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RESUMEN

En el presente estudio se evalué la micoflora productora de aflatoxinas y otras
micotoxinas en productos elaborados a base de maiz. Para ello, se analizaron 6 muestras
de alimentos elaborados a base de maiz (harina de maiz precocida blanca y amarilla,
maiz amarillo picado y entero, maiz de cotufa y hojuelas de maiz) adquiridos en el
Mercado Municipal de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Se aplicé el método de
diluciones seriadas y la siembra se llevd a cabo por el método de agotamiento de
superficie en agar Sabouraud Dextrosa. Seguidamente, se determinaron las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/g) por el método de contaje en placas y se identificaron
las especies flngicas aisladas. Los resultados de los recuentos promedios de las UFC/g
de los hongos filamentosos fue de 4 x 10* UFC/g para harina de maiz, 1,2 x 10* UFC/g
para maiz entero amarillo, 3 x 10 UFC/g para maiz picado amarillo, 5 x 10 para maiz
de cotufa y 1,2 x 10 para hojuelas de maiz siendo estadisticamente significativas. Las
UFC/g superaron el limite establecido por la norma COVENIN 2135:1996 para todas las
muestras analizadas. Las especies aisladas e identificadas en las diferentes muestras
evaluadas fueron Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus penicillioides,
Aspergillus clavatus, Penicillium citrinum, Neocosmospora solani, Eurotium sp. y
Mucor sp., siendo Aspergillus flavus la especie mas frecuente en las muestras estudiadas.



INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es un cereal empleado desde tiempos ancestrales en la dieta
humana y comercializado a gran escala por sus componentes nutritivos, dinamizacion de
la economia mundial y propiedades funcionales. Representa un alimento de origen
prehispanico, considerado uno de los principales cereales en el ambito mundial, por la
importancia que tiene en la alimentacién humana y animal. Ademas, es materia prima
basica de la industria para su transformacion en harina, aceite, proteina, almidon,

hojuelas de maiz y bebidas alcoholicas (Urango, 2018).

La transformacion del maiz incluye cinco pasos desde que se cultiva: las semillas de
maiz que acaban formando las plantas, la recoleccion de las mazorcas para el secado y
almacenamiento, la fabricacion y finalmente el producto terminado. En todo este
proceso es necesario una importante inversion en maquinaria para el tratamiento del
cereal: procesamiento, transformacién de productos y tratamientos posteriores que van a
acabar ofreciendo como resultado final el maiz ya consumible. Esta transformacion, ya
sea para alimentos o para productos industriales, se realiza a través de dos

procedimientos, la molienda en seco y la molienda himeda (Orozco y Grande, 2013).

Los granos y semillas de maiz estdn expuestos a la accion de numerosos factores
bidticos y abidticos, entre los cuales se encuentran las aves, roedores, insectos Yy
microorganismos como mohos, levaduras y bacterias, la humedad, temperatura, dafios
mecanicos, deficiencia durante la cosecha, transporte y almacenamiento. La accion
simultanea de estos factores sobre los granos, pueden condicionar un deterioro acelerado

con la consecuente pérdida de su calidad (Mazzani et al., 2004).

Los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos, tan grande que
se calculan més de 70.000 especies, pero se cree que hay méas de un millon y medio,
viven en los medios mas variados y solo alrededor de 100 son necesariamente patdgenos

para mamiferos, pero también hay patdgenos de vegetales, insectos (entomogenos) o de



otros hongos (microparasitos), y unos pocos cientos son hongos oportunistas. Pueden ser
una seria amenaza para los cultivos; entre los fitopatdgenos, los parésitos fungicos
originan 70,0% de las enfermedades importantes; pueden destruir maderas, pieles, telas,
obras de arte, lubricantes, cocinas, bafios o alimentos que consume el ser humano o los

animales (Arenas, 2008).

