conidi6foros y se les reunié en tres secciones que abarcan seis grupos de
especies en base a la morfologia sobre medio de cultivo Papa-Zanahoria-Agar (PZA), a 25°C
con alternancia de luz-oscuridad (8/16 hrs. respectivamente). Las caracteristicas distintivas de
los grupos encontrados se mencionan en el cuadro 12, (Carrillo, 2003, Simmons and Roberts,
1993).

El género Alternaria identificado a nivel de grupo morfoldgico en este trabajo fue de 58% de
Alternaria tenuissima especie representante del grupo 1, 14 % de Alternaria arborescens,
especie representativa del grupo 3, 17% de Alternaria alternata especie representante del

grupo 4y 11% de Alternaria infectoria especie representativa del grupo 6.

Cuadro 12. Macromorfologia y micromorfologia de Alternaria
Grupo/especie representativa Caracteristicas

(1)" Alternaria tenuissima Produce cadenas rectas relativamente largas

(Ness: Fries) Wiltsshire de esporas formadas sobre cortos conidiéforos

primarios, pero ocasionalmente hay una
# ramificacion corta sobre un conidiéforo secundario
LY - formado en la base de la cadena desde una célula
N i : e intercalar del conidio. En el medio de cultivo la
Sy 5 cadena tiene una posicién erguida, vertical.

g N
(4) Alternaria alternata Produce cadenas de diez o mas conidios muy
(Fries) Keissler ramificadas a partir de conidiéforos cortos.

La ramificacion de los conidios surge de conidiéforos
secundarios desde células conidiales basales o
apicales dando un aspecto abierto. Las cadenas
aparecen en el medio de cultivo como manojos
densos y aislados.
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Continuacion cuadro 12

(6) Alternaria infectoria
Fuckel

(3) Alternaria arborescens
Simmons

* () =Grupo

Se caracteriza por largos conidiéforos secundarios
apicales, con varios sitios conidiégenos, lo que

resulta en una ramificacion abierta. Los conidiéforos
primarios son cortos y se producen en manojos dando
al cultivo un aspecto granular. La forma de los conidios
el color y la superficie de la colonia varia dentro de este
grupo de especies.

Produce largos conidi6foros primarios con conidios

en cadenas ramificadas. La ramificacion ocurre
predominantemente desde el apice conidial y el conidio
primario puede alcanzar hasta dos veces el tamafio

del conidio siguiente llevando un corto conidiéforo
secundario. La proliferacion apical predomina resultando
un aspecto relativamente compacto y complejo
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7.7. Determinacién de micotoxinas en grano de cebada maltera

Al realizar el andlisis para determinar la presencia de micotoxinas en el grano de cebada
maltera (Cuadro 13), procedente de tres ciclos agricolas diferentes, se detectd la
presencia de aflatoxinas en la prueba realizada con cromatografia de inmunoafinidad, en
tres muestras, correspondiendo la mas alta concentracién a la muestra M; (4ug kg™),
mientras que las muestras My, y M;3 registraron las concentraciones mas bajas (1ug kg™
cada una). Para el resto de las muestras no se detecto la presencia de aflatoxinas.

Con respecto al deoxinivalenol, esta toxina se presentdé en el 100% de las muestras,
correspondiendo la mayor concentraciéon a la muestra Mz (56,900 pg kg™) y la menor
concentracion a la muestra M; (1,700 pg kg™).

Para ocratoxina A, zearalenona, alternariol, monometil-éter de alternariol y acido
tenuazoico, no se detect6 la presencia de estas toxinas en las muestras analizadas.

Con respecto a la aflatoxina, la cual ha sido reportada en grano de cebada maltera por
Sanchis et al. (1993), Torres (1993), Carrillo (2003) y Rousseau (2004), la concentracién
de esta toxina en las muestras analizadas estuvo por debajo de los limites permitidos
internacionalmente y por la NOM-188-SSA-1-2002 segun VICAM, (1999), que establece
para granos y cereales para consumo humano una concentracion de 20 ug kg™ (Gimeno y
Ligia, 2003). Sin embargo de acuerdo con lo reportado por Mélotte (2005), las
concentraciones en este trabajo se ubicaron dentro del rango que este autor reporta de
manera experimental en grano de cebada y en malta, dichas concentraciones fueron de

