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ESTUDIO DE LA MICOFLORA Y CONTENIDO DE AFLATOXINAS DE CEBADA CULTIVADA EN TLANALAPA, HIDALGO

1. INTRODUCCION

Los hongos filamentosos o mohos, son organismos ubicuos, resistentes y la mayoria de ellos
no son muy exigentes en cuanto a sus necesidades nutritivas. Estos organismos, debido a sus
caracteristicas fisiolégicas se desarrollan ficilmente sobre diversos productos alimenticios,
provocando una disminucién en la calidad de los mismos y un elevado riesgo sanitario debido
a la capacidad que tienen ciertos géneros para producir determinados metabolitos secundarios

téxicos, conocidos como micotoxinas.

Los géneros Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. y Alternaria spp. se consideran
como los géneros toxigénicos mds importantes a nivel mundial, productores de aflatoxinas,
fumonisinas, alternariol, altenueno, ocratoxinas, tricotecenos y zearalenona, substancias que
son capaces de desencadenar diversos cuadros patolégicos en el hombre y los animales, que
van desde el desarrollo de actividades carcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas, hasta la
produccién de desérdenes de tipo hormonal o inmunosupresor, dependiendo de la micotoxina
considerada. Estos géneros son contaminantes habituales de los cereales, entre estos la
cebada, utilizada principalmente en la elaboracion de cerveza y como forraje. En nuestro pais,
la principal 4rea productora de cebada maltera de temporal estd ubicada en la zona del
Altiplano Central, la cual abarca varios Municipios del Estado de Hidalgo, incluyendo a

Tlanalapa, nuestra zona de estudio.

Debido a que la produccién de cebada en el estado de Hidalgo es una préctica extensa, se
consideré pertinente efectuar un estudio de la micoflora contaminante y del contenido de

aflatoxinas presentes en dichos granos.




Antecedentes




2. ANTECEDENTES

2.1. MICOLOGIA GENERAL

2.1.1. DEFINICION DE HONGO

Los hongos son organismos eucardticos, caracteristicamente micelares, heterétrofos, con
nutricién por absorcion, aclorofilicos, tipicamente filamentosos, normalmente rodeados por
paredes celulares quitinizadas. Los de tipo microscépico se pueden presentar como células
aisladas, las cuales reciben el nombre de levaduras o como filamentos multicelulares
microscopicos dotados de un micelio verdadero, en cuyo caso se denominan hongos

filamentosos 0 mohos (Guzman, 1981; Ulloa, 1991; Herrera y Ulloa, 1998).

El papel de los hongos es muy importante, ya que son responsables en gran medida de la
descomposicion de los restos vegetales y de la sustancia orgénica gracias a su ubicuidad y a su
nimero extremadamente alto; sin embargo, debido a su capacidad de utilizar la celulosa,
también contribuyen a la destruccion de la madera para construccion, e incluso pueden causar
enmohecimiento de la ropa (Guzman, 1981; Bold et al., 1988). Estos organismos, si las
condiciones lo permiten, pueden crecer sobre la superficie de los alimentos con su tipico
aspecto aterciopelado o algodonoso, y a veces pigmentado, causando su alteracion y posterior

deterioro (Frazier y Westhoff, 2000).

2.1.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La morfologia de los mohos se utiliza para identificarlos, mediante observaciones
macroscépicas y microscopicas. En el laboratorio se puede observar correctamente la
morfologia de estos organismos, los cuales tienden a crecer mas o menos igualmente en todas
direcciones a partir de un punto central, por lo que al inocularlos en medios sélidos las

colonias desarrollan una forma circular (Constantine, 1979).




2.1.2.1. Estructuras somaticas

Los hongos poseen un talo bien definido y diferenciado, que no es otra cosa que la colonia
entera que puede llegar a formar el hongo, y estd formado por filamentos tubulares con
aspecto de hilo, a estos filamentos se les conoce con el nombre de hifas y al conjunto de éstas
micelio (Bold et al., 1988; Isaac, 1992). Las hifas se denominan sumergidas cuando crecen
dentro del alimento o aéreas cuando crecen en la atmdsfera existente por encima del alimento.
También se pueden clasificar en somadticas (encargadas principalmente de la nutricién del
moho) y fértiles (encargadas de dar origen a los 6rganos reproductores) [Frazier y Westhoff,

2000].

El crecimiento de las hifas ocurre por extension del extremo apical, aunque una sola hifa
puede proliferar por distancias considerables, cada hifa puede exhibir un crecimiento mas o

menos ramificado (Isaac, 1992).

Los mohos se dividen en dos grupos: septados y no septados o cenociticos. Los mohos
septados constituyen el grupo mds complejo (Isaac, 1992); es decir, estdn provistos de
tabiques transversales que dividen a las hifas en celdas o células que pueden llegar a tener més
de un nicleo (Bold et al., 1988), los hongos no septados poseen hifas claramente formadas
por cilindros desprovistos de tabiques trasversales, en este tipo de hifas los nicleos estdn
incluidos en el citoplasma y distribuidos mas o menos de manera uniforme en todo el micelio

(Constantine, 1979; Frazier y Westhoff, 2000).

2.1.2.2. Organos o estructuras reproductoras

Los mohos son capaces de crecer a partir de un trozo de micelio transplantado (reproduccion
somadtica). La mayoria de los mohos se reproducen principalmente por medio de esporas
asexuales. Los mohos que se reproducen por medio de esporas sexuales se denominan
perfectos, los cuales se dividen en Zygomicetes si no son septados, o bien en Ascomycetes o
Basidiomycetes si son septados. Los mohos que sélo se reproducen por medio de esporas

asexuales se denominan imperfectos; Fungi imperfecti (Frazier y Westhoff, 2000). En este




grupo (anteriormente denominado Deuteromycetes) se encuentran ubicados los hongos

productores de micotoxinas (Alexopoulos et al., 1996).

Las estructuras reproductoras estdn diferenciadas de las estructuras sométicas y exhiben una
variedad de formas que se utilizan para su clasificacién. Pocos hongos pueden ser
identificados si no se dispone de sus estadios reproductores, puesto que sus estructuras

somaticas son muy parecidas entre si (Constantine, 1979).

Esporas asexuales

Son de tamafio pequefio, ligeras y resistentes a la desecacion. Se diseminan facilmente por la
atmosfera para sedimentar y originar el talo de un nuevo moho en aquellos lugares en los que
se encuentren condiciones favorables. Los tres tipos principales de esporas asexuales son:

conidios, artrosporas u oidios y esporangiosporas (fig. 1).

Los conidios se separan, o crecen, en determinadas hifas fértiles denominadas conidiéforos y
generalmente son libres, es decir, no se encuentran dentro de ningin receptdculo. Las
artrosporas se forman por fragmentacién de una hifa, de forma que las células de la hifa se
transforman en esporas. Las esporangiosporas se encuentran dentro de un recepticulo o
esporangio, situado en el extremo de una fértil (esporangiéforo). Algunas especies de mohos
producen un cuarto tipo de espora asexual, la clamidospora, cuando determinadas células
distribuidas en el micelio almacenan alimentos de reserva, aumentando de tamafio y
produciendo una pared de mayor grosor. Esta clamidospora o célula latente es capaz de

soportar condiciones desfavorables del medio (Frazier y Westhoff, 2000).

El término fructificacién o cuerpo fructifero (esporoma) se utiliza para designar cualquier

estructura que contenga esporas (Constantine, 1979).

Esporas sexuales

Los Zygomycetes forman zigosporas (fig. 1) mediante la fusién de los extremos de dos hifas,
que pueden pertenecer al mismo micelio o a diferentes micelios. Los mohos de tipo septado
Ascomycetes, forman esporas a las que se les conoce con la denominacién de ascosporas (Fig.

1), estas esporas se encuentran en el interior de un asca o saco (Frazier y Westhoff, 2000).




Figura 1. Esporas sexuales y asexuales de los hongos filamentosos

Atrosporas

Hifa vegetativa

Conidios

Esporangiosporas igospora

Adaptado de: www. unex.es y www.cat.cc.md.us.

2.1.3. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

2.1.3.1. Necesidades nutritivas

Los hongos obtienen su alimento como parasitos, infectando organismos vivos o como
saprobios creciendo sobre sustancia organica muerta. Los hongos que viviendo sobre la
sustancia muerta son incapaces de infectar a los organismos vivos, se llaman saprobios
obligados; aquellos que segun las circunstancias pueden causar enfermedad o vivir sobre
sustancia orgdnica muerta, se llaman pardsitos facultativos y los que s6lo pueden vivir sobre
protoplasma vivo, pardsitos obligados (Constantine, 1979). Los hongos que crecen en las
plantas como pardsitos, comuinmente penetran directamente a través de una superficie intacta
del huésped, pero en ocasiones utilizan las entradas naturales tales como los estomas (Deacon,
1997). Obtienen su alimento mediante la secrecion externa de varias enzimas que digieren el
sustrato en el que viven, de manera que las sustancias nutritivas en disolucién puedan pasar a
través de las paredes celulares y de las membranas citoplasmaticas al interior de las células.
Los hongos necesitan moléculas de glicidos ya elaboradas, asi como también de vitaminas y
elementos minerales como el nitrégeno, el fésforo, potasio, azufre, hierro, magnesio,
manganeso y boro. Dichos elementos los obtienen a partir del sustrato en forma de sales en

solucién; por ejemplo, pueden utilizar sales aménicas como fuente de nitrégeno, sin embargo,




algunos son incapaces de utilizar este tipo de sales y en cambio prefieren otras fuentes de
nitrégeno como aminodcidos sencillos, dcido glutdmico y la asparagina, y quizds nitratos

(Bold et al., 1988; Deacon, 1997).

2.1.3.2. pH

La mayoria de los hongos crecen bien en un rango de pH que va de 4 a 7 en condiciones
favorables, aunque también existen varios tipos de hongos que son 4cido tolerantes, que
pueden sobrevivir hasta pH 2. Los hongos tienden a acidificar el ambiente durante su
crecimiento, por la secrecion de dcidos organicos, por ejemplo, dcido citrico, dcido fumdrico y
oxalacetato (derivado del dcido oxdlico); lo que en algunos casos, les provee una ventaja
ecoldgica (Deacon, 1997), debido a que pueden ser mads tolerantes a valores de pH bajos que

muchos otros microorganismos (Isaac, 1992).

2.1.3.3. Temperatura

Para la mayoria de los mohos, la temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra alrededor de
los 25 a 30°C, aunque algunos pocos pueden llegar a crecer bien a temperaturas comprendidas
entre los 35 y los 37°C. Algunos mohos son psicrétrofos y algunos son capaces de crecer
lentamente a temperaturas inferiores a la de congelacion, otras especies son mas
termotolerantes y pueden crecer a una temperatura cercana a los 50°C (Isaac, 1992; Deacon,

1997; Frazier y Westhoff, 2000).

2.1.3.4. Oxigeno

La mayoria de los hongos son aerobios obligados, al menos los que crecen en la superficie de
los alimentos, en el sentido de que requieren del oxigeno al menos en alguna etapa de su ciclo
vital y su crecimiento se ve marcadamente reducido si la presion parcial del oxigeno es mucho

mads baja que la que existe en el aire (Griffin, 1994; Deacon, 1997; Frazier y Westhoff, 2000).




2.1.3.5. Dioxido de carbono

Diversos trabajos de investigacion han demostrado que todos los hongos requieren CO,, en
pequeiias cantidades para su crecimiento. Las principales vias de incorporaciéon de CO, es
mediante las reacciones de carboxilacién, que generan 4cidos grasos, oxalacetatos, acido
malico, etc. Los hongos que crecen en condiciones anaerdbicas comtnmente tienen altos
requerimientos de CO,, mientras que la mayoria de los hongos aerdbicos se ven inhibidos en

concentraciones altas de este gas (Griffin, 1994; Deacon, 1997).

2.1.3.6. Actividad de agua (aw)

Los hongos, como todos los microorganismos, requieren agua, que actia como medio en el
cual todos los componentes celulares se encuentran inmersos, también es indispensable para la
difusion de nutrientes dentro de las células y para mantener integro su citoplasma. Los
substratos y enzimas estdn en solucidén acuosa o en suspension coloidal y ninguna actividad
enzimadtica puede ocurrir en ausencia de agua. El movimiento de agua dentro y fuera de la
hifa, ocurre por 6smosis (Griffin, 1994), gracias a este fendémeno se puede generar cierto
estrés, que puede ser causado por un aumento en el nivel de solutos dispersos en el medio. La
mayoria de los hongos tolera mejor los potenciales osméticos impuestos por soluciones
azucaradas, que los causados por soluciones salinas, una comparacién entre los hongos
tolerantes a este tipo de estrés y los que no son tolerantes, es que ambos tipos de hongos,
generan productos compatibles en respuesta a este tipo de presion osmdtica, pero difieren en

su capacidad de retener estos compuestos dentro de sus células (Deacon, 1997).

De acuerdo a la necesidad de humedad, Ramirez (1984) clasifica a los hongos de la siguiente

manera:

¢ Hidrofilos: cuando el minimo de humedad relativa que requieren para un desarrollo
optimo es de 90%
¢ Mesdfilos: cuando al minimo de humedad relativa requerido esta entre 80 y 90%

¢ Xerofilos: cuando el minimo de humedad relativa requerido es menor de 80%




Se podria decir en general, con algunas excepciones, que las levaduras ejemplifican a las
formas hidroéfilas; algunas especies de Penicillium a las mesoéfilas y miembros del género
Aspergillus a las xerdfilas (Ramirez, 1984). La levaduras que se desarrollan también a una
baja a, condicionada por la presencia de azicares se califican como organismos osmdfilos y,
en el caso de los hongos se habla de xerdfilos, aunque con frecuencia se utiliza esta ultima

designacién para hablar de unos y otros (Fernandez, 2000).

Los hongos que son tolerantes al estrés osmético o xerofilos, son importantes en un sentido
econdmico pues deterioran los granos de cereal y otros productos almacenados. Ninguno de
estos hongos puede crecer si el grano ha sido secado hasta alcanzar un nivel de humedad de

14% (Deacon, 1997).

2.2. MICOTOXINAS

Las micotoxinas (“mico” significa hongo, y “toxina” significa veneno) son metabolitos
secundarios toxicos, producidos por algunos géneros de mohos, las cuales pueden estar
presentes en los alimentos, tanto si son destinados para consumo humano o animal, o en las
materias primas utilizadas para su manufactura (Adams & Moss, 2000). Mientras que los
metabolitos primarios de los hongos asi como de los otros organismos son aquellos que son
esenciales para el crecimiento, los metabolitos secundarios, en cambio, se forman durante el
final de la fase de crecimiento exponencial y carecen de importancia aparente para el
organismo que lo produce, con respecto a su crecimiento o a su metabolismo (Jay, 2002). En
contraste con las toxinas de origen bacteriano, las cuales son principalmente proteinas con
propiedades antigénicas (Chu, 2002), las micotoxinas son sustancias que tienen estructuras
quimicas muy diversas con un peso molecular relativamente bajo. Esta es la causa principal de

su elevada resistencia al calor (Mossel y Moreno, 2003).

De acuerdo a Carrillo (2003), la presencia de las micotoxinas, en los vegetales puede deberse a:

¢ Infeccién de la planta en el campo por el hongo patégeno o a la colonizacién por los

saprobios




¢ Crecimiento de los mohos saprobios o patdgenos post-cosecha sobre los frutos y
granos almacenados
¢ Desarrollo fungico saprobio durante el almacenamiento de los materiales ya

procesados

2.2.1. RIESGO SANITARIO

La contaminacion por micotoxinas en los alimentos se puede dar de forma directa o indirecta.
La contaminacién directa se presenta por la invasion de un moho y la consecuente produccion
de micotoxinas sobre un alimento, mientras que la contaminacién indirecta se debe a la
presencia de una materia prima previamente contaminada con un moho toxigénico que ya ha
desaparecido y cuya micotoxina persiste. La contaminacién de los productos horticolas y
animales con micotoxinas no es importante, mientras que la de los granos es variable
(Carrillo, 2003). Entre los granos, las micotoxinas prevalecen como la primera causa de riesgo
para la salud ya que el consumo de granos contaminados, asi como sus productos derivados,
puede ser fatal si las micotoxinas estdn en altas cantidades, ademds que la exposicién a largo

plazo puede causar trastornos severos.

Si bien los riesgos a los que se enfrenta la salud humana, provienen de la contaminacién de
granos por sustancias o elementos téxicos, las micotoxinas son las unicas de todas estas
sustancias, que se producen de forma natural en el grano y su presencia, al menos
inicialmente, se ve asociada con factores incontrolables tales como las condiciones climaticas

(Dohlman, 2003).

La presencia de una micotoxina, y el peligro asociado, solamente puede ser determinado

después de la extraccion e identificacion de la misma debido a que:

La presencia del hongo no asegura que exista una micotoxina
La micotoxina contintia en el alimento aunque el moho haya desaparecido

Un hongo dado puede producir mds de una micotoxina

* & o o

Una determinada toxina puede ser formada por mds de una especie de mohos

(Swanson, 1987)




Las micotoxinas son muy resistentes al calor por lo que el cocinado y el procesado de los
productos alimenticios no necesariamente las eliminan. Sin embargo, es posible reducir el
nivel de contaminacién mediante distintos procedimientos: a través de la limpieza y
separacion de aquellas fracciones que aparezcan contaminadas, por medio de la adsorcién con
materiales como carbones activos y ciertos aluminosilicatos, aunque el material contaminado
debe estar en solucién acuosa y si bien este mecanismo puede reducir la contaminacion de
ciertas micotoxinas, no sucede lo mismo con otras. La degradaciéon quimica es un proceso
viable, sin embargo, para que sea eficaz debe realizarse a altas temperaturas y presion elevada,
lo que generalmente provoca modificaciones a la calidad sensorial del producto (Antén y

Lisazo, 2001).

Es por eso que para proteger la salud de los consumidores se han establecido limites (para las
micotoxinas), encargados de evitar o minimizar los riesgos que pudieran existir (Dohlman,

2003).

2.2.2. EFECTOS BIOLOGICOS EN HUMANOS Y ANIMALES (MICOTOXICOSIS)

Las micotoxinas son capaces de desencadenar diversas alteraciones y cuadros patoldgicos en
el hombre y los animales, que van desde el desarrollo de actividades carcinogénicas,
teratogénicas y mutagénicas, hasta la producciéon de desérdenes de tipo hormonal o
inmunosupresor, dependiendo de la micotoxina considerada (Robledo et al., 2001). Dichos
efectos sobre la salud animal y humana se conocen como micotoxicosis, cuya gravedad
depende de la toxicidad de la micotoxina, del grado de exposicion, de la edad y de los posibles
efectos sinérgicos de otros agentes quimicos a los que esté expuesto, también hay diferencias
significativas entre especies e incluso entre organismos de la misma especie (incluido el
hombre), el sexo es otro factor, y la toxicidad de las aflatoxinas también varia de acuerdo con
muchos factores nutricionales (Pier ef al., 1985; Peraica et al., 1999). Una micotoxicosis
primaria se produce al consumir productos de origen vegetal contaminados, y secundaria al

ingerir carne o leche de animales que comieron forrajes con micotoxinas (Carrillo, 2003).
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Desde el punto de vista historico, el primer caso documentado de micotoxicosis atribuido a un
alimento que contenia hongos fue el del cornezuelo del centeno, el moho responsable de esto,
Claviceps purpurea, parasito del centeno y otros granos de cereales, elabora varios derivados
del 4cido lisérgico que son los causantes del sindrome, el consumo de centeno cuyos granos
estén parasitados por la citada especie fingica puede producir el ergotismo gangrenoso. Los
brotes de ergotismo fueron corrientes durante la edad media (Frazier y Westhoff, 2000). En la
actualidad, el ergotismo en humanos es sumamente infrecuente, debido a que los alcaloides
causantes del ergotismo son relativamente l4biles y por lo general se destruyen durante el
horneado y el cocinado (Peraica et al., 1999). El cuadro 1 muestra las micotoxinas mads
importantes, los géneros que las pueden producir, sus efectos téxicos y los productos

susceptibles a ser afectados por estas substancias contaminantes.

Cuadrol. Micotoxinas mds importantes, géneros que las pueden producir, efectos
téxicos y productos susceptibles de contaminacién

Micotoxina Género Principales efectos Producto susceptible de
tOXicos contaminacioén
Aflatoxinas Aspergillus spp.  Carcinogénesis, con Cacahuates, maiz,
afinidad especial por el semillas de algodon,
higado; cereales, nueces, sorgo,
inmunosupresion higos, frutas  secas,
especias, aceites
vegetales crudos,
semillas de cacao, leche
y sus derivados
Alternariol Alternaria spp. Efectos hemorragicos Granos de cereal,
tomates, piensos
Ocratoxinas Aspergillus spp.  Hepatotoxicidad; Cebada, frijoles, café,
Penicillium spp. nefrotoxicidad piensos, maiz, arroz,
avena, centeno
Patulina Penicillium spp.  Toxicidad general y Manzanas, jugo de
posiblemente manzana, frijoles, avena
carcinogénesis
Tricotecenos: Fusarium spp. Aleukia toxica  Maiz, piensos, paja
nivalenol, alimentaria;
desoxi- neurotoxicidad; efectos
nivanelenol, teratdgenos;
ToxinaT-2 inflamaciones

Zearalenona Fusarium spp.

Interferencia con los
sistemas de hormonas
esteroides

Cereales, maiz, piensos,
arroz

Adaptado de: Wilson et al., 1994; Antén y Lisazo, 2001; Chu, 2002 y Mossel y Moreno, 2003
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Caracteristicas de una micotoxicosis:

¢ No es una enfermedad transmisible

¢ El tratamiento con drogas o antibidticos tiene poco o ningin efecto

¢ En los brotes observados en el campo, el problema es estacional debido a que las
condiciones climdticas afectan al desarrollo del hongo

¢ El examen del alimento o forraje sospechoso revela signos de actividad fungica

¢ El brote estd comtinmente asociado a un alimento o forraje especifico (Carrillo, 2003)

2.2.3. PERDIDAS ECONOMICAS

Los géneros flingicos que se encuentran como pardasitos de organismos vivos, causan la mayor
parte de las enfermedades a las plantas (Guzman, 1981). Cerca del 70% de las enfermedades
de cultivos son causadas por hongos, con un costo econémico de billones de ddlares al afo

(Deacon, 1997).

Cuando un alimento (cereales, carne, etc.) se encuentra contaminado con niveles de
micotoxinas por encima de las normas establecidas por lo general debe desecharse, lo que
provoca grandes pérdidas econdmicas. Bajos niveles de las mismas en los piensos y el forraje
afectan a la salud del animal haciéndolos més susceptibles a las enfermedades infecciosas,
esto trae como resultado un decremento en la tasa reproductiva, en la produccion de leche y

huevo y pérdidas de calidad en productos de origen animal (Chu, 2002; Dohlman, 2003).