En este sentido, los alimentos pueden contaminarse cuando los hongos se desarrollan
durante la cosecha, el almacenamiento o el procesamiento. Los cultivos que se
contaminan frecuentemente son: maiz, cebada, trigo, arroz, mani, nueces y semillas de
algodén (Bogantes et al., 2004). Los hongos filamentosos colonizan y contaminan los
granos, alimentos, y otras materias primas, causando un impacto negativo tanto en la
salud del hombre como de los animales y constituyendo un problema de salud publica.
Internacionalmente, los principales contaminantes de semillas y granos de maiz son
especies de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y Mucor (Mcgee,
1988).

La invasion del moho en el grano de maiz en el periodo precosecha puede producir una
serie de compuestos 0 metabolitos secundarios, no esenciales para el crecimiento
vegetativo, los cuales son téxicos y son conocidos como micotoxinas (Mazzani et al.,
2004).

Las micotoxinas son metabolitos fangicos secundarios, formados por una serie de
reacciones consecutivas, catalizadas a partir de intermediarios bioquimicamente simples
del metabolismo primario; entre los que destacan: acetato, mebolato, malonato y ciertos
aminoacidos. La contaminacién con micotoxinas en los granos generalmente es un
proceso aditivo; puede iniciarse en el campo, aumentar durante la cosecha y operaciones

de secado y continuar acumulandose durante el almacenamiento (Bogantes et al., 2004).

Hasta el momento, se han identificado mas de 200 tipos de micotoxinas, predominando
con mayor frecuencia como contaminante natural en los alimentos las aflatoxinas, las
cuales son producidas por hongos del género Aspergillus, especialmente las especies

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Aunque han sido identificados al menos 20



tipos diferentes de aflatoxinas, existen cuatro principales: aflatoxina B;, aflatoxina B,
aflatoxina G; y aflatoxina G,. Todas las aflatoxinas son carcinogénicas, mutagénicas y
teratogénicas pero la aflatoxina B; es considerada la méas toxica estando clasificada
como cancerigena para el ser humano (Fundacion vasca para la seguridad

agroalimentaria, 2013).

A nivel mundial, las concentraciones y niveles maximos permisibles de aflatoxinas en
materias primas y alimentos terminados varian de una micotoxina a otra y de un pais a
otro. La norma dictada por la “Food and Drug Administration” (FDA) de los EEUU para
los alimentos agricolas primarios y sus derivados, es de 20 pg/kg de aflatoxinas totales
(Bogantes et al., 2004).

El interés mundial en el conocimiento de los hongos toxigénicos y contenidos de sus
toxinas no sélo es debido a las importantes pérdidas econémicas que acarrean éstos en el
comercio nacional e internacional, sino también por sus efectos sobre la salud de las

personas, la salud y productividad de los animales (FAO, 2004).

En Venezuela, desde la época colonial, el maiz ha sido el cultivo anual mas ampliamente
extendido, por ser la base de la alimentacion en la mayor parte de la poblacion y por su
facil adaptacion a diversas condiciones agroecoldgicas, llegando a constituir la principal
actividad agricola de numerosas familias (Chavarri et al., 2012).

La Comision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN), creada en 1958, es el
organismo encargado de programar Yy coordinar las actividades de Normalizacion y
Calidad en el pais. En su normativa 1126-89, se contempla el procedimiento a seguir
para la identificacion y preparacion de las muestras destinadas al analisis microbiologico
a fin de asegurar la obtencién de resultados valederos, confiables y reproducibles
(COVENIN, 1989). Del mismo modo, en el estatuto 1337-90, se dispone el método de
ensayo para el recuento de mohos y levaduras en alimentos, mediante la utilizacién de
placas de Petri y un medio de cultivo apropiado. Después del periodo de incubacion se
debe determinar el nimero de unidades formadoras de colonias (COVENIN, 1990).



Por otra parte, la regla COVENIN 1935-87 establece los requisitos que debe cumplir el
maiz en grano para su uso industrial, destinado a la elaboracién de alimentos para
consumo humano, destacando que este cereal no debe presentar apariencia ni olores
objetables, ni tampoco hongos, insectos vivos, excremento de roedores, animales
muertos, materias extrafias y cualquier otra sustancia dafiina a la salud (COVENIN,
2018).

