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RESUMEN

Uno de los factores que condicionan el nivel y la sintesis de aflatoxinas es el sustrato, de
esta manera se han desarrollado medios de cultivo con elevadas concentraciones de
carbohidratos y acidos grasos, los cuales favorecen la produccion de aflatoxinas. Se ha
encontrado que el uso de aditivos como la B-ciclodextrina al medio de cultivo tiene la
propiedad de incrementar la fluorescencia natural de las aflatoxinas al ser observadas bajo
luz UV (365 nm). Asimismo, el desoxicolato de sodio actta como inhibidor del crecimiento
micelial de las colonias de hongos, y forma alrededor de cepas aflatoxigénicas un anillo de
color beige al ser observadas bajo luz natural. EIl objetivo de este trabajo fue implementar
un metodo cualitativo para la deteccion visual de aflatoxinas in vitro de 19 cepas
correspondientes al género Aspergillus (aflatoxigénicas y no aflatoxigénicas) e in vivo en
granos de maiz inoculados con cepas de Aspergillus productoras y no productoras de
aflatoxinas. En la primera etapa experimental in vitro se evaluaron cinco medios de cultivo:
Sabouraud (SB), Czapek (CZ), malta-sal-agar (MSA), dextrosa extracto de levadura agar
(YED) y extracto de levadura sacarosa agar (YES), adicionados con B-ciclodextrina al
0.3% Yy desoxicolato de sodio al 0.4%. De los cinco medios utilizados el Sabouraud (SB)
resulto ser el mejor, permitiendo detectar visualmente la produccion de aflatoxinas a las 48
h de incubacion. El halo beige alrededor de las colonias, permanecié concentrado por mas
tiempo en comparacion de los otros medios; permitiendo asi la deteccion visual de
aflatoxinas por un periodo de tiempo més largo, mostrando una fluorescencia verde azul
brillante para Aspergillus flavus y azul cielo brillante para Aspergillus parasiticus al ser
observadas bajo luz UV (365nm); confirmando cuantitativamente la sintesis de aflatoxinas
por el método de columnas monoclonales. En la segunda etapa in vivo los medios SB, YES
y YED, nos permitieron determinar visualmente la formacion del halo beige en cepas
aflatoxigénicas, fluorescencia de aflatoxinas bajo luz UV y la confirmacién de la
produccién de las mismas por el método de columnas monoclonales en granos de maiz
inoculados con cepas aflatoxigénicas. Sin embargo, en el medio de cultivo SB se observo
una mayor produccion de aflatoxinas y el halo beige permanecié concentrado por mas
tiempo en comparacién con el medio de cultivo YED. En el medio YES la determinacion
visual de aflatoxinas se observé hasta las 96 horas.

Palabras clave: Aflatoxinas, medios de cultivo, B-ciclodextrina, desoxicolato de sodio.
1



l. INTRODUCCION

La inocuidad de los alimentos utilizados por el hombre es un tema cada vez mas importante
a nivel mundial. Muchos tipos de contaminantes pueden estar presentes practicamente en
todos los alimentos incluyendo granos y sus derivados. Las especies Aspergillus flavus
Link ex Fries, Aspergillus parasiticus Speare y Aspergillus nomius Kurtzman son
productoras de aflatoxinas (Kurtzman et al., 1987). Hasta hace poco tiempo estas tres
especies se habian reconocido como productoras de estas micotoxinas. Sin embargo,
estudios recientes demuestran que otras dos especies, A. pseudotamarii y A. ochraceus,
producen aflatoxinas y en ésta Ultima ademas esterigmatocistina (Cabafales et al., 2007).
Estos hongos, que pertenecen a la seccion Flavi, no solo actian como agentes que
deterioran los productos que contaminan, sino también, bajo condiciones propicias del
sustrato, humedad y temperatura que se dan durante el almacenamiento, e incluso en el
campo; son capaces de desarrollarse y producir aflatoxinas. Se ha demostrado que estos
metabolitos secundarios resultan hepatotoxicos, teratdgenos, carcin0genos y mutagenos por
ingestion cronica. Ademas del interés sanitario de las aflatoxinas, se debe considerar el
interés econdmico que ocasiona la presencia de éstas en alimentos. Con el fin de minimizar
el impacto economico, se invierten grandes cantidades de dinero en el desarrollo e
implementacion de métodos de prevencién y control de la presencia de hongos y
aflatoxinas en materias primas y productos alimenticios, asi como en métodos analiticos
para su deteccion y cuantificacion. Uno de los factores que condiciona el nivel y la sintesis
de aflatoxinas es el sustrato, de esta manera se han desarrollado medios de cultivo
especiales con elevadas concentraciones de carbohidratos, licor de maiz, extracto de coco,
acidos grasos, entre otros; los cuales favorecen la produccion de toxinas para aislar e
identificar cepas de hongos aflatoxigénicas y asi detectarlas en la misma placa donde se
esta desarrollando la colonia de hongos.

En la busqueda de sustancias que ayuden a aumentar la débil fluorescencia de las
aflatoxinas se han empleado aditivos como la B-ciclodextrina, encontrando que tiene la
propiedad de incrementar la fluorescencia natural de las aflatoxinas debido a su estructura
pentaheterociclica oxigenada con alto grado de insaturacién, al observar las cepas bajo luz

ultravioleta 365 nm (UV). Otro aditivo utilizado es el desoxicolato de sodio, el cual actla

2



como inhibidor de crecimiento micelial de las colonias de hongos, formando alrededor de
las cepas aflatoxigénicas un anillo de color beige al ser observadas bajo luz natural (Fente
et al., 2002).

Con la finalidad de establecer un método rapido y visual para la identificacién de cepas
productoras de aflatoxinas, en este trabajo se evaluaron cinco medios de cultivo
adicionados con B-ciclodextrina y desoxicolato de sodio; se seleccionaron los tres mejores y
se evaluaron en granos de maiz inoculado con cepas productoras, no productoras y un

control, determinando por apreciacion visual las cepas aflatoxigénicas y no aflatoxigénicas.



1. ANTECEDENTES
1. Hongos en granos y semillas
1.1 Definicion

Los hongos son organismos eucariontes heterotrofos, carecen de clorofila, el talo somatico
de la mayoria esta constituido por un conjunto de hifas llamado micelio, sin embargo
existen hongos unicelulares como las levaduras. Presentan una pared celular bien definida y
se reproducen asexual y sexualmente formando esporas; la respiracion es
fundamentalmente aerobia, aunque muchos hongos son microaerofilicos o anaerobios
facultativos, la alimentacion es por absorcion, su distribucion generalmente es cosmopolita

pudiendo vivir como saprobios, simbiontes o parasitos (Ulloa y Herrera, 1990).

1.2 Clasificacion de los hongos que invaden granos y semillas
Los hongos que crecen sobre productos agricolas, en especial los que invaden granos y
semillas durante su desarrollo, cosecha o almacenamiento; han sido clasificados,
ecoldgicamente por Christensen y Kauffman (1969) en tres tipos: hongos de campo, hongos

de almacén y hongos de deterioro avanzado los cuales se describen a continuacion.

1.2.1 Hongos de campo
Los hongos de campo requieren para su desarrollo una humedad relativa entre el 90 y 100%
y un contenido de humedad en las semillas de 22 a 23%, con un amplio rango de
temperatura entre 0 y 30 °C, aunque algunos pueden desarrollarse a 35 °C o mas. Los
principales géneros y agentes causales de enfermedades de los cultivos son Alternaria,
Cladosporium, Fusarium, Helminthosporium, entre otros. En los cereales, estos hongos
persisten si el grano esta suficientemente seco como para soportar la competencia de otras
especies incorporadas posteriormente. Cuando en una muestra de grano se aislan solamente
hongos de campo, se pueden inferir dos situaciones: que el grano es recién cosechado o
que ha sido bien conservado. Los hongos de campo tienden a desaparecer en periodos de

almacenamiento prolongados, pero las micotoxinas no (Moreno, 1988).



1.2.2 Hongos de almacén
Los hongos presentes en los productos almacenados son especies principalmente de los
géneros Aspergillus, Penicillium y algunos otros xeréfilos (Carrillo, 2003). Los factores
que influyen en su desarrollo son el contenido de humedad del substrato, la temperatura, el
tiempo, el grado de invasion fungica antes del almacenamiento, asi como, la actividad de
insectos y &caros que facilitan la diseminacion. Requieren para su desarrollo menor
humedad relativa (70 - 90%) y contenido de humedad en las semillas y granos (13.0 - 20%
para cereales y 5 -12% para oleaginosas), pero el rango de temperatura es mas amplio (0 —
45 °C) y pueden crecer en concentraciones bajas de oxigeno (Christensen y Sauer, 1982).
En una muestra de grano si se determina la presencia de una o mas especies de hongos de
almacén, nos sefiala las condiciones de humedad a las que se ha almacenado y por la
diversidad o abundancia de estos hongos presentes en el grano o semilla se puede inferir el
cuidado que se les ha tenido después de la cosecha. Los restos vegetales abandonados en el
campo suelen albergar estructuras de resistencia, entre ellas los esclerocios, como en el
caso de A. flavus, que seran la fuente de contaminacion del cultivo en la temporada
siguiente (Carrillo, 2003). Asi mismo, se ha encontrado que pueden invadir el grano desde
el campo, especialmente cuando las condiciones ambientales (sequia, invasion por insectos)

favorecen su desarrollo.

1.2.3 Hongos de deterioro avanzado
El tercer grupo de hongos requieren alta humedad relativa superior al 90% para su
desarrollo y en la naturaleza se les encuentra colonizando materia organica en proceso de
descomposicion, lo cual es indicativo de que otros hongos han antecedido en la sucesion
microbiana. Los géneros causantes de un deterioro avanzado son: Chaetomium, Rhizopus,
Mucor, Absidia y algunas especies del género Aspergillus, entre otros. Si los hongos
aislados de granos pertenecen a los hongos de deterioro avanzado, quiere decir que existe

una mala calidad de esa materia prima (Moreno, 1988; Carrillo, 2003).



1.3 Clasificacion del género Aspergillus

Aspergillus es un género que corresponde a la Divisibn Deuteromycota, clase
Hyphomycetes, orden Moniliales y familia Moniliaceae el cual se reproduce asexualmente
por la formacién de fialoconidios (Ulloa y Herrera, 1990). Se reconocen alrededor de 180
especies (Pitt, 2000). Algunas especies se reproducen sexualmente, las cuales corresponden
a ocho o0 mas géneros teleomorficos. La taxonomia del género mas utilizada y completa es
la de Raper y Fennell (1965), aunque algunos conceptos han quedado ya obsoletos, el
namero de especies ha variado considerablemente. Actualmente los grupos se han dividido
en siete subgéneros, cada uno de los cuales estan subdivididos a su vez en una 0 mas
secciones (Cuadro 1). Algunos manuales de laboratorio incluyen claves y descripciones de
las especies mas habituales en los alimentos. Las especies mas importantes como
productoras de micotoxinas se encuentran agrupadas en cinco secciones, que se pueden
distinguir teniendo en cuenta algunas caracteristicas, de la macromorfologia de las colonias,
como el color de los conidios, diametro de la colonia, aspecto y color micelial, presencia
de esclerocios, etc; micromorfologia de las colonias: seriacion, tipo de vesicula
(monoseriada o biseriada), caracteristicas de los conidios, presencia de células de Hiille,
presencia 0 ausencia de cleistotecios, estructura de la pared clestotecial, tipo de ascosporas,
etc. (Klich, 2002).

Cuadro. 1 Subgeneros y secciones de Aspergillus productoras de micotoxinas

Subgénero Seccion
Aspergillus Aspergillus, Restricti
Fumigati Fumigati,Cervini
Ornati Ornati
Clavati Clavati
Nidulantes, Versicolores,Usti,
Nidulantes Terrei,Flavipedes
Wentii, Flavi, Nigri, Circumdati, Candidi,
Circumdati Cremei, Sparsi
Stilbothamnium Stilbothamnium

Fuente: Gams et al. (1985)



1.4 Caracteristicas de algunas especies de Aspergillus

1.4.1 Aspergillus flavus Link
A. flavus es una especie cosmopolita, estd distribuida por todo el mundo. Este hongo
coloniza la vegetacidn que se encuentra en deterioro, granos y semillas, antes y después de
la cosecha asi como muchos otros substratos en diversos ambientes. Es un agente
carcinégeno muy potente por producir aflatoxinas, se ha distribuido ampliamente en los
ultimos afios en una proporcion mayor a la prevista, su distribucion se da principalmente en
una latitud de los 26 a los 35 grados (Klich, 2002).

1.4.2 Aspergillus parasiticus Speare
A. parasiticus es una especie de la cual se tienen pocos aislamientos, lo cual se puede
atribuir en parte a la falta de investigadores para distinguir A. parasiticus de A. flavus. Ha
sido encontrada en una gran variedad de suelos y frecuentemente en semillas, plantas e

insectos, también es productor de aflatoxinas (Klich, 2002).

1.4.3 Aspergillus clavatus Desmazieres
Es un hongo con una distribucién muy amplia en suelos especialmente en clima caliente.
Sin embargo, también se ha encontrado en zonas desérticas, bosques y suelos cultivados en
latitudes entre 25 y 36 grados. Se distribuye en una gran variedad de alimentos como
cereales almacenados, frutas (manzanas, melocotones, peras, uvas, etc.) y derivados (zumos
de fruta) pero mas frecuente en la cebada malteada que constituye un ambiente

especialmente apto para su crecimiento y esporulacion (Klich, 2002).

1.4.4  Aspergillus candidus Link
A. candidus es una especie cominmente predominante en regiones tropicales y
subtropicales. Se ha encontrado en el suelo, granos, semillas, harina, frutas, otros productos

alimenticios y estiércol (Klich, 2002).



1.4.5 Aspergillus ochraceus K. Wilhem
La mayoria de la informacion de esta especie es principalmente en areas tropicales (0-15
grados de latitud) en suelos desértico, sin embargo también se ha encontrado en otros
suelos, rizosferas de plantas, semillas almacenadas, una amplia gama de alimentos y en el
ambiente de casas (Klich, 2002).

1.4.6 Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn
A. oryzae ha sido encontrado en suelo, plantas, semillas y en fabricas de algodon. Esta
especie es usada en alimentos fermentados y produccién de sake, tofu, miso, salsa de soya y
como fuente de enzimas industriales. Se distribuye en suelos tropicales (0-25 grados de
latitud) y se ha encontrado con una alta frecuencia relativa en estudios realizados en suelos
hamedos (Klich, 2002).

1.4.7 Aspergillus pseudotamarii Ito
Es una especie que presenta caracteristicas morfologicas y fisiologicas semejantes a
Aspergillus tamarii; sin embargo en un trabajo relativamente reciente se encontrd que una
cepa identificada como Aspergillus tamarii era productora de aflatoxinas, provocando una
revision de la taxonomia de esta especie en cepas aflatoxigénicas y no aflatoxigénicas.
Demostrandose por estudios de genética y morfologia las diferencias en cuanto a la
produccién de aflatoxinas, que los aislamientos caracterizados como A. tamarii productores

de aflatoxinas corresponden a la especie A. pseudotamarii (Ito et al., 2001).

1.4.8 Eurotium chevalieri L. Mangin
E. chevalieri es un hongo xerofilo, se ha aislado cominmente en zonas tropicales y
subtropicales entre 26 y 35 grados de latitud. Se encuentra en semillas de algoddn y varias

clases de alimentos secos (Klich, 2002).



Algunas de estas especies ademas de causar deterioro en diversos sustratos son productoras
de diferentes micotoxinas. En el Cuadro 2 se mencionan los principales metabolitos toxicos
de genero Aspergillus para el hombre y animales, producidos algunos de ellos en forma
frecuente en los alimentos (Klich, 2002).

Cuadro. 2. Produccion de micotoxinas del género Aspergillus
Especies Produccién de micotoxina

Emodina, acido kdjico, ocratoxinas,® 4cido penicilico, acido
A. ochraceus | secalénico A, xantomegnina, viomelleina, &cido aspergilico,
vioxantin.

A. candidus | Candidulina, terfenilina, xantosina.
A. clavatus Ascladiol, clavatol, acido kojico, patulina, citocalasina E.