Del 25 al 50 por ciento de los cultivos destinados a la alimentacién son afectados a nivel
mundial por las micotoxinas. Los numerosos reportes, que se centran en las diferentes
regiones o paises, productos, toxinas y costos tales como de regulacion, pruebas, pérdidas de
produccién y pérdidas de comercio, ofrecen cierto panorama del costo econémico que

representan las micotoxinas.

Dohlman (2003) reporta un estudio realizado por la administracion de Alimentos y

Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) en 2002, donde se estimé que en los Estados
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Unidos, las pérdidas de cultivos debido a la contaminaciéon por micotoxinas ascendia a 932
millones de ddlares anualmente, pérdidas adicionales de 466 millones de d6lares se calcularon
para fortalecer la prevencion o reducir la contaminacién (medidas regulatorias, examenes y
otras medidas de control de calidad). En el mismo estudio, las pérdidas de ganado se
promediaron en 6 millones anualmente también se han estimado pérdidas de produccién en la

industria de aves de corral y cerdo que sobrepasan los 100 millones de ddlares.

En el caso de paises en vias de desarrollo, la pérdida de oportunidades de exportacion hacia
los paises desarrollados (los cuales cominmente tienen limites mds estrictos) es mas
significativa. El rompimiento potencial de exportaciones de alimentos, que resulta de acciones
regulatorias en mercados de altos ingresos es agigantado por el hecho de que cerca del 70 por

ciento del total de los alimentos que se exportan son destinados a paises desarrollados.

En algunos casos los paises en vias de desarrollo han experimentado pérdidas de mercados
debido al persistente problema de las micotoxinas o a la imposicién de nuevas y mds estrictas

medidas regulatorias de paises importadores (Dohlman, 2003).

2.2.4. PREVENCION DE LA CONTAMINACION CON MICOTOXINAS

La forma mas eficaz de combatir estos contaminantes consiste en prevenir, o al menos,
reducir la contaminacién flngica por hongos de los alimentos vegetales y animales. Un
método comun para minimizar los riesgos a la salud por el consumo de alimentos es la
adopcion de buenas practicas de agricultura (BPA) en estadios como precosecha y cosecha, y
buenas pricticas de manufactura (BPM) en las etapas de procesado y distribucion. (Ferris et
al., 2001; Dohlman, 2003). Estas estrategias (implementadas independientemente por grupos
privados o requeridas por agencias publicas) pueden ser usadas para el control y para
minimizar riesgos, desde el principio hasta el fin de la produccién, manejo y procesamiento.
Esto puede complementar las normas de los productos, y reducir totalmente las potenciales

pérdidas econémicas.

Un reporte de la 34" sesion del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y

Contaminantes de los Alimentos (CCFAC, por sus siglas en inglés), llevada a cabo en el afio
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2002, recomendaba (si se tiene en cuenta, después de todo, que la prevencién de la
contaminacién por micotoxinas es mds practica que la descontaminacion) que las BPA y las
BPM, pueden ser usadas para establecer formalmente el andlisis de riesgos y puntos criticos
de control en los sistemas de seguridad alimentaria, para identificar, monitorear y controlar el

riesgo por micotoxinas a todo lo largo de la cadena de produccién (Dohlman, 2003).

2.3. HONGOS TOXIGENICOS

Ciertos géneros fungicos son capaces de producir micotoxinas, aunque la produccién de estas
sustancias, asi como el desarrollo de los hongos se ven condicionados altamente por la especie
fingica y por ciertos factores ambientales (Harbison et al., 2004). Dentro de una especie
considerada potencialmente toxigénica, el porcentaje de cepas productoras puede ser muy
distinto segiin la micotoxina, por lo que la producciéon de un determinado metabolito

secundario también dependera del genotipo de la cepa (Abarca et al., 2000).

Las cepas toxigénicas presentes en los alimentos, no pueden ser diferenciadas de las no
toxigénicas s6lo por sus caracteristicas morfoldgicas. Es necesario dejar crecer los mohos bajo
condiciones Optimas y controladas y también hay que examinar el material que se sospecha

contaminado, para corroborar la presencia o ausencia de micotoxinas (Ray, 2001).

2.3.1. SIGNIFICADO DE LA CONTAMINACION FUNGICA DE LOS ALIMENTOS

El significado de la contaminacién fingica de los alimentos deriva no sélo del potencial de los
hongos para deteriorarlos, sino también del potencial de muchos de ellos para producir
micotoxinas a las que el hombre presenta susceptibilidad. Ademads, la mayoria de los hongos
son capaces de provocar infecciones y reacciones alérgicas en personas hipersensibles a los

antigenos flingicos.

Hoy en dia, la presencia/ausencia de hongos en los alimentos se considera como un indice de
condiciones higiénicas de la materia prima y de las condiciones de manipulacién durante la

elaboracién de productos alimenticios.
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La contaminacién flngica de los alimentos puede considerarse desde un doble aspecto

(Berenguer, 2000):
1. Efectos sobre los alimentos:

¢ Modificacién del valor nutricional
¢ Modificacion de las caracteristicas organolépticas

¢ Dificultades de conservacion

2. Efectos sobre el hombre y los animales:

¢ Patégenos (micosis). Se ha comprobado que ciertos mohos pueden ser tanto agentes
causales de micosis como de intoxicaciones (por ejemplo Aspergillus fumigatus y A.
versicolor)

¢ Alergénica (alergias)

¢ Toxica (micotoxicosis)

2.3.2. PRINCIPALES GENEROS TOXIGENICOS

Los hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium son los que producen las
micotoxinas de mayor interés en las micotoxicosis humana y animal; menos considerable se
muestra el género Alternaria (Fernandez, 2000). El desarrollo visible de estos hongos en los
alimentos, conlleva al riesgo de la produccién de micotoxinas; sin embargo, no constituye una
evidencia clara de la presencia de las mismas, de igual forma que la ausencia de hongos
toxigénicos viables, incluso demostrado mediante anélisis de laboratorio, no es un excluyente

de que las toxinas se encuentren en el alimento (Fernandez, 2000).

2.3.2.1. Alternaria spp.

El género Alternaria comprende especies cosmopolitas, que se encuentran en un amplio rango

de materiales y productos. Como saprobias pueden deteriorar alimentos y forrajes, como
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patégenas reducen el rendimiento de las cosechas o pueden afectar a los vegetales ya

almacenados.

Morfologia e identificacion

Los conidios de Alternaria tienen septos trasversales y longitudinales, son de color pardo y
con un extremo mds angosto, lo que les da la apariencia de tener pico. Nacen por la brotacion
apical de una célula conidiégena o de la espora anterior, dando lugar en este dltimo caso a una
cadena que suele ramificarse si una espora produce mds de un brote. Produce conidios
facilmente reconocibles, formados por muchos septos, algunos de ellos verticales (fig. 2).
Algunas especies forman los conidios individuales, mientras que otros los producen en

cadenas (Bold et al., 1988).

Figura 2. Estructuras morfoldgicas del género Alternaria spp.
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En los alimentos, la especie Alternaria alternata es la que presenta mayor importancia en
cuanto a la producciéon de micotoxinas, ésta produce cadenas de 10 6 mds conidios muy
ramificados a partir de conidi6foros cortos. La ramificaciéon de los conidios surge de
conididéforos secundarios desde células conidiales basales o apicales en relacién 1:1 dando un

aspecto abierto. Las cadenas aparecen en los cultivos como manojos densos y aislados.

Ambiente
A pesar de ser hongos de campo, este tipo de hongo puede mantenerse sobre frutas y

hortalizas causando lesiones que alteren su aspecto. También persisten en granos de cereales
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almacenados, si estdn suficientemente secos para impedir el crecimiento de Aspergillus y
Penicillum. Alternaria puede crecer sobre trigo almacenado si los granos tienen una humedad
de 22-23%. Después de las especies de Cladosporium, es el moho cuyas esporas se
encuentran suspendidas en el aire con mayor frecuencia. En los cultivos de cereales, las hojas
y los granos son colonizados por esta especie y puede haber una penetracion subepidérmica.
El género Alternaria compite especialmente con los otros hongos sobre la superficie vegetal y

es antagonista de Cladosporium y Fusarium.

La esporulacion de Alternaria es 6ptima a 27°C pero es inhibida por debajo de 15°C o por
sobre 33°C, aunque el rango de crecimiento estd entre 0 y 35°C. La actividad de agua minima
para el desarrollo es 0.8 y la 6ptima casi 1.00. El crecimiento se reduce a la mitad en una

atmoésfera con mas de 15% de CO, o con 2.8% de O, (Carrillo, 2003).

Micotoxinas

En cuanto a la produccién de micotoxinas, A. alternata es la especie mds importante del
género, Alternaria puede llegar a producir 4cido tenuazdnico, alternariol y alternariol

monometileter (Samson et al., 2000).

2.3.2.2. Aspergillus spp.

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios y los
productos metabdlicos de la invasion fungica suelen ser muy téxicos (en especial los
producidos por Aspergillus flavus y A. parasiticus), tanto para el hombre como para los
animales. También producen la inhibicién de la germinaciéon junto con cambios de color,
calentamiento, apelmazado, amohosado y podredumbre de las semillas. Algunas especies, por
ejemplo A. niger o A. oryzae, son importantes en el dmbito industrial o se emplean en la

fermentacion de alimentos en ciertas regiones.

Morfologia e identificacion
El color es la principal caracteristica macroscépica para la identificacion de los grupos de

Aspergillus. Poseen distintos tipos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. Las cabezas

17



conidiales (conidi6foros), presentan bajo el microscopio cuatro formas bdésicas: globosa,
radiada, columnar o claviforme (Carrillo, 2003). Sobre éstas se encuentran las células

conidiégenas que originan las esporas asexuales o conidios.

El conidi6foro caracteristico de Aspergillus, aunque es una estructura unicelular, posee tres
partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipe (seccion cilindrica
situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccién final a veces separada por un septo, que
une el conidiéforo con el micelio). Sobre la vesicula se disponen las células conididégenas,
denominadas habitualmente fidlides. En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se
encuentran otras células denominadas métulas. Las cabezas conidiales que s6lo presentan
fidlides se denominan uniseriadas, y las que presentan fidlides y métulas biseriadas (Abarca,

2000; Samson et al., 2000).

Los conidi6foros de Aspergillus se originan en unas células micelares denominadas células
basales, éstos se mantienen erectos sobre las hifas somaticas y forman unos abultamientos
globosos llamados vesiculas, en la figura 3 se pueden observar las estructuras, que componen

los llamados cuerpos fructiferos de Aspergillus (Bold et al., 1988).

Figura 3. Estructuras morfoldgicas del género Aspergillus spp.
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Ambiente

La ubicuidad del género Aspergillus se debe a su capacidad para crecer en diferentes
temperaturas sobre substratos con diversos contenidos de humedad. La colonizacién de los
granos durante el almacenamiento, se produce de forma explosiva cuando la humedad relativa
del ambiente intragranular se eleva por sobre el 70%, sin que se desencadene el fenémeno de

brotacidn.

El rango de temperatura para la mayoria de las especies es de 30-33°C. Si unos granos con un
contenido de humedad con el 15% no fueron afectados por Aspergillus durante un aio es por

que la temperatura de almacenamiento estuvo por debajo de 10°C (Carrillo, 2003).

Aunque este género se ha clasificado como de almacenamiento, la humedad del suelo por
debajo de lo normal (lo que se llama estrés de sequia) durante la polinizacién, ha sido
relacionada con el incremento en el aire, del nimero de esporas de Aspergillus. Por
consiguiente, cuando se presenta el estrés de sequia durante esta etapa, se incrementa la carga
de indculo (esporas en el aire) aumentando la oportunidad de que ocurra una infeccién, ya que
al mantenerse las condiciones de sequia en el campo, Aspergillus podria desarrollarse a lo

largo de toda la permanencia del cultivo en el campo (Cassel et al., 2001).

Micotoxinas
Al género Aspergillus pertenecen varias especies de importancia micotoxigénica (cuadro 2)

[Samson et al, 2000].

Cuadro 2. Especies toxigénicas del género Aspergillus mas importantes y las micotoxinas que pueden
llegar a producir

Especie Micotoxina Especie Micotoxina

A. clavatus Patulina A. oryzae Aflatoxinas, acido kogico,
acido ciclopiazénico

A. flavus Aflatoxina Bi y B, acido kogico,| A. parasiticus Aflatoxina B1, Bz, Gy y Go,

acido ciclopiazénico acido kégico

A. fumigatus Gliotoxina, fumotoxinas A. tamarii Acido ciclopiazénico

A. niger Nafto-y-pironas A. terrus Patucitrinina, citreoviridina

A. ochraceus Acido penicilico, ocratoxina A A. versicolor Esterigmatocistina

Fuente: Samson et al., 2000
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2.3.2.3. Fusarium spp.

Las especies del género Fusarium se encuentran en los vegetales antes de la cosecha, pero si
la actividad de agua lo permite logran crecer en los productos almacenados, causando
alteraciones e incluso produciendo toxinas. La mayoria de las especies de este género no

pueden competir con las especies de géneros como Aspergillus y Penicillium (Carrillo, 2003).

Morfologia e identificacion

Este género cominmente desarrolla colonias de crecimiento moderado y profuso, las colonias
poseen diversos colores, blanco, rosado, palido, rojo, anaranjado, purpura, celeste, verde
aceituna o pardo, especialmente en el reverso de la colonia, excepto cuando es pardo oscuro y
negro. El micelio es ralo, denso y algodonoso, aunque en algunos casos es limoso. Suelen

difundir pigmentos en el agar los cuales pueden variar de color y de tono.

Las caracteristicas microscOpicas que ayudan a su identificacién es que poseen conidi6foros
simples o ramificados, los cuales soportan a las células conidiéforas o conididgenas, las cuales
son fidlides simples o ramificadas, a menudo finas o afiladas o con forma de botella, las
esporas pueden salir de un solo orificio (monofidlides) o de varios (polifidlides) (fig. 4)

(Samson et al., 2000; Carrillo, 2003).

Los tipos de conidios que producen pueden ser macroconidios (fig. 4), que tienen forma de
canoa, hialinas y septadas. La célula apical es alargada y la basal tiene forma de pie. Se
reproducen en sucesion basipeta a partir de las monofidlides. También pueden ser producidas
en esporodoquias, que pueden tener monofidlides o polifidlides. En ocasiones recuerdan un

racimo de platanos.

Los microconidios (fig. 4) son pequefios, generalmente unicelulares y con forma variable
(ovoides, elipsoidales, subglobosos, piriformes, etc.). Ocasionalmente tienen un tabique y la
base puede ser redondeada, apiculada o truncada. Se producen en el micelio aéreo a partir de

monofidlides o polifidlides. Se pueden ver aisladas, en masa o en cadena.
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Las clamidosporas se originan por modificaciéon de un segmento de la hifa. Tienen pared

gruesa, lisa o rugosa. Se observan aisladas, en parejas, en grupos o en cadenas (Samson et al.,
2000; Carrillo, 2003).

La forma y tamafio de las esporas que forma el género Fusarium es la caracteristica principal
para el reconocimiento del mismo, pero si las colonias pertenecientes al género Fusarium no
producen macroconidios pueden llegar a ser confundidos con otros géneros puesto que los

macroconidios son considerados tipicos del género Fusarium (Carrillo, 2003).

Figura 4. Estructuras morfolégicas del género Fusarium spp.

L T % / o oo ;
- p e r "
R -
o Frasde ey
o~ .
Palifialige
héacroconsdios - ; - -
LY i
'
Microconidios
en cadena
|
| i
' Conidgforocon [ |
ehclery = N i Y
macroconidios X Y .y I 1| 2
: I-___”. i, H‘"ﬁ}-\. h'-ﬁ'-_#{a-\.
- — e R e
4 (i 1 -\.- ".\-_Ii__._-;, ] -ﬁa\..sé-.
=  Pie Micracanidas Clamidosporas:

Fuente: Samson et al., 2000

Ambiente

Son patdgenos de los cereales y pueden formar micotoxinas en los granos ain antes de la
cosecha. Ciertas especies llegan a desarrollarse a temperaturas de refrigeracion y contribuir a
la podredumbre de frutas y hortalizas almacenadas. La persistencia de este género en el suelo

durante uno o varios afos se debe, principalmente a la presencia de las clamidosporas
(Carrillo, 2003).
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Micotoxinas

Muchas especies de Fusarium son nocivas para los cultivos de cereales, pues son patégenas
de las plantas, pueden causar dafios vasculares y foliares, incluso llegan a afectar a los granos.
Las micotoxinas generadas por esta especie son muchas (cuadro 3) y algunas son poco
conocidas, aunque ya existen normas para unas cuantas, en ciertos paises (Samson et al.,

2000).

Cuadro 3. Especies toxigénicas del género Fusarium mds importantes y las micotoxinas que pueden
llegar a producir

Especie Micotoxinas Especie Micotoxinas
F. acuminatum Tricotecenos F. poae Tricotecenos
F. crookwellense  Tricotecenos, zearalenona | F. proliferatum Fumonisinas, acido fusarico
F. culmorum Tricotecenos, zearalenona | F. sambucinum Tricotecenos
F. equiseti Tricotecenos, zearalenona | F. semitectum Zearalenona
F. graminearum Tricotecenos, zearalenona | F. sporotrichioides Tricotecenos
F. oxysporum Acido fusarico F. verticillioides Fumonisinas

Fuente: Samson et al., 2000

2.3.2.4. Penicillium spp.

La presencia continua de especies de Penicillium en alimentos es un problema particular ya
que algunas especies producen toxinas que pueden hacer incomestibles los alimentos, por lo
que es comun descartar el alimento que muestra desarrollo de cualquier moho. Por otro lado,
algunas especies de Penicillium son benéficas para los humanos. Quesos como el roquefort,
camembert, etc., son madurados con especies de Penicillium siendo seguro su consumo,
ademds de que la penicilina es producida por un hongo de esta especie, tal como indica su

nombre (Carrillo, 2003).

Morfologia e identificacion

Las colonias de Penicillium usualmente se desarrollan rdpidamente, con tintes verdes y
usualmente blancos, la mayorfa consiste en una densa capa de conidiosporas.
MicroscOpicamente, puede formar cadenas unicas de conidios (ameroconidio) y son
producidas en sucesion basipeta por un conidiéforo especializado llamado fidlide. En esta

especie las fialides pueden ser sencillas, en grupos o de una métula ramificada, dando una
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apariencia de pincel (fig. 5). Todas las células entre las métulas y la cima del conidiéforo son
referidas como ramificaciones. Las ramificaciones origen pueden también ser llamadas
simples (no ramificadas o monoverticilios), con una ramificacion (biverticiliadas-simétricas),
con dos ramificaciones (biverticiliadas-asimétricas) y de tres a mas ramificaciones. Los
conidiéforos pueden ser hialinos y con pared rugosa o lisa. Las fidlides son usualmente en
forma de frasco con una parte basal cilindrica. Los conidios son globosos, elipsoidales y
cilindricos (Samson et al., 2000). Existen més de 100 especies-forma, algunos de ellos de gran

importancia econdémica (Bold et al., 1988).

Figura 5. Estructuras morfoldgicas del género Penicillium spp.
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Ambiente

Estos hongos llegan a crecer sobre alimentos ya preparados o sobre sus materias primas, ya
sean de origen animal o vegetal. Una baja temperatura de almacenamiento puede disminuir la
velocidad de deterioro causada por ciertas especies de Penicillium, pero no la detiene. Ciertas
especies de este moho se pueden encontrar en los cereales antes de la cosecha, especialmente
en las épocas humedas, pero la mayor contaminacién ocurre en los almacenes, con las esporas
de una cosecha anterior. La esporulacién a una baja actividad de agua permite a los hongos
completar su ciclo de vida sobreviviendo a las condiciones adversas, para ser luego
diseminadas por insectos y dcaros. El género Penicillium, al igual que el género Aspergillus

no se ve afectado por la luz y ambos esporulan facilmente en la oscuridad (Carrillo, 2003).
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Micotoxinas

Muchas especies del género Penicillium pueden encontrarse contaminando diversos
alimentos, y pueden ser potenciales productoras de micotoxinas (cuadro 4), es por eso que una
correcta identificacién es importante cuando se estudia la posible contaminacién de los

alimentos con Penicillium (Samson et al., 2000).

Cuadro 4. Especies toxigénicas del género Penicillium mas importantes y las micotoxinas que pueden
llegar a producir
Especie Micotoxina Especie Micotoxina

P. aurantiogriseum Acido penicilico P. griseofulvum Roquefortina, patulina,
acido ciclopiazénico

P. chrysogenum Penicillina, roquefortina P. paneum Patulina
P. citrinum Citrinina P. verrucosum Ocratoxina A, citrinina
P. expansum Roquefortina, patulina, citrinina P. nordicum Ocratoxina A

Fuente: Samson et al., 2000

2.3.3. HONGOS DE CAMPO Y HONGOS DE ALMACENAMIENTO

Los mohos que producen micotoxinas pueden surgir en el campo (suelo, vegetacion muerta y
granos ya contaminados) o durante el trasporte después de la cosecha o el almacenaje

(Dohlman, 2003).

Los hongos de campo invaden los granos antes de la cosecha o tras la siega (siempre previo a
la trilladora). Son tipicos los géneros Alternaria y Fusarium; este tipo de hongos requieren de
altos niveles de humedad (20-22 %). Los hongos de almacenaje invaden los granos a
contenidos inferiores de humedad, los géneros Aspergillus y Penicillium son ejemplos

clasicos de este tipo de mohos (Antén y Lisazo, 2001).

Los hongos de campo que logran sobrevivir a la desecaciéon no logran desarrollarse, no
obstante pueden mantenerse viables en el transcurso del almacenamiento durante meses. En
contraste, los hongos de almacenamiento contaminan los granos muy rapido, inmediatamente
después de la cosecha. Estos hongos son principalmente saprobios y el grado de alteracion de

los granos depende de las condiciones en las cuales se encuentren almacenados los cereales
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(ICMSF [Comision Internacional de Especificaciones Microbiolégicas para Alimentos],
2001).

En el campo, las condiciones que afectan significativamente la producciéon de micotoxinas
son: el clima, el estrés de las plantas, vectores invertebrados, especie y carga de esporas de
hongos infectivos, variacion de planta y especie fingica y competicién microbiana. Mientras
que durante el almacenamiento estas condiciones son: la ay, la temperatura, el dafo del
cultivo, el tiempo de almacenamiento y un gran nimero de factores quimicos tales como la
aereacion (niveles de O, y COy), el tipo de grano, el pH y la presencia o ausencia de nutrientes

especificos e inhibidores (Chu, 2002).