0.1a0.5 pg kg™
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Cuadro 13. Andlisis del contenido de micotoxinas en grano de cebada maltera

Muestra Aflatoxina* Aflatoxina** Deoxinivalenol** Ocratoxina A* Zearalenona* Alternarioles*

AOH AME TeA

(ugkg®)  (ugkg™h) (ug kg™ (ug kg™ (ug kg™ (ug kg™
My 0 0 14,000 0 0 0 0 0
M> 0 0 18,000 0 0 0 0 0
Ms 0 0 15,500 0 0 0 0 0
Ma 0 0 15,000 0 0 0 0 0
Ms 0 0 21,000 0 0 0 0 0
Meg 0 0 19,000 0 0 0 0 0
M7 0 4 1,700 0 0 0 0 0
Mg 0 0 7,000 0 0 0 0 0
Mo 0 0 14,000 0 0 0 0 0
Mig 0 0 18,250 0 0 0 0 0
M1 0 0 14,500 0 0 0 0 0
Mo 0 1 11,000 0 0 0 0 0
M3 0 1 56,900 0 0 0 0 0

* Determinada por cromatografia de capa fina

** Determinada por columnas de inmunoafinidad de anticuerpos monoclonales

Para el caso del DON, toxina encontrada en grano de cebada maltera por Sanchis et al.
(1993), Torres (1993), Carrillo (2003), en concentraciones de 0.1 a 21.8 mg kg™ por Salas
and Steffenson (1999), de 0.04 a 1.6 mg kg™ por Moreno et al. (2000), de 5 a 857 ug kg™ por
Olsson et al. (2002), de 0.05 a 0.91 mg kg™ por parte de Tutelyan (2004), y de 737 ug kg™,
8,092 ug kg, 7,121 ug kg™t y 32,746 pg kg™ reportados en cada una de las cuatro variedades
de cebada mexicana evaluadas por Legzdina and Buerstmayr (2004). En el caso del presente
trabajo solamente diez de las trece muestras tuvieron presencia de cepas del género
Fusarium, sin embargo todas las muestras presentaron concentraciones de DON que fueron
de 1,700 a 56,900 pg kg*, lo cual confirma el hecho de que la ausencia del hongo no
garantiza que el sustrato analizado se encuentre libre de micotoxinas, por otra parte esta
toxina auin no cuenta con una legislacion oficial en México ni en ningun otro pais, que permita
establecer limites en su concentracion en cebada maltera o en cereales en general. Sin

embargo, destaca el trabajo realizado por Mélotte (2005), quien hace mencion acerca de las
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concentraciones de DON encontradas en cebada y en malta las cuales van de 5 a 30 pg kg™,
valores en general muy por debajo de los obtenidos en el presente analisis.

Con respecto a la ocratoxina A, la zearalenona y los alternarioles, micotoxinas reportadas en
grano de cebada por Sanchis et al. (1993), Torres (1993), Carrillo (2003) y Rousseau (2004),
en este trabajo no se determind la presencia de dichas micotoxinas, sin embargo no se puede
descartar que estas se puedan presentar en posteriores cosechas realizadas en los mismos
sitios de procedencia de las muestras utilizadas en este analisis, esto debido al nimero y
diversidad de hongos que se encuentran establecidos como indculo en las areas productoras

de este cereal.

Con respecto a la micobiota se observé que las muestras correspondientes a la variedad
Esperanza del ciclo O-l, y originaria de la regién del Bajio mostré la mayor cantidad de
aislamientos realizados en comparacién a las muestras de la variedad Esmeralda del ciclo P-
V, originarias de los Valles Altos, asi mismo se determind que la concentracion de la
micotoxina Deoxinivalenol resulté ser numéricamente mayor en las muestras de la variedad
Esperanza originarias de la regién del Bajio, lo cual nos sugiere una mayor susceptibilidad de
esta variedad a la presencia y ataqgue de hongos relacionados a los cereales y en especifico

al cultivo de la cebada maltera, asi como a la sintesis de determinadas micotoxinas.
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VIll. CONCLUSIONES

La determinacién del contenido de humedad y germinacion realizadas en este trabajo,
demostraron que las muestras analizadas de las variedades Esmeralda y Esperanza se
encuentran dentro de los limites establecidos por la Norma Mexicana (NMX-FF-043-SCFI-

2003) siendo adecuadas para su uso en la industria maltera.