A. flavus Aflatoxinas,” aflavinina, &cido aspergilico, acido ciclopiazénico,”
acido 3-nitropropionico, paspalinina.
Acido 3-nitropropionico, orizacidina, maltorizina, acido

A. oryzae ciclopiazonico.

A. parasiticus | Aflatoxinas,® acido kdjico, acidos aspergilicos.

A. tamarii Acido ciclopiazonico, fumigaclavina A.

E. chevalieri | Xantocilina

& Toxinas frecuentes en alimentos. Fuente: Lewis et al. (1994)

2.Micotoxinas
Los hongos utilizan para su crecimiento sustancias quimicas denominadas metabolitos
primarios: acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos, principalmente. La
produccién de estos metabolitos se presenta en la fase de crecimiento exponencial (Fig. 1).
Los metabolitos secundarios son compuestos que no son esenciales para el crecimiento
como son: antibidticos, alcaloides, acido giberélico, pigmentos y micotoxinas, entre otros.
Las micotoxinas son metabolitos fingicos que estan presentes en una gran parte de los
suministros alimentarios mundiales y pueden representar una amenaza potencial para la
inocuidad de los alimentos (Soriano et al., 2007). La posible toxicidad crénica de muchas
micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, zearalenona) en dosis inferiores suele
suscitar mayor preocupacion que la toxicidad aguda, dado que algunas de esas sustancias

son carcindgenos muy poderosos Y la exposicion a ellas es muy amplia. Las micotoxinas se
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sintetizan cuando la fase de crecimiento llega a su fase estacionaria, siendo a menudo

asociada con la diferenciacion y la esporulacion (ver figura 1).

El interés por las micotoxinas se da en 1960 cuando miles de pavos, patos y otros animales
domésticos murieron en Inglaterra a causa de una enfermedad conocida como enfermedad
X de los pavos, que se atribuyé a la presencia de aflatoxinas de Aspergillus flavus en harina
de cacahuate importada de Sudamérica. Debido a su estabilidad, las micotoxinas pueden
persistir ain cuando hayan muerto las esporas. Las micotoxicosis son las intoxicaciones

provocadas por micotoxinas (Ruiz y Font, 2007).

] |
o
g Sintesis de
micotoxinas
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|

Tiempo |
Fuente: Soriano et al. (2007)

Figura 1. Fase de crecimiento fungico y localizacion de la sintesis de micotoxinas

Las especies de hongos productores de micotoxinas que son de gran importancia desde el
punto de vista agroalimentario y que participan en procesos de micotoxicosis naturales son:
aflatoxinas, citrinina, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos y zearaleonona.
Fundamentalmente son producidas por especies pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium, que son los que agrupan un mayor nimero de especies productoras
(Cuadro 3). Estas especies infectan los cultivos y sintetizan las micotoxinas en diferentes
productos vegetales antes de su recoleccién. Sin embargo, existen algunas especies que

invaden en el almacén, éstas producen las micotoxinas, o incrementan su produccion,
10



cuando el producto ya se ha recolectado y las condiciones de almacenaje permiten o

favorecen su crecimiento.

Cuadro 3. Principales géneros productores de micotoxinas y nimero de especies
micotoxigenas

Género No. de especies micotoxigenas
Penicillium 32
Aspergillus 15
Fusarium 12
Byssochlamys 2
Stachybotrys 2
Trichoderma 2
Alternaria 1
Chaetomium 1
Paecilomyces 1
Rhizopus 1

Fuente: Cabafiales et al. (2007)

2.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas primeramente estudiadas fueron designadas Bi, B, G; y G, debido a su
fluorescencia azul (del inglés blue, azul, para las designadas B) o verde (del inglés green,
verde, para las designadas G), respectivamente, en placas de cromatografia de capa fina
(Ulloa y Herrera, 1990). Asi, A. flavus, produce solo aflatoxinas B;, B,, y acido
ciclopiazénico, mientras que A. parasiticus y A. nomius producen aflatoxinas B;, B, G1 y
G». En el Cuadro 4 se incluyen también otras dos especies dentro de la seccion Flavi que
han sido recientemente descritas como productoras de aflatoxinas; A. pseudotamarii y A.

bombycis, la primera especie produce &cido ciclopiazénico (Juan et al., 2007).
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Cuadro 4. Especies productoras de aflatoxinas

Especie AFB AFG ACP

A. flavus + - +

A. parasiticus + + -

A. nomius + + -

A. pseudotamarii + - +

A. bombycis + + -

AFB: aflatoxinas B, y B, Fuente: Cabafiales et al. (2007)

AFG: aflatoxinas G1, y G2,

ACP: 4cido ciclopiazoénico

Las aflatoxinas del grupo M (del inglés milk, leche) son los 4-hidroxiderivados de (M y
M,) las aflatoxinas B; y B,, respectivamente. Es una toxina producida por los mohos
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus al desarrollarse sobre alimento o forraje para el
ganado. Se ha encontrado que las vacas biotransforman una parte de la aflatoxina B
ingerida, en su derivado hidroxilado y lo elimina a través de la leche. Se ha reportado que
en vacas que han ingerido alimento contaminado con aflatoxina B, después de 12 a 24 h se
detecta la presencia de aflatoxina M en la leche producida. Sin embargo, la aflatoxina M
desaparece de la leche de la vaca a los 2-4 dias después de la ingestion de aflatoxina B. Se
estima que entre 1-3% de la aflatoxina B ingerida es eliminada en forma de aflatoxina M.
En el caso de leche contaminada con aflatoxina M, se observa que el 40-60% de la misma,
pasa al queso elaborado a partir de esta leche y s6lo el 2% de la misma pasa a la
mantequilla obtenida a partir de la leche en cuestion. La aflatoxina M ha sido identificada
como carcinogénica en animales, pero se necesitan mas evidencias sobre su toxicidad en

humanos (Roser y Mestres, 2004).

La presencia de cepas aflatoxigénicas dependera no solo del genotipo sino también de toda
una serie de factores ambientales que van a ejercer su influencia sobre el crecimiento y
metabolismo de la misma. Los hongos aflatoxigénicos pueden infectar los cultivos en
crecimiento y producir toxinas antes de la cosecha o bien durante la recoleccidn y posterior

almacenamiento.
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2.1.1 Caracteristicas quimicas de las aflatoxinas
Las aflatoxinas son sustancias biogenéticas y estan estructuralmente relacionadas;
quimicamente son cumarinas sustituidas, conteniendo anillos de bifurano que le confiere la
toxicidad y configuracién tipo lactona responsable de la fluorescencia, los cuales son
debidamente sefialados (ver figura. 2). Sus pesos moleculares oscilan entre 312u y 350u, la
mayoria son poco solubles en agua, pudiéndose extraer con disolventes organicos como el
cloroformo o el metanol. Las aflatoxinas purificadas en forma cristalina son
termorresistentes, estables en un rango de pH entre 3 y 10 y sus puntos de fusién son

superiores a los 250 °C (Juan et al., 2007).

H,CO O

aflatoxina B,

aflatoxina G,

o) 0
IQHO_‘_~

o)
Hco~F 0 x
aflatoxina M, aflatoxina M,

Fuente: (Juan et al., 2007)
Figura.2 Aflatoxinas del grupo B, Gy M
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2.1.2 Biosintesis de la aflatoxinas
La sintesis de las principales cuatro aflatoxinas varia de acuerdo a las caracteristicas
genéticas de las cepas y a las condiciones culturales del crecimiento fangico.
Casi todos los estudios realizados se han centrado en la biosintesis de la aflatoxina B.
Se ha encontrado que al inicio del crecimiento del hongo existe poca o ninguna produccion
de aflatoxinas, pero al reducirse los niveles de fosfatos y nitrégeno en el medio, el
metabolismo primario se desorganiza, acumulandose varios metabolitos y a partir de
precursores del metabolismo primario se empiezan a sintetizar las aflatoxinas siguiendo la
ruta metabdlica de los policétidos (Drew y Demian, 1987).
Basicamente los policétidos se sintetizan mediante la carboxilacion de acetil CoA derivado
del catabolismo de carbohidratos simples formando manolil CoA, (ver figura. 3),
posteriormente tres 0 mas moléculas de manolil CoA se condensan con acetil CoA y
forman una cadena, la cual sufre una ciclizacion para formar anillos los cuales presentan
varios tipos de modificaciones (pérdida o adicion de oxigeno de grupos carboxilo, etc.)

formando diferentes productos precursores de las aflatoxinas ( Payne y Brown, 1998).
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Figura. 3 Biosintesis de aflatoxinas
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2.1.3 Presencia de aflatoxinas en alimentos
Las especies A. flavus y A. parasiticus se aislan frecuentemente en zonas tropicales y
subtropicales y presentan una afinidad especial por frutos de nuez y semillas de
oleaginosas. Los cultivos de maiz, semillas de algoddn, cacahuate, algunos cereales y
especias se encuentran habitualmente contaminados por estas especies. En un alimento, la
ausencia del hongo productor de micotoxinas no indica que no pueda contener la
micotoxina. Los hongos presentes inicialmente en las materias primas pueden haber dejado
de ser viables después de un determinado tratamiento tecnoldgico (calor), pero las
micotoxinas formadas, debido a su termorresistencia, pueden encontrarse. Por otro lado,
una cepa potencialmente productora puede estar presente en un alimento, pero no tiene
porqué significar que la micotoxina esté presente en el mismo. Esto puede suceder debido a
que las condiciones en las que se ha elaborado o mantenido el alimento no son idoneas para

que el hongo produzca la micotoxina.

2.1.4. Ingesta diaria admisible (IDA)

Actualmente no es posible eliminar en su totalidad la presencia de aflatoxinas en los
productos alimenticios, por lo cual la concentracion mas baja permitida en la Union
Europea de AFB; en alimentos tales como los cereales y ciertos frutos secos, esta
establecida en 2 pg/kg. De hecho, la AFB; es una micotoxina del grupo 1, por lo tanto la
dosis deberia ser lo mas cercano a riesgo cero (Juan et al., 2007).

La FDA (Food and Drug Administration) estimd en 1978 que la IDA de AFB; era en
promedio de 2.73 ng/kg por dia, con un maximo de 9.03 ng/kg por dia (Park, 1993).

3. Otras micotoxinas
3.1. Acido ciclopiazonico

El acido ciclopiazonico (ACP) es una micotoxina producida por distintas especies del

género Aspergillus seccion flaviy de Penicillum spp. (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Principales especies productoras de acido ciclopiazonico (ACP)

Género Especie
Aspergillus
seccion Flavi A. flavus
A.oryzae
A.pseudotamarii
A. tamarii
Penicillum
subgénero
Penicillium
seccion Penicillium
serie Urticicolae  P. griseofulvum
P. dipodomyicola

Fuente: Cabafiales et al. (2007)
3.1.1 Caracteristicas del compuesto

El acido ciclopiazonico (C2H20N203) es un acido indol tetraminico, cuyo punto de fusién
es 245 °C; soluble en cloroformo, metanol, acetonitrilo, diclorometano y dimetilsulfoxido,
tiene el aspecto de un polvo blanco, que es higroscopico y estable, cuando se encuentra en
lugar seco; y se almacena a 4 °C ( ver figura. 4).

Se aislo e identificé como un metabolito toxico a partir de Penicillium cyclopium Westling,
y los primeros datos de contaminacion natural por ACP fueron en maiz y cacahuate. Esta
micotoxina no se tomo en cuenta durante la famosa epidemia de mortalidad de pavos en
Inglaterra, cuando Asplin dio el primer paso hacia el descubrimiento de las aflatoxinas, sin
embargo, a posteriori, pudo demostrarse que la caracteristica sintomatolégica que
padecieron los pavos era de origen neurologico (y/o muscular) causada por la presencia
simultdnea de ambas micotoxinas en el mismo alimento (ACP vy aflatoxinas) (Pacin y
Resnik., 2007).
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Figura. 4. Estructura del acido ciclopiazonico

A. flavus fue detectado por Gallagher en 1978 como uno de los principales productores de
ACP, por esta razon se investigé la capacidad micotoxigénica de otros Aspergillus, aislados
de diferentes sustratos alimentarios. En el Cuadro 6 se presenta la capacidad de
biosintetizar ACP por diferentes especies del género Aspergillus: A. oryzae, A. tamarii y A.
pseudotamarii, junto con A. flavus (A. flavus y A. parasiticus son las principales especies
productoras de aflatoxinas).

En condiciones 6ptimas de crecimiento (temperatura 25 °C, actividad de agua de (0,99) se
producen 4 a 6 mg de acido ciclopiazonico/g en medio YES y Czapek-levadura (Gqaleni et
al., 1996). Se han encontrado hasta 340 mg de toxina/kg en forrajes y 250 mg/kg en quesos.
El ACP, como ocurre para con todas las micotoxinas, es un compuesto quimico sintetizado
por un organismo bioldgico, en una matriz alimenticia, pero esta sintesis esta influenciada
por aspectos ambientales, tales como geograficos, climaticos, de manejo de las variedades o

hibridos y condiciones de procesos en la elaboracion de alimentos (Pacin y Resnik, 2007).
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Cuadro 6. Especies del género Aspergillus productoras de ACP

Especie del género Capacidad
Aspergillus de

produccion
A. flavus grupo | +
A. flavus grupo 11 +
A. oryzae +
A. parasiticus +
A. tamarii +
A. pseudotamarii +

Fuente: Pacin y Resnik. (2007)

3.1.2 Toxicologia
En 1983 se realizd el primer estudio sobre la toxicidad de ACP en la ingesta diaria de
pollos a diferentes niveles, demostrando la relacion dosis-efecto y aspectos bioquimicos. Se
demostro que administrada en ratas prefiadas no existen efectos teratogénicos, pero retardan
el crecimiento en el producto, y en ratones ocasiona abortos. Algunas afecciones en
animales como: desordenes gastrointestinales y neuroldgicos; cambios degenerativos y

necrosis en visceras (Carrillo, 2003).

3.1.3 Presencia en alimentos
El ACP contamina cereales, granos, leche, huevo, tejido visceral y muscular, fruta y
alimentos elaborados. La incidencia de micotoxinas implica la identificacion vy
cuantificacion de ACP en una determinada matriz bioldgica. Existen pocos datos sobre la
presencia de ACP en diversos alimentos (Cuadro 7), probablemente debido a que la
identificacion y cuantificacion analitica no ha sido resuelta aun satisfactoriamente como

con otras micotoxinas (Pacin y Resnik, 2007).
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Cuadro 7. Presencia de ACP en diversos alimentos

Alimento Presencia/total Promedio
de muestras (ng/g)
Cascara de arroz 6/40 22.7
Cascara de queso 11/20 -
Derivados de maiz 0/27 -
Fruta 2/10 125
Gluten de maiz 0/40 -
Maiz 23/46 212.1

Fuente: Pacin y Resnik. (2007)

3.1.4 Ingesta diaria admisible
Es necesario identificar aquellos alimentos que se encuentran contaminados por ACP, asi
como niveles y frecuencia de contaminacion (Cuadro 8). La ingesta diaria admisible (IDA)
estimada para el caso del ACP es de 10 pg/kg peso corporal por dia, o en 700 pg/dia y la

presencia de esta en alimentos.

Cuadro 8. Estimacion de la exposicion (ug/kg pc/dia) y porcentaje de contribucion a la

IDA de ACP, a través de la ingesta de diferentes alimentos en México.

ALIMENTO IDA (g)* ACP IDA (%)
contaminacion exposicion
ng/g

Huevo 43.8 267.5 0.2 1.7
Maiz 341.4 212.1 1.0 10.3
Cacahuate 3.3 404.8 0.0 0.2
Fruta 96.7 130.0 17961.0 1.8
Carne de aves 67.7 212.1 0.2 2.1
Tomates 30.4 98.0 0.0 0.4
Leche 345.8 236.0 0.8 8.3

! Dato estimado de ensayo experimental
IDA= Ingesta diaria admisible

ACP= Acido ciclopiaz6nico
Fuente: Pacin y Resnik. (2007)
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3.2 Acido kojico

3.2.1 Caracteristicas quimicas
El 4cido kdjico fue por primera vez aislado a partir de Aspergillus oryzae por Saito (1907),
actualmente se ha descubierto que es producido por otras especies de Aspergillus y
Penicillium (Parrish et al., 1956) y gran nimero de cadenas fungicas aisladas a partir de
alimentos fermentados procedentes de Japdn (Kinosita et al., 1968)
La estructura quimica del acido kojico (ver figura 5) fue descrita por primera vez por
Yabukawa, en 1916 y corresponde al 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona, constituido por
agujas prismaticas a partir de acetona, etanol y éter o bien metanol y etil.
Es facilmente soluble en agua, etanol y acetona. El acido kojico actia como un inhibidor
competitivo y reversible de la polifenol, xantina y aminoacido oxidasa (Sandoval, 1999).