2.3.4. PRESENCIA DE HONGOS TOXIGENICOS EN CEREALES

Los cereales, constituyen substratos muy favorables para el desarrollo de los hongos en
general y de organismos fingicos con capacidad micotoxigénica que pueden atacar a los
granos en sus diferentes etapas de desarrollo; lo que puede acarrear severas consecuencias
tanto en la productividad como en el aspecto sanitario (Jayas, 1995; Akar et al., 2003).
Asimismo, los almidones, harinas y maltas derivados de granos infectados por hongos, son de
calidad muy inferior en la industria y llegan a ser desechables frecuentemente en el mercado

(Ramirez, 1984; Fernandez, 2000; ICMSEF, 2001).

Los dafos a las semillas de cereales debidos a los hongos de campo incluyen manchas,
escoriaciones, decoloracién, pérdidas de la capacidad de germinacion y produccién de
micotoxinas; ademds de los dafios ya mencionados, los hongos de almacenamiento pueden
producir olores anormales, calentamiento, apelmazamiento, pérdida de materia seca,

crecimiento visible y cambios quimicos y nutritivos (ICMSF, 2001).

Las especies de hongos que atacan a los granos de cereales, dependen principalmente de la
clase de grano y de las condiciones ambientales, y pueden hallarse tanto en el interior como en
el exterior de la semilla. Los hongos que se encuentran en el interior del grano se localizan
especialmente en regiones hiimedas y calientes. La mayor parte de estos hongos inician su
ataque cuando el grano estd en proceso de desarrollo o de maduracion. Muchas de estas

especies son formas pardsitas que en el campo pueden atacar otras partes de las plantas,
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ademds de la semilla. Entre los géneros mds comunes que se encuentran en el interior del

grano se tiene a Helminthosporium spp., Giberella spp., Diplodia spp. y Colletotrichum spp.

La distribucion de los hongos que se desarrollan superficialmente en la semilla, es general

para todas las regiones. Esto se debe a que las pequeiias esporas son facilmente llevadas por el

viento de un lugar a otro. Ademads, constituyen un grupo de organismos adaptados a vivir en

una gran diversidad de condiciones, tanto climdticas como alimenticias. Entre las especies

mdas comunes, pertenecientes a este grupo de hongos, estdn varios miembros de los géneros

Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Fusarium y Alternaria (Ramirez, 1984).

En el cuadro 5 se indican algunas de las especies de mohos toxigénicas y micotoxinas que han

sido encontradas en cereales.

Cuadro 5. Mohos toxigénicos y micotoxinas encontrados en granos de cereales

Grano Mohos toxigénicos

Toxinas

Arroz P. citrinum, A. niger, A. flavus, A. parasiticus, F. semitectum, F.
verticilloides, F. fujikuroi, F. proliferatum, F. graminearum, F.
acuminatum, F. avenaceum, F. chlamydosporum, F. oxysporum.

Avena  F. graminearum, A. alternata, P. aurantiogriseum, P. crustosum

Cebada P. verrucosum, A. versicolor, A. alternata, P. aurantiogriseumn, F.

graminearum

Centeno F. proliferatum

Maiz A. flavus, A. ochraceus, A. niger, A. clavatus, F. subglutanis, A.

alternata, F.moniliforme,
Penicillium spp.

F. graminearum, F. oxysporum,

Sorgo A. flavus, A. alternata, F. miniliforme, P. funiculosum, F.
chamydosporum, F. semitectum, F. subglutanis, P. citrinum, A.
niger, F. proliferatum, F. verticilloides

Trigo F. acuminatum, F. equiseti, F. graminearum, F. oxisporum,

F.moniliforme, A. alternata.

Fumonisinas
Aflatoxinas B1, G1,B2y G2

Alternariol, desoxinivalenol,
zearalenona, toxina T-2, HT-2,
ocratoxina A, citrinina, aflatoxina
B4

Alternariol, ocratoxina A,
citrinina, esterigmatocistina,
desoxinivalenol, nivalenol,

zearalenona, aflatoxina B

Desoxinivalenol, nivalenol,
zearalenona

Aflatoxinas B, B2,
desoxinivalenol, toxina T-2 acido
ciclopiazénico, zearalenona,

fumonisinas Bi, B2, Bs, y C,
alternariol

Aflatoxinas, desoxinivalenol,
zearalenona, fumonisinas, T-2

Alternariol, zearalenona,
desoxinivalenol, T-2,

Fuente: Carrillo, 2003
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2.3.4.1. Presencia de hongos toxigénicos en cebada

La cebada corresponde a la especie Hordeum vulgare L., que a su vez consta de dos
subespecies, que no son silvestres, a saber: H. vulgare y H. distichum. Todas son plantas
herbédceas, anuales y hermafroditas de fecundacién autégama, es un cultivo de clima
templado, y crece mejor en climas frescos y moderadamente secos, tolera las altas y bajas

temperaturas en clima seco o la elevada humedad en clima fresco (Molina, 1989).

La cebada ocupa el cuarto lugar en importancia entre los cereales, después del trigo, maiz y el
arroz. En las ultimas décadas, el area cultivada de cebada en el mundo se ha incrementado
mads rapidamente que la del trigo y el arroz (Léopez, 1991). En nuestro pais el cultivo de la
cebada maltera se extiende en las zonas templadas de los Estados de Guanajuato, Sonora,
Chihuahua, Querétaro, Michoacdn y Nuevo Ledn, sin embargo, la principal area productora
de cebada maltera de temporal estd ubicada en el altiplano central, el cual abarca varias
regiones conocidas como Valles Altos (2000 a 2850 metros sobre el nivel del mar), entre los
Estados de Hidalgo, México, Puebla y Tlaxcala. En el Estado de Hidalgo esta region
comprende las llanuras de Apan y los valles y laderas de Tepeyahualco, limitdindose al norte

de las planicies y laderas de Tizayuca y Pachuca, hasta Tulancingo (Olmos, 1998).

La participacién del Estado de Hidalgo a nivel nacional como productor de cebada de grano
de temporal, es de un 43%, ocupando el primer lugar en produccién (566 359 toneladas),
seguido por los Estados de Tlaxcala y de México, beneficidndose un total de 22 922

productores de la entidad (CEIEGDRUS, 2004; SAGARPA, 2004).

La espiga de la cebada es cilindrica, terminal. Mide de 7.5 a 19 centimetros de longitud, con o
sin barbas. Estd conformada por granos ubicados en forma alterna, los cuales estdn adheridos
al eje de la espiga llamado raquis. En México se cultivan variedades de cebada maltera de seis
y dos hileras, en la variedad de seis hileras se observan tres hileras de grano en cada lado del
raquis. Vista desde arriba parecen seis hileras alrededor del raquis y por eso se conoce como
cebada de seis hileras. En las variedades de dos hileras solamente la flor central es fértil, sélo

ahi se forma el grano. La estructura del grano de cebada es similar a la de los otros granos de
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cereal en términos generales, sin embargo destaca por su menor contenido de grasa, alto nivel

de fibra e intermedio de almidén (Molina, 1989; Olmos, 1998).

Este cereal es empleado, a nivel mundial, principalmente como materia prima en la
elaboracion de cerveza y también como componente de raciones para animales domésticos. El
andlisis del aspecto visual de los granos de cebada es importante, ya que se considera que los
dafios visibles tienen una asociacion estrecha con la micoflora, razén por la cual, los granos
que estdn visiblemente contaminados por hongos son menos preferidos por las casas malteras,
pues existe la posibilidad de que contengan grandes cantidades de microorganismos (Young &
Loughman, 2001). La contaminaciéon de los granos de cebada maltera con hongos
filamentosos, causa modificaciones importantes en la calidad de la malta resultante, ademds
de que las micotoxinas que pudieran llegar a formar, pueden resistir el proceso completo de
fabricaciéon de cerveza alterando las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del
producto final (Chu et al., 1975). Por ejemplo, a la contaminacién de los granos de cebada y
de malta con algunas especies de géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria, y
Nigrospora se le ha relacionado con el fendmeno de gushing en la cerveza, el cual, es definido
como un espontaneo, rapido e incontrolado vaciamiento de la cerveza, en un chorro espumoso
y continuo, inmediatamente después de haber abierto la botella o lata (Ghelfa, 1996; Lowe &
Arendt, 2004). Por otra parte, los granos de cebada que no se utilizan para elaborar malta, por
lo regular son sometidos a las peores condiciones de almacenamiento y se destinan al
consumo animal, asi, los niveles de micotoxinas son mds altos en las distintas especies

animales de abasto (Martinez, 2003).

En los ultimos afios, en el Estado de Hidalgo se han realizado investigaciones acerca de la
contaminacion flngica de los granos de cebada, en regiones pertenecientes a los Valles Altos
(De la Cruz, 2002; Marchand, 2003; Romero, 2004), sin embargo, estos estudios han estado
dirigidos principalmente al reporte de la incidencia y propagacién de enfermedades foliares de
las plantas de la cebada. Las regiones analizadas en estos estudios, muestran caracteristicas
climédticas propias de los Valles Altos, no obstante, el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP, 1997) reporta que llegan a diferir en la cantidad de
lluvia y distribucién en el afio, textura y profundidad del suelo, razén por la cual pueden

encontrarse diferentes ambientes de produccidn.
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2.3.5. PRINCIPALES MICOTOXINAS EN CEREALES

2.3.5.1. Aflatoxinas

En la década de los afios 60, tuvo lugar en Inglaterra el brote de la enfermedad X de los pavos,
que causé la muerte a unos 100 000 pavos y a otros animales de granja. La causa de esta
enfermedad se atribuyé a un componente del pienso, la harina de cacahuate que estaba muy
contaminada por Aspergillus flavus. El andlisis posterior del pienso contaminado demostr6
que un grupo de sustancias fluorescentes reconocidas como micotoxinas y denominadas

posteriormente aflatoxinas eran las responsables de esta enfermedad (Jaimez, 2001).

Ahora sabemos que las aflatoxinas son producidas por dos especies de mohos del género
Aspergillus, con dos variedades, A. flavus y A. parasiticus, los cuales son especialmente
comunes en los tropicos y subtrdpicos. En estudios recientes se ha reportado que especies
como, A. nomius, A. tamarii y A. oryzae pueden ser aflatoxigénicas, aunque en ultimas
investigaciones los reportes de la produccion de aflatoxinas por otras especies, pueden ser el

resultado de errores o confusiones (Abarca et al., 2000; Adams & Moss, 2000).

Las aflatoxinas son un grupo de compuestos con una relacién cercana y con pequefias
diferencias en cuanto a su composiciéon quimica. La aflatoxina B; es la forma que maés
prevalece en la naturaleza (Cullen & Newberne, 1993). Las aflatoxinas fueron nombradas en
base a su florescencia azul (blue) o verde (green) bajo luz ultravioleta, de ahi que se
distinguen principalmente dos tipos de aflatoxinas, B y G, y el nimero se otorga en base a su
relativa movilidad en cromatografia de capa fina (TLC). Los metabolitos de las aflatoxinas B;
y B, (aflatoxinas M; y M) pueden ser encontrados en leche o productos derivados. Esta
presencia puede originarse de la contaminacion del ganado debida al consumo de productos

conteniendo micotoxinas (Prado et al., 2002; Muro-Cacho et al., 2004).

Estructura
Estos compuestos estrechamente relacionados son cumarinas altamente substituidas, y la

presencia de la configuracién furocumarina las coloca entre un gran grupo de compuestos
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naturales con muchas actividades farmacoldgicas (fig. 6). Poseen también una estructura
bifurano, la cual se ha visto que también se encuentra presente en la esterigmatocistina,
metabolito de Aspergillus versicolor. La importancia de estas configuraciones estructurales es

determinante en la actividad bioldgica mostrada por las aflatoxinas (Wogan, 1966).

Efectos toxicos

El principal 6rgano diana de los efectos de las aflatoxinas es el higado. Una evaluacion
realizada por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Céncer (IARC, por sus siglas
en inglés) determiné que existen suficientes pruebas del efecto carcinogénico de mezclas
naturales de aflatoxinas en el ser humano, las cuales las clasifican como carcinégenos del
Grupo 1. También se les considera inmunosupresoras, mutagénicas y teratogénicas (IARC,

1987; IARC, 1993; Henry et al., 1999).

Aflatoxicosis

La aflatoxicosis es el envenenamiento que resulta de la ingestion de aflatoxinas, dos formas de
aflatoxicosis han sido identificadas: la primera es una intoxicacién aguda severa, causando un
dafio directo al higado seguido de un malestar general o la muerte y la segunda es una
intoxicacién causada por una exposiciéon crénica casi asintomdtica. Una revision de la
literatura ha proveido evidencia clara de que la dosis y el tiempo de exposicion a las
aflatoxinas tiene un mayor efecto en la toxicologia y puede desencadenar ciertas
consecuencias: 1) grandes dosis causan enfermedad aguda y la muerte, cominmente por
conducto de cirrosis hepdtica; 2) dosis cronicas subletales tienen consecuencias
inmunoldgicas y nutricionales; y 3) Cualquier dosis tiene un efecto acumulativo aumentando
el riesgo de padecer cancer (Williams et al., 2004). Todas las especies animales que consumen
o han consumido dosis subletales de aflatoxinas por varios dias (e incluso semanas)
desarrollan un sindrome subagudo de toxicidad el cual cominmente incluye signos

patolégicos de dafio hepatico, de moderado a severo (Wogan, 1966).

La aflatoxina B, ha sido designada como la aflatoxina mds téxica sobre las demds, pues tiene
mayor capacidad de carcinogénesis que las otras aflatoxinas (Cullen & Newberne, 1993).

Estudios epidemiolédgicos realizados en Asia y Africa han asociado la incidencia de céncer
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primario del higado con el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas (Alvarez et

al., 2000).

Medidas sanitarias

Los niveles establecidos inicialmente por la Food and Agricultural Organization (FAO) y la
World Health Organization (WHO) fueron fijados en 30 pg/Kg en alimentos destinados para
consumo humano (Adams y Moss, 2000). Actualmente muchos paises son mds estrictos en
cuanto a la legislacién del contenido de aflatoxinas que deben presentar ciertos productos. Por
ejemplo, la Comunidad Econémica Europea tiene su reglamentacion para el contenido de
aflatoxinas en cereales, con excepcion del maiz, que es de 2 pug/Kg para la aflatoxina B, y 4
ng/Kg para la suma de aflatoxinas By, B,, G; y G, y para nueces y frutas secas de 5 pg/Kg y
10 pg/Kg, también en ese mismo orden, para aflatoxina M; presente en leche y sus productos
derivados el contenido no debe rebasar los 0.05 ug/Kg (The Commission of the European

Communities, 1998; 2002).

La FDA marca un estandar para aflatoxinas de 20 ppb para humanos en maiz y otros granos,
aunque a nivel de la iniciativa privada se exigen estandares de 10 ppb o menos para granos,

especialmente para el maiz (Dohlman, 2003).

2.3.5.2. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de metabolitos téxicos producidos principalmente por
Fusarium moniliforme, también se ha reportado que F. proliferatum puede producirlas. La
fumonisina B es la que se encuentra con mayor frecuencia y ademds es la mds extensamente
estudiada, la produccion de esta sustancia generalmente se da en el campo, pero un

inadecuado almacenamiento puede contribuir también a su formacién (Chu, 2002).

Las fumonisinas pueden ser encontradas esencialmente en granos de maiz, y productos
derivados, y otros granos como sorgo y arroz. Los principales efectos nocivos que pueden
causar son neurotoxicos, nefrotéxicos, hepatotéxicos, edema pulmonar y cerebral, lesiones

cardiacas y cdncer de es6fago, se ha demostrado en experimentos con animales que estos

31



compuestos tienen potencial cancerigeno (Chu, 2002; Gimeno y Martins, 2003, Muro-Cacho

et al., 2004).

La FDA recomienda niveles maximos de contaminacién por fumonisinas (FB;, FB,, FB3) de
2000 ng/Kg para granos de maiz desgerminados y 4000 pg /Kg para productos derivados de
granos de maiz parcialmente desgerminados. En Suiza la concentraciéon méxima admisible
que fue propuesta para fumonisinas (FB;, FB;) fue de 1000 ug/Kg para productos de maiz
(Gimeno y Martins, 2003).

2.3.5.3. Ocratoxina A

Son un grupo de toxinas producidas por algunas especies de los géneros Aspergillus y

Penicillium, de los cuales, la ocratoxina A se ha sefialado como la mas téxica.

En 1965 se reporté que la ocratoxina A era un metabolito producido por Aspergillus
ochraceus y reportes mds recientes sefialan que también es producida por Penicillium
verrucosum y P. nordicum, contaminantes comunes de la cebada (Chu, 2002; Bennett &

Klich, 2003).

El rifién es el 6rgano blanco al cual las ocratoxinas atacan. Estos metabolitos son nefrotoxicos
para todos los animales, otros estudios han sefialado que las ocratoxinas también son
compuestos hepatotoxicos y supresores del sistema inmune y la ocratoxina A, ha sido
sefalada por la IARC como posible carcinégeno para los humanos (categoria 2B) [IARC,
1993]. La ocratoxina A ha sido encontrada en cebada, trigo, avena, granos de café y otros
productos vegetales, sin embargo, en la cebada hay contaminaciones particularmente altas

(Peraica et al., 1999; Bennett & Klich, 2003).

En Europa, han sido considerados limites para la acratoxina A de 5 ng/g para cereales
utilizados como materia prima y de 3 ng/g para productos terminados (Truckess & Maragos,

2001).
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2.3.5.4. Tricotecenos

Los tricotecenos (TCTCs) son un grupo de compuestos producidos por muchos géneros
fingicos, pero es principalmente producido por el género Fusarium. El més frecuente de
encontrar como contaminante en los alimentos es el desoxinivalenol (DON), conocido
también como vomitoxina, seguido del nivalenol (NIV) y el diacetoxiscirpenol (DAS)
mientras que la toxina T-2 es menos comun, aunque es el compuesto més téxico de este grupo

de toxinas (Peraica et al., 1999).

A diferencia de la aflatoxina B; y la ocratoxina A, donde los efectos primarios y las
manifestaciones clinicas estdn bien definidos para el higado y riiién, los tricotecenos afectan
diferentes 6rganos, incluyendo el tracto gastrointestinal, el sistema hematopoyético, sistema

nervioso, sistema inmune y el sistema cardiovascular (Chu, 2002).

El desoxinivalenol es producido por F. graminearum y otras especies relacionadas tales como
F. culmorum y F. crookwellense. Es comun encontrar este contaminante en granos de maiz,
trigo, cebada, avena, sorgo y centeno. El desoxinivalenol induce anorexia y vomitos en
humanos y animales y se ha encontrado que puede fomentar el desarrollo de la lesion inicial
causada por la aflatoxina B; (Chu, 2002; Gimeno y Martins, 2003). La toxina T-2, es
producida por las especies de F. sporotrichoides, F. poae, F. tricintum, F. acuminatum, se
encuentra como contaminante, aunque no tan frecuente, en granos de cereales como cebada,
maiz, avena y trigo. Puede causar hemorragia, edema y necrosis en tejidos epidérmicos. Son
comunes las reacciones de inflamacién en tejidos epiteliales cerca de la nariz y boca (Peraica

et al., 1999; Chu, 2002; Muro-Cacho et al., 2004).

Actualmente la Comunidad Econémico Europea no tiene legislacion para DON, aunque en
Holanda en 1999, se propusieron limites de concentracién médxima para esta micotoxina de
120 pg /Kg para trigo limpio y 60 pug/Kg para pan y en Rusia e Israel se han establecido

limites para la toxina T-2 de 100 mg/Kg en cereales y harinas (Gimeno y Martins, 2003).
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2.3.5.5. Zearalenona

Las zearalenonas son biosintetizadas por especies pertenecientes al género Fusarium, F.
graminearum, F. culmorum, F. equiseti, y F. crookkwellense. Todas estas especies son
contaminantes de los cultivos de cereales a nivel mundial, sobre todo en trigo y maiz, pero
también en el sorgo, cebada y piensos compuestos. La zearalenona y sus derivados tienen
efectos estrogénicos en varias especies animales (infertilidad, edema vulvar, prolapso vaginal

e hipertrofia mamaria en hembras, asi como feminizacién de los machos) [Peraica et al., 1999;

Bennett & Klich, 2003].
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la composicién de la micoflora colonizadora de granos de cebada cultivada en el
Municipio de Tlanalapa, en el Estado de Hidalgo, asi como el contenido de aflatoxinas

presentes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar los géneros flingicos que componen la micoflora de los granos de cebada

¢ Aislar e identificar cepas pertenecientes a especies flingicas potencialmente

toxigénicas

¢ Probar la capacidad aflatoxigénica de las cepas de Aspergillus spp. aisladas

¢ Determinar y cuantificar la posible presencia de aflatoxinas

¢ Conocer la evoluciéon de la micoflora presente en la cebada, en diferentes etapas:

precosecha, cosecha y almacenamiento.

35






4. MATERIAL Y METODOS
4.1. ZONA DE ESTUDIO
4.1.1. LOCALIZACION
El Municipio de Tlanalapa se encuentra al sur del Estado de Hidalgo (fig. 6) y se ubica
geograficamente entre los paralelos 19° 49” de latitud norte y 98° 36" de latitud oeste, a una

altitud de 2,460 metros sobre el nivel del mar.

Figura 6. Localizacién del Municipio de Tlanalapa

4.1.2. LIMITES

Tiene una superficie total de 156.70 Kilémetros cuadrados, colinda al norte con Singuilucan
y Zempoala, al sur con el Estado de México y Tepeapulco, al este con Tepeapulco y al oeste

con Zempoala y el Estado de México.
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4.1.3. CLIMA

El clima del Municipio es templado-subhimedo y semiseco-templado con lluvias en verano.
La precipitacion se distribuye en periodos mads o menos definidos, el temporal o periodo de
lluvias es de abril a septiembre, con una precipitacion anual de 468.36 milimetros por afio,
con una mixima incidencia en septiembre y una minima en diciembre. El periodo de sequia
se registra de enero a marzo y de noviembre a diciembre. La temperatura media anual es de
14.1 °C, la méxima es en mayo con 21.2 °C y la minima en diciembre con 8.3 °C. (INEGI,
2005). Las heladas tienden a presentarse a finales de septiembre o principios de octubre,

aumentando en nimero e intensidad en los meses posteriores (INIFAP, 1997).

4.2. MUESTRAS ANALIZADAS

Se analizaron un total de 40 muestras de granos de cebada (Hordeum vulgare L.) variedad
Esmeralda, obtenidas de diez productores de la zona de estudio. Las muestras de granos
analizadas correspondian a la cosecha 2004-2005. La recoleccion de las muestras se llevo a
cabo de forma aleatoria. En cada muestreo, de cada productor se recolectaron cinco muestras
de aproximadamente 200 g cada una, que se mezclaron para obtener una sola muestra de
aproximadamente 1kg de donde se tomaron los gramos necesarios para llevar a cabo el
andlisis. Todas las muestras recolectadas se guardaron inmediatamente en bolsas de

polietileno, se identificaron y se mantuvieron en refrigeracion hasta su estudio.