Asimismo, la normativa COVENIN 2135:1996 instaura los requerimientos que debe
cumplir la harina de maiz precocida para consumo humano directo, destacando entre
sus lineamientos que debe ser un producto de aspecto homogéneo con olor y sabor
caracteristico, teniendo como requisito microbiol6gico méaximo en cuanto a la presencia
de mohos 1x10* (UFC/g) (COVENIN, 1996).

En Venezuela, se ha reportado la presencia de aflatoxinas y hongos afectando cultivos
de maiz, mani, algodon, ajonjoli, girasol, cacao, sorgo y soya. Por su parte, De Freitas et
al. (2007) determinaron la presencia de aflatoxinas y hongos aflatoxigénicos en maiz
amarillo tipo duro en la zona nororiental de Venezuela, destacando que muestras
procedentes del estado Anzoategui poseian valores de aflatoxinas mayores a 20 ppb,

constituyendo un riesgo potencial sanitario y econémico.

Asimismo, Chavarri et al. (2012) hicieron la deteccion de hongos toxigénicos en harinas
de maiz precocidas distribuidas en el estado Aragua, Venezuela, dando como resultado
que los contajes de hongos se encontraron por debajo del nivel establecido por la Norma
COVENIN 1337-90. Las especies fungicas identificadas fueron: Aspergillus spp., A.
flavus, A. niger, A. terreus y Penicillium spp. Los contenidos de aflatoxinas cumplieron

con el nivel de tolerancia permitido para el maiz (20 ug/g).

De manera similar, Barroyeta et al. (2013) evaluaron la micobiota contaminante y
contenido de aflatoxinas en granos de maiz (Zea mays L.) blanco de once hibridos
destinados al consumo humano provenientes de los estados Guarico y Yaracuy,
recalcando que la micobiota encontrada en ambos estados resultd muy variable,

coincidiendo con los resultados obtenidos por Mazzani et al. (2004) y Chavarri et al.



(2012).

De todo lo anterior surge la necesidad de realizar estudios que proporcionen
conocimiento actualizado acerca de la presencia de hongos y micotoxinas en los
alimentos. Por ello, se considerd de interés llevar a cabo esta investigacion, con el
objetivo de evaluar la micoflora productora de aflatoxinas en alimentos elaborados a

base de maiz.



METODOLOGIA

Muestras

Se recolectaron 6 muestras de diferentes alimentos (Harina de maiz precocida de
diferentes casas comerciales, maiz de cotufa, maiz picado, maiz entero amarillo y
hojuelas de maiz) adquiridos en el Mercado Municipal de la ciudad de Cuman4, estado
Sucre, aplicandose el método de muestreo aleatorio simple, especificado por la

Comision Internacional en Especificaciones Microbioldgicas para alimentos (1999).

Las muestras se trasladaron al laboratorio de investigaciones microbioldgicas del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), en bolsas plasticas estériles,

preservando sus condiciones originales y se procesaron de manera inmediata.

Procesamiento de las muestras

Se aplico el método de las diluciones seriadas descrito por Pascual y Calderdn (2000),
para lo cual se pes6 10 g de cada muestra y se afiadié por separado en matraces estériles
de 250 ml de capacidad, a los cuales se les agregd 90 ml de solucion salina fisioldgica
estéril (SSF).

Las muestras preparadas se colocaron en un agitador magnético (Magnetic stirrer MSH
300) marca BOECO Germany, durante 20 minutos con el propdsito de permitir el
desprendimiento de los microorganismos presentes en las muestras analizadas (dilucién
10h.

Se tomo 1ml de la dilucion antes mencionada y se coloco en un tubo que contenia 9 ml
de SSF (dilucion 10?), se mezclé muy bien, luego se trasvasé 1ml de dicha solucién a
otro tubo que contenia 9ml de SSF (dilucién 107). Este procedimiento se repitié hasta

alcanzar la dilucién 107°.