HO—C C:H
| |

C C—CH:.OH
e

Fuente: Wikipedia. (2010)
Figura. 5. Estructura quimica del acido kdjico

3.2.2 Toxicologia

Se requieren grandes cantidades para producir intoxicaciones severas (convulsiones y
mutagenicidad) o muerte en animales. Hasta la fecha, no existen casos naturales de
micotoxicosis en animales 0 en humanos (Catald y Soriano, 2007). Ciertamente no hay
casos documentados de la toxicidad humana que se podrian relacionar con la
consumicion de tales productos. Solo se ha conocido que es toxico en insectos (Kubicek

et al., 1994)
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3.2.3 Presencia en alimentos

En el Cuadro 9 se presentan las especies productoras de &cido kojico y sustratos donde

han sido determinados.

Cuadro 9. Incidencia de acido kojico en alimentos

Especie Alimentos
Micotoxina productora implicados
A. candidus Arroz
A. flavus Higo
A. oryzae Maiz
acido
kojico  A. parasiticus Soya
A. tamarii Trigo
A. fumigatus Trigo
A. nidulans Trigo

Fuente: Catala y Soriano. (2007)

3.2.4 Ingesta Diaria Admisible
La DLsp es de 1.031 mg/kg (oral), 500 mg/kg (intravenosa), entre 1.176 y 1.764 mg/kg

(intraperitoneal).

3.3 Esterigmatocistina

3.3.1. Caracteristicas quimicas
La esterigmatocistina se aislo por primera vez en 1954 de cultivos de A. versicolor (ver
figura 6). La produccion 6ptima de esta micotoxina se da con una a,, de 0.92-0.93. Es un
precursor de las aflatoxinas B, como de la G; y G,. Son estables en soluciones de amonio
al 2% mientras que las aflatoxinas no. Es una micotoxina de interés pues tiene relacion
estructural con la aflatoxina, por el anillo 7,8-dihidrofurano (2,3-b) furano, el cual esta
unido, en la esterigmatocistina, con la xantona hidroximetil-sustituida. Es un metabolito
de especies de Aspergillus (A. versicolor, A. sydowi y A. nidulans), asi como de Bipolaris,

Chaetomium y Emericella spp. (Magan y Olsen, 2004).
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Fuente: Catald y Soriano. (2007)
Figura. 6 Estructura quimica de la esterigmatocistina

3.3.2 Toxicologia
Presenta una toxicidad aguda relativamente baja. Esta relacionada con los carcinomas
gastricos, hepaticos y esofagicos. A nivel celular, esta micotoxina tiene efectos
inhibitorios sobre la sintesis de ADN. De hecho la presencia de esta micotoxina en los
alimentos es baja (Cuadro 10), excepto en algunas zonas de China donde presentan alta
relacion de cancer de estomago e higado frente a otras zonas de bajo riesgo (45% vs 15%)

con valores de 20 pg/kg vs 12 pg/kg, respectivamente (Catala y Soriano, 2007).

3.3.3 Presencia en alimentos
La presencia de la esterigmatocistina en alimentos ha sido estudiada en Inglaterra, Canada,
Brasil, Italia y Dinamarca, y aparentemente es baja; sin embargo en China se ha analizado
mediante la técnica de ELISA y la concentracion encontrada es mayor, y estd ligado a
problemas de cancer de higado y estémago, contra areas de bajo nivel de presencia (45%
contra 15% en niveles mayores a 20 pg/kg) y un promedio de 20 pg/kg contra 12 pg/kg. Se
ha encontrado en bajas concentraciones en queso contaminado con A. versicolor. Los
limites para su deteccion, por métodos cromatografico, son del orden de 20 pg/kg, y la
esterigmatocistina no es tan fluorescente como la aflatoxina. Algunos métodos
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competitivos de ELISA han sido aplicados para analizar cebada, trigo y otros cereales por

Magan et al.; Lou et al.; y Li et al.(Magan y Olsen, 2004).

Cuadro 10. Incidencia de esterigmatocistina en alimentos

Especie Alimentos
Micotoxina productora implicados
A. versicolor Arroz
A. flavus Cebada
_ o Cereales del
Esterigmatocistina A. sydowi desayuno,
granos de café,
A. nidulans Hinojo, jamon, maiz,
pimienta, queso, soya
y trigo.

Fuente: Catala y Soriano. (2007)

3.3.4 Ingesta diaria admisible
Esta toxina es un mutageno in vivo y un cancerigeno humano potencial, por lo que el
Departamento de Salud del Reino Unido establecié que no debe detectarse en los alimentos
considerando que el limite de deteccion de las técnicas analiticas es 3 mg/kg. La dosis letal
oral (DL50) para pollo, rata y laucha es 10-14, 120-166 y 800 mg/kg de peso corporal,

respectivamente (Carrillo, 2003).

4. Factores determinantes en el desarrollo de hongos y produccién de micotoxinas
Los factores que influyen en el desarrollo de hongos y la sintesis de micotoxinas en
alimentos los podemos dividir en factores intrinsecos y factores extrinsecos (Sanchis et

al., 2007), a continuacion se describen cada uno de ellos.

4.1 Factores intrinsecos

Estan relacionados con la composicién del sustrato y/o alimento, actividad de agua y pH.
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4.1.1 Sustrato
Las fuentes de carbono influyen en la sintesis de micotoxinas, en experimentos in vitro se
ha obtenido una mayor produccion de micotoxinas, cuando se afiade azlcar fermentable al
medio de cultivo como glucosa o sacarosa, cuando se emplea fructosa, maltosa, manosa,

galactosa, xilosa o arabinosa no se obtienen los mismo resultados.

4.1.2 Actividad de agua
La actividad de agua (Aw) es uno de los factores determinantes para el crecimiento fungico.
Microbiol6gicamente la A,, se usa como medida de disponibilidad de agua por parte de los
microorganismos para su desarrollo, ya que dicha medida es independiente del sustrato o
alimento al que se refiere, contrariamente lo que ocurre cuando se utiliza la humedad como
parametro. Las aflatoxinas, sin embargo, se producen en intervalos 0.95-0.99 a,, aunque se

ha encontrado un minimo de 0.71 a,, para A. flavus (Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad de agua éptima para el desarrollo de algunas especies del género
Aspergillus

. Actividad de agua
Especie — .
Minimo Optimo
A. candidus 0.74-0.79 0.98
A. ochraceus 0.76-0.84
A. clavatus 0.88
A. flavus 0.71-0.74 0.98
A. oryzae 0.74
A. parasiticus 0.71

Fuente: Kozakiewicz y Smith. (1994)

4.1.3 Influencia del pH
Los hongos pueden crecer en intervalos de pH de 3 a 8, el grado 6ptimo es cercano a 5,
pero el cambio de valor de pH de un sustrato o alimento puede alterar la respuesta fungica.
En las especies de Aspergillus, su crecimiento se ve menos afectado a valores de pH
alcalinos, asi mismo, se ha comprobado que en A. parasiticus a un pH inicial menor de 6.0,
favorece la sintesis de aflatoxinas del grupo B, y a valores de pH superiores a 6.0, se

favorece la sintesis de aflatoxinas del grupo G.

25



4.2 Factores extrinsecos
Estan relacionados con los factores fisico-quimicos como la temperatura de
almacenamiento, humedad relativa, concentracion del oxigeno, presencia o ausencia de luz,
etc.
4.2.1 Temperatura

Los mohos se desarrollan en un intervalo amplio de temperatura, por lo cual las
condiciones més apropiadas para el desarrollo de estos microorganismos y la produccion de
micotoxinas son durante su formacién en el campo, transporte y almacenamiento, pudiendo
conducir a la contaminacion de las materias primas utilizadas para la industria alimentaria
(Cuadro 12). Al ser almacenada la materia prima en malas condiciones aumenta el riesgo
del desarrollo de estos microorganismos y formacion de sus toxinas. Para el caso de
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus se ha encontrado que crecen desde
temperaturas de 10 °C, siendo la 6ptima de 32-33 °C. Las aflatoxinas se sintetizan entre 12
y 40 °C.

Cuadro 12. Temperatura 6ptima para el desarrollo de algunas especies del género

Aspergillus

Temperatura (°C)
Especie Rango | Optima
A. clavatus | may-42 25
A. candidus | mar-44 | 25-32
A. ochraceus | dic-37 27

A. flavus 6-45 25-37
Fuente: Kozakiewicz y Smith. (1994)

4.2.2  Oxigeno
La mayoria de los hongos filamentosos son aerobios estrictos. Sin embargo, existen
algunos hongos microaerofilicos en donde la concentracion minima de O, para permitir su
desarrollo puede ser muy baja, cercana al 1% o incluso inferior. El crecimiento de los

hongos es bueno en concentraciones de CO, al 20% (Tabak y Cooke, 1968). Sin embargo
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la produccion de aflatoxinas en concentraciones superiores al 10% se inhibe (Landers et
al., 1967). La méaxima produccién de aflatoxinas depende no solo de la cepa del hongo sino
también de la concentracion de O, y CO,, en combinacion con la actividad de agua, pH y la
temperatura de almacenamiento (Ellis et al., 1993).

423 Luz
Los efectos de la luz sobre la esporulacion para A. flavus y A. parasiticus han sido
estudiados por Bennett et al. (1978) quienes reportaron que la formacion de conidios y
conidi6foros fueron mas abundantes en los hongos expuestos a la luz. lgualmente,
observaron que la region azul de la luz blanca fue mas efectiva en la fotorespuesta de los
hongos. También encontraron que la fotorespuesta de los hongos es influenciada por la
temperatura, la cual afecta la produccion de aflatoxinas. Sin embargo, ellos demostraron
que la produccion de aflatoxinas es inhibida por la luz, a temperaturas bajas y altas, pero no
para las temperaturas intermedias, entre 20 y 25 °C probadas en este estudio. El tipo de
sustrato también afecta la fotorespuesta y produccion de aflatoxinas. (Joffe y Lisker, 1969)
sefialaron que la produccion de aflatoxinas fue inhibida en medio Czapek en presencia de la
luz. La intensidad de la luz juega un papel importante en la destruccion de las aflatoxinas;
Shantha et al. (1986) observaron un incremento en la degradacion de aflatoxina B; con el

incremento de la intensidad de luz.

4.2.4  Humedad relativa
La humedad relativa (HR) es la cantidad de agua de la que disponen los microorganismos
una vez alcanzado el equilibrio entre la humedad libre del producto y el vapor de agua
existente en el medio ambiente que lo rodea. La HR se expresa en porcentaje y varia de
unos alimentos a otros conforme su riqueza en hidratos de carbono o en materia grasa.
Cualquier semilla almacenada en estado de equilibrio con una HR por debajo de 65%, esta

segura de no ser invadida por hongos.

5 Meétodos utilizados para determinar aflatoxinas
En Meéxico la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios.

Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal. Especificaciones
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sanitarias; establece el limite maximo permisible de aflatoxinas en los cereales destinados
para el consumo humano y animal, asi como los lineamientos y requisitos sanitarios para el
transporte y almacenamiento de los productos, dicha norma  establece que la
contaminacién no debe exceder de 20 pg/kg de aflatoxinas totales en granos y cereales para
consumo humano. En granos y cereales para consumo animal se aceptan concentraciones
de 21-300 pg/kg. La diferenciacion entre las especies de cepas productoras de aflatoxinas y
no productoras puede efectuarse analizando la produccion de estos metabolitos secundarios
utilizando las diferentes metodologias establecidas por dicha norma: método cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), fluorometria, inmunoafinidad.

5.1 Métodos basados en técnicas cromatograficas
Desde 1961, fecha en la que se descubrieron las aflatoxinas, la cromatografia de capa fina
(Thin-Layer Chromatography, por sus siglas en inglés TLC) ha sido uno de los métodos de
eleccion para la investigacion y determinacion de micotoxinas. En la TLC normal la fase
estacionaria es polar y la fase movil apolar, siendo los componentes de las muestras, con
caracteristicas mas polares, arrastrados mas despacio y permitiendo la separacion de las
micotoxinas a analizar.
Durante la década de los 80, se desarrollo la cromatografia de capa fina de alta resolucion
[High-Performance Thin Layer Chromatography, (HPTLC)] con desarrollo bidimensional,
cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y
determinar las cantidades de dichos componentes.
La cromatografia de gases [Gas Chromatography, (CG)] es una técnica basada en la
separacion de compuestos en funcion de su volatilidad y afinidad por la fase estacionaria
(Soriano et al., 2007).

5.2 Métodos basados en técnicas inmunologicas (ELISA)
Se han desarrollado métodos de deteccidn de toxinas en hongos micotoxigénicos basados
en la utilizacibn de técnicas inmunologicas empleando anticuerpos policlonales o
monoclonales dirigidos contra antigenos mas o menos especificos de especies
potencialmente productoras de micotoxinas. El problema de estos anticuerpos es que

pueden dar reacciones cruzadas con otras especies fungicas debido a la falta de
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especificidad de los antigenos o anticuerpos elegidos, son incapaces de discernir entre
cepas productoras o0 no productoras de micotoxinas de una misma especie. La técnica mas
utilizada de inmunoensayo enzimatico sobre fase solida es ELISA (Enzyme-linked Immuno
Sorbent Assay) (Cabariales et al., 2007).

5.3 Cromatografia de inmunoafinidad

Es un método que establece la deteccion de contaminacion de aflatoxinas utilizando
columnas de inmunoafinidad y la cuantificacion, usando tanto los métodos fluorométricos
como por HPLC. EI método de cromatografia de liquidos (HPLC) es un método exacto y
preciso que ha sido aceptado como método oficial (AOAC, Association of Official
Analytical Chemists, International 991.31) y como método de referencia para algunas
micotoxinas.
Esta metodologia cumple con los requisitos de analisis establecidos por el gobierno
mexicano para usarse en la determinacion de aflatoxinas en granos y cereales utilizados

para el consumo humano y animal.

5.4  Métodos basados en técnicas de analisis del DNA
Avances técnicos importantes han estimulado el uso de técnicas moleculares que son
universalmente aplicables, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que ha
permitido el andlisis molecular de células fungicas o aun esporas, material seco, u
organismos extintos, como también a la seccion de oligonucledtidos especificos para
hongos, que han proporcionado el acceso facil a las secuencias del ADN. Estos estudios en
hongos apuntan a: estudios filogenéticos, taxondmicos, sobre todo a nivel de género y de

especie (Gomez, 2008).

5.5 Métodos basados en la utilizacion de medios de cultivo diferenciales
Se han probado medios de cultivo especiales para aislar e identificar a los hongos que
favorecen la produccion de las micotoxinas, y su presencia se puede detectar en la misma
placa donde se esta desarrollando la colonia de hongos mediante la aplicacion de luz UV.
Si solamente se desea determinar la presencia de A. flavus y A. parasiticus se suele sembrar

sobre el medio agar Aspergillus flavus parasiticus (AFPA), que es selectivo para dichas
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especies. Otras especies del género Aspergillus se suelen sembrar en placas de malta-
glucosa, Czapek-levadura, Czapek-glicerol o Czapek-20% sacarosa para su identificacion
(Cabanales et al., 2007).

A continuacién se mencionan algunos autores que han propuesto el uso de aditivos en los
medios de cultivo para aumentar la debil fluorescencia natural de las aflatoxinas y poderlas
identificar facilmente.

Hara et al. (1974) propusieron modificar un medio de cultivo para la identificacién de
cepas aflatoxigénicas mediante el uso de Czapek sin fuente de nitrégeno, eliminando el
NaNOj3 y adicionandolo con licor de maiz, en otro utilizaron HgCl, y (NH;) H,PO,4 como
fuente inorganica de nitrégeno. Se obtuvieron resultados a partir del dia séptimo hasta el
décimo dia, siendo evaluadas las cepas productoras y no productoras de aflatoxinas
visualmente bajo luz ultravioleta y los resultados fueron confirmados por el método de
cromatografia de capa fina; encontrando que el mejor medio de cultivo es al que se le
adicioné HgCl, y (NH4) H,PO4 como fuente inorganica de nitrogeno, ya que se observo una
mayor intensidad en la fluorescencia de las aflatoxinas. El adicionado con licor de maiz no
es recomendable ya que se encontr6 que contiene compuestos que muestran una
fluorescencia similar a las que emiten las aflatoxinas.