Las muestras se recolectaron en cuatro periodos distintos de recoleccion:

¢ Un mes previo a la cosecha. En el campo, se recolectaron las plantas de cebada con
todo y espiga, y se procedio a separar los granos de las espigas en el laboratorio

¢ En el momento de la cosecha. La recoleccidn se efectud directamente de la maquina
trilladora

¢ Después de tres meses de almacenamiento

¢ Después de cinco meses de almacenamiento
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El almacenamiento se llevd a cabo bajo las condiciones habituales de cada uno de los
productores. En general, cada una de las bodegas (de aproximadamente 5 x 3 m?) en donde
fueron almacenados los granos de cebada, estaba construida a base de block y techada con
loza sin aplanado. Ninguna de las bodegas de almacenamiento contaba con algin sistema de

control de temperatura y humedad.

Todos los productores almacenaron los granos en sacos (el llenado de los mismos se realizé
de forma manual con palas de metal), y estos fueron apilados sobre tarimas de madera (30 a

40 centimetros de altura).

4.3. METODOS

En la figura 7 se presenta el diagrama de la metodologia utilizada a lo largo del estudio.

Figura 7. Diagrama de la metodologia utilizada para el estudio de las muestras de cebada
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El anilisis sélo se realizé a las muestras recolectadas antes de la cosecha y a las muestras obtenidas durante la misma
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4.3.1. RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

Previo al recuento de mohos y levaduras se realizé el andlisis del crecimiento fuingico
aparente en los granos de cebada, esto se efectué mediante una inspeccién visual. La
cantidad de granos con sefiales de decoloracién, escoriaciones y manchas se reporté como

porcentaje de crecimiento flingico aparente.

El conteo de mohos y levaduras se expresa como el nimero de unidades aerobias y mesoéfilas
formadoras de colonias, que se hacen visibles cuando una alicuota de la suspensién de un
producto examinado, ha sido transferida a un medio nutritivo para hongos e incubada

aerébicamente a 25°C por cinco dias (ICC, 1980).

La metodologia de eleccion para establecer la calidad de los granos de cereales, es el
recuento directo en placa o el recuento por dilucidn, sin esterilizacion superficial realizada
sobre el grano (ICMSF, 2001).

Para llevar a cabo el andlisis, se pesaron 10 gramos de cada muestra de granos de cebada, a
continuacién, cada muestra fue diluida en la proporcién 1:10 en solucidn salina con Tween
80 y homogenizada en el Stomacher® durante aproximadamente 2 minutos. Esta dilucién se
consideré la primera diluciéon decimal, a partir de la cual se efectuaron 4 diluciones
sucesivas, utilizando el mismo diluyente. Se sembr6 0.1 mL de cada una de las diluciones de
cada muestra, por duplicado, en el medio de cultivo APD (Medio de cultivo recomendado en
la Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994; Método para la cuenta de mohos y
levaduras en alimentos), mediante la técnica de siembra en superficie. Todas las placas
sembradas fueron incubadas durante 5-7 dias a 25°C. Trascurrido este tiempo, se procedi6 al

recuento de todas las colonias de hongos y levaduras crecidas.

Las placas utilizadas para llevar a cabo el recuento fueron aquellas que contenian entre 10 y
300 colonias. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por gramo

de muestra (UFC/g).
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4.3.2. IDENTIFICACION DE COLONIAS FUNGICAS

La identificacién de las colonias fiingicas sélo se llevé a cabo a nivel de género, basados en

sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas.

El estudio macroscépico se llevé a cabo a simple vista, observando la morfologia y la forma
de crecimiento de las colonias sobre la superficie del medio. Inmediatamente, se procedié a
realizar el estudio microscépico. La preparacion de la muestra se efectud segun la técnica de
la cinta adhesiva (Rodriguez-Tudela & Aviles, 1991), la cual consiste en aplicar una porcioén
de cinta adhesiva transparente sobre la superficie de la colonia y pegarla posteriormente, por
presion, sobre un portaobjetos en el que previamente se ha colocado una gota de azul de

metileno.

Las colonias de hongos que no se podian identificar a causa de la ausencia de cuerpos
fructiferos, se resembraron en medio Agar EM y CZ y se incubaron a la misma temperatura,
tratando de promover el desarrollo de los mismos. Las colonias que no desarrollaron cuerpos
fructiferos después de 7 dias de incubacién bajo estas condiciones, se denominaron como

Mycelia sterilia.

Para la identificacion y clasificacion de los hongos, se utilizaron los criterios establecidos por

el tratado de Von Arx (1981) y el manual de Samson et al. (2000).

4.3.2.1. Criterios de identificacion

Tras siete dias de incubacién se procedid a la observacion de las caracteristicas morfologicas

macroscopicas y microscopicas de los cultivos.

Para las caracteristicas macroscdpicas se tomoé en cuenta pardmetros como: coloracion del

anverso y reverso de las colonias, textura de las colonias, presencia de pigmento difundido.

40



Los principales parametros microscopicos que se tomé en cuenta fueron: forma de los
cuerpos fructiferos, forma, disposicién y ornamentacion de las esporas, forma y tamafo de

las ascosporas (si las hay).

4.3.3. AISLAMIENTO DE COLONIAS FUNGICAS POTENCIALMENTE
MICOTOXIGENICAS

Paralelamente al recuento, se realizo el aislamiento e identificacion de aquellas colonias que,
a simple vista o mediante su observacion al microscopio se consideraron pertenecientes a los
géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estas cepas se aislaron en los
medios agar EM y CZ. Mediante un asa de platino se deposité un in6culo de esporas en tres
sitios distintos (formando un tridngulo equildtero [fig. 8]) de la placa de petri con 30 mL del
medio de cultivo y se incubd a 25°C, durante el tiempo requerido para el desarrollo éptimo
de la colonia fiingica. Se realizaron las resiembras necesarias hasta obtener cultivos puros.

Cada cepa se aisl6 por duplicado.

Figura 8. Depo6sito del inéculo de
esporas sobre la superficie del medio

4.3.4. CONGELACION DE LAS CEPAS

Las cepas de géneros micotoxigénicos fueron conservadas por congelacion, con la finalidad
de establecer un banco de cepas, para ello se suspendié un trozo de micelio en un medio
congelante estéril (ver anexo), a partir de un cultivo de siete dias en agar EM. Se utilizaron
viales de conservacion (Eppendorf de 1 mL de capacidad) de plastico y por duplicado, los
cuales fueron congelados a -10°C. El trozo de micelio se obtuvo cortando alrededor de 1 cm?

de la superficie del agar donde se encontraba localizada la colonia flingica ya aislada.
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4.3.5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD AFLATOXIGENICA EN MEDIO DE
CULTIVO

Todas las cepas de Aspergillus aisladas de las muestras de cebada, se sometieron a un
andlisis para determinar su capacidad para producir aflatoxinas en medio de cultivo para lo
cual se resembraron en agar YES y se incubaron a 30°C de 7 a 10 dias. Posteriormente las
cajas petri que contenian las colonias de Aspergillus ya desarrolladas, fueron colocadas bajo
una lampara de radiacién UV a 365 nm en completa oscuridad. Las colonias que presentaran
un halo fluorescente de color azul o verde-amarillo a su alrededor se considerarian como

aflatoxigénicas.

El medio YES es facil de preparar, relativamente barato, y es adecuado para la produccion de
altos niveles de aflatoxinas, por estas razones, se puede hacer un andlisis de las cepas de
Aspergillus spp. potencialmente micotoxigénicas para examinar su habilidad para la

produccién de aflatoxinas utilizando este medio (Davis et al., 1966).

4.3.6. EXTRACCION Y DETERMINACION DE AFLATOXINAS TOTALES

Las muestras de cebada fueron analizadas por el método ELISA (enzyme-linked

inmunosorbent assay), para determinar la presencia de aflatoxinas totales.

4.3.6.1. Fundamento de la técnica

El test se basa en una reaccién antigeno-anticuerpo. LLos micropozos estdn recubiertos con
anticuerpos de captura contra anticuerpos anti-aflatoxina. Se agregan estindares de
aflatoxina o la solucién de las muestras, conjugado aflatoxina-enzima y anticuerpos anti-
aflatoxina a los micropozos. La aflatoxina libre y el conjugado aflatoxina-enzima compiten
para unirse a sitios del anticuerpo anti-aflatoxina (inmuno-ensayo enzimatico competitivo).
Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina se unen a los anticuerpos de captura
inmovilizados sobre la placa. El conjugado aflatoxina-enzima que no se unié es removido

posteriormente en un proceso de lavado. El substrato / cromdgeno es agregado a los
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micropozos € incubado. El conjugado aflatoxina-enzima unido a los micropozos a través de
los anticuerpos, convierte al cromdgeno en una sustancia azul. La adicién de la solucién stop
provoca un cambio de color de azul a amarillo. La medicién se realiza fotométricamente a
450 nm; la absorcién es inversamente proporcional a la concentracién de aflatoxinas en la

muestra.

4.3.6.2. Preparacion de las muestras

La extraccion y determinacion de las aflatoxinas se llevé a cabo siguiendo la metodologia

descrita en el kit comercial utilizado (ver anexo 3).

4.4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo utilizando el paquete SPSS version

12.0 para Windows. Los procedimientos empleados se indican a continuacion.

4.4.1. ANALISIS DE VARIANZA

Se realiz6 un anélisis de varianza de un solo factor (ANOVA de una via), con los datos que
presentan homogeneidad de varianzas, comparando los resultados obtenidos del recuento
total de mohos y levaduras, recuento de levaduras y el recuento de mohos, en cada una de

las etapas de recoleccion.

Variables:

Variable dependiente: datos obtenidos de los recuentos, la poblacién de levaduras y mohos,
expresados en UFC/g de muestra.

Factor: cada una de las etapas de recoleccion de muestras.

Se realiz6 la prueba de comparaciones multiples de Tukey, para conocer si existian

diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos realizados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. RECUENTO TOTAL DE MOHOS Y LEVADURAS

El recuento total de mohos y levaduras es un buen indicador del control de calidad de piensos
y materias primas. Un numero considerablemente mds alto de mohos y levaduras, que los

estandares establecidos es un signo de deterioro en la calidad del grano (Liveke, 2004).

5.1.1. MUESTRAS RECOLECTADAS UN MES PREVIO A LA COSECHA (PC)

El 60% de las muestras PC presentaba crecimiento fingico aparente. El porcentaje de granos
enmohecidos en estas muestras se encontro entre el 5-20%. La separacién de los granos de la
espiga se realizé minuciosamente y de forma manual en el laboratorio, por lo que estas

muestras no presentaron material extrafio contaminante.

En esta etapa de recoleccion los recuentos totales se encontraron en valores de 105 a 106
UFC/g (fig. 9). La muestra perteneciente al productor 3 fue la que present6 los recuentos
totales de mohos y levaduras més elevados (5.7x106 UFC/g) y al contrario de ésta, los

recuentos totales de la muestra del productor 8 fueron maés los bajos (1.1x105 UFC/g).

Figura 9. Recuento de mohos y levaduras en las muestras PC
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Los recuentos de mohos se hallaron en niveles de 10° a 10° UFC/g (fig. 10). La muestra
perteneciente al productor 2 fue en la que se observd una mayor contaminaciéon con mohos
(8.3x10° UFC/g) y en contraste con ésta, la muestra que pertenecia al productor 9 (1.7x10°

UFC/g) resulto ser la que tuvo el recuento de mohos mas bajo.

Figura 10. Recuento de mohos de las muestras PC
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Los recuentos de levaduras en las muestras PC se registraron con limites de 10*a 10° UFC/g
(fig. 11). La muestra perteneciente al productor 3 fue la que tuvo el recuento de levaduras més
alto (5.5x10° UFC/g) y al contrario de ésta, la muestra obtenida del productor 5 (8.4x10*

UFC/g) present6 el recuento de levaduras mads bajo.

Figura 11. Recuento de levaduras de las muestras PC
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Los reportes sobre recuentos totales en granos de cebada antes de la cosecha son escasos, sin
embargo, nuestros resultados se muestran mds altos que los obtenidos [10* UFC/g] por

Follstad & Christensen (1962), en granos de cebada antes de ser cosechados, aunque
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concuerdan con los resultados reportados por otros autores (10° UFC/ g), obtenidos de mezclas
de maiz y trigo utilizadas como forraje (Bauduret, 1980; Saubois & Nepote 1994; Martinez,
2003).

Los recuentos de mohos de los productores 2, 3, 4, y 5 fueron considerablemente mayores a
los reportados por Follstad & Christensen (1962), quienes encontraron niveles de
contaminacién por mohos de 10° UFC/g, sin embargo, el resto de las muestras presentaron

resultados similares.

Numerosos reportes han revelado que la zona de cultivo, los factores climaticos y las
précticas agricolas son los responsables de un aumento en la actividad de ciertos organismos
fingicos (Rabie & Liibben, 1993; ICMSF, 2001; Young & Loughman, 2001; Akar et al.,
2003), esto indica que durante el tiempo que permanecieron los granos analizados en el
campo, se pudieron haber presentado las condiciones adecuadas para el desarrollo y

crecimiento elevado de mohos y levaduras.

En lo que respecta a las practicas agricolas, un factor que puede llegar a contribuir con la
poblacién de mohos es el sistema de monocultivo de la cebada, ya que se considera que puede
aumentar la presencia de enfermedades en las plantas y por tanto, la presencia de hongos en
los granos; por ultimo, el volumen de siembra por hectdrea es otro factor mds a considerar,
puesto que un volumen de semillas por hectarea demasiado alto, puede favorecer la formacién
de microclimas dentro del drea de cultivo que pueden servir como reservorios de organismos
fingicos (Follstad & Christensen, 1962; Lopez, 1991; Young & Loughman, 2001; INIFAP,
2004).

Puesto que las condiciones climaticas a las que estuvieron sometidos los cultivos, fueron las
mismas, todo parece indicar que las diferencias observadas en los recuentos totales, de mohos
y de levaduras, entre los productores, pudieron deberse a situaciones de indole cultural (por
ejemplo, practicas agricolas efectuadas por cada uno de los productores) ya que se ha
reportado que si al momento de realizar la preparacion del suelo para los cultivos, se mantiene
suficiente material orgdnico sobre la superficie, los hongos serdn responsables de la mayoria
de los procesos de descomposicion y la actividad microbiana ocurrird cerca de la superficie

(De la Cruz, 2002).
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5.1.2. MUESTRAS RECOLECTADAS EN LA ETAPA DE COSECHA (CO)

El 100% de las muestras CO mostraba crecimiento fingico aparente. L.a mayoria de las
muestras presentaron el 50% de sus granos enmohecidos, con excepcion de las muestras
provenientes de los productores 8 y 9, que tuvieron un menor porcentaje de granos afectados
(40 y 30 %, respectivamente). Estas muestras presentaron una cantidad de polvo considerable

y contenian restos vegetales secos, fragmentos de tallos y hojas.

Los recuentos totales en las muestras CO, presentaron cantidades de 10°a 10’ UFC/g (fig.
12). La muestra perteneciente al productor 8 fue la que presentd los recuentos totales de
mohos y levaduras més elevados (1.2x10” UFC/g) mientras que, el recuento total mas bajo

correspondi6 a la muestra del productor 7 (1.1x10° UFC/g).

Figura 12. Recuento de mohos y levaduras de las muestras CO
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Los recuentos de mohos en las muestras CO, se hallaron en niveles de 10* a 10 UFC/g (fig.
13). La muestra correspondiente al productor 4 fue la que tuvo el recuento de mohos maés alto
(4.0x10° UFC/g) y a diferencia de ésta, el recuento de mohos de la muestra del productor 10

fue el més bajo (1.2x10* UFC/g).
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Figura 13. Recuento de mohos de las muestras CO
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Los recuentos de levaduras en las muestras CO, mostraron valores de 10° a 10’ UFC/g (fig.
14). En la muestra del productor 8 se observo el recuento de levaduras més alto
(1.2x10"UFC/g) y al contrario de ésta, en la muestra del productor 7 se encontré el recuento

més bajo (1.1x10° UFC/g).

Figura 14. Recuento de levaduras de las muestras CO
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Los resultados de los recuentos de mohos y levaduras obtenidos de las muestras CO, se
muestran mas altos que los obtenidos por Kristensen & Elmholt (2002), los cuales obtuvieron
recuentos totales de mohos y levaduras de 10° UFC/g en granos de centeno recién cosechados
y establecieron una relacién entre el momento de la cosecha y la poblacién de hongos, puesto
que los granos que se cosechaban a tiempo presentaban recuentos mas bajos que los granos
cosechados tardiamente; no obstante, nuestros resultados coinciden con los reportados en un

estudio llevado a cabo en Polonia (Krysinska et al., 2001), en el cual se realizé un andlisis de
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la contaminacidn fungica en granos de trigo recientemente cosechados con alto contenido de

polvo y los recuentos totales cafan en un rango de 10° a 10’ UFC/g.

En lo que respecta al recuento de mohos, los resultados de las muestras pertenecientes a los
productores 1, 6, 7, 8, 9 y 10, fueron los més bajos (10* UFC/g), estos valores concuerdan con
los reportados por Zvicevicius et al. (2005) para granos de cebada cosechada recientemente
utilizada como forraje, sin embargo, son superiores a los obtenidos en este mismo estudio
para granos de cebada maltera (10° UFC/g). Las muestras de los productores 2, 3, 4 y 5
presentaron recuentos de mohos en un orden de 10° UFC/g, valores superiores a los
reportados por Zvicevicius et al. (2005) y otros autores para mezclas de cereales (trigo, trigo
forrajero y centeno) [104 UFC/g] (Kristensen & Elmholt, 2002; Loiveke, 2004b). Para todas
las muestras analizadas, los recuentos de levaduras, fueron mayores que los obtenidos (105

UFC/g) por Kristensen & Elmholt (2002), en granos de centeno recién cosechados.

Es inmediatamente después de la cosecha cuando en los granos se desarrollan cambios
importantes, los cuales dependen de la temperatura y del contenido de humedad (Muir &
White, 2004), por lo que también durante la cosecha las condiciones climéticas juegan un
papel importante en la deposicién de microorganismos en la superficie del grano (Ackermann,
1998). Asimismo, la severidad en la infeccidn se incrementa cuando se ha retrasado la
cosecha y al presentarse temporadas Iluviosas (Kristensen & Elmholt, 2002; Loiveke, 2004%),
la cantidad de polvo en esta etapa igualmente juega un papel importante en el grado de
contaminacion, pues las operaciones agricolas en dreas rurales, y en particular durante la
cosecha, se han considerado como una importante fuente de polvo, compuesto esencialmente
por materia orgénica y bioaerosoles, que permiten la dispersion de esporas fungicas en dreas
cercanas (Abdel Hameed & Khoder, 2001; Mitakakis et al., 2001). Las muestras analizadas en
esta etapa contenian una cantidad considerable de polvo y la cosecha se realizé tardiamente,
esto podria explicar los altos recuentos de mohos y levaduras obtenidos para todas las

muestras.
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5.1.3. MUESTRAS ALMACENADAS
5.1.3.1. Muestras almacenadas durante 3 meses (ALM3)

Todas las muestras recolectadas durante esta etapa presentaron crecimiento fingico aparente.
La mayoria mostré un 60% de granos enmohecidos con excepcion de las muestras
pertenecientes a los productores 8 y 9, que presentaron un porcentaje de granos aparentemente
contaminados del 50%. Las muestras de esta etapa presentaban ademds de un elevado
aumento en la cantidad de polvo, una gran cantidad de tierra, piedras pequefias, trozos de

insectos y abundantes restos de materia orgdnica (trozos de tallos y hojas secas).

Los recuentos totales de mohos y levaduras, en las muestras ALM3, registraron cifras de 10% a
10" UFC/g (fig. 15). Las muestras pertenecientes a los productores 6 y 7, fueron las que
presentaron los recuentos totales més elevados (1.1x10” UFC/g), y en contraste con éstas, el

recuento total de la muestra del productor 10 fue el mds bajo (3.8 x10° UFC/g).

Figura 15. Recuento de mohos y levaduras de las muestras ALM3
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Los recuentos de mohos en las muestras ALM3, se hallaron en niveles de 10°a 10* UFC/g
(fig.16). La muestra que presentd el recuento de mohos mds alto fue la procedente del
productor 7 (9.9x10" UFC/g), en cambio, la muestra del productor 10 resulté ser la que tuvo

el menor recuento (6.4x103 UFC/g).
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Figura 16. Recuento de mohos de las muestras ALM3
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Los recuentos de levaduras en las muestras ALM3, presentaron cantidades de 10° a 10’
UFC/g (fig. 17). Al igual que en el recuento total, las muestras correspondientes a los
productores 6 y 7 mostraron los recuentos de levaduras mds elevados (1.1x10" UFC/g)

mientras que, la muestra del productor 10, tuvo el recuento mds reducido (3.8 x10° UFC/g).

Figura 17. Recuento de levaduras de las muestras ALM3
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5.1.3.2. Muestras almacenadas durante 5 meses (ALM 5)

La muestra correspondiente al productor 4 era la que mdas enmohecida se observaba
(presentaba el 80% de sus granos afectados), las muestras de los productores 3 y 5
presentaban un grado de enmohecimiento menor (70 % de sus granos afectados) y el resto de

las muestras presentaba un porcentaje inferior de contaminacién (60% de granos afectados).
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La cantidad de tierra, polvo y piedrecillas encontrados en este estadio de recoleccion, al igual
que los restos de material orgdnico contaminado, era similar a la de la etapa anterior.

Los recuentos totales de las muestras ALM5, mostraron valores de 10° a 10" UFC/g (fig. 18).
En la muestra perteneciente al productor 4 se observé el recuento total mds alto de esta etapa
(1.0x10” UFC/g) por el contrario, el recuento total de la muestra obtenida del productor 3, fue

el mds bajo (2.8x10° UEC/g).

Figura 18. Recuento de mohos y levaduras de las muestras ALM5

log O UIFClig

O = k2w Mmoo

1 2 3 4 5 G 7 g 9 10
Productares

Los recuentos de mohos de las muestras ALLMS5, se observaron en niveles de 10° a 10* UFC/g
(fig. 19). La muestra que presentd una mayor contaminaciéon con mohos fue la
correspondiente al productor 4 (8.6x10* UFC/g) en contraste, la muestra del productor 2

resulté ser la que tuvo un menor recuento (3.8x10° UFC/g).

Figura 19. Recuento de mohos de las muestras ALMS5
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Los recuentos de levaduras en las muestras ALMS5 registraron cantidades de 10° a 10’ UFC/g

(fig. 20). La muestra que se obtuvo del productor 4 present6 el recuento de levaduras maés alto
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(1.0x10” UFC/g) a diferencia de ésta, la muestra proporcionada por el productor 3, present6 el

recuento de levaduras mds reducido de esta etapa (2.8 x10° UFC/g).