En la prueba de vigor se encontr6 que las muestras de la variedad Esperanza
correspondientes al ciclo O-l, 2003-2004 presentaron un menor periodo de
almacenamiento en consecuencia presentaron un mayor vigor, debido a que no maostraron

dafios fisioldgicos.

Las pruebas de vigor y de peso seco a pesar de nos ser utilizadas como un indice de
calidad bioldgica en el malteado, se pueden establecer para evaluar el rendimiento del

grano durante el proceso.

En las muestras de riego de la variedad Esperanza procedentes del Bajio del ciclo O-I
2002-2003 se encontrdé mayor presencia de Penicillium, mientras que en el ciclo O- 2003-
2004 el género méas abundante fue Alternaria, siendo este ultimo resultado similar a lo que

se observo en la variedad Esmeralda del ciclo P-V 2003 procedente de los Valles Altos.

Otros géneros encontrados en menor proporcion fueron Epicoccum, Cladosporium,
Helminthosporium, Fusarium y Aspergillus, caracterizandose estos hongos por ser
causantes de enfermedades en la planta, ademas de ocasionar decremento en la calidad

y cantidad del grano durante su formacién en el campo.
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La importancia de la presencia de hongos como Fusarium, Alternaria, Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Stemphyllium y Rhizopus, radica en que bajo determinadas
condiciones son capaces sintetizar metabolitos secundarios tales como las micotoxinas,
asociadas a trastornos en la salud humana y animal, asi como las hidrofobinas
metabolitos asociados a la sobreproduccion de espuma en la cerveza y causantes del

deterioro de la calidad de este producto.

Las dos variedades utilizadas en este trabajo son altamente susceptibles de sufrir
contaminacién con Deoxinivalenol, esta otra toxina puede estar presente en el grano de
cebada, en la malta e incluso en la cerveza, aun cuando el hongo asociado a su sintesis

no se encuentre contaminando dicho sustrato al momento de las evaluaciones.

En tres de las muestras analizadas se determiné una concentracion minima de

Aflatoxinas totales, asi mismo no se detecto la presencia de Zearalenona, Ocratoxina A, y

Alternarioles ( AOH, AME, TeA).
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IX. RECOMENDACIONES

Es importante la determinacion de las cuatro pruebas biologicas realizadas al grano de
cebada, y aunque en el caso de la prueba de peso seco y de vigor expresado en longitud
media de plumula, no se encontraron reportados trabajos especificos, los resultados aqui
obtenidos pueden servir de referencia en futuras evaluaciones, debido a que cualquiera
de estas pruebas pueden considerarse complementarias entre si para poder determinar
de manera mas precisa en que condiciones biologicas se encuentra un lote de grano
previamente a su utilizacion en la elaboracibn de malta y asi mismo mediante
procedimientos de evaluacion establecer el posible rendimiento que se puede esperar de

dicho lote.

Las concentraciones de la micotoxina Deoxinivalenol determinadas en la evaluacion de
las muestras de grano de cebada, deben ser consideradas como factor de riesgo para la
salud humana, debido a que fueron encontradas en concentraciones por arriba de los
limites permitidos para consumo humano, por lo que se debe realizar un analisis de ésta

toxina de manera rutinaria.

Es importante determinar la presencia de Deoxinivalenol en cerveza, para poder
corroborar si durante el proceso de malteado, se reduce o biotransforma esta toxina, ya
que esta, como algunas otras toxinas, puede encontrarse en concentraciones inferiores a
las originalmente detectadas en la materia prima inicial, aun cuando ésta haya pasado por
varios procesos de industrializacién , siendo el factor de riesgo més importante el hecho
de que varias de estas toxinas se acumulan en 6rganos y tejidos, razén por la cual es

importante el conocimiento del riesgo que conlleva un mal manejo del cultivo en campo o

86



bien del grano cosechado y almacenado en condiciones favorables al desarrollo y

proliferaciéon de hongos capaces de sintetizar este tipo de metabolitos.
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