Davis et al. (1987) utilizaron dos medios de cultivo para la identificacion de cepas
aflatoxigeénicas, los cuales estaban compuestos por medio Czapek adicionado con licor de
maiz (APA) y otro que contenia extracto de coco (CAM), obteniéndose un mayor
crecimiento de las cepas en estudio en el medio CAM, pero menor fluorescencia, se
observaron las cepas bajo luz UV 365 nm al reverso de la placa a partir del segundo al
quinto dia, se recomendd el uso de este medio por su facil elaboracion, es menos caro y
mas simple.

Lemke et al. (1989), propusieron la utilizacion de agar extracto de coco con la adicion de
desoxicolato de sodio al 0.8%, el cual disminuye el crecimiento de la colonia; lo que
permitio la deteccidn de cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus diferenciando
asi a las cepas aflatoxigénicas con una fluorescencia azul bajo luz UV a 365 nm,
obteniendo resultados a partir del tercer al séptimo dia de incubacién a 25 °C con un

didmetro de 3 a 10 mm.
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Fente et al. (2001), desarrollaron otros medios de cultivo para la identificacién de cepas
aflatoxigénicas con la adicion de un derivado metilado de PB-ciclodextrina, los cuales
fueron: extracto de levadura sacarosa (YES), Sabouraud (SB), medio para habilitar la
produccion de aflatoxinas (APA) y Czapek (CZ); la produccion de aflatoxinas se determind
visualmente por la presencia de fluorescencia color azul-verde alrededor de la colonia
observada bajo luz UV (365nm) después del tercer dia de incubacion a 28 °C. La presencia
de aflatoxinas fue confirmada por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Un afio después Ordaz et al. (2002) describen un método simple, rapido y confiable para
observar la produccién de aflatoxinas en medio YES, CZ, APA, agregando un derivado
metilado de B-ciclodextrina al 0.3% maés desoxicolato de sodio al 0.6%. La deteccion fue
facilmente observada por la formacion de un anillo beige alrededor de la colonia a partir
del tercer dia de incubacion a 28 °C. Cuando fue examinado bajo luz UV observaron una
fluorescencia azul y la produccion de aflatoxinas fue confirmada por el método de HPLC.
Atanda et al. (2005) utilizaron un sustrato de grano de palma (PKA) para la rapida
identificacion de cepas aflatoxigénicas obteniendo resultados después de 44 a 52 hrs de
incubacion.

En otro trabajo realizado por Fente et al. (2006) utilizaron 12 medios de cultivo, a los
cuales se adicionaron metil-p-ciclodextrina de 0.3 al 2% y desoxicolato de sodio al 0.6%,
estos autores demostraron que es posible inducir la fosforescencia de compuestos
aromaticos usando ciclodextrina y desoxicolato de sodio, ya que estas sustancias previenen
la difusién de las moléculas de oxigeno hacia el microambiente donde existe fésforo. La
méaxima fluorescencia se detectd al cuarto dia y se mantuvo hasta el décimo dia. La mejor
concentracion de ciclodextrina fue del 0.2%, y 0.6% de desoxicolato de sodio.
Aghamohammadi y Alizadeh. (2007) emplearon tres tipos de ciclodextrina: B-ciclodextrina
(B-CD), a-ciclodextrina (a-CD) y heptakia-2,6-dimetil-o-p—ciclodextrina (ome-CD), para
encontrar el tipo de comportamiento en la asociacién de los complejos de ciclodextrina con
la aflatoxina B;, demostrando que la ciclodextrina provee un aumento a la fluorescencia de
AFB;. En relacion a la fluorescencia encontraron que o-ciclodextrina es de mayor

intensidad, mientras que la B-ciclodextrina y ome-CD son mas estables.
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6 Ciclodextrinas

6.1 Historia
Fueron aisladas por primera vez en 1891 por Villiers. Schardinger los identificé como
oligosacaridos. Entre 1911 y 1935 el quimico aleméan Pringsheim demostré que podian
formar complejos de inclusion ya que la molécula exteriormente es hidrofilica y en su
cavidad interior hidrofébica donde pueden acoger moléculas organicas no polares
(Wikipedia, 2010).

6.2 Nomenclatura
Segun el namero de unidades de glucosa que forman la ciclodextrina se denomina con una
letra griega diferente (ver figura. 7):
a-Ciclodextrina: n = 6 moléculas de glucosa (diametro/altura de la cavidad: 4,7..5,3/7,9A).
B-Ciclodextrina: n = 7 moléculas de glucosa (diametro/altura de la cavidad: 6,0..6,5/7,9 A).

y-Ciclodextrina: n = 8 moléculas de glucosa (diametro/altura de la cavidad: 7,5..8,3/7,9 A).

OH
OH /
\ >0,
oH ;O\ -
- OM \-'0\ o, L Qe Y—0 OH
OH / ) HO N/
0 0N, “ \ (>--/ / ‘.r"‘(
O n l o / I A }' (‘) -0 HO OH / [+]
J | / HO HO™ N A el O™
e T “NoH HOY Ny o~ \uo h : { £ \
o H 0 - Jouss OF HO [+] o HO o
| HO Ho : \.-\_ \ : oM 0
A L A 7 OH C | § . HOW A o
o ™ Mo "]/"D-u { . S o M . ~ o
wo a-CD 4 2 B-CD S v-CD L o
N P \ N HO. /L_ . Y
¥ OH HO' I \ /O'* HO' Y ~ " ou HO'
: — \ i
£ oM 3
0, $ OM HO, HJ‘ 0 9 O HO [s) o oH s 0
SO HOA < §
! Ho j_ "3 on MO /L 1 \."\4m< HO,
LN ~o o e ) o HO OH P~
e, AN L
HO” O/ w o OH o » ¢ Yo
ot
HU/ \«
HO

Fuente: Wikipedia. (2010)

Figura. 7. Estructura quimica de ciclodextrinas
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6.3 Caracteristicas

Las ciclodextrinas son moléculas formadas por accion de la enzima ciclodextrin-
transglicolasa sobre los dextranos. La propiedad mas caracteristica de estos oligomeros es
su notable capacidad de formar complejos de inclusion con una amplia variedad de
moléculas en su cavidad interna.

Las ciclodextrinas se obtienen en la degradacion enzimética del almidén. El almidon méas
utilizado como materia prima es el del maiz.

El principal propésito en la sintesis de las ciclodextrinas es obtener un producto uniforme
que contenga el maximo porcentaje del nimero de moléculas de glucosa por unidad
deseado ya que las aplicaciones dependen mucho del tamafio de la cavidad. La
fluorescencia natural de las aflatoxinas se deriva de su estructura pentaheterociclica
oxigenada. Resultados experimentales han revelado que la R-ciclodextrina y sus metil
derivados poseen excelentes cavidades para exaltar la respuesta fluorescente de las
aflatoxinas por medio de la formacion de complejos de inclusion. En un trabajo realizado
por Rojas (2004) adicion0 B-ciclodextrina a cinco diferentes medios de cultivo, utilizando
cepas representativas de Aspergillus flavus productoras y no productoras de aflatoxinas,

dando como resultado el aumento en la respuesta fluorescente de estas toxinas.

7 Desoxicolato de sodio

7.1 Caracteristicas
El desoxicolato de sodio es la sal sddica del &cido desoxicdlico, soluble en agua y al igual
que otras sales biliares inhibe microorganismos formadores de esporas por lo que se utiliza
en medios selectivos, como el agar desoxicolato-citrato y el agar desoxicolato-citrato
modificado. Cuando es puro se presenta en forma de polvo cristalino de color blanco o casi
blanco, con el punto de fusién en 174-176 °C. El &cido desoxicolico es uno de los cuatro
principales acidos producidos por el higado.

El 4cido desoxicélico es conocido también como desoxicolato de sodio, acido colanoico y

3a,12a-dihidroxi-5p-colanato (ver figura 8).
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Formula quimica: C24H39Na04 Peso molecular 424.57, Acido colico 45% minimo. Pérdida

al secado 4.9%. pH en solucion al 2% 7.8

H

Fuente: Dibico, (2010)

Figura.8. Estructura quimica de desoxicolato de sodio

8. Maiz

8.1 Origen e historia
El cultivo del maiz tuvo su origen en América Central, especialmente en Meéxico, de donde
se difundié hacia el norte hasta el Canada y hacia el sur hasta la Argentina. La evidencia
mas antigua de la existencia del maiz, de unos 7000 afios de antigliedad, ha sido encontrada
por arqueologos en el valle de Tehuacan (México) pero es posible que hubiese otros centros
secundarios de origen en América. Este cereal era un articulo esencial en las civilizaciones
maya y azteca y tuvo un importante papel en sus creencias religiosas, festividades y
nutricion. La supervivencia del maiz mas antiguo y su difusién se debié a los seres
humanos, quienes recogieron las semillas para posteriormente plantarlas. A finales del siglo
XV, tras el descubrimiento del continente americano por Cristdbal Colon, el grano fue

introducido en Europa a través de Espafia (FAO, 1993).
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El cultivo del maiz es considerado uno de los principales rubros en el &mbito nacional y
mundial, por la importancia que representa este cereal en la dieta alimenticia de las
personas y animales, las grandes extensiones de tierras cultivadas, asi como la gran
cantidad de empleos directos e indirectos que genera en toda su cadena de produccion,
procesamiento industrial y su comercializacion desde la siembra hasta que es consumido

por las personas (Jeglay y Cruz, 2006).

8.2 Clasificacion taxonémica del maiz
Orden: Ciperales
Familia: Poaceae
Tribu: Maydae
Género: Zea
Especie: mays L.

Nombre vulgar: maiz

Descripcion botanica

La planta del maiz es de porte robusto, de facil desarrollo y de produccion anual. Existen
variedades de maiz forrajero y para produccion de grano. El maiz para grano se puede
clasificar como: granos de color blanco para la elaboracion de cereales; granos con alto
contenido de azUcar para la alimentacion humana; granos con alto contenido de aceite para
la industria aceitera; granos con alto contenido de proteina y de lisina para la industria y la
alimentacion humana, y granos con mayor proporcion de almidon duro o cristalino que se

utilizan para elaborar rosetas o palomitas (Infoagro, 2010).

9. Hongos y micotoxinas en maiz
La inocuidad de los alimentos utilizados por el hombre es un tema cada vez mas importante
a nivel mundial. Muchos tipos de contaminantes pueden estar presentes en practicamente
todos los tipos de alimentos, incluyéndose los granos y sus derivados (ver figura. 9). Los
hongos que colonizan los granos del maiz, los cuales, bajo ciertas condiciones, pueden
producir crecimientos mohosos visibles causandoles un grave deterioro. El dafio fisico no

lo es todo, ya que algunas especies de hongos especialmente Aspergillus y Penicilllum,
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son capaces de producir micotoxinas afectando a los humanos o animales que consuman los
alimentos contaminados. La presencia de aflatoxinas es inevitable en algunos lotes de maiz,
dadas las condiciones en las que las micotoxinas se forman, tanto en la planta en pie, en el
campo, como durante estados posteriores: cosecha, transporte, almacenamiento y
utilizacion. Ademas, la presencia de aflatoxinas en este cereal no esta limitada a una region
climética o geogréfica y no se encuentran en todo el maiz que se produce o se almacena
(Garcia et al., 2001). Las aflatoxinas son de las toxinas mas peligrosas, habiéndose
demostrado que el consumo repetido de dosis bajas tiene un efecto mutagénico,
teratogénico y cancerigeno en animales controlados de laboratorio, ademas de ser toxicas a
dosis altas. EI consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas ha sido correlacionado
con cancer hepatico de algunas poblaciones humanas de Africa y Asia
(aspergillusflavus.org, 2010).
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Fuente: aspergillusflavus.org. (2010)
Figura. 9. Ciclo de enfermedad de Aspergillus flavus en maiz
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La inocuidad de los granos de maiz y los posteriores subproductos que de ellos se elaboren
es elemental. Por tanto, diversas agencias gubernamentales de muchos paises, importadores
0 exportadores de maiz, involucradas en la sanidad de los alimentos, establecieron
restricciones para algunas micotoxinas en la cadena alimentaria (Bucio et al., 2003).

El maiz es el cereal bésico para la alimentacion en nuestro pais y asimismo, constituye una
importante fuente de empleos durante los procesos de produccion, empaque,
industrializacién y comercializacion. Las importaciones de este grano representan un alto
riesgo para la agricultura mexicana, es necesario establecer medidas fitosanitarias que
impidan la introduccion de semillas que puedan ser transmisoras de enfermedades y plagas.
Que de igual manera, se deben establecer las regulaciones fitosanitarias para prevenir la
introduccion y diseminacion de enfermedades y plagas cuarentenarias del maiz en las
principales regiones productoras del pais. Para alcanzar los objetivos antes sefialados, se
publico en el Diario Oficial de la Federacion el Proyecto de Norma Oficial Mexicana
NOM-018-FITO-1995, en donde se establece la cuarentena exterior para prevenir la
introduccion de plagas y enfermedades del maiz.

En Mexico se tienen datos sobre algunos periodos de cultivo de maiz, en los cuales se
detectd contaminacion con aflatoxinas. Asi, en Tamaulipas, en 1989, se observo que el
maiz estaba contaminado desde el campo, ya que muestreos previos a su almacenamiento
reflejaron concentraciones de 45-65 pug de AFBi/kg. EI mismo maiz, después de estar
almacenado dos meses en condiciones de alta temperatura y humedad, alcanzé
concentraciones de mas de 250 g de aflatoxina B, /kg. México es un pais importante como
productor y consumidor de granos, la contaminacién del maiz con aflatoxina representa un
riesgo potencial para la poblacion, debido principalmente a que es un alimento basico
(Bucio et al., 2003).

10. Importancia socioeconémica
En México la informacion disponible sobre la importancia y el impacto de salud y
econdmico de las aflatoxinas es escasa; sin embargo, varios de los estados productores de
grano en México poseen caracteristicas climaticas que favorecen la presencia y el
crecimiento de los hongos productores de micotoxinas. EI maiz es un cereal de gran

importancia a nivel mundial, para el afio 1995 la demanda mundial de maiz era de 558
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millones de toneladas y se estima que para el afio 2020, esta demanda se aproximara a los
837 millones de toneladas, superando para ese momento la demanda mundial de trigo y
arroz. En nuestro pais se consumen 234 g de maiz como tortilla al dia per capita y en zonas
rurales el consumo llega a ser de 600 g per capita al dia. En la dieta representa el 38.8% de
proteina, el 45.2 % de calorias y el 49.1% del calcio (Rojas Molina et al., 2007). En los
cuadros 13 y 14 se presentan los avances de la produccion de maiz durante los ciclos
agricolas primavera-verano y otofio-invierno 2007-2008 de los principales estados

productores en la Republica Mexicana.
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Cuadro 13. Avance de la produccion de maiz, de riego y temporal, durante ciclo agricola

primavera verano 2007-2008 en México.

Estado Superficie (ha) Produccion Rendimiento (ton/ha)
(ton)
sembrada | cosechada | siniestrada obtenida Obtenido

Aguascalientes 50,375 6,978 965 13,309 1.907
Baja California Sur 2,570 1,039 28 6,061 5.835
Campeche 156,113 69,584
Coahuila 31,420 3,358 140 7,805 2.325
Colima 13,408 5 13 2.6
Chiapas 561,418 40,434 4,914 51,381 1.271
Chihuahua 278,654 68,037 27,732 247,252 3.634
D.F 6,235 347 150 531 1.531
Durango 210,346 9,555 1,412 9,456 0.99
Guanajuato 420,045 18,963 33,496 119,376 6.295
Guerrero 457,127 47,828 4,108 142,689 2.983
Hidalgo 235,907 41,623 16,767 89,542 2.151
Jalisco 620,255 2,808 12,464 14,081 5.015
México 580,316 4,940 2,251 14,869 3.01
Michoacdn 466,213 19,403 10,801 62,806 3.237
Morelos 27,535 1,410 4,187 2.97
Nayarit 47,678 97 291 3
Nuevo Ledn 56,735 30 154 57 1.9
Oaxaca 523,296 89,898 10,570 122,469 1.362
Puebla 554,629 27,598 79,848 85,328 3.092
Querétaro 116,807 1,811 6,541 17,085 9.434
Quintana roo 61,034 8,395 37,448 7,491 0.892
San Luis Potosi 246,860 67,546 54,146 77,683 1.15
Sinaloa 87,354 27,931 631 235,874 8.445
Sonora 6,009 656 15 3,080 4.696
Tabasco 46,448 9,458 13,950 14,539 1.537
Tamaulipas 76,354 3,206 2,717 5,356 1.671
Tlaxcala 125,202 21,462 5 47,182 2.198
Veracruz 374,922 21,495 66,598 43,958 2.045
Yucatdn 163,787 4,923 4,470 5,913 1.201
Zacatecas 345,139 37,357 65,775 75,110 2.011

TOTAL 6,950,189 | 588,591 527,680 1,524,772 2.591
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Cuadro 14. Avance de la produccion de maiz, de riego y temporal, durante ciclo agricola
Otofo-Invierno 2007-2008 en México.