Figura 20. Recuento de levaduras de las muestras ALMS
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Con respecto al recuento de mohos, los resultados obtenidos en las muestras ALM3 y ALMS,
fueron més bajos que los valores reportados por Aran & Eke (1987) y Loiveke et al. (2004) de
(10°-10° UFC/g) y (10*-10° UFC/g) respectivamente en granos de arroz, avena, cebada, maiz
y trigo, en granjas de Turquia y Estonia. Sin embargo, Baliukoniene et al. (2003) y Railiene et
al. (2005), reportaron recuentos similares (104 UFC/g) a los obtenidos en nuestro estudio, en
granos de cebada almacenados provenientes de granjas (pequefia y mediana produccién) y
molinos, ambos en Lituania. Los valores de tres de las muestras de cebada analizada
(productor 10; muestras ALM3 y productores 2 y 3; muestras ALMS5) coinciden con valores
reportados (10° UFC/g) por Follstad & Christensen (1962), en granos de cebada recolectados
de granjas de Estados Unidos.

Los resultados de los recuentos de levaduras durante el almacenamiento son similares a los
encontrados por Laitila ef al. (2005), en granos de cebada conservados en un ambiente de alta

humedad.

El almacenamiento, si las condiciones lo permiten, es la etapa en que generalmente los mohos
presentes en los granos se hacen visibles. La humedad y el calor pueden incrementar el rango
de deterioro y junto con la composicion del aire intergranular, pueden llegar a afectar la

presencia de mohos a lo largo del mismo (Muir & White, 2004).
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Los hongos que se encuentran presentes durante el almacenamiento pueden tener su origen en
los contenedores de trasporte, en los sacos y en los mismos depdsitos. El polvo generado cada
vez que se maneja el grano es una de las principales causas de dispersion de las esporas
fingicas al ambiente de los silos, asimismo, el polvo de los granos que usualmente se recoge,
se le vuelve a anadir a los propios granos. Por otra parte, los granos almacenados estdn
moribundos y les faltan los mecanismos defensivos de los granos frescos, por lo que en
condiciones inadecuadas de almacenamiento se pueden ver desarrollados diversos organismos
fingicos. (ICMSF, 2001). En el interior de un volumen de grano ya almacenado, la
diseminacién de las esporas fungicas, por medio de insectos parece ser la forma mds

importante en que se puede propagar la contaminacion (Ramirez, 1984; Muir & White, 2004).

Es pertinente mencionar que las condiciones de almacenamiento de los productores, tienen
como objetivo proteger a los granos de elementos como la lluvia, la humedad del suelo, aves,
y plagas de insectos y roedores, sin embargo, no les proporcionan una proteccion adecuada de
elementos como la humedad del ambiente, el viento y el polvo que puede ser acarreado por

éste.

Debido a que la parte frontal de los almacenes no poseia ningtn tipo de proteccién, a los
granos se les provey6 de una ventilacién considerable durante el almacenamiento. Como la
humedad relativa del ambiente no estaba controlada, se promovi6 la formacién de puntos de
humedad dentro de los mismos sacos y dado que el sistema utilizado para llenar los sacos
facilit6 la dispersion de polvo hacia los granos, se explica el incremento de levaduras durante
ésta etapa, ya que el desarrollo de estos organismos depende enormemente de las condiciones
del medio y la humedad (ICMSF, 2001). Aunque se observaron diferencias entre los
recuentos de las muestras de los diferentes productores, éstas no fueron tan importantes, lo

cual resulta comprensible puesto que las condiciones de almacenamiento fueron las mismas.
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5.1.4. COMPARACION DE RESULTADOS EN LAS DIFERENTES ETAPAS

Con respecto al crecimiento fungico aparente de las muestras de cebada, se observé que en los
granos aparentemente contaminados con mohos, se notaba cierto grado de decoloracién, por
lo que los granos presentaron un color amarillo més claro y opaco, ademds, se advertia la
presencia de pequefios puntos negros y excoriaciones sobre la superficie del mismo. En las
muestras PC, si bien los granos contaminados presentaban las sefiales ya descritas, éstas no
eran tan pronunciadas como en las muestras CO, asi como en las muestras ALM3 y ALMS5,
ademds que en los granos de las tres dltimas etapas mencionadas, principalmente en ALMS5,
se podian observar una mayor cantidad de pequefias motas negras que invadian la superficie
de los granos. Esto coincide con los signos de contaminacion fiingica reportados por Young &
Loughman (2001), quienes analizaron granos de cebada dafiados por mohos, sin embargo, los
granos de cebada de Tlanalapa, no presentaron coloracion gris alguna, que de acuerdo a los
autores antes mencionados, corresponde a una forma mas extrema de contaminacion fiingica.
Al igual que en nuestro caso, Follstad & Christensen (1962), aislaron una mayor carga flingica
en granos decolorados y manchados que en granos aparentemente sanos. Kotheimer &
Christensen (1961), hallaron un mayor nimero de microorganismos en el malteado, después
del remojo de la semilla de cebada, en granos afectados por manchas y decoloracion, que en

granos aparentemente saludables y claros.

Los recuentos totales de mohos y levaduras en todas las muestras analizadas, a lo largo del
estudio, presentaron valores de recuentos de entre 10’y 10’ UFC/g (fig. 21), lo que en si
representa una contaminacion alta, siendo menor el rango en que se mantuvieron los
recuentos en la etapa previa al cosechado de las muestras, aumentando en el transcurso de un
mes y manteniéndose en los mismos rangos en las etapas posteriores. Estos resultados son
mads altos, incluyendo a los valores de la etapa de precosecha, en al menos una unidad
logaritmica, que los resultados obtenidos por otros autores al analizar muestras de granos de
cereales (maiz y trigo) destinados para consumo humano (Abarca et al., 1994; Castella et al.,
1996; Castelld et al., 1999; Martinez, 2003). Las muestras PC presentaron los recuentos

totales més bajos.
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En la figura 21 se muestran las medias de los valores de los recuentos de mohos y levaduras
obtenidos para cada etapa de recoleccion. Para determinar si estos resultados diferian
significativamente, se realiz6 un ANOVA entre los resultados de las etapas. Se observaron
diferencias significativas, para al menos una de las medias de las etapas de recoleccion
(F=16.567 y sig. 0.00). La prueba de Tukey nos indic6é que los valores del recuento total de
mohos y levaduras en las muestras PC, resultaron significativamente inferiores (sig. 0.05) a

los obtenidos en las muestras recolectadas en los demas estadios.

El grado de contaminacién flingica en granos y cereales almacenados y en piensos, puede
utilizarse como una medida de la calidad de las condiciones de almacenamiento (temperatura
y grado de humedad adecuados, etc.) a las que han sido sometidas. Asi, los piensos o granos
con bajos recuentos fingicos (10'-10° UFC/g), pueden considerarse de mejor calidad y mds

seguros, que aquellos con recuentos (10° UFC/ g) mas altos (Karunaratne & Bullerman, 1990).

Es importante enfatizar que todas las muestras analizadas, en los distintos periodos de
recoleccion, presentaron recuentos totales de mohos y levaduras méas elevados que el valor
permitido por la ICMSF, que es de 1x10* UFC/g (ICMSF, 1980; Freitas & Scussel, 2002), sin
embargo, ciertas muestras de la etapa PC, mostraron recuentos de mohos y levaduras
similares al maximo nivel permitido por Chelkoswski (1991), que reporta que el recuento

total de mohos y levaduras no deberfa superar el valor de 1x10° UFC/g.

En relacién a los recuentos de mohos en las muestras analizadas, a lo largo del estudio, estos
mostraron cifras de 10* y 10° UFC/g. Las muestras PC resultaron con la mayor contaminacién
por mohos, y al contrario de ésta, las etapas ALM3 y ALMS5 fueron las que presentaron una

menor presencia de mohos.

En la figura 22 se muestran las medias de los valores del recuento de mohos, obtenidos para
cada etapa de recoleccion. Para determinar si estos resultados diferian significativamente, se
realizé un ANOVA entre los resultados de las etapas. Se observaron diferencias significativas

para al menos una de las etapas de recoleccion (F=4.68 y sig. de 0.005). La prueba de Tukey
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revel6 que los valores obtenidos del recuento de mohos son significativamente mayores (sig.

0.05) en las muestras PC y CO.

Con respecto a los recuentos de levaduras, estos se encontraron en cantidades de 10* a 10’
UFC/g, siendo las etapas ALM3 y ALMS las que presentaron los valores més altos y la etapa
PC los valores mds bajos. Curiosamente, los recuentos de mohos presentaron los valores més
bajos en las fases ALM3 y ALMS, siendo la etapa PC la que presentd los valores més altos
del recuento de mohos. Una gran cantidad de levaduras en condiciones de almacenamiento
pueden impedir el desarrollo de ciertos géneros de mohos, esto puede ser debido a la
competencia por el oxigeno, pero también por la cantidad de CO, que pueden llegar a

producir (Manhanna, 1991; Hoffman & Combs, 2004).

En la figura 23 se muestran las medias de los valores de los recuentos de levaduras, obtenidos
en cada etapa de recoleccion. Para determinar si estos resultados diferian significativamente
se realiz6 un ANOVA entre las etapas. Se observaron diferencias significativas para al menos
unas de las etapas de recoleccion (F= 8.78, sig. 0.00). El andlisis de Tukey indic6 que los
valores de los recuentos de levaduras en las muestras PC, son significativamente inferiores

que los valores de los recuentos de las demads etapas.

Los recuentos totales de las muestras analizadas, fueron un reflejo del grado de contaminacién
por levaduras, pues en todos los casos, a excepcion de una muestra en la etapa de precosecha,
los recuentos de levaduras fueron mayores que los recuentos de mohos, principalmente en las
etapas en que se realizaron los recuentos fingicos al estar los granos almacenados. Las
levaduras normalmente no causan problemas de deterioro (ICMSF, 2001), aunque en
suficiente cantidad pueden contribuir a la formacién de inestabilidad aerdbica y a la

disminucién del pH (Hoffman & Combs, 2004).
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Figura 21. Medias de los recuentos de mohos y levaduras en las etapas de muestreo

logg1 0 UF Cig

Etapa

Figura 22. Medias de los recuentos de mohos en las etapas de muestreo
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5.2. GENEROS FUNGICOS AISLADOS

Se aislaron 15 géneros fungicos en las distintas muestras de cebada analizadas: Fusarium
spp., Cladosporium spp., Rhizopus spp., Penicillium spp., Alternaria spp., Aspergillus spp.,
Ulocladium spp., Epicoccum spp., Trichoderma spp., Curvularia spp., Aureobasidium spp.,

Chrysonilia spp., Geomyces spp., Trichotecium spp. y Mycelia sterilia.

Los géneros flingicos aislados se reportaron en porcentaje de frecuencia, el cual se calcul6
como el nimero de muestras en que estuvo presente el género, sobre el total de las muestras

analizadas, por cien.

5.2.1. MUESTRAS RECOLECTADAS UN MES PREVIO A LA COSECHA (PC)

En esta etapa se aislaron 7 géneros fungicos en las distintas muestras de cebada
analizadas: Alternaria spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp.,
Mycelia sterilia, Penicillium spp. y Rhizopus spp., (cuadro 6) de los cuales, los
géneros aislados con mayor frecuencia fueron: Cladosporium spp. (100%), Alternaria
spp. (60%), Penicillium spp. (50%) y Mycelia sterilia (50%), nuestros resultados
coinciden con los de Marchand (2003), en un estudio llevado a cabo en granos de
cebada recolectados antes de la cosecha, en diferentes zonas pertenecientes a los
Valles Altos de los Estados de Hidalgo y Tlaxcala (tiene especial importancia, debido
a la cercania con nuestras zonas de muestreo), en donde los géneros
predominantes fueron Alternaria spp (97%) y Penicillium spp. (30%), sin embargo, el
autor report6 la incidencia de Aspergillus spp., el cual, en el presente estudio no se
aislé en las muestras PC. También nuestros datos muestran concordancia con los
resultados obtenidos por otros autores en distintas partes del mundo, durante el
estudio de la micoflora en muestras de cebada antes de ser cosechada (Follstad &
Christensen, 1962; Rabie & Libben, 1993; Young & Loughman, 2001), donde los
géneros Alternaria spp., Cladosporium spp., Mycelia sterilia y Penicillium spp. se

encontraban dentro de los géneros predominantes en las muestras analizadas.
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La mayoria de los géneros aislados en esta etapa (Cladosporium spp., Alternaria spp.,
Rhizopus spp.), no se consideran pardsitos de las plantas (con excepcion de Fusarium spp.);
aunque pueden llegar a crecer a costa de excreciones de las plantas y material organico
(polvo, polen, etc.), este tipo de organismos usualmente no penetran al interior de la semilla,
pero bajo ciertas condiciones pueden llegar a cambiar a la forma de vida parésita, logrando
dafiar la vitalidad y la calidad de los granos (Loiveke et al., 2004), por lo que se considera que
la incidencia de estos géneros flngicos en etapas cercanas a la cosecha, es un factor
importante en la reduccion de la cantidad y la calidad de las materias primas y especialmente
las especies de hongos que son capaces de producir micotoxinas juegan un papel substancial

en la calidad sanitaria de los granos (ICMSF, 2001; Akar et al., 2003).

5.2.2. MUESTRAS RECOLECTADAS EN LA ETAPA DE COSECHA (CO)

Los géneros fungicos aislados en esta etapa, coincidieron con los que se aislaron en la etapa
anterior, exceptuando a los géneros Aspergillus spp., Epicoccum spp., Trichoderma spp. y
Ulocladium spp., los cuales se aislaron en ciertas muestras CO (cuadro 6), sin embargo, a
diferencia de la etapa anterior, en ésta no se logré aislar el género Curvularia spp. De los 10
géneros aislados en esta etapa, los que se observaron con mayor frecuencia fueron:
Cladosporium spp. (100%), Fusarium spp. (70%), Mycelia sterilia (80%) y Alternaria spp.
(60%). Los datos obtenidos coinciden con los reportados por otros autores en muestras de
granos de cebada recolectados poco después de la cosecha y que fueron obtenidas de
diferentes regiones pertenecientes a los Municipios de Apan, Tepeapulco, Singuilucan (De la
Cruz, 2002) y Tolcayuca, Hidalgo (Romero, 2004), municipios vecinos de Tlanalapa, en
dichos estudios se encontré que los géneros Fusarium spp. y Alternaria spp. fueron los
géneros dominantes y se pueden localizar habitando de manera considerable el interior de la
semilla de cebada. Igualmente nuestros resultados reflejan similitud con los obtenidos por
otros autores durante el estudio de la micoflora en muestras de cebada recién cosechada
(Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Ackermann, 1998; Semaskiene et al., 2005),
donde los géneros Fusarium spp., Alternaria spp. y Cladosporium spp. se encontraban dentro

de los géneros predominantes en las muestras analizadas.
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A diferencia con Abdel-Kader ef al. (1979), en el presente estudio, los géneros Aspergillus y
Penicillium no fueron los géneros aislados con mayor frecuencia, aunque se aislaron cepas

pertenecientes a estos géneros en por lo menos una muestra de cebada analizada en ésta etapa.

Se pudo observar que luego de haber sido cosechados, los granos transportan consigo una
gran variedad de géneros fiingicos tanto de campo como de almacenamiento que pueden estar
presentes como esporas o micelio tanto en la superficie como en las capas mds internas de la
semilla (Ramirez, 1984; Pan de la Guerra, 2000; Baliukoniene et al., 2003). Nuestros
resultados muestran concordancia con Christensen & Kauffman (1969), quienes observaron
que, en el momento de la cosecha, los granos no eran colonizados en gran medida por hongos

de almacenamiento.

Cuadro 6. Porcentaje de frecuencia de los géneros

fungicos aislados en las muestras PC y CO

Frecuencia de aislamiento

f('j’lf:;eilc'g Muestras PC Muestras CO
%o %o

Alternaria spp. 60 60
Aspergillus spp. 0 20
Cladosporium spp. 100 100
Curvularia spp. 10 0

Epicoccum spp. 0 10
Fusarium spp. 20 70
Moycelia Sterilia 50 80
Penicillium spp. 50 30
Rhizopus spp. 20 30
Trichoderma spp. 0 10
Ulocladium spp. 0 20
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5.2.3. MUESTRAS ALMACENADAS

5.2.3.1. Muestras almacenadas durante 3 meses (ALM3)

Los géneros flingicos que se aislaron en esta etapa, coinciden con los géneros identificados en
las muestras CO, con excepcidn del género Aureobasidium spp., que fue aislado por lo menos
de una muestra, mientras que el género Epicoccum spp. el cual se presenté en las muestras
CO, no fue aislado en las muestras ALM3. Los géneros aislados con mayor frecuencia fueron:
Fusarium spp. (100%), Cladosporium spp. (100%), Mycelia sterilia (100%) y Alternaria spp.
(40%) [cuadro 7].

5.2.3.2. Muestras almacenadas durante cinco meses (ALMS5)

Los géneros fungicos encontrados, se igualan con los géneros aislados en la etapa
anterior (cuadro 7), sin embargo, en esta etapa se presenta el cambio de micoflora
mas notable, al no aislarse los géneros Aspergillus spp., Aureobasidium spp.,
Penicillium spp. y Rhizopus spp., mismos que se hallaron presentes en la etapa
anterior y con la aparicion de los géneros Chrysonilia spp., Geomyces spp. Y
Trichotecium spp. Los géneros con mayor frecuencia de aislamiento fueron:
Fusarium spp. (100%), Cladosporium spp. (100%), Mycelia sterilia (80%), Alternaria
spp. (50%) y Ulocladium spp. (40%).

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por otros autores durante el
estudio de la micoflora de granos de cebada almacenados (Ackermann, 1998;
Loéiveke et al., 2004; Railiene et al., 2005), en donde los géneros predominantes
fueron Alternaria, Fusarium, Cladosporium y Mycelia sterilia, sin embargo, la
incidencia de los géneros Aspergillus 'y Penicillium en estos estudios, es mayor a la
reportada por nosotros.

En contraste con El-Kady et al. (1982), quien reporta al género Aspergillus como el
género predominante en muestras de cebada almacenada, en el presente estudio
este género no fue uno de los aislados con mayor frecuencia, aunque en las

muestras ALM3, se aisl6 de por lo menos dos muestras.
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Cuadro 7. Porcentaje de frecuencia de los géneros

fingicos aislados en las muestras ALM3 y ALMS5

Frecuencia de aislamiento

Género
fiingico Muestras ALM3 Muestras ALMS
%o %

Alternaria spp. 40 50
Aspergillus spp. 20
Aureobasidium spp. 10 0
Chrysonilia spp. 0 30
Cladosporium spp. 100 100
Fusarium spp. 100 100
Geomyces spp. 0 10
Mycelia sterilia 100 80
Penicillium spp. 10 0
Rhizopus spp. 20 0
Trichoderma spp. 10 10
Trichotecium spp. 0 10
Ulocladium spp. 20 40

Los pardmetros de calidad del grano pueden cambiar durante el almacenamiento de la cebada,
incluso en aquellos acondicionados adecuadamente. Los cambios pueden ser debidos a una
ventilaciéon inadecuada, a un incremento en la concentracion de agua en las paredes del
granero o al calentamiento debido a factores bioldgicos (la respiracion de los organismos
juega un papel importante) [Ramirez, 1984; Pan de la Guerra, 2000; Baliukoniene et al.,
2003; Muir & White; 2004], por lo que se estos factores deben ser cuidadosamente
controlados durante un almacenamiento por largos periodos. En México, el problema de
conservacion de los granos reviste una mayor importancia debido a la carencia de buenos
almacenes, aunque en muchas partes existen almacenes donde el manejo del granos se realiza
con toda propiedad, puede afirmarse en forma general que muchos de los agricultores siguen
empleando bodegas carentes de toda ventaja para la buena conservacion de los granos,

ademds, el secado y la limpieza de los granos se practica a muy baja escala (Ramirez, 1984).

5.2.4. COMPARACION DE RESULTADOS EN LAS DIFERENTES ETAPAS
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La micoflora de las muestras de cebada analizada estaba conformada por dos grupos de
géneros ecoldgicamente definidos como hongos de campo y de almacenamiento (Christensen
& Kaufmann, 1969). El primer grupo esta constituido fundamentalmente por Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Fusarium spp. y Ulocladium spp. y el segundo por Aspergillus spp. y
Penicillium spp. Estudios similares en otras partes del mundo que concuerdan con nuestros
resultados, muestran que los principales géneros fingicos, a nivel de campo vy
almacenamiento, que contaminan los granos de cebada pertenecen a los géneros Alternaria
spp., Cladosporium spp., Epicoccum spp., Fusarium spp., Ulocladium spp., Penicillium spp. y
Rhizopus spp. (Flannigan & Healy, 1983; Lacey et al., 1991). El cuadro 8 muestra los
resultados de frecuencia de aislamiento de los géneros flingicos encontrados en las diferentes

etapas de nuestro estudio, comparadas con los resultados reportados por distintos autores.

Los géneros fungicos que se aislaron en todas las etapas del estudio fueron: Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Fusarium spp. y Mycelia sterilia. La frecuencia de Cladosporium spp. fue
la misma en todas las etapas de recoleccion (100%), asimismo, Mycelia sterilia mostré una
frecuencia de aislamiento alta en las muestras PC, CO, ALM3 y ALMS5 (50%, 80%, 100% y
80%, respectivamente). La frecuencia con que se aislo al género Alternaria spp. fue igual para
las muestras PC y CO (60%) y aunque disminuyé en las muestras ALM3 y ALMS, esta
continud siendo importante (40% y 50%, respectivamente). Fusarium spp. presentd una baja
frecuencia de aislamiento en las muestras PC (20%), sin embargo, este género fue

predominante en las muestras CO, ALM3 y ALMS (70%, 100% y 100%).

La presencia del género Cladosporium spp. en todas las muestras analizadas (PC, CO, ALM3
y ALMS), puede deberse a que de todos los mohos aislados en nuestro estudio, las esporas de
este género flingico se encuentran presentes en el aire en mayor cantidad (Carrillo, 2003), esto
puede ser atribuido al tamafio y a la naturaleza de sus esporas pues el género Cladosporium
spp. produce cadenas de conidios particularmente secos, facilmente dispersados por el aire
(Abdel Hameed & Khoder, 2001). Las especies de este género son consideradas saprobias y
causantes comunes de la descomposicién de las hojas y frecuentes colonizadoras de los
espacios interiores (Abbott, 2002). En cuanto a la ocurrencia de Cladosporium spp., el clima
himedo es mds favorable para que ésta suceda, especialmente durante la maduracién del

grano 'y en la etapa de cosechado  (Semaskiene et al,  2005).
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Cuadro 8. Comparacion con otros autores de los géneros aislados en las diferentes etapas de nuestro estudio

a=valores mayores a los reportados en el estudio, b=valores menores a los reportados en el estudio, c=valores aproximados a los
reportados en el estudio, d=géneros que no se aislaron en la etapa mencionada

No se encontraron reportes del aislamiento de los géneros Chrysonilia spp., Geomyces spp. y Trichotecium spp.