Produccion
Superficie (ha) (ton) Rendimiento (ton/ha)

Estado sembrada | cosechada | Siniestrada | obtenida Obtenido
Baja California Sur 2,120 2,110 6 10,215 4.841
Campeche 5,563 5,476 87 7,075 1.292
Colima 1,926 1,926 6,018 3.124
Chiapas 110,099 110,069 30 165,256 1.501
Chihuahua 25 19 6 13 0.682
Durango 45 45 202 4.478
Guanajuato 1,938 1,938 13,990 7.22
Guerrero 22,590 22,481 110 78,682 3.5
Hidalgo 26,216 26,188 29 53,800 2.054
Jalisco 3,700 3,700 12,915 3.49
México 405 405 1,116 2.756
Michoacdn 6,763 6,763 22,698 3.356
Morelos 1,427 1,427 5,197 3.642
Nayarit 5,984 5,979 5 33,198 5.552
Nuevo Ledn 4,321 3,016 1,305 5,052 1.675
Oaxaca 72,856 72,802 55 148,564 2.041
Puebla 31,666 31,424 242 61,522 1.958
Querétaro 696 696 1,516 2.178
Quintana Roo 3,548 3,184 365 2,980 0.936
San Luis Potosi 13,007 12,887 120 19,894 1.544
Sinaloa 493,177 491,409 1,768 4,758,967 9.684
Sonora 17,096 17,086 10 112,055 6.558
Tabasco 39,172 36,381 2,792 61,132 1.68
Tamaulipas 112,356 107,171 5,185 516,919 4.823
Veracruz 173,156 172,573 583 380,046 2.202
Yucatdn 1,414 1,413 1 3,742 2.648
Zacatecas 113 86 27 258 3

TOTAL 1,151,381 | 1,138,652 12,725 6,483,021 5.694
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11. Composicion quimica del maiz
Como se muestra en el Cuadro 15, las partes principales del grano de maiz difieren
considerablemente en su composicion quimica. La cubierta seminal o pericarpio se
caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda, aproximadamente el 87%, la que a su
vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa (67%), celulosa (23%) y lignina
(0.1 %) (Burge y Duensing, 1989). El endospermo, en cambio, contiene un nivel elevado de
almidon (87%), aproximadamente 8 por ciento de proteinas y un contenido de grasas crudas

relativamente bajo.

Cuadrol5. Composicion quimica proximal de las partes principales de granos de maiz
Componente quimico Pericarpio | Endospermo Germen

(%) (%) (%)
Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidon 7.3 87.6 8.3
Azlcar 0.34 0.62 10.8

Fuente: El maiz en la nutricion humana FAQ. (1993)

El germen se caracteriza por un elevado contenido de grasas crudas, el 33% por término
medio, y contiene también un nivel relativamente elevado de proteinas (cercano al 20%) y
minerales. En cuanto a la composicion quimica de la capa de aleurona (Fig. 10), presenta
un contenido relativamente elevado de proteinas (aproximadamente el 19%) y de fibra
cruda. En la Figura 10 se muestran las estructuras fisicas fundamentales del grano: el
pericarpio, cascara o salvado; el endospermo; el germen o embrion; y la pilorriza (tejido
inerte en que se unen el grano y el carozo). La anatomia general y la estructura

microscopica, también han sido descritas por Wolf et al., (1969).

41



PERICARPIO

ALEURONA \r( 1
it
END OSPERMO/'T' :

COTILEDON

Fuente: mejoravegetal.criba.edu.ar. (2010)
Figura. 10. Estructura fisica del grano de maiz
12. Usos del maiz

El maiz tiene una enorme cantidad de usos y en la actualidad se conocen cerca de 300
productos que, de una u otra forma, son derivados de éste o incluyen en su composicion
alguna de ellos: consumo humano, insumo para la industria, insumo para la produccion
(semilla). Su utilizacién para consumo humano como para la industria requiere de un
proceso de transformacion. En México el sistema agroindustrial del maiz incluye siete tipos
de industrias, éstas son:

1. Fabricacion de tortillas.

2. Molienda de nixtamal (masa para tortillas, tamales, atoles, etc.).

3. Industria para la fabricacion de harina de maiz nixtamalizado (masa para

tortillas, tamales, atole, etc.).

4. Fabricacion de almidones, féculas, levaduras y productos similares, que incluyen

los siguientes 16 productos (insumos de las industrias quimicas, papelera,

farmacéutica, textil, etc).
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Glucosa.
Glucosa sélida.
Color caramelo.
Almidoén sin modificar.
Almidén modificado.
Dextrina.
Almidon pregelatinizado.
Féculas de maiz.
Miel de maiz.
Aceite refinado.
Salvado preparado.
Pasta de germen.
Gluten de maiz.
Agua de cocimiento.
Acido graso de maiz.
Dextrosa.
5. Frituras de maiz (palomitas, fritos de maiz, golosinas, etc).
6. Hojuelas de maiz.
7. Industria de alimentos balanceados.
Las industrias involucradas en el proceso de fabricacion de tortillas (las tres primeras) son
las que consumen la mayor cantidad de maiz, segun estimaciones de la Cadmara Nacional de
la Industria del Maiz (CNIM) consumen el 48% de la oferta nacional total (incluye
importaciones y excluye al autoconsumo). La industria de alimentos balanceados le sigue
en importancia con el 37% de la oferta total nacional del grano. Por su parte la industria que
se dedica a la fabricacion de derivados (almidones, féculas, etc.) participa con el 12% de la
oferta nacional. El restante 3% es consumido por la industria de frituras y hojuelas de maiz,
que lo obtiene en su mayor parte de importaciones (Céamara Nacional de la Industria del
Maiz, 2010).
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1. JUSTIFICACION

La metodologia tradicional para conocer la capacidad aflatoxigénica de las cepas de
Aspergillus es lenta; implica la identificacion en las muestras, su aislamiento y cultivo en
medios liquidos o sélidos durante 10 o mas dias, y la posterior extraccion y andlisis
cromatogréficas de las aflatoxinas utilizando detectores de fluorescencia (Vazquez et al.,
2004).

Analizar grandes cantidades de muestras de la manera antes descrita resulta largo, caro y
tedioso. Por esta razon se considerd importante evaluar un método visual cualitativo rapido
y economico para la identificacion de cepas productoras de aflatoxinas en una materia
prima como el maiz. Dicho método utiliza aditivos que ayudan a aumentar la débil
fluorescencia natural de las cepas en estudio ademas de mostrar la presencia de un halo
color beige definido alrededor de las colonias, permitiendo asi la deteccion visual directa

de cepas aflatoxigénicas bajo luz ultravioleta y luz natural.

IV. OBJETIVOS
Objetivo General
Implementar un método cualitativo para la deteccion visual de cepas aflatoxigenicas en
granos de maiz empleados como materia prima mediante la utilizacion de un medio de
cultivo adicionado con B-ciclodextrina y desoxicolato de sodio.
Objetivos particulares

a) Evaluar la adicion de B-ciclodextrina y desoxicolato de sodio en diferentes medios
de cultivo para determinar la fluorescencia y presencia de un halo beige en cepas del
género Aspergillus productoras y no productoras de aflatoxinas.

b) Establecer el tiempo minimo de incubacién en cepas productoras de aflatoxinas
mediante la observacion y medicidn diaria de la fluorescencia y halo beige para
evaluar de una manera rapida y visual la sintesis de aflatoxinas.

c) Evaluar los mejores medios de cultivo en granos de maiz inoculado con cepas
productoras y no productoras de aflatoxinas para la determinacion visual de cepas

aflatoxigeénicas.
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OBJETIVO GENERAL

Implementar un método cualitativo para la deteccion visual de cepas aflatoxigénicas en granos de maiz empleados como materia prima
mediante la utilizacion de un medio de cultivo adicionado con B-ciclodextrina v desoxicolato de sodio.

Actividades preliminares.

e Obtencion de cepas

e Preparacion de medios YES,
YED.

e Preparacion de indculo

e Inoculacion de cepas en medios
seleccionados

e Evaluacion visual, luz UV vy luz
natural.

e Determinar la concentracién de
B-ciclodextrina y desoxicolato de
sodio.

Obietivo particular 1 "

|| Fase Experimental in vitro

Preparacion de medios SB, YED, YES,
CZ y MSA (0.4% de B-ciclodextrina y
0.3 % desoxicolato de sodio)

medios seleccionados por 5 dias a 28 °C

Inoculacién de 19 cepas A. flavus en los 5

beige bajo luz UV (365 nm) y luz natural

Evaluacion del crecimiento y formacion del halo

Determinacion de aflatoxinas por cromatografia

N_'" Objetivo particular 2 ||

Obietivo particular 3

Fase Experimental in vivo

Inoculacién de 3 cepas A. flavus en los medios SB,
YEDYy YES seleccionados por 5 dias a 28 °C

Siembra de grano inoculado en
SB, YEDy YES

Evaluacién del crecimiento y formacion del halo
beige bajo luz UV (365 nm) y luz natural

Actividades preliminares.

e Limpieza e irradiacion de
maiz

e Ajuste del contenido de
humedad a 18 %

o Inoculacion de cepas en maiz
y almacenamiento (HR 85%,
28 °C, 30 dias)

Determinacion de aflatoxinas por cromatografia de inmunoafinidad

RESULTADOS Y
DISCUSION

|| CONCLUSIONES ||
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Procedencia de cepas productoras y no productoras de aflatoxinas

Las cepas fueron obtenidas de la micoteca de la Unidad de Investigacién en Granos y

Semillas (UNIGRAS, FESC, UNAM) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Hongos del género Aspergillus utilizados para la determinacién visual de cepas

productoras y no productoras de aflatoxinas in vitro.

CLAVE MICOTECA ESPECIE PROCEDENCIA
UNIGRAS

ASP-03 Aspergillus candidus Grano de maiz
ASP-06 Eurotium chevalieri Grano de maiz
ASP-08 Aspergillus ochraceus Grano de maiz
ASP-17 Aspergillus flavus Suelo de cultivo de papa
ASP-19 Aspergillus clavatus Germinado de alfalfa
ASP-24 Aspergillus parasiticus Cacahuate procesado
ASP-25 Aspergillus flavus Cacahuate procesado
ASP-28 Aspergillus flavus Coco procesado
ASP-67 Aspergillus flavus Grano de cebada maltera
ASP-68 Aspergillus flavus Semilla de amaranto
ASP-69 Aspergillus flavus Nuez empacada
ASP-70 Aspergillus flavus Cacahuate empacado
ASP-71 Aspergillus flavus Grano de frijol
ASP-73 Aspergillus flavus Nuez empacada
ASP-75 Aspergillus flavus Grano de frijol
ASP-76 Aspergillus flavus Nuez empacada
ASP-78 Aspergillus pseudotamarii Suelo de cultivo de sandia
ASP-79 Aspergillus oryzae Grano de cacao
ASP-80 Aspergillus oryzae Grano de cacao
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1.1 Actividades preliminares
Como se menciona anteriormente se obtuvieron las 19 cepas de la micoteca la Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS, FESC, UNAM) de diferentes sustratos, se
realizé la preparacion del indculo en medio CZ a 28 °C por un periodo de 7 dias.
Posteriormente se realiz6 la preparacion de los medios YED y YES variando la
concentracion de B-ciclodextrina del 0.3 al 0.4% (SIGMA- ALDRICH) en agua destilada,
esterilizandolo en autoclave durante 20 min a 120 °C. Una vez estéril el medio se dejé
enfriar a temperatura de 40 °C, posteriormente se adiciond asépticamente desoxicolato de
sodio variando su concentracion del 0.3-0.8% (SIGMA- ALDRICH) hasta quedar
totalmente disuelto vertiéndose en cajas de Petri estériles dejandolas en cuarentena.
Se inocularon las 19 cepas en los medios YED y YES con las diferentes concentraciones de
B-ciclodextrina y desoxicolato de sodio para realizar la evaluacion visual mediante luz
natural, luz UV (365 nm) y medicion del crecimiento y formacion del halo alrededor de la
colonia por 10 dias y asi obtener los mejores resultados para realizar la primer etapa
experimental con los diferentes medios de cultivos seleccionados (SB, YED, YES, CZy
MSA).

2. Primera etapa experimental in vitro
2.1 Determinacion visual de cepas aflatoxigénicas
2.1.1 Preparacion de medios de cultivo
Se prepararon cinco diferentes medios de cultivo: Sabouraud extracto de carne agar (SB),
Czapek Dox agar (CZ), malta sal agar (MSA, DIFCO), dextrosa extracto de levadura agar
(YED) y extracto de levadura sacarosa agar (YES), todos ellos de la marca BIOXON
adicionando a cada uno B-ciclodextrina al 0.4% (SIGMA- ALDRICH) y 1000 mL de agua
destilada, ya disuelto se esterilizd en autoclave durante 20 min a 120 °C. Asi una vez
estériles los medios se dejaron enfriar a temperatura de 40 °C, posteriormente se adiciond
asépticamente desoxicolato de sodio al 0.3% (SIGMA- ALDRICH) hasta quedar
totalmente disuelto y se vertieron en cajas de Petri estériles dejandolos en cuarentena (Fente

et al., 2001). Los medios se conservaron en el refrigerador a una temperatura de 5 °C
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hasta su uso posterior para el desarrollo de las cepas productoras y no productoras de

aflatoxinas (Anexo 1).

2.1.2 Preparacion de indculo
Se sembraron 19 cepas del género Aspergillus en cajas de Petri estériles con medio de
cultivo Czapek, a una temperatura de 28 °C durante 7 dias. Posteriormente se tomé una
asada de cada una de las colonias para preparar una suspension de esporas en un vial con
0.2% de agar bacterioldgico y 0.05% de Tween 80 (Pitt y Hocking, 1997). En condiciones
asépticas se tomo una alicuota de 2 uL de la suspension de conidios, sembrandola por
triplicado en el centro de las placas con los diferentes medios de cultivo (SB, CZ, MSA,
YED y YES) previamente preparados (ver figura. 12). Posteriormente se incubaron a 28 °C

por un periodo de 5 dias.

Figura. 12 Siembra de las especies de Aspergillus en diferentes placas de agar

2.1.3. Evaluacion del crecimiento y formacion del halo en cepas de Aspergillus
Se registré el crecimiento y formacion de halo beige con la ayuda de un Vernier, midiendo
el didametro de la colonia y el grosor del halo de cada tratamiento, las mediciones se

realizaron diariamente hasta el quinto dia (ver figura. 13).

48



Fig. 13 Método de medicion de cepas.

2.1.4  Determinacion visual de cepas productoras y no productoras de
aflatoxinas a través de luz UV (365 nm)
Para la determinacion visual de las cepas productoras y no productoras de aflatoxinas a
partir del segundo dia de incubacion, se observo bajo luz natural la presencia o ausencia de
halo beige dandole valores de positivo (+) o negativo (-) y realizando la medicion del
grosor del halo con el Vernier, posteriormente en un cuarto oscuro con una lampara de luz
UV 365 nm se determind la fluorescencia o no de las cepas probadas (ver figura 14),
considerando en las positivas y en las negativas el color y la intensidad del brillo de las
mismas basadas en el manual de colores de Methuen (Kornerup y Wanscher, 1981),

pasandolo al formato de registro diario.
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Fig. 14 Determinacion visual de halo beige bajo luz UV 365 nm

Se elaboré un formato para el registro diario del crecimiento y formacion de halo (ver
anexo 2).

2.1.5 Determinacién de la presencia total de aflatoxinas por el método 991.31 de
cromatografia de inmunoafinidad de la Association of Analytical Communities
(AOAC) 1995
Cada uno de los medios de cultivo se tomo y se coloco en una licuadora, adicionando NaCl
y metanol al 80% (la cantidad de sal y metanol varié de acuerdo al peso de la placa de
agar). La mezcla se licu6 por 10 segundos y posteriormente se paso a traves de papel filtro
aflautado 24 cm (VICAM). En un matraz se agregaron 40 mL de agua destilada y se
adicionaron 10 mL de la muestra previamente filtrada. Posteriormente se utilizé una bomba
con una columna de inmunoafinidad AflaTest, sobre la cual se coloco un embudo de vidrio
con papel filtro de micro fibra de 1.5 pm, de 11 cm de diametro, adicionando 10 mL de la
muestra diluida y se hizo pasar a través de la columna. Posteriormente se realizaron dos
lavados con 10 mL de agua destilada cada uno, desechando el liquido. Se agregd 1 mL de
metanol grado HPLC, recogiendo la muestra problema en un vial al cual se le adiciond
1 mL de solucion reveladora (Bromo AflaTest), colocando el vial en el fluorometro para
determinar la presencia de aflatoxinas en cada una de las muestras analizadas (AOAC,
1995) (ver figura.15).
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Figura. 15 Metodologia para la determinacién de aflatoxinas

3.Segunda Etapa Experimental in vivo

3.1. Irradiacion de maiz

El grano de maiz procedente del Bajio fue irradiado con rayos Gamma de Co®® en una

dosis de 10 KG, en un irradiador Gamma bean 651 PT, en el Instituto de Ciencias

Nucleares de la UNAM, con la finalidad de que solo estuviera presente la cepa inoculada.

3.2 Determinacioén del contenido de humedad

Una vez irradiado el maiz se le determind el contenido de humedad inicial a 15 muestras

de maiz de 100 gr cada una por el método de secado en estufa; de acuerdo a las
metodologias de la American Association of Cereal Chemists (AACC 1992) y de la ISTA
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International Seed Testing Association (2005), expresandolo en porcentaje de humedad con

base al peso mediante la siguiente formula:
% CH=[A/B] X 100

En donde:
% CH = Porcentaje de contenido de humedad
A= Pérdida de peso en gramos

B= Peso original de la muestra

3.3 Ajuste del contenido de humedad
Se ajusto el contenido de humedad del maiz a 18% utilizando el siguiente calculo (Pixton,
1967):

CH= 100-CHi -1 x kg de grano
100-CHf

Donde: CH; = contenido de humedad inicial

CHjs = contenido de humedad final

3.4 Seleccion de cepas productoras de aflatoxinas
De los resultados obtenidos en la primera etapa experimental se seleccionaron cuatro cepas
de Aspergillus, considerando la produccion total de aflatoxinas: productoras Aspergillus
flavus (ASP-68) y Aspergillus parasiticus (ASP-24); no productora Aspergillus flavus
(ASP-17) y Aspergillus candidus (ASP-03) y un testigo.

3.5 Inoculacion de cepas productoras en maiz
Las cepas previamente seleccionadas (ASP-68, ASP-24, ASP-17, ASP-03) y un testigo se
sembraron en medio Czapek y se incubaron por 7 dias a una temperatura de 28 °C,
posteriormente se tomd un fragmento discoidal de 5mm con un sacabocados previamente

esterilizado y se inocularon cada una de las cepas en 300g de grano de maiz irradiado,
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ajustando el contenido de humedad previamente a 18%. De acuerdo con la siguiente
ecuacion segun Pixton (1967):

CH= 100-CHi -1 x kg de grano
100-CHf

3.6 Almacenamiento del maiz
Una vez inoculadas las cepas en el maiz irradiado, se almacend a una temperatura de 28 °C,
85% de humedad relativa, por un periodo de 30 dias, hasta la invasion del grano y sintesis

de aflatoxinas, inoculados con cepas productoras y no productoras y un testigo sin inéculo.

3.7 Deteccion visual de aflatoxinas en grano de maiz
Se tomaron sesenta granos de cada muestra de maiz inoculado, los cuales fueron
desinfectados superficialmente con una solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante 1
minuto. Posteriormente fueron sembrados 3 granos en cajas de Petri con SB, YED y YES,
que fueron los medios que mejor deteccion visual de aflatoxinas presentaron in vitro,
adicionados con PB-ciclodextrina al 0.4% Yy desoxicolato de sodio al 0.3% (SIGMA-
ALDRICH), como se describio en la primera etapa experimental. Se realizaron tres
repeticiones para cada medio y un testigo. Después de haber realizado la inoculacion, las
cepas se incubaron a 28 °C y se observaron los granos diariamente para determinar la
formacion del halo beige bajo luz natural y fluorescencia bajo luz UV a 365 nm. Al quinto
dia se determind la macromorfologia de las colonias. Se realiz6 el mismo procedimiento a

sesenta granos de maiz sin desinfectar.

3.8 Determinacion de aflatoxinas por cromatografia
Al igual que en la primer etapa experimental se realizd la determinacion de aflatoxinas
totales por el método 991.31 de cromatografia de inmunoafinidad de la Association of

Analytical Communities (AOAC) 1995. Ver la metodologia realizada en el apartado 2.1.5.
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4. Caracterizacion macromorfologica de las especies de Aspergillus
4.1. Macromorfologia

Se observaron bajo microscopio estereoscopico, las caracteristicas macroscépicas de las
colonias estudiadas, principalmente: a) el color, basados en el manual de colores de
Methuen (Kornerup y Wanscher, 1981), debido a que es una caracteristica importante para
la clasificacidn de especies; b) el color del micelio y el aspecto de la colonia; ¢) la presencia
0 ausencia de exudados en la superficie del micelio; d) formacién de pigmento, si difunde o
no en el agar y e) la presencia o ausencia de esclerocios. El color es la principal
caracteristica macroscopica para la identificacion de los grupos de Aspergillus. Poseen
distintos tonos de verde intenso, verde olivo, amarillo grisaceo a amarillo olivo. El reverso
de la colonia puede ser incoloro, café opaco o café anaranjado opaco. Cuando los
esclerocios estan presentes son de cafe obscuro a negro, variables en forma y tamafio,
cuando presentan exudados son incoloros o de color café; el aspecto de la colonia varia de
lanoso a flocoso (Klich, 2002).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. PRIMER ETAPA EXPERIMENTAL

Los resultados obtenidos sobre la determinacién visual de aflatoxinas en diferentes cepas
del género Aspergillus, se encontr6 en el analisis de varianza (ANOVA) realizado
diferencias altamente significativas (P< 0.01) entre las 19 cepas probadas y la formacion
del halo beige a partir del tercer dia de incubacion en el medio SB (Cuadro 17). La cepa
que mostrd6 una mayor formacién del halo beige fue la ASP-78, de la especie A.
pseudotamarii, correspondiente al subgénero Circundanti seccién Flavi, con 0.52 cm de
grosor, al ser observada bajo luz UV (365 nm) present6 una fluorescencia color azul verde
brillante (ver figura.16) y una cuantificacion total de aflatoxinas de 1 ppb. Esto
posiblemente se debié a la presencia de otros metabolitos secundarios, ya que Ito et al
(2001) encontraron que esta especie ademas de producir aflatoxinas B; y B, también
producen fumigaclavina A, acido kojico y acido ciclopiazonico (ACP), por lo que al
adicionar B-ciclodextrina mas desoxicolato de sodio forma un halo color beige alrededor de
la colonia junto con las aflatoxinas.

Las cepas (ASP-79 y ASP-80) correspondientes a la especie A. oryzae pertenecientes a la
seccion Flavi también formaron un halo beige de 0.41 y 0.4 cm, de grosor
respectivamente, sin embargo, al ser observada bajo luz UV presentd una fluorescencia
color verde amarillo brillante (Cuadro 17) y la cuantificacion de aflatoxinas totales fue
nula. En relacién a los resultados obtenidos encontramos que en un estudio realizado por
Wicklow et al. (1981) el acido kojico fluorece verde amarillo al ser observado bajo luz
negra, lo cual suponemos gue el medio puede determinar la presencia de otros metabolitos
secundarios como es el acido kdjico. La cepa ASP-19, de la especie A. clavatus, formd un
halo de 0.41 cm de grosor, una fluorescencia amarillo canario brillante (ver figura.16) y una
cuantificacion de aflatoxinas totales nula. En estudios realizados por cromatografia de capa
fina (AOAC, 1995) la patulina fluorece también como una mancha amarilla bajo luz UV
(Carrillo, 2003), lo cual presumimos que el medio puede determinar otros metabolitos
secundarios. En un estudio realizado por Lewis et al. (1994) encontraron que A. oryzae y

A. clavatus producen otros metabolitos secundarios; en la especie A. oryzae: el &cido 3-
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nitropropionico, oryzacidina, maltoryzina y &cido ciclopiazonico, y para la especie A.

clavatus: patulina, clavatol, citocalasina E, kotanina, tritiquivalinas y xantocilinas.

Figura. 16 Observacion de la fluorescencia del anillo beige alrededor de las colonias de Aspergillus
bajo luz UV a 365 nm en medio SB. A) Aspergillus pseudotamarii (ASP-78). B) Aspergillus oryzae
(ASP-79). C) Aspergillus clavatus (ASP-19). D) Aspergillus parasiticus (ASP-24).

De las 19 cepas en estudio se analizaron 11 cepas de la especie A. flavus aisladas de
diferentes sustratos. La cepa ASP-17, previamente caracterizada como no productora, al ser
probada en este medio no presentdé formacion de halo beige, fluorescencia y sintesis de
aflatoxinas. Las otras diez cepas caracterizadas como productoras de aflatoxinas en el
analisis de varianza (ANOVA) realizado presentaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al tamafio del grosor del halo beige, en todas se observé una
fluorescencia azul verde brillante y sintesis de aflatoxinas (ver figura.16). En este medio de
cultivo SB las cepas que presentaron menor sintesis de aflatoxinas fueron: ASP-73 (1 ppb),
la formacidn de halo fue de 0.37 cm de grosor; ASP-69 (1 ppb) la formacion de halo fue de
0.29 cm de grosor; ASP-71 (5 ppb), la formacién de halo fue menor de 0.04 cm de grosor;
ASP-75 (15 ppb), la formacion de halo fue de 0.08 cm de grosor. Por ultimo las seis cepas
restantes presentaron una alta produccion de aflatoxinas: ASP-67 (260 ppb), la formacion
de halo beige fue de 0.27 cm de grosor; ASP-70 (320 ppb), la formacion de halo fue de
0.26 cm de grosor; ASP-76 (360 ppb), la formacién de halo fue de 0.27 cm de grosor; ASP-
25 (360 ppb), la formacion de halo fue menor de 0.06 cm de grosor; ASP-68 (450 ppb), la
formacién de halo fue de 0.14 cm de grosor y ASP-28 (460 ppb), formacién de halo fue
menor de 0.07 cm de grosor. La cepa ASP-24 de la especie A. parasiticus (seccion Flavi)
obtuvo 0.19 cm de grosor, una fluorescencia color azul cielo brillante y una cuantificacion

total de aflatoxinas de 320 ppb.
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En estudios recientes se ha demostrado que la especie de A. flavus produce aflatoxinas B,
acido ciclopiazonico, acido kéjico y &cido 3-nitropropionico (Soriano, 2007; Klich, 2002).
Barros et al. (2003) encontraron que el 88% de las cepas de A. flavus aisladas de granos de
cacahuate, fueron productoras de acido ciclopiazénico (ACP), y un 47% produjo niveles
superiores a 100 mg/mL. Se ha demostrado que A. parasiticus produce aflatoxinas, &cido
kojico y acido aspergilico (Lewis et al., 1994), dichos estudios sustentan los resultados
obtenidos en este proyecto.

Las cepas de A. ochraceus (ASP-08), A. candidus (ASP-03) y E. chevalieri (ASP-06) no
presentaron formacion de halo, fluorescencia ni cuantificacion de aflatoxinas ya que estas
cepas producen otras toxinas: para A. ochraceus se han determinado la ocratoxina A,
citrinina y acido penicilico; para A. candidus: candidulina, terpenilina, xantoascina y
citocalasina E; y en E. chevalieri la xantocilina, (Cuadro. 17), (Moreno, 1988; Lewis et al.,
1994).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lemke y Davis (1989) quienes utilizaron
el medio de cultivo de agar extracto de coco y desoxicolato de sodio 0.8% encontrando que
a partir del tercer dia de incubacion hasta el séptimo dia se pudo determinar la presencia del
halo beige al ser observadas las cepas bajo luz natural y la fluorescencia bajo luz UV. En
este trabajo se obtuvieron resultados similares a partir del tercer dia, sin embargo, solo
hasta el quinto dia se mantuvo el halo beige concentrado alrededor de la colonia y a partir
de este periodo se difundié en todo el medio al ser observada la cepa bajo luz UV, Fente et
al. (2001), al adicionar un derivado metilado de B-ciclodextrina en medio SB, también
encontraron que las cepas aflatoxigénicas podian ser determinadas al ser observadas bajo
luz UV presentando un color azul verde alrededor de la colonia después del tercer dia de
incubacion a 28 °C. En otro estudio Fente et al. (2006) utilizaron el mismo medio de
cultivo solo que glucosado, adicionado con B-metilciclodextrina al 0.2% y desoxicolato de
sodio al 0.6% obteniendo resultados similares a partir del cuarto dia hasta el décimo dia de
incubacion. Sin embargo, Rojas (2004) encontr6 que la fosforescencia a temperatura
ambiente permanece del 3° al 7° dia; y gradualmente se desvanece en los dias siguientes;

debido probablemente a que el hongo llega a la fase estacionaria del crecimiento y el
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desarrollo de esta fase se detiene, disminuyendo la concentracion de oxigeno en las células

fungicas, causando una menor fluorescencia de las aflatoxinas presentes.

Cuadro 17. Presencia de halo beige y determinacion de fluorescencia de 19 cepas del
género Aspergillus en SB.

SB
NUmero de Cepa  Halo beige (cm) Fluorescencia Aflatoxinas ppb
ASP-78 052 + azul verde brillante 1
ASP-79 0.41b + verde amarillo brillante 0
ASP-19 0.41b + amarillo canario brillante 0
ASP-80 04c + verde amarillo brillante 0
ASP-73 0.37d + azul verde brillante 1
ASP-69 0.29¢e + azul verde brillante 1
ASP-67 0.27f + azul verde brillante 260
ASP-76 0.27f + azul verde brillante 360
ASP-70 0.26 ¢ + azul verde brillante 320
ASP-24 0.19h + azul cielo brillante 320
ASP-68 0.14i + azul verde brillante 450
ASP-75 0.08] + azul verde brillante 15
ASP-28 0.07 k + azul verde brillante 460
ASP-25 0.061 + azul verde brillante 360
ASP-71 0.04m + azul verde brillante 5
ASP-03 On - 0
ASP-06 On - 0
ASP-08 On - 0
ASP-17 On - 0

? Cada valor es el promedio de tres repeticiones en todos los medios de cultivo.
Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes Tukey (P < 0.01).
+ presencia, - ausencia

Hasta hace poco tiempo, solamente tres especies (Aspergillus flavus, A. parasiticus y A.
nomius) se habian reconocido principalmente como productoras de aflatoxinas. Estudios
realizados demuestran que otras dos especies, A. pseudotamarii y A. ochraceus, producen
aflatoxinas y este ultimo produce esterigmatocistina Cabafiales et al. (2007). Sin embargo,
la especie de A. ochraceus utilizada en este estudio no fue productora de aflatoxinas (ASP-

08). Goto et al., (1996) encontraron que la especie A. pseudotamarii (Subgénero
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Circumdati Seccion Flavi) tiene la capacidad de biosintetizar ACP, aflatoxinas B;y B, y
fumigaclavina A. Otros factores que influyen en la sintesis de aflatoxinas son los nutrientes
o fuentes de carbono; Mateles y Adye (1965) realizaron estudios en medios de cultivo
agregando glucosa, sacarosa y fructosa; las cuales son la fuente de carbono importante para
la produccién de aflatoxinas. El agar dextrosa Sabouraud es una modificacion a la formula
original del agar dextrosa desarrollado por Raymand Sabouraud. Este medio es utilizado
para el cultivo de hongos patdgenos. La alta concentracion de dextrosa y la acidez del pH
hacen a éste un medio selectivo para hongos. En este medio se pudo observar con mayor
claridad la formacion del anillo beige alrededor de las colonias, debido a la produccién de
intermediarios biosintéticos de antraquinona en la via de produccion de aflatoxinas, las
cuales se difunden en el agar donde se forman turbias, debido a la presencia del
desoxicolato de sodio y la B-ciclodextrina (Fente et al., 2006).