Frecuencia de aislamiento

Género Precosecha  Cosecha Almacén .
Referencias
% %0 %0
Alternaria spp. 100%, 97* 90, 1007, 1007, 8P Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Ackerman, 1998;
50°¢, 50¢ Young & Loughman, 2001; Baliukoniene ef al., 2003; Marchand,
2003; Romero, 2004; Semaskiene et al., 2005
Aspergillus spp. 1.4, 74 25,20¢, 31, 7¢, 95% El-Kady et al. 1982; Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986;
18¢, 50* Ackerman, 1998; Young & Loughman, 2001; Czerwiecki, 2002;
De la Cruz, 2002; Baliukoniene ef al., 2003; Marchand, 2003
Aureobasidium spp. 2¢ Lee et al., 1982
Cladosporium spp. 30, 17" 82¢, 50", 100° Chong & Sheridan, 1982; Ackerman, 1998; Young & Loughman,
2001; Marchand, 2003; Semaskiene et al., 2005
Curvularia spp. 2P 9d 3¢ Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Young & Loughman,
2001
Epicoccum spp. 3¢ 25°¢, 84°, 5¢ Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Ackerman, 1998;
Young & Loughman, 2001
Fusarium spp. 125,100 50", 7", 97%, 17° Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Ackerman, 1998;
15, 90?, 55¢ Young & Loughman, 2001; De la Cruz, 2002; Baliukoniene et al.,
2003; Marchand, 2003; Romero, 2004; Semaskiene et al., 2005
Mycelia sterilia 40°¢ Young & Loughman, 2001
Penicillium spp. 30°¢ 94*,13¢ 40* Chong & Sheridan, 1982; Lee et al., 1986; Baliukoniene et al.,
2003; Marchand, 2003
Rhizopus spp. 69" 16¢ Chong & Sheridan, 1982; Baliukoniene e? al., 2003
Trichoderma spp. 13¢ Chong & Sheridan, 1982
Ulocladium spp. 474 78* Chong & Sheridan, 1982; Young & Loughman, 2001




Ademas de los géneros ya descritos, en el presente estudio se aislaron géneros que si bien no
estuvieron en todas las etapas, si se presentaron en por lo menos una de éstas: Curvularia
spp., sOlo se presentd en las muestras PC (10%). Penicillium spp. al igual que Rhizopus spp.
se aislé en las muestras PC, CO y ALMS3, teniendo Penicillium spp. una frecuencia
considerable en las muestras PC (50%), sin embargo, ésta disminuyd en las etapas posteriores
(30% y 10%), Rhizopus spp. en cada etapa mostré una frecuencia baja (20%, 30% y 20%). La
frecuencia de Aspergillus spp., aunque baja, fue la misma para las muestras CO y ALM3
(20%), mientras que Epicoccum spp. Unicamente estuvo presente en las muestras CO (10%).
Los géneros Trichoderma spp. y Ulocladium spp. se presentaron en las muestras CO, ALM3
y ALMS, Trichoderma spp. tuvo la misma frecuencia de aislamiento en dichas etapas (10%),
y si bien Ulocladium spp. presentd la misma frecuencia en las muestras CO y ALM3 (20%),
estd aument6 en las muestras ALMS (40%). Aureobasidium spp. solamente se aislo en las
muestras ALM3 (10%), y al igual que éste, los géneros Chrysonilia spp. (30%), Geomyces
spp- (10%) y Trichoderma spp. (10%) sélo estuvieron presentes en las muestras ALMS.

El cambio en la micoflora es un proceso que normalmente se presenta en forma gradual,
puesto que dadas las condiciones, los granos de cebada parecen ser contaminados en un
principio por pardsitos débiles o facultativos, los cuales son mohos que pueden crecer en la
superficie de hojas y en los mismos granos, en estos se incluyen los géneros Alternaria spp.,
Cladospoium spp., Epicoccum spp. (fuerte antagonista de Alternaria) y Aureobasidium spp.,
aunque este ultimo se aisl6 hasta la etapa ALM3; posteriormente existen los llamados mohos
saprobios, que degradan los nutrientes mds sencillos, entre éstos se encuentran los géneros
Rhizopus spp. y Ulocladium spp. Existe otro grupo de mohos que si bien podria ser también
catalogado como saprobios, a éstos los caracteriza la capacidad de degradar nutrientes mds
complejos, entre estos estdn agrupados Fusarium spp. (principalmente considerado como
parasito de las plantas) y Trichoderma spp., el cual se ve afectado por la presencia de
Fusarium spp., también a este grupo pertenecen los géneros Aspergillus spp. y Penicillium
spp., sin embargo, la necesidad de humedad de estos dos ultimos mohos es menor. No
obstante, dadas sus caracteristicas, el tipo de hongo que se desarrolle y domine la comunidad
fingica del grano, dependerd de su interaccién con los otros y de como responda a las
condiciones fisicas del mismo (Ghelfa, 1996; Deacon, 1997; Pan de la Guerra, 2000; Abbott,
2002; Akar et al., 2003; Loiveke, 2004°).
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5.3. GENEROS POTENCIALMENTE TOXIGENICOS

5.3.1. MUESTRAS RECOLECTADAS UN MES PREVIO A LA COSECHA (PC)

Los géneros flngicos potencialmente toxigénicos aislados en las muestras PC fueron:
Alternaria spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. (fig. 24). El género Alternaria spp. mostrd
una frecuencia alta (60%), al igual que el genero Penicillium spp. (50%), mientras que el

género Fusarium spp. presentd una frecuencia baja (20%).

Figura 24. Géneros potencialmente toxigénicos aislados en las muestras PC
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Nuestros resultados coinciden con los de Flannigan (1970), quien en un estudio realizado en
Escocia en lotes experimentales de cebada observo que el hongo potencialmente toxigénico
que se encontraba con una mayor frecuencia era Alternaria spp. (85%), otro género
potencialmente toxigénico aislado comtinmente en este estudio fue Penicillium spp. De igual
forma, en un estudio de lotes experimentales de 3 cosechas de cebada inglesa, se observé que
Alternaria fue el género dominante (75%), también se ha comprobado que en Inglaterra, la
cebada estd contaminada con una gran variedad de especies pertenecientes al género

Penicillium (ICMSF, 2001).

La frecuencia de aislamiento obtenida para el género Fusarium spp. coincide con los
resultados reportados por otros autores (Salas et al., 1999; Henriksen & Elen; 2005), quienes
reportan una baja frecuencia de aislamientos para este género en granos de cebada antes de

ser cosechados.
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Los géneros Alternaria y Fusarium se presentan frecuentemente en los cultivos cuando éstos
se exponen a condiciones ambientales himedas; la infeccién por Fusarium aumenta cuando
estas condiciones coinciden con la etapa de floracién de la espiga, sin embargo, ha sido
observada una alta incidencia para Alternaria en climas relativamente secos (Sutton, 1982;
Cantalejo et al., 1998; Young & Loughman, 2001; NCFAP, 2002; Semaskiene et al., 2005), lo
anterior podria explicar la alta frecuencia de Alfernaria y la baja frecuencia de Fusarium,

obtenidas en esta etapa.

Con respecto a la alta frecuencia con que se aislo Penicillium, a pesar de ser catalogado como
hongo de almacenamiento, se ha reportado que algunas especies del género Penicillium
pueden llegar a invadir los granos antes de la cosecha por lo que también se le puede
clasificar como hongo intermedio entre el campo y el almacenamiento (Pan de la Guerra,

2000).

5.3.2. MUESTRAS RECOLECTADAS EN LA ETAPA DE COSECHA (CO)

Los géneros fingicos potencialmente toxigénicos aislados en las muestras CO fueron:
Alternaria spp. Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. (fig. 25). El género
Fusarium spp. aumenté su frecuencia en relacion a la etapa inmediata anterior (70%),
mientras que el género Alternaria spp. mantuvo la misma frecuencia (60%). En las muestras
CO, también se aislaron géneros pertenecientes al grupo de hongos de almacenamiento con
una frecuencia de aislamiento relativamente baja, como fueron Aspergillus spp. (20%) y

Penicillium spp. (30%)

Figura 25. Géneros potencialmente toxigénicos aislados en muestras CO
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Coincidiendo con nuestros resultados, en el este de Canadd se han reportado infecciones
bastante severas, causadas por el género Fusarium spp. llegando a afectar del 50 al 60% de
los cultivos (Tekauz, 1999). En un estudio llevado a cabo por Zvicevicius et al. (2005), en
cebada maltera recién cosechada, se aislaron cepas de los géneros potencialmente toxigénicos:
Aspergillus spp. y Fusarium spp., sin embargo, en cebada destinada al consumo animal
también aislaron cepas de Fusarium spp. y cepas de Alternaria spp., aunque los géneros
Penicillium spp. y Aspergillus spp., tuvieron una frecuencia mas baja. Czerwiecki et al.
(2002), aislaron cepas de Aspergillus spp. con un 25% de frecuencia en granos después de

cosechados, valor que se asemeja al obtenido en el presente estudio.

Krysinka et al. (2001) detectaron altas poblaciones de Fusarium en el polvo desprendido por
los granos al momento de ser cosechados, y dada la alta cantidad de polvo observada en
nuestras muestras, esto podria explicar el aumento en la frecuencia de este género, en relacion
a la etapa anterior. Con respecto a Penicillium spp. es importante anadir que este género se
desarrolla mejor que el género Aspergillus spp. en zonas templadas y en climas frios (ICMSF,
2001), de ahi que el aislamiento de Penicillium en esta etapa sea mayor que el del género
Aspergillus, mismo género que también ha sido clasificado como hongo de almacenamiento,
no obstante, Aspergillus puede desarrollarse también en el campo al existir condiciones de
sequia, logrando asi afectar a los cultivos durante ese espacio de tiempo (Ramirez, 1984;
Cassel et al., 2001); no obstante, Hua (2002) y (2004) reporta que ciertas cepas de levaduras
saprobias pueden ser capaces de modular la producciéon de esporas de Aspergillus spp.,
asimismo, Moreno (2004) ha reportado que la actividad de algunas especies de Fusarium spp.
en granos de cereales, reduce la presencia de Aspergillus flavus sin embargo, no se puede

afirmar que esta sea la principal razén de la baja frecuencia que presentd Aspergillus.

5.3.3. MUESTRAS ALMACENADAS

5.3.3.1. Muestras almacenadas durante 3 meses (ALM3)

Los géneros fungicos potencialmente toxigénicos aislados en las muestras ALM3 fueron:

Alternaria spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. (fig. 26).
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Figura 26. Géneros potencialmente toxigénicos aislados en las muestras ALM3
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5.3.3.2. Muestras almacenadas durante 5 meses (ALMS5)

Los géneros fungicos potencialmente toxigénicos aislados en las muestras ALMS fueron:

Alternaria spp. y Fusarium spp. (fig. 27).

Figura 27. Géneros potencialmente toxigénicos aislados en las muestras ALMS
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Los datos de frecuencia que obtuvimos para Fusarium spp. en las muestras ALM3 y ALMS se
incrementaron en relaciéon al periodo de recoleccién anterior. La frecuencia del género
Alternaria spp. fue menor en las muestras ALM3 (40%) que en las muestras ALMS (50%).
La presencia de ambos géneros durante el almacenamiento, también implica un riesgo
sanitario. En las muestras ALM3 el género Aspergillus spp. se mantuvo con la misma

frecuencia de aislamiento que en las muestras CO (20%), desapareciendo completamente en
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las muestras ALMS. El género Penicillium spp. en las muestras ALM3, presenté una
disminucién en la frecuencia de aislamiento (10%) con relacion a la etapa anterior,

mostrandose totalmente ausente en las muestras ALMS.

En concordancia con nuestros resultados, Christensen & Kaufmann (1969), reportaron que
luego de seis semanas de almacenamiento los granos de cebada eran invadidos por
Penicillium spp. y Aspergillus spp. También nuestros datos coinciden con Ackerman (1998),
el cual reporté la presencia de Alternaria spp., Fusarium spp. y Aspergillus spp. en granos de
cebada almacenados; sin embargo, en contraste con nuestros resultados, la frecuencia de

Aspergillus aument6 con el trascurso del tiempo de almacenamiento.

A diferencia de lo reportado por Follstad & Christensen (1962) y Ackerman (1998), en el
presente estudio la frecuencia de los géneros Aspergillus spp. y Penicillium spp. no aumento

durante el periodo de almacenamiento, si no que disminuyd.

La alta frecuencia del género Fusarium spp. (100%), se considera contradictoria, ya que este
género flngico es clasificado como un hongo que se desarrolla en el campo, aunque diversos
autores han sugerido que Fusarium spp. puede ser clasificado como un grupo intermedio entre
el campo y el almacenamiento, con la habilidad de desarrollarse durante el almacenamiento
siempre y cuando las condiciones de humedad lo permitan. El tiempo que permanezca en el
grano almacenado, depende del contenido de humedad y la temperatura en que se conserven
los granos, pues se ha reportado que el desarrollo de Fusarium dentro de un volumen de
granos almacenados, se ve inhibido a temperaturas mayores de 20°C (Ackermann, 1998;

Cantalejo et al., 1998; Pan de la Guerra 2000; Carrillo 2003).

Algunos autores consideran que cuando no se aislan géneros clasificados como de
almacenamiento, pero que, en su lugar se aislan altos porcentajes de hongos de campo, es un
indicio de que los granos han sido cosechados recientemente o que han sido almacenados bajo
buenas condiciones (Ackermann, 1998; Muir & White, 2004); por ejemplo, al almacenar el

grano con un contenido de humedad mayor al recomendado, el género Alternaria spp.
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comenzard a desaparecer y los hongos que se desarrollan durante el almacenamiento

comenzaran a incrementarse (Christensen & Kaufmann, 1969).

Aspergillus spp. y Penicillium spp. representan un mayor riesgo en productos ya
almacenados, y se ha concluido que estos hongos pueden contaminar el grano durante o
después de la cosecha, puesto que los conidios de estos hongos estdn presentes cominmente
en el aire aunque el género Aspergillus spp. crece y se desarrolla rdpido a temperaturas
cercanas a los 30°C y el género Penicillium spp. es abundante principalmente en granos con
alto contenido de humedad, almacenados a bajas temperaturas (Pan de la Guerra, 2000; Akar

et al., 2003).

Haasum & Nielsen (1998) reportan que los géneros Aspergillus y Penicillium se ven afectados
por concentraciones de CO, cercanas a 20% (con excepcion de P. roqueforti), igualmente
sefalan que si bien Fusarium se ve afectado por el CO,, la mayoria de las especies de este
género, son mas resistentes a concentraciones altas de CO, que los géneros anteriores, en otro
punto se menciona que el genero Alternaria se ve inhibido por concentraciones de CO, de
hasta 15%, pero un posterior aumento en la concentracion del gas parece estimular su
desarrollo; lo que explicaria el comportamiento de estos géneros durante el almacenamiento,
debido a que una elevada cantidad de levaduras pueden producir CO, suficiente para poder

inhibir el desarrollo de otros organismos.

5.3.4. COMPARACION DE RESULTADOS EN LAS DIFERENTES ETAPAS

En el transcurso del estudio se aislaron colonias de los géneros Alternaria, Aspergillus,
Fusarium y Penicillium los cuales son los géneros potencialmente toxigénicos mas
importantes a nivel mundial (Ferndndez, 2000; Adebajo & Popoola, 2003; Carrillo, 2003). En
las fotos 1-8, se pueden observar las imdgenes macroscépicas y microscopicas representativas
de los géneros potencialmente toxigénicos aislados en las diferentes etapas del presente

estudio.
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Foto 1. Colonias de Alternaria spp. después de Foto 2. Microfotografia de conidios de una cepa

5 dias de incubaciéon en agar EM, a 25°C, de Alfernaria spp. aislada en la etapa ALMS.

aisladas en la etapa ALMS5 1800 magnificaciones

1 2

-

Foto 3. Colonias de Aspergillus spp. después de Foto 4. Microfotografia de un conidiéforo de

7 dias de incubaciéon en agar EM a 25°C, una cepa de Aspergillus spp. aislada en la etapa

aisladas en la etapa CO CO. 500 magnificaciones

3 4
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Foto 5. Colonias de Fusarium spp. después de 5 Foto 6. Microfotografia de conidios de una cepa

dias de incubacion en agar EM, a 25°C, de Fusarium spp. aislada en la etapa ALM3.

aisladas en la etapa ALM3 5000 magnificaciones

5 6

Foto 7. Colonias de Penicillium spp. después de Foto 8. Microfotografia de un conidiéforo de
5 dias de incubaciéon en agar EM a 25°C, una cepa de Penicillium spp. aislada en la etapa

aisladas en la etapa PC PC. 600 magnificaciones

7 8
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Los géneros que predominaron en las muestras PC, fueron Alternaria spp. (60%) y
Penicillium spp. (50%), siendo el género Fusarium spp. el que mostré una frecuencia baja
(20%), observandose una total ausencia del género Aspergillus spp. En las muestras CO el
género Fusarium spp. mostré una alta frecuencia de aislamiento (70%), seguido del género
Alternaria spp. (60%), el cual no mostré variacién alguna en su frecuencia con respecto a la
etapa anterior, el género Penicillium spp. registr6 una frecuencia baja (30%), al igual que el
género Aspergillus spp. (20%). En las muestras ALM3 el género Fusarium spp. aumento su
frecuencia (100%), al contrario del género Alternaria spp. que mostré una disminucién en la
misma (40%), Aspergillus spp. continu6 con la misma frecuencia que la etapa anterior (20%)
y Penicillium spp. disminuy6 de forma critica (10%). En las muestras ALMS5 sélo se aislaron

los géneros toxigénicos Fusarium spp. (100%) y Alternaria spp. (50%).

Con relacién a la cantidad de géneros potencialmente toxigénicos que se presentaron en cada
etapa de recoleccion, las muestras CO y ALM3 fueron donde se registré la mayor cantidad de
los mismos (Aspergillus, Alternaria, Fusarium, y Penicillium) lo que corrobora la importancia
del recuento total como parametro de calidad sanitaria de los granos. Las muestras PC
presentaron una menor cantidad de dichos géneros (Alternaria, Fusarium y Penicillium)
siendo ésta la etapa en la que el control de la contaminacién por mohos es mds complicado.
En las muestras ALMS5 se aislé la menor cantidad de géneros potencialmente toxigénicos

(Alternaria y Fusarium), quizas debido a la competencia entre la micoflora presente.

En las figuras 28, 29, 30 y 31 se muestran las medias de los valores de los recuentos para los
géneros Alternaria spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. respectivamente,
aislados en cada etapa de recolecciéon. Para determinar si estos resultados diferian
significativamente se realiz6 un ANOVA entre las diferentes etapas. Se observaron
diferencias significativas para al menos una de las medias s6lo para el género Alternaria spp.
El andlisis de Tukey (sig. 0.05) indic6 que los valores de los recuentos de Alternaria spp. son

significativamente superiores en la etapa PC.
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Figura 28. Promedio de los recuentos de Alternaria en Figura 29. Promedio de los recuentos de Aspergillus en

cada etapa cada etapa
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Figura 30. Promedio de los recuentos de Fusarium en Figura 31. Promedio de los recuentos de Penicillium en

cada etapa cada etapa
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La contaminacién de los alimentos (tanto para consumo humano como animal) por mohos,
siempre es indeseable, ya que la presencia de géneros fungicos potencialmente toxigénicos,
independientemente del nivel, siempre puede causar problemas de toxicidad debidos a la

presencia de micotoxinas (Sharma et al., 1980; Karunaratne & Bullerman, 1990).
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5.4. CONTENIDO DE AFLATOXINAS TOTALES

El limite de deteccion del método inmunoenzimatico utilizado para la cuantificacion de las

aflatoxinas totales presentes en las muestras es < 1.7 ppb.

El contenido de aflatoxinas totales de las muestras PC no excedié la cantidad de 1.7 ppb
(Coef. Corr.= 0.9916). En las muestras CO, el rango de valores oscilaba de 2.4 ppb a 7 ppb
(Coef. Corr.=0.9962), siendo la muestra mas contaminada la correspondiente a la muestra
obtenida del productor 10, con 7 ppb, y las muestras menos contaminadas le pertenecian a los
productores 4 y 7, con 2.4 ppb cada una. En el cuadro 9 se muestra la concentracién de

aflatoxinas totales (ppb) que se detectd en cada productor en esta etapa.

Cuadro 9. Concentracion de aflatoxinas
en las muestras CO

Concentracion de aflatoxina:
(ppb)
3.6
32
39
2.4
2.8
4.1
24
2.9
6.3
7.0

Productor

O 0 9 N N bW NN =

—
(e

Los recuentos del género Aspergillus en éstas muestras se encontraron en niveles de 10*a 10°
UFC/g, se ha reportado que la cantidad de in6culo puede afectar la biosintesis de aflatoxinas,
con grandes poblaciones se reducen las posibilidades de produccién de toxinas por falta de
nutrientes, ocurriendo una maxima produccién de aflatoxinas en sustratos con una carga de
10° UFC/g, sin embargo también se reporta que las cepas de Aspergillus no aflatoxigénicas

pueden competir con el hongo productor de aflatoxinas por el sustrato necesario para la
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sintesis de dichos metabolitos, o crear condiciones no favorables para la produccion de los

mismos (Moreno, 2004).

El contenido de aflatoxinas en las muestras analizadas en el presente estudio fue bajo,
coincidiendo con algunos autores (Smith & Moss, 1985; Pan de la Guerra, 2000) que

consideran a la cebada como un cultivo poco susceptible a la contaminacién por aflatoxinas.

Diversos autores coinciden en que las aflatoxinas pueden ser producidas antes de la cosecha
del grano asi como en operaciones post-cosecha, debido al crecimiento de mohos del género
Aspergillus spp., cuando las condiciones ambientales se caracterizan por un estrés en el
contenido de humedad del suelo y con temperaturas elevadas, aunque generalmente las
aflatoxinas se presentan en paises con zonas de climas tropicales (Webley & Jackson, 1998;

Bankole & Adebanjo, 2003).