Los resultados obtenidos sobre la determinacion visual de aflatoxinas en diferentes cepas
del género Aspergillus en medio YES (extracto de levadura sacarosa agar) se encontrd en
el andlisis de varianza (ANOVA) realizado diferencias altamente significativas (P< 0.01)
entre las 19 cepas probadas y la formacion del halo beige (Cuadro.18). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Fente et al., 2002 utilizando el mismo medio de cultivo con
la adicion de ciclodextrina al 0.3% y desoxicolato de sodio al 0.6%, encontrandose que a
partir del tercer dia de incubacion se formd el halo beige alrededor de las colonias,
pudiéndose observar las cepas bajo luz natural y la fluorescencia bajo luz UV (ver figura.
17).

La cepa que presentd una mayor formacion del halo beige fue la ASP-28, de la especie A.
flavus, con 0.32 cm de grosor, al ser observada bajo luz UV (365 nm) la fluorescencia fue
color azul verde brillante y una cuantificacidn total de aflatoxinas totales de 2 ppb. Las
cepas correspondientes a la especie A. oryzae (ASP-79 y ASP-80) formaron un halo de 0.04
y 0.18 cm de grosor, respectivamente, una fluorescencia color verde amarillo brillante y la

cuantificacién de aflatoxinas fue nula.
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Figura. 17 Observacion de la fluorescencia del anillo beige alrededor de las colonias de
Aspergillus bajo luz UV a 365 nm en medio YES, A) Aspergillus parasiticus (ASP-24),
B) Aspergillus flavus (ASP-25)

La cepa ASP-17, previamente caracterizada como no productora, al ser probada en este
medio (YES) no presenté formacion de halo beige, fluorescencia y sintesis de aflatoxinas.
Las otras diez cepas de la especie A. flavus caracterizadas como productoras de aflatoxinas
presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tamafio del grosor del
halo beige, en todas se observé una fluorescencia azul verde brillante y sintesis de
aflatoxinas.

Las cepas con menor sintesis de aflatoxinas fueron: ASP-78 (1 ppb), la formacion de halo
fue muy pequefio de 0.01 cm de grosor; ASP-67 (2 ppb) la formacion de halo de 0.1 cm de
grosor; ASP-25 (2ppb) la formacion de halo de 0.06 cm de grosor; ASP-70 (2ppb) la
formacién de halo de 0.01 cm de grosor; ASP-71 (3 ppb) la formacion de halo de 0.05 cm
de grosor; ASP-73 (3 ppb) la formacion de halo de 0.01 cm de grosor; ASP-76 (4 ppb) la
formacién de halo de 0.11 cm de grosor; ASP-75 (5 ppb) la formacion de halo de 0.04 cm
de grosor; ASP-69 (10 ppb) la formacién de halo de 0.16 cm de grosor; ASP-68 (10 ppb) la
formacidn de halo de 0.04 cm de grosor. Para la cepa ASP-24 no se tuvo formacion de halo,
solo al ser observada bajo luz UV la fluorescencia fue de color azul cielo brillante y una

cuantificacion de aflatoxinas totales de 3 ppb (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Presencia de halo beige y determinacion de fluorescencia de 19 cepas del
género Aspergillus en YES.

YES
Especie Halo (cm) Fluorescencia Aflatoxinas ppb
ASP-28 032 + azul verde brillante 2
ASP-80 0.18b + verde amarillo brillante 0
ASP-69 0.16¢ + azul verde brillante 10
ASP-76 0.11d + azul verde brillante 4
ASP-67 0.le + azul verde brillante 2
ASP-25 0.06 f + azul verde brillante 2
ASP-71 0.05¢g + azul verde brillante 3
ASP-79 0.04h + verde amarillo brillante 0
ASP-68 0.04h + azul verde brillante 10
ASP-75 0.04h + azul verde brillante 5
ASP-24 Oi +azul cielo brillante 3
ASP-73 Oi + azul verde brillante 3
ASP-70 Oi + azul verde brillante 2
ASP-78 Oi + azul verde brillante 1
ASP-03 Oi - 0
ASP-06 Oi - 0
ASP-08 Oi - 0
ASP-17 Oi - 0
ASP-19 Oi - 0

? Cada valor es el promedio de tres repeticiones en todos los medios de cultivo.
Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes Tukey ((P < 0.01).
+ presencia, - ausencia

Las cepas A. candidus (ASP-03), E. chevalieri (ASP-06), A. ochraceus (ASP-08) y A.
clavatus (ASP-19) no presentaron formacién de halo, fluorescencia ni cuantificacion de
aflatoxinas ya que son productoras de otras micotoxinas: para A. ochraceus ocratoxina A,
citrinina y acido penicilico; para A. candidus: candidulina, terpenilina, xantoascina y
citocalasina E; E. chevalieri xantocilina, y A. clavatus citrinina, (Moreno, 1988; Lewis, et
al. 1994).

En estudios realizados por Fente et al. (2001 y 2006), mencionan que no todas las cepas

productoras de micotoxinas lo son en un mismo grado ni en todos los medios de cultivo,
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ellos encontraron que al utilizar el medio (YES), cuya composicién favorece y promueve
una mayor produccion de aflatoxinas, después de tres dias de incubacion se observé la
produccion de aflatoxinas a través de la fluorescencia alrededor de la colonia bajo luz UV
(365 nm). En este trabajo se encuentran resultados similares. Sin embargo, al comparar este
medio de cultivo con el SB la formacion del halo beige y la determinacion de aflatoxinas
fue menor e incluso en algunas cepas ASP-24, ASP-73, ASP-70 y ASP-78 no se observo la
presencia de halo beige alrededor de las colonias bajo luz natural pero si la fluorescencia al
ser observadas bajo luz UV y produccion de aflatoxinas al ser confirmadas por el método
de columnas monoclonales de Aflatest.

Mateles y Adye (1965) realizaron estudios en diferentes medios de cultivo adicionando
diferentes fuentes de carbono: glucosa, sacarosa y fructosa, encontrando que estos tres
carbohidratos son importantes para la produccion de aflatoxinas. Uno de los factores que
influyeron sobre la produccion de aflatoxinas es la composicion del sustrato, se ha
demostrado un significativo efecto de la fuente de carbono en la produccion de aflatoxinas,
ya que en experimentos in vitro se ha obtenido una mayor produccién de esta micotoxina
cuando el azlcar afiadido al medio de cultivo es glucosa o sacarosa que cuando se emplean
otras fuentes de carbono como la fructosa, maltosa, manosa, galactosa, xilosa o arabinosa
(Sanchis et al., 2007). Estos resultados coinciden con lo encontrado en este trabajo ya que
el medio utilizado YES contiene como fuente de carbono de sacarosa, importante para la
sintesis de aflatoxinas.

A si mismo se presentan los resultados obtenidos sobre la determinacion visual de
aflatoxinas en diferentes cepas del género Aspergillus (Cuadro 19), se encontrd en el
andlisis de varianza (ANOVA) realizado diferencias altamente significativas (P< 0.01)
entre las 19 cepas probadas y la formacion del halo beige en el medio YED (dextrosa
extracto de levadura agar), la formacién de halo beige en este medio se presenté a partir del
cuarto dia de incubacidn. La cepa que presenté una mayor formacion del halo beige al igual
que en el medio SB fue la cepa ASP-78 con 0.14 cm de grosor, al ser observada bajo luz
UV (365 nm) la fluorescencia fue color azul verde brillante y la cuantificacion total de

aflatoxinas fue de 1 ppb. La cepa correspondiente a la especie A. clavatus, (ASP-19) formo
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un halo de 0.11 cm de grosor, presentd una fluorescencia amarillo canario brillante y una
cuantificacion de aflatoxinas totales nula (ver figura.18).
La cepa ASP-24 de la especie A. parasiticus obtuvo 0.04 cm de grosor, una fluorescencia

azul cielo brillante y una cuantificacion total de aflatoxinas de 460 ppb. Para la especie A.

flavus las siguientes cepas presentaron una fluorescencia color azul verde brillante y
tuvieron un grosor de 0.01 cm fueron las siguientes: ASP-68 (440 ppb); ASP-75 (280 ppb);
ASP-25 (46 ppb); ASP-69 (30 ppb); ASP-71 (24 ppb); ASP-28 (20 ppb); ASP-67 (10 ppb);
ASP-76 (1 ppb), por altimo para la cepa ASP-73 (1 ppb), la formacién de halo fue de 0.04

cm de grosor.

Figura 18 Observacion de la fluorescencia del anillo beige alrededor de las colonias de
Aspergillus bajo luz UV a 365 nm en medio YED. A) Aspergillus clavatus (ASP-19),
B) Aspergillus parasiticus (ASP-24), C) Aspergillus flavus (ASP-25)

Las cepas de A. candidus (ASP-03), E. chevalieri (ASP-06), A. ochraceus (ASP-08), A.
flavus (ASP-17 y ASP-70) y A. oryzae (ASP-79 y ASP-80), no presentaron formacion de
halo, fluorescencia ni cuantificacion de aflatoxinas.

Para el caso del medio YED la fuente de carbono que ayudo a la sintesis de aflatoxinas fue

la glucosa adicionada al medio.
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Cuadro 19. Presencia de halo beige y determinacion de fluorescencia de 19 cepas del
género Aspergillus en YED.

Especie Halo (cm) Fluorescencia Aflatoxinas ppb
ASP-78 0.14 & + azul verde brillante 1
ASP-19 0.11b +amarillo canario brillante 0
ASP-24 0.04c +azul cielo brillante 460
ASP-73 0.04c + azul verde brillante 1
ASP-03 od - 0
ASP-06 od - 0
ASP-08 od - 0
ASP-17 od - 0
ASP-25 0d + azul verde brillante 46
ASP-28 0d + azul verde brillante 20
ASP-67 od + azul verde brillante 10
ASP-68 od + azul verde brillante 440
ASP-69 0d + azul verde brillante 30
ASP-70 od - 0
ASP-71 od + azul verde brillante 24
ASP-75 od + azul verde brillante 280
ASP-76 od + azul verde brillante 1
ASP-79 od -

ASP-80 od -

? Cada valor es el promedio de tres repeticiones en todos los medios de cultivo.
Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes Tukey (P < 0.01).
+ presencia, - ausencia

En el Cuadro 20 se presentan los resultados obtenidos sobre la determinacion visual de
aflatoxinas en diferentes cepas del género Aspergillus, donde no se obtuvo formacion del
halo beige de las 19 cepas probadas en el medio CZ (Czapek). EI motivo por el cual no se
observé la formacion del halo beige se debi6 a que al adicionar el desoxicolato de sodio con
el medio de cultivo ya estéril éste presentd algun tipo de reaccidon con alguno(s) de sus
componentes tomando una apariencia turbia, lo cual no permitié visualizar directamente
bajo luz natural la formacion del halo. No fue un buen medio para la produccion de
aflatoxinas y bajo luz UV se observo la fluorescencia solo en algunas cepas, que al ser
cuantificadas por el método de columnas monoclonales de aflatest (VICAM, 2010), se

confirmé su presencia.
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Cuadro 20. Presencia de halo beige y determinacion de fluorescencia de 19 cepas del
género Aspergillus en CZ.

Cz

Especie Halo (cm) Fluorescencia Aflatoxinas ppb
ASP-78 0a* + azul verde brillante 1
ASP-19 Oa - 0
ASP-24 Oa +azul cielo brillante 16
ASP-73 Oa - 0
ASP-03 Oa - 0
ASP-06 Oa - 0
ASP-08 Oa - 0
ASP-17 Oa - 0
ASP-25 Oa + azul verde brillante 340
ASP-28 Oa - 0
ASP-67 Oa - 0
ASP-68 Oa - 0
ASP-69 Oa + azul verde brillante 1
ASP-70 Oa - 0
ASP-71 Oa - 0
ASP-75 Oa - 0
ASP-76 Oa - 0
ASP-79 Oa - 0
ASP-80 Oa - 0

Z Cada valor es el promedio de tres repeticiones en todos los medios de cultivo.

Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes Tukey (P < 0.01).

+ presencia, - ausencia
La cepa con mayor sintesis de aflatoxinas fue la especie A. flavus ASP-25 (340 ppb),
presentando una fluorescencia azul verde brillante; otras especies con menor produccion
fueron A. parasiticus ASP-24 (16 ppb) una fluorescencia azul cielo brillante; A. flavus
ASP-69 (1 ppb) una fluorescencia azul verde brillante; A. pseudotamarii, ASP-78 (1 ppb)

una fluorescencia azul verde brillante (ver figura 19).
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7
Figura 19 Observacion de la fluorescencia del anillo beige alrededor de las colonias de

Aspergillus bajo luz UV a 365 nm en medio CZ, A) Aspergillus parasiticus (ASP-24),
B) Aspergillus flavus (ASP-25).

Las cepas A. flavus (ASP-17, ASP-28, ASP-67, ASP-68, ASP-70, ASP-71, ASP-73, ASP-
75 y ASP-76), A. candidus (ASP-03), E. chevalieri (ASP-06), A. ochraceus (ASP-08), A.
clavatus (ASP-19) y A. oryzae (ASP-79 y ASP-80) no presentaron formacion de halo,
fluorescencia ni cuantificacion de aflatoxinas.

Este es un medio sintético cominmente usado para cultivar hongos de suelo y el medio
primario sobre el que estdn basados los manuales para la identificacion de Aspergillus y
Penicillium. En general, la alta concentracion osmotica de este medio reduce la cantidad de
micelio obtenido con la mayor parte de los hongos (Moreno, 1988; Hanlin y Ulloa 1988).
Ademas, al ser adicionado con desoxicolato de sodio disminuye el crecimiento de las
colonias en especies probadas de A. flavus no favoreciendo la formacion de halo beige ni la

sintesis de aflatoxinas.

En el medio MSA (malta sal agar) no se obtuvieron resultados de formacion de halo beige,
fluorescencia, ni cuantificacion de aflatoxinas en las 19 cepas en estudio, debido a que en el
medio no se observd el crecimiento micelial de las colonias durante el periodo de
incubacion (5 dias), posiblemente esto se debid a que este es un medio sintético con alta

presién osmotica, por su alto contenido de sal (6 a 15% de NaCl) inhibe el crecimiento
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micelial y limita el desarrollo de ciertos hongos (Moreno, 1988; Hanlin y Ulloa 1988).
Entonces al adicionar desoxicolato de sodio en la concentracién utilizada [0.6%] inhibi6 o
retardo drésticamente el desarrollo de los hongos.

2. SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL IN VIVO

De los resultados obtenidos en la primera etapa experimental se seleccionaron cuatro cepas
de Aspergillus, dos productoras y dos no productoras de aflatoxinas: a) cepas productoras
Aspergillus flavus (ASP-68), Aspergillus parasiticus (ASP-24) y b) cepas no productoras
Aspergillus flavus (ASP-17), Aspergillus candidus (ASP-03)

En el Cuadro 21 se presentan los resultados obtenidos sobre la determinacion visual,
formacion del halo beige y determinacion de aflatoxinas en la micobiota presente en maiz
inoculado con cepas productoras y no productoras de aflatoxinas en condiciones favorables
para su sintesis (contenido de humedad del grano de maiz de 18%, humedad relativa de
85% Yy temperatura de 28 °C) y un testigo sin inoculo, a partir del tercer dia de incubacion
en tres medios de cultivo previamente seleccionados como los mejores in vitro (SB, YED y

YES) para la deteccion visual de cepas productoras de aflatoxinas.

Cuadro 21. Determinacion visual de aflatoxinas en medio SB, YES y YED.

Halo beige (+/-) Fluorescencia Aflatoxinas (ppb)
Cepa SB YES YED SB YES YED SB YES YED
ASP-68 + o+ + AVB AVB AVB 473 15 465
ASP-24 + o+ + ACB ACB ACB 370 4 452
ASP-03 - - - - - - 0 0 0
ASP-17 - - - - - - 0 0 0
TESTIGO - - - - - - 0 0 0

Fluorescencia = ACB (Azul cielo brillante); AVB (Azul verde brillante).
Cada valor es el promedio de tres repeticiones en todos los medios de cultivo.
+ presencia,

- ausencia
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Medio SB

Los resultados obtenidos sobre la determinacién visual de aflatoxinas, formacién del halo
beige y determinacion de aflatoxinas totales en el medio SB alrededor del grano de maiz
fueron a partir del tercer dia de incubacién. La cepa que presentd una mayor formacion del
halo beige fue la ASP-68, de la especie A. flavus seccion Flavi, al ser observada bajo luz
UV (365 nm) la fluorescencia fue color azul verde brillante y la cuantificacion total de
aflatoxinas fue de 473 ppb, la cepa ASP-24 de la especie A. parasiticus (seccion Flavi)
obtuvo una fluorescencia color azul cielo brillante y una cuantificacion total de aflatoxinas
de 370 ppb. Las cepas ASP-03, de la especie A. candidus seccion Candidi y A. flavus ASP-
17 y el testigo sin in6culo no presentaron la formacién de halo beige alrededor del grano al
ser observados bajo luz natural ni fluorescencia bajo luz UV vy la cuantificacion de
aflatoxinas por el método de columnas monoclonales de aflatest (VICAM, 2010) fue nula.
Haciendo un comparativo con los resultados obtenidos en esta prueba y los resultados in
vitro se encontr6 que la formacién del halo beige alrededor del grano se presentd hasta el
tercer dia de incubacién a 28 °C en las dos pruebas, la cuantificacion de aflatoxinas es
similar en las dos etapas experimentales. Se recomienda determinar la formacién del halo
beige y fluorescencia al tercer y cuarto dia de incubacion ya que a partir del quinto dia las

esporas se diseminan por todo el medio formando pequefias colonias las cuales impiden la

observacion del halo beige (ver figura. 20).

Figura. 20 Formacion de halo beige en grano de maiz inoculado y observad6 bajo qu
natural A) Aspergillus parasiticus (ASP-24), By C) Aspergillus flavus (ASP-68).
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Medio YES

Los resultados obtenidos sobre la determinacion visual de aflatoxinas, formacion del halo
beige y determinacion de aflatoxinas totales en el medio YES alrededor del grano de maiz
fueron a partir del cuarto dia de incubacién, a comparacion de la etapa in vitro la formacién
del halo beige se presentd a partir del tercer dia de incubacion, las cepas que tuvieron
fluorescencia al ser observada bajo luz UV (365 nm) son ASP-24 con una fluorescencia
color azul cielo brillante y una cuantificacion total de aflatoxinas de 4 ppb, para ASP-68 la
fluorescencia fue color azul verde brillante y una cuantificacion total de aflatoxinas de 15
ppb, haciendo un comparativo con la fase in vitro no se presentan diferencias importantes
en la cuantificacion de aflatoxinas en las dos etapas experimentales. Las cepas ASP-03, de
la especie A. candidus y A. flavus ASP-17 y el testigo sin inoculo no presentaron la
formacion de halo beige alrededor del grano al ser observados bajo luz natural ni
fluorescencia bajo luz UV y la cuantificacion de aflatoxinas por el método de columnas
monoclonales de aflatest (VICAM, 2010) fue nula.

Medio YED

Los resultados obtenidos sobre la determinacion visual de aflatoxinas, formacion del halo
beige y determinacion de aflatoxinas totales en el medio YED alrededor del grano de maiz
fueron a partir del tercer dia de incubacidn, la cepa que tuvo mayor fluorescencia al ser
observada bajo luz UV (365 nm) es ASP-68 tuvo una fluorescencia color azul verde
brillante, una cuantificacion total de aflatoxinas de (465) ppb. La cepa ASP-24 presento
una fluorescencia color azul cielo brillante y la formacion de halo de obtuvo hasta el cuarto
dia de incubacion y una cuantificacion total de aflatoxinas de 452 ppb. Las cepas ASP-03,
de la especie A. candidus y A. flavus ASP-17 y el Testigo sin indculo no presentaron la
formacién de halo beige alrededor del grano al ser observados bajo luz natural ni
fluorescencia bajo luz UV vy la cuantificacion de aflatoxinas por el método de columnas
monoclonales de aflatest (VICAM, 2010) fue nula.

Haciendo un comparativo con los resultados obtenidos en la etapa in vitro para el medio
YED, la formacion del halo beige alrededor de la colonia tardé un dia mas, observandose al
cuarto dia de incubacion y para la cuantificacién de aflatoxinas no hubo diferencias

importantes en cuanto a la concentracion de éstas en las dos etapas experimentales.
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Dado que la mayoria de los estudios de investigacion realizados hasta el dia de hoy han
sido efectuadas in vitro no se cuenta con suficiente informacion bibliogréfica y
experimental in vivo para realizar asi un comparativo de los resultados obtenidos en este
estudio. Sin embargo, consideramos que la metodologia utilizada puede ser implementada
para la deteccién visual de cepas aflatoxigénicas en granos y sus derivados como una

técnica presuntiva y cualitativa, en sustratos presuntamente contaminados con aflatoxinas.

3. CARACTERISTICAS DE LA MACROMORFOLOGIA DE LAS CEPAS NO
PRODUCTORAS Y PRODUCTORAS DE AFLATOXINAS INOCULADAS EN
GRANOS DE MAIZ

En el Cuadro 22 se presentan los resultados obtenidos sobre la macromorfologia de las
cepas productoras y no productoras de aflatoxinas.

3.1 Cepas no productoras de aflatoxinas
La cepa ASP-03, de la especie A. candidus seccion Candidi no present6 diferencias en el
crecimiento de las colonias en los tres medios utilizados (YES, YED, SB), el crecimiento
de la cepa fue de aspecto flocoso, color blanco (1-A-1), con cabezuelas abundantes y
micelio aéreo.
En la cepa ASP-17, de la especie A. flavus, si se presentaron diferencias en cuanto a las
caracteristicas de la macromorfologia de las colonias en los diferentes medios utilizados
observando lo siguiente: En el medio SB, el aspecto de la colonia fue flocoso, color verde
olivo (2-E-5), sulcada, cabezuelas amarillas dispersas en el centro, exudados hialinos y con
borde blanco.
En el medio YED el aspecto de la colonia fue flocoso, en la parte central color amarillo
olivo (2-D-8) y en la parte media de color amarillo (3-A-6), presencia de exudados hialinos
y con bordes de color blanco.
En el medio YES con aspecto flocoso, en la parte central color verde olivo (1-E-7), en la
parte media se observd una coloracion amarillo grisaceo (3-B-6), exudados hialinos y el

borde de la colonia present6 un color blanco.
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3.2 Cepas Productoras de Aflatoxinas
La cepa ASP-24, de la especie A. parasiticus
En el medio SB, el aspecto de la colonia present6 un crecimiento flocoso, color verde olivo
(2-E-8) 6 (1-E-8), sulcada, con cabezuelas abundantes, y el borde de la colonia de color
blanco. En los medios YES y YED el aspecto del crecimiento flocoso, color amarillo
grisaceo (3-B-7) sulcada, cabezuelas abundantes, y el borde de la colonia de color blanco.
Sobre el grano la formacion de la colonia fue de color verde olivo (2-E-6).
La cepa ASP-68, de la especie A. flavus en el medio SB el aspecto de la colonia fue
flocoso, color verde olivo (2-E-8), sulcada, en el borde de color blanco y en el grano
ligeramente algodonosa. En los medios YED y YES el aspecto de la colonia fue flocoso,
color verde olivo (2-E-4) antes del borde con cabezuelas amarillas claras (2-A-5), y el
borde de la colonia color blanca. De acuerdo con los resultados in vivo, las cepas de la
Seccion Flavi [A. flavus (ASP-17, ASP-68) y A. parasiticus (ASP-24)], no presentaron
diferencias en cuanto al aspecto de las colonias aflatoxigénicas y no aflatoxigénicas, ya que
en los tres medios de cultivo el aspecto fue flocoso. El color de las colonias presenté una
variacion en las cepas ASP-17 y ASP-24 presentando tonalidades desde amarillo al verde.
La cepa ASP-68 presentd el mismo tono en los tres medio probados. En el medio SB todas
las colonias fueron sulcadas y en la cepa ASP-24 también en los medios YES y YED. La
produccién de exudados solamente se observaron en la ASP-17 en los tres medios de
cultivo. El color del borde de la colonia fue blanco para todas las cepas y medios de cultivo.
En todas las colonias de las cepas correspondientes a la Seccién Flavi el reverso de las
colonias presentaron un color café anaranjado (7-C-6) y no se observo el desarrollo de
esclerocios al quinto dia de incubacién (Cuadro 22).
No se encontraron diferencias en cuanto a las caracteristicas de la macromorfologia de las
colonias en los tres medios utilizados, por lo que no se pudieron diferenciar las cepas
productoras de las no productoras de aflatoxinas. Estos resultados son diferentes a los
encontrados por Bothast y Fennell (1974) los cuales desarrollaron un medio diferencial para
Aspergillus (ADM), con 1% de extracto de levadura, 1.5% de triptone y 0.5% de cloruro
ferrico, incubado durante 3 dias a 28 °C; asi como en el medio ADM modificado por

Hamsa y Ayres (1977) que ademas de los ingredientes ya mencionados, adicionaron
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estreptomicina y dicloran. Ambos medios permitieron diferenciar las cepas de Aspergillus
flavus por la formacion de un pigmento amarillo-naranja, al reverso de la colonia. EI medio
agar A. flavus y A. parasiticus (AFPA) desarrollado por Pitt en 1983, también permite
reconocer las cepas productoras y no productoras de aflatoxinas, después de 40 a 48 horas
de incubacion a 30°C al formar también el pigmento amarillo-naranja por el reverso de la
colonia (Corry et al., 2003). En el caso de los medios empleados en este trabajo no se
observaron diferencias macroscopicas importantes, ni formacién de pigmentos-amarillo
naranjas que nos ayudaran a distinguir cepas productoras de la no productoras de
aflatoxinas (Corry et al., 2003).

Cuadro 22. Determinacion de la macromorfologia in vivo de cepas productoras y no

productoras de aflatoxinas en grano de maiz.

Medios de cultivo
Cepa Macromorfologia SB YED YES
Aspecto Flocoso Flocoso Flocoso
Color central Blanco Blanco Blanco
ASP-03 |Sulcada + + +
Exudados hialinos - - -
Borde Blanco Blanco Blanco
Aspecto Flocoso Flocoso Flocoso
Color central Verde olivo | Amarillo olivaceo Verde olivo
ASP-17 |Sulcada + - -
Exudados hialinos + + +
Borde Blanco Blanco Blanco
Aspecto Flocoso Flocoso Flocoso
Color central Verde olivo | Amarillo grisaceo | Amarillo grisaceo
ASP-24 | Sulcada + + +
Exudados hialinos - - -
Borde Blanco Blanco Blanco
Aspecto Flocoso Flocoso Flocoso
Color central Verde olivo Verde olivo Verde olivo
ASP-68 |Sulcada + - -
Exudados hialinos - - -
Borde Blanco Blanco Blanco
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VILI. CONCLUSIONES

De los cinco medios adicionados con R- ciclodextrina (0.3%) y desoxicolato de
sodio (0.4%), el Sabouraud (SB) resultd ser el mejor, permitiendo detectar
visualmente la produccion de aflatoxinas a las 48 h de incubacion.

En el medio SB la formacidon del halo beige permanecié concentrado por mas
tiempo en comparacion con los otros medios utilizados; permitiendo asi la deteccion
visual de aflatoxinas por un periodo de tiempo mas largo, y la produccion de
aflatoxinas fue mayor.

Este método visual cualitativo nos permitid, sélo en el medio SB, establecer una
relacion entre la formacion del halo beige y la fluorescencia de aflatoxinas.

En los medios SB, YES y YED se observo la formacion de un halo beige bajo luz
natural y una fluorescencia amarillo canario bajo luz UV (365 nm) en la cepa de A.
clavatus, por lo que consideramos que pueden ser medios adecuados para la
deteccion de otros metabolitos secundarios.

En las especies A. oryzae y A. pseudotamarii (Seccion Flavi) el halo beige fue el
mas grande y evidente, lo cual se puede atribuir a la sintesis de otros metabolitos.
No existe relacion entre el tamafio del halo beige con la produccion de aflatoxinas,
ya que en los resultados obtenidos en algunas cepas formaron un halo beige muy
grande y la produccion de aflatoxinas fue minima en comparacion con algunas
cepas donde el halo se observd muy pequefio y la determinacion de aflatoxinas fue
elevada.

Los medios SB, YES y YED nos permitieron determinar visualmente la presencia
de cepas aflatoxigénicas en granos de maiz inoculado, por lo cual dicha
metodologia nos permite implementarla en otros granos con riesgo de presencia de
aflatoxinas utilizados en la elaboracion de alimentos.

En los medios de SB y YED en grano de maiz inoculado con A. flavus, se detecto
visualmente la formacion del halo a las 72 h. de incubacion.

De los medios empleados, el medio SB presentd los mejores resultados para la

determinacion visual de aflatoxinas bajo luz UV y luz natural in vitro e in vivo.
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En la etapa in vivo no se observaron diferencias en la macromorfologia de las
colonias que nos permitan diferenciar entre las cepas productoras y no productoras
de aflatoxinas.

La importancia del estudio de los hongos y determinacién de micotoxinas, esta
justificada por la presencia en algunos alimentos, lo cual es un indicador de malas
practicas agricolas, almacenamiento o en el proceso de produccién, como ocurre

con los granos, semillas y productos procesados.
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VIII. RECOMENDACIONES

Es importante realizar otros estudios para determinar la presencia de otras micotoxinas
como el acido ciclopiazonico y acido kojico y su posible deteccion visual a través de luz

natural y/o ultravioleta.

Se recomienda realizar pruebas con otros granos y materias primas utilizadas en la industria
de alimentos susceptibles a ser invadidas por cepas aflatoxigénicas principalmente

oleaginosas, cereales y sus derivados.
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X.  ANEXO

1. Preparacion de medios de cultivo
Para preparar los diferentes medios de cultivo (YED, MSA, YES, CZAPEK vy
SABOURAUD), se siguieren las formulaciones sefialadas a continuacion, mas 4.0 g de -
ciclodextrina y 1000 ml de agua destilada en matraces Erlenmeyer. Ya homogenizados,
los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave, a 120°C, 15 Ibs de presion por 20 min.
Una vez estériles los medios se dejaron enfriar a temperatura ambiente aproximadamente a
40°C, posteriormente se adicionaron 3 g de desoxicolato de sodio (SIGMA- ALDRICH)
hasta quedar totalmente disuelto y asi vaciarlos en cajas Petri estériles dejandolos en

cuarentena. Posteriormente se conservaron a una temperatura de 5°C hasta su uso.

Formulaciones de los medios de cultivo:

YED (dextrosa extracto de levadura agar)

Dextrosa 350 ¢
Extracto de levadura 10.0¢
Agar bacterioldgico 15.0¢
Agua destilada 1000 mi
B-Ciclodextrina 409
MSA (Malta sal agar)

Malta 20.0g
Agar bacteriolégico 20.0g
NaCl 60.0 g
Agua destilada 1000 mi
B-Ciclodextrina 409

YES (extracto de levadura sacarosa agar)
Extracto de levadura 20.0¢
Sacarosa 125.0¢g
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Agar
Agua destilada
B-Ciclodextrina

CZAPEK (Dox agar)
Sacarosa

Nitrato de sodio
Fosfato dipotésico
Sulfato de magnesio
Cloruro de potasio
Sulfato ferroso

Agar bacterioldgico
Agua destilada

B-Ciclodextrina

SABOURAUD (extracto carne agar)
Agar bacterioldgico

Dextrosa

Extracto de carne

Peptona de caseina

Agua destilada

B-Ciclodextrina

20.09g
1000 ml
409

30.0g
3.0g
109
504¢
504¢
0lg
1509
1000 ml
40¢g

15.0¢
40.0g
50¢g
5.0g
1000 ml
40¢g
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Formato de registro diario

ANEXO 2

sB YES YED cz MSA
1DIA
FECHA COLOR (H) FECHA COLOR (H) | FECHA COLOR (H) | FECHA COLOR (H) | FECHA COLOR (H)
#
CEPA | CAJA | DIAMETRO DIAMETRO | H |x DIAMETRO | H|x DIAMETRO |H |x DIAMETRO |H |x
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