Sin duda alguna, las aflatoxinas son las micotoxinas que han sido mdas profundamente
estudiadas en todo el mundo (Abarca et al., 2000; Robledo et al, 2001) y de todas las
existentes, son las dnicas cuya presencia en cereales estd regulada en nuestro pais. En nuestro
estudio investigamos la cantidad de aflatoxinas totales en granos de cebada y aunque mayores
cantidades de aflatoxinas fueron detectadas en las muestras recolectadas durante la cosecha, la
concentracion en realidad fue varias veces mas baja que el nivel maximo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002 (Control de aflatoxinas en cereales para
consumo humano y animal) que es de 20 ppb de aflatoxinas totales en cereales, utilizados
para elaboracién de productos para consumo humano. Aunque los niveles de aflatoxinas
encontrados en las muestras de cebada analizadas fueron bajos, se ha comprobado que la
ingesta repetida de pequenas cantidades de estas toxinas disminuye la produccién y aumenta
la mortalidad de los animales, por lo que representa un serio problema para la industria
avicola y ganadera. Al mismo tiempo, es de sobra conocido, el hecho de que la contaminacién
de los piensos por aflatoxinas, puede resultar en la presencia de residuos de las mismas o sus
metabolitos, en productos tales como carne (ave, cerdo, vacuno, etc.), leche y huevos, con el

consiguiente riesgo para la salud humana que esto representa (Jaimez, 2001).
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5.5. CAPACIDAD AFLATOXIGENICA EN MEDIO DE CULTIVO

En condiciones Optimas, A. flavus produce al cabo de 15 dias, unos 300 ng de aflatoxinas por

mL de medio YES a 30°C (Carrillo, 2003).

En total se aislaron 14 cepas pertenecientes al género Aspergillus spp. (Cuadro 10).

Cuadro 10. Cepas aisladas de Aspergillus, etapa en la que se obtuvieron y productor al
que pertenecen

Etapa Productor Cepas aisladas
Cosecha 1 10
Cosecha 5 2
3 meses de almacenamiento 6 1
5 meses de almacenamiento 7 1

Las cepas del género Aspergillus spp. aisladas, se sembraron en medio YES y después de 7-
10 dias de incubacién, ninguna presenté un halo fluorescente brillante caracteristico que es
indicativo de la presencia de aflatoxinas, lo que nos indic6 que estas cepas no son

aflatoxigénicas, en medio de cultivo.

Generalmente la produccion de micotoxinas no ocurre sin el crecimiento del moho productor.
Ademads, la presencia de hongos micotoxigénicos en determinado producto no indica
automdticamente la presencia de micotoxinas, sin embargo, cuando las toxinas estan presentes
éstas pueden persistir mucho después de que el crecimiento vegetativo haya ocurrido y los

mohos hayan muerto (Bullerman et al., 1984).

Nuestros resultados indican que el tiempo que permanecié la cebada en el campo
(aproximadamente 1 mes), desde la etapa de precosecha hasta la fase de recoleccion fue
suficiente para que especies toxigénicas del género Aspergillus spp. consiguieran aumentar la

cantidad de aflatoxinas, aunque no sobrevivieron hasta la cosecha.
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Dentro de una especie considerada potencialmente toxigénica, el porcentaje de cepas
productoras puede ser muy distinto, algunos autores indican que aproximadamente el 40% de
los aislamientos son aflatoxigénicos. Sin embargo, en la mayoria de los estudios realizados en
Espana con la finalidad de determinar la capacidad aflatoxigénica, en medio de cultivo, de
algunas especies de Aspergillus spp., el porcentaje de cepas productoras de aflatoxinas fue
inferior al 15% (Abarca et al., 2000). Por otro lado, en un estudio realizado en Egipto, Abdel-
Mallek et al. (1993) reportaron que el porcentaje de cepas del género Aspergillus spp. capaces
de producir toxinas, fue de 67%, mientras que Jay (2002), en concordancia con nosotros,
refiere que de un total de 25 aislamientos de A. flavus y A. parasiticus, ninguno produjo
aflatoxinas en ocho dias que durd la prueba e indica que, evidentemente puede haber

crecimiento del moho sin produccién de aflatoxinas.
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6. CONCLUSIONES

Las condiciones de cultivo y almacenamiento de los granos de cebada de los productores del
Municipio de Tlanalapa durante el periodo de estudio, fueron propicias para el crecimiento y

desarrollo de mohos y levaduras, entre ellos, hongos de géneros potencialmente toxigénicos.

Todas las muestras analizadas en las diferentes etapas estudiadas presentaron recuentos

elevados tanto de mohos como de levaduras, lo que refleja una mala calidad sanitaria.

La micoflora de la cebada analizada estuvo integrada por quince géneros fungicos, incluidos
géneros potencialmente toxigénicos (Alternaria spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. y
Penicillium spp.) y deteriorantes de alimentos (Cladosporium spp., Ulocladium spp. y
Rhizopus spp.), siendo los géneros predominantes Fusarium spp., Alternaria spp. y

Cladosporium spp.

Los niveles de aflatoxinas encontrados estuvieron por debajo del limite que establece la
Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002; sin embargo, se ha comprobado que la
ingesta repetida de bajos niveles de las mismas, pueden afectar la salud de humanos y

animales haciéndolos mas susceptibles a las enfermedades infecciosas.

No parece existir una correlacion entre la presencia de cepas de Aspergillus spp. y la presencia

de aflatoxinas en las muestras analizadas.

Durante el periodo de almacenamiento, ocurrid un cambio drdstico en la micoflora
contaminante de los granos de cebada, ya que la poblacion de mohos disminuy6
significativamente mientras que la de levaduras aumentd notablemente, ademads, de

imprevisto, los mohos de campo prevalecieron sobre los hongos de almacenamiento.

El perfil de micotoxinas que podria surgir de los géneros potencialmente toxigénicos aislados
es muy amplio, la presencia de micotoxinas tales como el &cido tenuazdénico,
desoxinivalenol, toxina T-2, zearalenona, aflatoxinas y ocratoxinas, entre otras, podrian
llegar a ser importantes en los granos de cebada, con el consiguiente riesgo sanitario que esto

representa para la salud humana y animal.
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7. PERSPECTIVAS

Seria recomendable conocer la calidad micolégica de cebada de otras regiones para poder
relacionarla con factores como el clima, época de cosecha, sistema de cultivo empleado,

condiciones de almacenamiento, etc.

Debido a la alta incidencia de los géneros toxigénicos Alternaria spp. y Fusarium spp. en las
muestras analizadas, seria pertinente efectuar un estudio para determinar la presencia de las

micotoxinas que producen, en granos de cebada.

Seria recomendable asesorar a los productores de cebada acerca de las condiciones de
almacenamiento que favorecen el desarrollo de mohos y levaduras para que en la medida de lo
posible se prevenga su crecimiento y por consiguiente, la formacién de micotoxinas en los

mismos.

Resultaria interesante realizar un monitoreo continuo de la calidad sanitaria de cereales
cultivados en el estado de Hidalgo asi como estudiar la presencia de micotoxinas en productos

derivados de cereales contaminados.
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9. ANEXOS

ANEXO 1

MATERIAL DE USO GENERAL

Material de laboratorio

-Algodén y gasas

-Agitadores de vidrio y magnéticos

-Asas de Digralsky

-Asas de platino

-Bolsas estériles para Estomacher®

-Cajas petri de pléstico, estériles (100 x 15 cm)
-Cinta adhesiva

-Embudos de filtracién de plastico

-Espatulas

-Frascos de pldstico obscuros con tapén
-Frascos de vidrio para esterilizar (SCHOTT DURAN®)
-Frascos goteros

-Gradillas

-Mecheros de Bunsen

Aparatos

-Autoclave, modelo SM-200 (YAMATO®)

-Balanza analitica, modelo BP 2215 (SARTORIUS)

-Balanza granataria electrénica, modelo QT-2000 (ADAM
EQUIPMENT)

-Campana de flujo laminar, modelo cfv-60 (LAB CONCO)
-Contador de colonias, modelo FE-500 (FELISA®)
-Espectrofotometro lector de ELISA, modelo EL301
(MICROWELL)

-Incubadora, modelo imperial IIT (LAB-LINE
INSTRUMENTS)

-Micropipetas (GILSON® y BRAND®) y puntas
de capacidad variable

-Papel aluminio

-Papel filtro (WHATMAN®)

-Papel parafinado (PARAFILM®)

-Picetas

-Pipetas Pasteur, pipetas aforadas, pipetas graduadas
-Probetas

-Portaobjetos

-Tubos de ensayo con tapén de rosca (PYREX®)
-Vasos de precipitados (PYREX®)

-Viales de plastico Eppendorf

-Vidrios de reloj

-Lampara ultravioleta, modelo uvls-24 (ENTELA)
-Microscopio 6ptico (LABOMED)

-Microscopio electrénico de barrido (JSM-6300, JEOL)
-Molino Micro-mill (BEL-ART PRODUCTS)

-Parrilla de calentamiento, modelo sp46925 (THERMOLYNE)
-Stomacher®, modelo 400 (SEWARD)

-Vortex genie-2, modelo G-560 (SCIENTIFIC INDUSTRIES)
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ANEXO 2

MEDIOS DE CULTIVO, COLORANTE Y DILUYENTE

Medio de cultivo para el recuento de mohos y levaduras
-Agar de papa y dextrosa (APD)

Composicién:

@ Al 150¢g
¢ Dextrosa............oooioiiiii 200 ¢g
¢ Infusion de papa.......cccoeveeninininennnns 40¢g
¢ Aguadestilada....................l 1000 mL

Preparacion:
Se utilizo el agar papa dextrosa de DIBICO, con los ingredientes ya mezclados. Para rehidratar el medio se disuelven 39 gramos del polvo en

un litro de agua, se esteriliza durante 15 minutos a 121°C, se deja enfriar y se distribuye en cajas de petri.

Medios de cultivo para el aislamiento de mohos
- Extracto de Malta (EM)

Composicién:

@ Al 150¢g
¢ Extracto de malta.........ccccoevevenenennennne 300g
¢  Peptona de harina de soya................4.0 g
¢ Aguadestilada.................... 1000 mL

Preparacion:
Se utilizo el agar extracto de malta MERCK, con los ingredientes ya mezclados. Para rehidratar el medio se disuelven 48 gramos del polvo en
un litro de agua hirviendo, se esteriliza durante 10 minutos a 121°C. Se deja enfriar y se distribuye en cajas de petri.

-Agar Czapek Dox (CZ)

Composicion:

@ Al 150¢g
@ SacaroSa........e. coveeeeeeeerenieneeenennen. 30.0 €
¢ Nitratode sodio.........cc..ceeveeeneen3.0 g
¢  Fosfato Dipotdsico............cccocuunenenn. 10g
¢  Sulfato de Magnesio........................ 05¢g
¢ Cloruro de Potasio..........................d 05¢g
¢ Sulfato Ferroso..........c.c.cooeiil 001 g
¢ Aguadestilada...................ooll 1000 mL

Preparacion:
Se utiliz6 el agar Czapek Dox BD Bioxon, con los ingredientes ya mezclados. Para rehidratar el medio se disuelven 50 gramos del polvo en

un litro de agua destilada hirviendo, se esteriliza durante 15 minutos a 121°C. Se deja enfriar y se distribuye en cajas de petri.

Medio de conservacion en congelacion

Composicion:
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¢ Leche desnatada en polvo (DIFCO)....... 200¢g
¢ Triptona (DIFCO)....... ...cceceeeee.. 300 g

¢ Glicerina........coooeeiiiiiiiiiiiiniiinee 30¢g
¢ Aguadestilada..................ol 320.0 mL

Preparacién:
Se pesan los componentes, se disuelven en 320 mL de agua destilada, se esteriliza a 110°C durante 10 minutos, enfriando rdpidamente

abriendo la espita del autoclave. Se distribuye en viales Eppendorf estériles.

Medio de cultivo para la produccion de micotoxinas
-Agar Extracto de Levadura (YES)

Composicion:

@ Agar..... 120¢g
¢ Extracto de levadura..........ccecceveeeee. 3.0 g
¢ Triptona..........c.cocoviiiiiiiiiiiinien 00 g
¢ Aguadestilada..................o 1000 mL

Preparacién:
Se pesan 21 gramos del medio, y se disuelven en un litro de agua destilada. Se calienta agitando hasta el punto de ebullicién, durante un

minuto. Se esteriliza en autoclave a 121°C por 15 minutos. Vaciar en cajas petri.

DILUYENTE
-Solucién Salina con Tween 80

Composicion:

¢ Cloruro de Sodio (MEYER)............... 120¢g
¢ Twenn 80 (MERCK).........ccccceceeeeeee.3.0 g
¢ Aguadestilada...............o.ooii 100.0 mL

Preparacién:

Se pesan los componentes, se mezclan y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos

COLORANTE
-Azul de metileno

Composicion:
¢ Azul de metileno (TECNICA QUIMICA)....12.0 g
¢ Aguadestilada..............cceceiicieeenen3.0 g
¢ Etanol (TECNICA QUIMICA)

Preparacion:
Se pesa el colorante, se disuelve en unas gotas de alcohol etilico, posteriormente se afiade el agua, en pequefios volimenes, hasta la completa

dilucién del colorante.
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ANEXO 3

MATERIAL PARA EL ANALISIS INMUNOENZIMATICO (ELISA)

Material y reactivos

Kit comercial RIDASCREEN® FAST Aflatoxin (R-BIOPHARM)

Contenido del kit:

Placas con micropozos recubiertos con anticuerpos de captura

Estandares de aflatoxinas con concentraciones de: O ppb, 1.7 ppb, 5 ppb, 15 ppb, 45 ppb
Conjugado aflatoxina-peroxidasa

Anticuerpo anti-aflatoxina

Solucién de substrato/cromégeno

* & 6 o o o

Solucion stop, dcido sulfirico 1N

Metanol, grado analitico (TECNICA QUIMICA)
Agua destilada
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ANEXO 4.

NORMAS OFICALES MEXICANAS

09-13-95 NORMA Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método
para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

Materia Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud. JOSE
MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por acuerdo del Comité Consultivo
Nacional de Normalizaciéon de Regulaciéon y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la
Administracion Publica Federal; 38 fraccion Il, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 194 fraccion | de la Ley
General de Salud; 2o. fraccion lll, 34, 37, 40 y demas aplicables del Reglamento de la Ley General de Salud en de Control
Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; 8o. fracciéon IV y 13 fraccion | del Reglamento Interior de la
Secretaria de Salud, y CONSIDERANDO Que con fecha 28 de abril de 1994, en cumplimiento de lo previsto en el articulo 46
fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, la Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios
presenté al Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulaciéon y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente
Norma Oficial Mexicana. Que con fecha 15 de agosto de 1994, en cumplimiento del acuerdo del Comité y lo previsto en el
articulo 47 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el
proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana a efecto que dentro de los siguientes noventa dias naturales posteriores a
dicha publicaciéon, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de
Regulacién y Fomento Sanitario. Que en fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federacion las respuestas
a los comentarios recibidos por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccion Ill de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizaciéon. Que en atencién a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacion del Comité
Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, se expide la siguiente:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-111-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA
DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS.

PREFACIO

En la elaboracién de la presente Norma participaron los siguientes organismos e instituciones:

SECRETARIA DE SALUD

Direccién General de Control Sanitario de Bienes y Servicios

Laboratorio Nacional de Salud Publica

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA

Instituto Nacional de la Pesca

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.

JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.

LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA

SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.

SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.

NORMEX

INDICE

0. INTRODUCCION

1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

. FUNDAMENTO

. REFERENCIAS

. DEFINICIONES

. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

. REACTIVOS Y MATERIALES

. APARATOS E INSTRUMENTOS

. PREPARACION DE LA MUESTRA

. PROCEDIMIENTO

10. EXPRESION DE RESULTADOS

11. INFORME DE LA PRUEBA

12. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

13. BIBLIOGRAFIA

14. OBSERVANCIA DE LA NORMA

15. VIGENCIA

0. Introduccion

Los mohos y levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden encontrar formando parte de la flora
normal de un alimento, o como agentes contaminantes y en los equipos sanitizados inadecuadamente, provocando el
deterioro fisicoquimico de éstos, debido a la utilizacién en su metabolismo de los carbohidratos, acidos organicos, proteinas y
lipidos originando mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie de los productos contaminados. Ademas los mohos y
levaduras pueden sintetizar metabolitos toxicos termoresistentes, capaces de soportar algunas sustancias quimicas, asi como
la irradiacién y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables, permitiendo el crecimiento de bacterias patégenas.

ooNoOOOR~,WODN

92



ISRAEL OSWALDO OCAMPO SALINAS

Es de gran importancia cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos, puesto que al establecer la cuenta de estos
microorganismos, permite su utilizacion como un indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante la produccién y el
almacenamiento de los productos, asi como el uso de materia prima inadecuada.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método general para determinar el nimero de mohos y levaduras viables
presentes en productos destinados al consumo humano por medio de la cuenta en placa a 25 + 1°C.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las personas fisicas o morales
que requieran efectuar este método en productos nacionales o de importacion, para fines oficiales.

2. Fundamento

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra de prueba en un medio selectivo especifico, acidificado a un
pH 3,5 e incubado a una temperatura de 25 + 1°C, dando como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este
tipo de microorganismos.

3. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico.

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico

NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.

4. Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por:

4.1 Colonias, agrupamiento de células en forma de masas visibles, sobre el agar de cultivo.

4.2 Levaduras, son microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es unicelular. Poseen un nudcleo y se multiplican
por reproduccion sexual o asexual, por gemacion o por fisién transversal. La reproduccion sexual cuando ocurre, es por medio
de ascosporas contenidas en un saco o asca.

4.3 Mohos, grupo de hongos microscopicos; organismos pertenecientes al reino Fungi, que se caracterizan por tener un
cuerpo formado por estructura filamentosa con ramificaciones, que se conocen con el nombre de hifas, el conjunto de hifas
constituye el micelio, carecen de clorofila, se alimentan por absorcién pudiendo propagarse por esporas flageladas o no, las
paredes celulares pueden ser de queratina, celulosa o0 manana. Crecen formando colonias en un medio selectivo a 25 °C.

4.4 Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe utilizarse para reportar la cuenta de colonias en placa, las
cuales pueden surgir de una célula o de un cumulo de células.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por:

mm milimetro

pm micrémetro

g gramo

ml mililitro

pH potencial de hidrégeno

N normal

°C grado Celsius

% por ciento

UFC unidades formadoras de colonias

I litro

h hora

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser de grado analitico y cuando se indique agua debe entenderse como
agua destilada.

6.1.1 Medios de cultivo.

Agar papa - dextrosa, comercialmente disponible en forma deshidratada.

Preparacién del medio de cultivo.

Seguir instrucciones del fabricante y después de esterilizar, enfriar en bafno de agua a 45 + 1°C, acidificar a un pH de 3,5 + 0,1
con acido tartarico estéril al 10% (aproximadamente 1,4 ml de acido tartarico por 100 ml de medio). Después de adicionar la
solucién, mezclar y medir el pH con potenciémetro. Dejar solidificar una porcién del medio. Hacer esto en cada lote de medio
preparado.

A fin de preservar las propiedades gelificantes del medio, no calentar después de agregar el acido tartarico.

6.1.2 Soluciones.

6.1.2.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucion concentrada)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato de potasio monobasico 34,0 g

Agua 1,01

Preparacién:

Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con hidréxido de sodio 1 N.

Llevar a 1,0 | de agua.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Conservar en refrigeracion (solucién concentrada).

Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a 1,0 | con agua (solucién de trabajo).

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.

Esterilizar a 121 + 1°C durante 15 minutos.

6.1.2.2 Solucion estéril de acido tartarico al 10%
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FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Acido tartarico 10,0 g

Agua destilada 100,0 ml

Preparacién:

Disolver el acido en el agua y esterilizar a 121 + 1,0 °C por 15 minutos o por filtracién a través de membrana de 0,45 um.

6.2 Materiales.

Pipetas bacteriolégicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 1 ml y 2 ml), con tapén de algodén. Pueden utilizarse
pipetas graduadas en voliumenes iguales a una décima de su volumen total.

Cajas Petri.

Frascos de vidrio de 250 ml con tap6n de rosca.

Tubos de 16 x 150 mm con tap6n de rosca.

Utensilios esterilizables para la obtenciéon de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas,

etc.

Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio, deben esterilizarse mediante:

Horno, durante 2 h de 170 a 175°C o por 1h a 180°C o autoclave, durante 15 minutos como minimo a

121 £1,0°C.

7. Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

Incubadora con termostato que pueda ser mantenido a 25 + 1,0°C provista con termémetro calibrado.

Autoclave que alcance una temperatura minima de 121 £ 1,0°C.

Bano de agua con control de temperatura y circulaciéon mecanica, provista con termémetro calibrado con divisiones de 0,1°C y
que mantenga la temperatura a 45 + 1,0°C.

Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.

Registrador mecanico o electronico.

Microscopio 6ptico.

Potenciémetro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

8. Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994.

Preparacién y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiol6gico.

9. Procedimiento

9.1 Colocar por duplicado en cajas Petri 1 ml de la muestra liquida directa o de la diluciéon primaria, utilizando para tal
propoésito una pipeta estéril.

9.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril
diferente para cada dilucion.

9.3 Verter de 15 a 20 ml de agar papa dextrosa acidificado, fundido y mantenido a 45 + 1 °C en un bafo de agua. El tiempo
transcurrido entre la preparacién de la dilucién primaria y el momento en que es vertido el medio de cultivo, no debe exceder
de 20 minutos.

9.4 Mezclar cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las manecillas del
reloj, seis en el sentido contrario y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa. Permitir que la mezcla se solidifique
dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria. 9.5 Preparar una caja control con 15 ml de medio, para
verificar la esterilidad.

9.6 Invertir las cajas y colocarlas en la incubadora a 25 + 1°C.

9.7 Contar las colonias de cada placa después de 3, 4 y 5 dias de incubacién. Después de 5 dias, seleccionar aquellas placas
que contengan entre 10 y 150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de mohos o si es dificil
contar colonias bien aisladas, considerar los conteos de 4 dias de incubacién y ain de 3 dias. En este caso, informar el
periodo de incubacion de 3 o 4 dias en los resultados del analisis.

9.8 Si es necesario, cuando la morfologia colonial no sea suficiente, examinar microscopicamente para distinguir las colonias
de levaduras y mohos de las bacterias.

10. Expresion de resultados

Calculo del Método

Considerar las cuentas de placas con 10 a 150 colonias como las adecuadas para el informe.

Multiplicar por el inverso de la dilucion, tomando en consideracion los criterios de la NOM-092-SSA1-1994.

Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa, para la expresion de resultados.

11. Informe de la prueba

Informar:

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de mohos en agar papa — dextrosa acidificado, incubadas
a 25 + 1°C durante 5 dias.

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de levaduras en agar papadextrosa acidificado, incubadas
a 25 + 1°C durante 5 dias.

12. Concordancia con normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.

13. Bibliografia

13.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion.

Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.

13.2 Secretaria de Salud. 1984. Ley General de Salud. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.

13.3 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario

de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios. Diario Oficial de la Fe deracion. México, D.F.

13.4 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. NOM-008-SCFI-1993. Norma Oficial Mexicana.
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Sistema General de Unidades de Medida.

13.5 Bacteriological Analytical Manual. 1984. Food and Drugs Administration FDA. Bureau of Foods. Division of Microbiology.
6a Ed. Washington, D.C.

13.6 Norma ISO 7954. 1987. Microbiology - General Guidance for Enumeration of Yeast and Moulds - Colony Count
Technique at 25 °C. International Organization for Standardization.

13.7 NORMA-Z-013/02. 1981. Guia para la Redaccion, Estructuracion y Presentacién de las Normas

Oficiales Mexicanas. Secretaria de Comercio y Fomento Industrial.

13.9 Vanderzant F., Carland S., y Don F., 1992. Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods.
American Public Health Association. Washington, D.C.

14. Observancia de la Norma

La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana, entrara en vigor con su caracter obligatorio a los 30 dias siguientes a partir de su
publicacion en el Diario Oficial de la Federacion. Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Rubrica.

NORMA Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios. Control de
aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal. Especificaciones sanitarias.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-188-SSA1-2002, PRODUCTOS Y SERVICIOS. CONTROL DE AFLATOXINAS EN
CEREALES PARA CONSUMO HUMANO Y ANIMAL. ESPECIFICACIONES SANITARIAS. ERNESTO ENRIQUEZ RUBIO,
Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario, con fundamente en los
articulos 39 de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 40. y 69-H de la Ley Federal de Procedimiento
Administrativo; 3o. fracciones XXl 'y XXIV, 13 apartado A) fracciones |, Il y IX, 194 fraccion |, 195, 199, 201, 205, 210, 214, 284,
401 bis, 401 bis-l y 401 bis-2 de la Ley General de Salud; 38 fraccién I, 40 fracciones |, V, Xl y Xlll, 41, 43 y 47 de la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 10o. fraccion VI, 40., 8o., 15, 25, 112, 113, 116 y quinto transitorio del Reglamento de
Control Sanitario de Productos y Servicios; 28 y 34 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 2 literal
C fraccion Il, 34 y 36 fraccién V del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud, y 2 fracciones Il y lll, 7 fraccién XVI, y 11
fracciones | y Il del Decreto por el que se crea la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, me permito
ordenar la publicacion en el Diario Oficial de la Federacion de la siguiente:

Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios. Control de aflatoxinas en cereales para consumo
humano y animal. Especificaciones sanitarias, y CONSIDERANDO Que con fecha 11 de marzo de 1999, en cumplimiento
de lo previsto en el articulo 46 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, la Direccién General de Calidad
Sanitaria de Bienes y Servicios present6 al Comité Consultivo Nacional de Normalizaciéon de Regulacion y Fomento Sanitario, el
anteproyecto de la presente Norma Oficial Mexicana. Que con fecha 14 de junio de 2000, en cumplimiento del acuerdo del
Comité y lo previsto en el articulo 47 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, se public6 en el Diario
Oficial de la Federacion el proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta
dias naturales posteriores a dicha publicacion, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario. Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la
Federacion las respuestas a los comentarios recibidos por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccion Il de la
Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién. Que en atencién a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacion
del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario, se expide la siguiente:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-188-SSA1-2002, PRODUCTOS Y SERVICIOS CONTROL DE
AFLATOXINAS EN CEREALES PARA CONSUMO HUMANO Y ANIMAL. ESPECIFICACIONES SANITARIAS

PREFACIO

En la elaboracion de la presente Norma participaron los siguientes Organismos e Instituciones:
SECRETARIA DE SALUD.

Direccién General de Calidad Sanitaria de Bienes y Servicios. Laboratorio Nacional de Salud Publica.
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, DESARROLLO RURAL, PESCA'Y ALIMENTACION.
Direccién General de Agricultura.

Direccién General de Inspectoria Fitozoosanitaria.

Direccién General de Salud Animal.

Direccién General de Sanidad Vegetal.

Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal.
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Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias.

SECRETARIA DE ECONOMIA.

Direccién General de Politica, Comercio Interior y Abasto.

Direccién General de Normas.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

Instituto de Biologia.

ASOCIACION NACIONAL DE ESPECIALISTAS EN NUTRICION ANIMAL, A.C.

CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION.
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Comité Técnico de Normalizacion Nacional de Alimentos Balanceados para Animales.
Seccion de Fabricantes de Alimentos Balanceados para Animales.

COMPANIA NACIONAL DE SUBSISTENCIAS POPULARES.

PRODUCTOS DE MAIZ, S.A.
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1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana, 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.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las personas fisicas o morales que
se dedican a su proceso o importacion.

2. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-003-Z00-1994 Criterios para la operacion de laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria.
NOM-028-FITO-1995 Por la que se establecen los requisitos fitosanitarios y especificaciones para la importacion
de los granos y semillas, excepto para siembra.

3. Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por:

3.1 Aflatoxinas, a los metabolitos secundarios producidos por varios mohos, cuya estructura quimica es heterociclica,
pertenecientes al grupo de las bisfurano cumarinas. Poseen toxicidad aguda y crénica, asi como efectos mutagénicos y
carcinogénicos en animales y el hombre.
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3.2 Agentes bioldgicos, a cualquier organismo capaz de actuar en forma adversa sobre los cereales.

3.3 Almaceén, a las instalaciones donde se realizan las actividades como: recepcién, aimacenamiento,

conservacion y movilizacion de los cereales.

3.4 Almacenamiento en intemperie, a la forma de conservacion fuera de las bodegas y silos, disefiado para evitar que los
cereales entren en contacto con el suelo, agua y otros factores determinantes.

3.5 Cereales, a los granos o semillas comestibles de las plantas de las gramineas, entre los que se incluyen: arroz, avena,
cebada, centeno, maiz, sorgo, titricale y trigo.

3.6 Control, a todas las medidas y disposiciones establecidas con el proposito de prevenir la presencia o evitar el incremento
de aflatoxinas en los cereales por encima de los limites permisibles.

3.7 Fauna nociva, a todos los animales capaces de contaminar o destruir los alimentos, por accién mecanica o sus excretas.
3.8 Fungistato, a la sustancia que tiene la propiedad de detener o evitar el crecimiento de los mohos.

3.9 Granel, a los cereales que se almacenan en bodegas o silos y que no estan contenidos en un envase especifico.

3.10 Instrumento de muestreo, al equipo necesario para la obtencion de muestras, pudiendo ser manuales o mecanicos, por
ejemplo: caladores cénicos, sonda de profundidad o bala, de alvéolos, los muestreadores Ellis (cucharén), de pelicano, de
cangilones, desviador o neumatico.

3.11 Limpieza, al conjunto de actividades que tienen por objeto eliminar la suciedad como: tierra, residuos, polvo, grasa u otros
materiales extrafios en almacenes o unidades de transporte.

3.12 Método de prueba, a los procedimientos analiticos, utilizados en el laboratorio para determinar la presencia de aflatoxinas
en los cereales.

3.13 Muestra compuesta, a la que se obtiene reuniendo y mezclando las muestras primarias.

3.14 Muestra primaria, a la obtenida a partir de un punto o momento de muestreo.

3.15 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtencion, elaboracion, fabricacion, preparacion, conservacion,
mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacién, transporte, distribucion, almacenamiento y comercializacion o
suministro al publico de los productos.

3.16 Silo, a la construccién cilindrica de lamina o concreto en donde permanecen los cereales en almacenamiento.

3.17 Suelo, a la capa superior de la tierra, constituida por la fragmentacién de la roca y materia organica.

3.18 Técnico de muestreo, a la persona encargada de tomar directamente la muestra de cereal de acuerdo con los
procedimientos e instrumentos senalados en esta Norma y enviarla al laboratorio o entregarla directamente al verificador.

3.19 Unidades de transporte, a los vehiculos en que se traslada el cereal desde el lugar de cosecha hasta el centro de acopio,
planta de procesamiento o punto de ingreso al pais.

3.20 Verificador, al personal oficial o aprobado por las Secretarias de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion y de Salud para desempenar las acciones de control sanitario.

CoOoNOOGOLWON
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3.21 Zonas de calentamiento, a la parte de masa de los cereales con la temperatura y humedad mas elevada, provocada por
un secado inadecuado, humedecimiento accidental, respiracion del grano o interaccién con agentes biologicos.

4. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por:

% por ciento

°C grados Celsius

pg microgramo

pL microlitro

pum micréometro

AF aflatoxinas

g gramo

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién

kgM Kilogramo molar

min minuto

mL mililitro

MM milimolar

mm milimetro

N normalidad

ng

nm

nanogramo

nanémetro

@ diametro

PBS soluciéon amortiguadora de fosfatos

pH potencial de hidrégeno

SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion SSA Secretaria de Salud t toneladas
t/min toneladas por minuto Cuando en la presente Norma se haga referencia a las Secretarias debe entenderse que se trata de
las Secretarias de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién y de Salud. Cuando en la presente Norma se
mencione al Reglamento, debe entenderse que se trata del Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios. Cuando
en la presente Norma se mencione a CICOPLAFEST, debe entenderse que se trata de la Comisién Intersecretarial para el
Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas.

5. Especificaciones sanitarias

5.1 Unidades de transporte.

5.1.1 Cereales de importacion.

5.1.1.1 Deben sujetarse a lo que se establece en la NOM-028-FITO-1995 sefialada en el apartado de referencias.

5.1.2 Movilizacion dentro del Territorio Nacional.

5.1.2.1 Deben someterse a limpieza, hasta eliminar suciedad, residuos vegetales, suelo, excretas, restos de animales, fauna
nociva, telaranas, productos quimicos, sus envases, o cualquier producto o sustancia nociva para el producto.

5.1.2.2 En caso de que se apliquen plaguicidas, deben estar autorizados por CICOPLAFEST.

5.2 Almacenamiento de cereales destinados para consumo humano. Los cereales objeto de esta Norma, ademéas de cumplir
con lo establecido en el Reglamento, deben ajustarse a las siguientes disposiciones:

5.2.1 Disposiciones previas a la recepcion. Las bodegas y almacenamiento en intemperie deben:

5.2.1.1 Notificar la apertura a la SSA.

5.2.1.2 Establecer un programa de control de fauna nociva.

5.2.1.3 Someterse a limpieza.

5.2.1.4 En caso de que se apliquen plaguicidas, éstos deben estar autorizados para estos fines por CICOPLAFEST.

5.2.1.5 Establecer por escrito, en su caso, los lugares en los que se almacenaran cereales que rebasen el limite maximo de AF
sefialado en esta Norma.

5.2.1.6 En el caso de los almacenamientos en intemperies, deben contar con dispositivos que eviten el contacto de los cereales
con el suelo y contar con termopares. No deben presentar filtraciones o roturas. 26 (Primera Seccién) DIARIO OFICIAL Martes
15 de octubre de 2002

5.2.1.7 Las bodegas deben ser edificios provistos de paredes, pisos y puertas, techados o que puedan ser cubiertos, en los que
no deben existir goteras, nidos, fisuras o puertas en mal estado. Asimismo deben contar con termopares.

5.2.2 Durante el almacenamiento.

5.2.2.1 No deben almacenarse en la misma bodega cereales con concentraciones 20 g/kg de AF y los que rebasen este valor.
5.2.2.2 Durante la recepcién, el grano debe ser secado a la brevedad hasta alcanzar una humedad 14,5 %, misma que se debe
conservar o disminuir durante todo el tiempo que permanezca almacenado.

5.2.2.3 Se permite la aplicacion a los cereales de fungistato, siempre y cuando se emplee de acuerdo con las instrucciones del
fabricante especificadas en la etiqueta.

5.2.2.4 Los cereales no podran estar en contacto con el suelo.

5.3 Contaminantes.

5.3.1 Los cereales no deben exceder de 20 ug/kg de aflatoxinas totales.

5.3.2 En el caso de observarse concentraciones desde 21 y hasta 300 pg/kg, el cereal Unicamente podra utilizarse para
consumo animal, de acuerdo con el Apéndice Normativo A.

6. Control documental

6.1 El proceso de los productos objeto de esta Norma, debe documentarse en bitacoras o registros de manera que garantice
los requisitos establecidos en la Tabla 1. Los registros o bitacoras incluyendo los que se elaboren por medios electrénicos
deben:

a) Contar con respaldos que aseguren la veracidad de la informacién y un procedimiento para la prevencién de acceso y
correcciones no controladas.
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b) Conservarse por lo menos durante 1 afio y estar a disposicién de la autoridad sanitaria cuando asi lo requiera.
c) El disefio del formato queda bajo la responsabilidad del particular.

Tabla 1. Informacion minima de las bitacoras o registros de las diferentes etapas del proceso y de las buenas
practicas de fabricacion.

REGISTRO DE: INFORMACION: REGISTRO DE: INFORMACION:
Control o erradicacion de fauna nociva. a) Por contratacion Control o erradicacion de fauna nociva, a) Por contratacién
Fecha Fecha
Comprobante de fumigacion proporcicnade por la Comprobante de fumigacion proporcionado por la
empresa responsable. empresa responsable.
Sustancias usadas Sustancias usadas.
Numero de licencia de la empresa que aplica Nimero de licencia de la empresa que aplica
- Responsable. - Responsable.
b) Autoaplicacion b) Autoaplicacion:
- Fecha - Fecha
Aprobacion del responsable técnico. Aprobacion del responsable técnico.
Sustancias usadas. Sustancias usadas.
Responsable Responsable,
Limpieza y  desinfeccién de las|- Fecha. Limpieza y  desinfeccion de las|- Fecha
instalaciones y equipo. Productos usados instalaciones y equipo. Productos usados
Concentraciones Concentraciones,
Tiempos de contacto. Tiempos de contacto.
Procedimiento para evitar la presencia de residuos Procedimiento para evitar la presencia de residuos
antes de la llegada de los productos antes de la llegada de los productos
Responsable Responsable
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Mantenimiento de instalaciones y equipo. - Tipo de mantenimiento (preventivo o correctivo).

- Operacién realizada.

- Fecha.

- Responsable.

Proceso. a) Diagramas de blogue en los que se describa de manera esquematica el proceso de los productos.

b) Lugares donde se almacenaran los cereales que rebasen el limite maximo. c) Origen de los productos.

d) Fechas de recepcion y de movilizacién de los productos.

e) Localizacién de los puntos de calentamiento (en su caso).

Andlisis del producto. a) Fisicos del grano:

- Porcentaje de humedad.

- Porcentaje de grano danado.

- Porcentaje de plagas.

- Temperatura.

- Resultados.

- Fechas.

b) Aflatoxinas:

- Resultados.

- Zonas muestreadas.

- Fechas.

- Método(s) utilizado(s).

7. Muestreo

El muestreo de los cereales objeto de esta Norma ademas de cumplir con lo que establece la Ley General de Salud, se sujetara
a lo siguiente:

7.1 Cereales de importacion. El muestreo de estos productos en los puntos de entrada al pais, debe sujetarse a lo que se
establece en la NOM-028-FITO-1995 del apartado de referencias.

7.2 Cereales dentro del Territorio Nacional.

Generalidades

7.2.1 Se debe poner a disposicion del verificador a un técnico de muestreo con un instrumento de muestreo que permita
obtener la muestra. En el caso de producto en costales, el instrumento debe llegar al centro de cada costal muestreado.

7.2.2 Adicionalmente, en el caso de establecimientos, el verificador debe solicitar la toma de muestras provenientes de las
zonas de calentamiento. Si no existen durante la visita, las tomara de las Ultimas zonas de calentamiento registradas.

7.2.3 En los establecimientos, el verificador debe solicitar que se tome la temperatura y la humedad de las muestras.

7.2.4 El verificador levantara un acta en la que haga constar, segun sea el caso, el area, numero de costales o unidades de
transporte muestreadas.

7.2.5 Las bodegas y almacenamientos en intemperie, se dividen en zonas o areas que contengan hasta 2000 t, obteniéndose
de cada una, la muestra compuesta.
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7.2.6 Se tomaran una o mas muestras primarias en cada uno de los puntos de muestreo que se establecen en 7.3.1 cuando se
trate de producto a granel, o en 7.3.2 cuando se trate de producto en costales.

7.2.7 De la suma de las muestras primarias, se constituira una muestra compuesta, la que se homogeneizara, no debiendo ser
menor a 5 kg.

7.2.8 Dependiendo de la altura del volumen almacenado, sera el nimero de extracciones para cada punto de muestreo.
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Tabla 2. Profundidad con que se efectie el muestreo.

Profundidad m Instrumento de muesireo No. de extracciones

1 Sonda de alvéolos 1

2 Sonda de bala, sonda de alvéolos. 3"
3 Sonda de bala, sonda de alvéolos. 3*
4 Sonda de bala 3"
5 Sonda de bala 3"

* Las muestras primarias deben obtenerse de diferentes profundidades.

7.3 Puntos de muestreo.
7.3.1 Cereales almacenados a granel en bodegas o almacenamientos en intemperie. Vista superior.

X X X

X X X

7.3.2 Cereales almacenados a granel en silos. Vista superior.

7.3.2.1 Cuando debido al disefio del silo no sea posible tomar las muestras primarias de la parte superior, se tomaran de las

escotillas.

7.3.3 Cereales almacenados en costales.

7.3.3.1 Se deben identificar las estibas, cada una de las cuales se debe muestrear en forma de “M"imaginaria, la que debe ir del
primero al ultimo tendido, el ancho maximo de la parte inferior de la “M” no debe ser mayor a 5 m.

Esquema 3. Puntos de muestreo para producto en costales.
7.3.3.2 Debe tomarse una muestra de cada uno de los costales por donde pasen las lineas de la “M” trazada de acuerdo a lo

sefialado en el esquema anterior.
7.3.3.3 El numero minimo de costales a muestrear por lote, se ajustard a lo sefialado en la tabla 2, si el nimero de sacos

almacenados es mayor que el nimero maximo considerado en la tabla, se muestrearan los restantes como si fuera otro lote.

Tabla 3. Numero minimo de sacos a muestrear por lote
Numero de costales

En lote A muestrear
hasta 99 10
100-189 15
200-299 20
300-499 30
500-799 40
800-1299 55
1300-3199 75
3200-7999 115
8000-21999 150
22000-49999 225

7.3.4 Muestreo de cereales en transportes.
7.3.4.1 Las Secretarias estan facultadas para efectuar el muestreo en unidades de transporte en cualquier momento y lugar.

7.3.4.2 Puntos de muestreo.

X X X
X
X X X

Esquema 4. Contenedores terrestres de hasta 30 toneladas. Vista superior.
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X ¥ X X
X X
X X X X

Esquema 5. Contenedores terrestres mayores de 30 toneladas. Vista superior.
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7.3.5 Muestreo en movimiento.

7.3.5.1 Las muestras deben tomarse de los lugares o areas donde el grano se encuentre en movimiento, como durante las
operaciones de carga y descarga de las bodegas, almacenamientos en intemperie o durante los movimientos de transferencia
entre silos.

7.3.5.2 La cantidad de muestra a obtener, serd aproximadamente de 1 muestra primaria de aproximadamente 500 g por cada
12,5 t hasta obtener una muestra compuesta no menor de 5 kg, pudiendo calcularse la frecuencia de introduccién del
instrumento de muestreo con la siguiente ecuacién:

M =t/c

Donde: M = frecuencia en min con que se debe introducir el instrumento de muestreo. t = toneladas representadas por cada
muestra primaria (t/muestra). ¢ = capacidad de la banda transportadora o capacidad de descarga del vehiculo (t/min).

7.4 Envio de muestras.

Las muestras deben depositarse en bolsas nuevas de papel kraft, evitando su ruptura y etiquetarse al momento de la toma de
muestra, las etiquetas se ajustaran a lo establecido en el Apéndice Normativo B.

8. Métodos de prueba

8.1 Para la verificacion sanitaria de las especificaciones que se establecen en esta Norma, se debe aplicar cualquiera de los
métodos de prueba sefialados en el Apéndice normativo C.

8.2 El particular, para su control interno, podra utilizar el método de prueba que mas se ajuste a sus necesidades.

9. Concordancia con normas internacionales y mexicanas

Esta Norma no es equivalente a ninguna norma internacional ni mexicana, por no existir al momento de su elaboracién.
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11. Observancia de la Norma

La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a SAGARPA y SSA en sus ambitos de competencia.
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12. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor a los 90 dias naturales siguientes al de su publicacién en el Diario Oficial
de la Federacion.

México, D.F., a 1 de agosto de 2002.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento
Sanitario, Ernesto Enriquez Rubio.- Ribrica.
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APENDICE NORMATIVO A

A. De los limites permitidos para consumo animal. Los cereales con una concentracién mayor de 20 pug/kg de aflatoxinas y que
se destinen para consumo directo o como parte de alimentos procesados, deberan ajustarse a lo dispuesto en la siguiente
tabla.

Especie/etapa de produccion Limite maximo

Hg/kg

Aves (excepto pollos de engorda) 100 Cerdos en engorda: Entre 25 y 45 kg 100 Mayores de 45 kg 200 Maduros destinados a
reproduccion 100 Rumiantes: Maduros destinados a reproduccién 100 De engorda en etapa de finalizacion 300

APENDICE NORMATIVO B
B.1 Del etiquetado de muestras.
B.1.1 Para muestras de bodega.
Tipo de producto
Centro:
Ubicacion:
Bodega No.: Seccion:
Fecha toma de muestra: Hora:
Observaciones:

Identificacion de la muestra:

B.1.2 Para muestras durante la movilizacion.

Tipo de producto:
Centro de envio:
Ubicacion:
Centro de destino:

Ubicacién:

Nombre o Cia.:

Fecha y hora de la toma de muestra:
Datos del vehiculo:

Identificacion de la muestra:

B.2 Reporte de laboratorio.
Identificacion de la muestra:

Centro:

Ubicacion:
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Tipo de producto:
Nombre de bodegas muestreadas:
NUmero de muestras compuestas por bodega:
Concentracién en cada muestra compuesta:
Concentraciéon promedio de AF en cada bodega:
Identificacion de la muestra:

Fecha de realizacion del analisis:

Vehiculo muestreado:

Centro de origen:
Centro de destino:

Concentracién de AF:

En caso de resultar la concentracién de AF mayor o igual a 20 ug/kg reportar a:

Fecha de realizacion del andlisis:

APENDICE INFORMATIVO A

A. De las practicas de campo.

A.1 Para disminuir el riesgo de contaminacién de los cereales con AF, se recomienda lo siguiente:

- Durante la siembra, evitar que la densidad de poblacién sea tan elevada que provoque competencia por los nutrientes entre
las plantas. En caso de existir, seleccionar las variedades de semillas que sean menos susceptibles a la colonizacién por
Aspergillus spp.

- Tener especial cuidado en el control de las plagas durante las etapas tardias de desarrollo.

- Cosechar cuando la humedad del grano se encuentre entre 20 y 25%.En caso de utilizar trilla mecanica ajustarla de manera
que no provoque un elevado porcentaje de grano dafado. Una vez cosechado, enviarlo en unidades de transporte limpios y
que no permitan el sobrecalentamiento del grano.

- Enviar el grano a almacenadoras cercanas o cuyo proceso de recepcién sea rapido.
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