Se colocaron por triplicado 0,1 ml de cada diluciéon en Placas de Petri que contenian
20ml de Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) (Himedia Laboratories Limited, India) a las

que se le afadieron previamente 30 pg/l del antibidtico cloranfenicol, con la finalidad de



inhibir el crecimiento bacteriano. La siembra se llevd a cabo por el método de
agotamiento de superficie utilizando un asa de Digralski. Las placas se rotularon de
acuerdo al namero de la dilucién correspondiente y se incubaron durante un lapso de

tiempo de 5 a 7 dias a una temperatura de 28-30 °C.

Las UFC/g se calcularon multiplicando el nimero de colonias en las placas por el factor
de dilucién correspondiente y el nimero resultante se multiplicé por 10 para obtener

finalmente el nimero de UFC/g (Garcia, 1990).

Aislamiento de los hongos filamentosos

Se escogieron a partir de las placas sembradas, colonias con caracteristicas morfoldgicas
diferentes y se sembraron en tubos que contenian 3ml de ASD (Himedia Laboratories
Limited, India) dispuestos en bisel y se incubaron durante 5 a 7 dias a una temperatura
de 28 a 30 °C.

Identificacidn de los hongos aislados

La identificacion de los hongos filamentosos se realizd mediante el estudio
macroscopico de las colonias como: aspecto, color, forma, difusién de pigmentos,
superficie, color de superficie, reverso, consistencia, textura y tamafio. Seguidamente se
evaluo las caracteristicas microscopicas de los hongos filamentosos tales como: tipos de
micelio, conidi6foros, esterigmas, conidios (forma, tabicamiento, color didmetro,
paredes y agrupacion de los conidios) esporangiéforas, esporangios, esporangiosporas,
columenas, rizoides, mediante la técnica de microcultivo de Riddel, que consiste en
colocar en el fondo de una placa de Petri un trozo de papel absorbente y sobre éste se
coloca una varilla de vidrio en forma de “U”. Se coloc6 sobre la varilla de vidrio una
lamina portaobjeto y una laminilla cubreobjeto, para su esterilizacion en el autoclave
durante 15 min a 15 libras de presion y se secaron posteriormente en la estufa. Se
procedio a preparar una placa de Petri con el medio de cultivo ASD, el cual debe poseer

5mm de espesor, luego se cortd con un bisturi estéril el medio en cuadros de 10mm de



lado y se colocd en el centro de la ldmina portaobjetos, a continuacién se inoculé con
una asa bacterioldgica las colonias en estudio en los cuatro puntos de los bordes del agar
y se coloco una laminilla cubreobjetos sobre el medio inoculado. Se afadi6 agua
destilada esteril en el papel absorbente cuidando de no mojar el medio y se incubaron las
placas de Petri durante 7 a 10 dias a una temperatura de 28°C. Una vez alcanzado el
crecimiento fangico se procedi6 a realizar la coloracidn, que consistio en retirar con una
pinza la lamina cubreobjetos y colocarla sobre la lamina portaobjetos que contenia una o
dos gotas de azul de lactofenol, para su observacion al microscopio con objetivo de 10X

y luego con el objetivo de 40X.
Anélisis de datos

Los resultados de las diferentes especies fungicas identificadas y aisladas de las diversas
muestras de alimentos fueron estudiadas por el método de analisis porcentual (%) y son
mostradas en tablas y figuras. Para el andlisis estadistico de los resultados, se utilizé la
prueba Chi Cuadrado, con un nivel de significancia de 95% (Wayne, 2002).



RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar las diversas muestras de alimentos elaborados a base de maiz se obtuvo que
los recuentos fingicos promedios fueron de 4 x 10* UFC/g para harina de maiz,
1,2 x 10* UFC/g para maiz entero amarillo, 3 x 10* UFC/g para maiz picado amarillo, 5
x 10* para maiz de cotufa y 1,2 x 10* para hojuelas de maiz demostrandose que los
resultados obtenidos son estadisticamente significativos. Las UFC/g de las muestras
analizadas superaron el limite establecido por la comision venezolana de normas
industriales (COVENIN) 2135:1996 la cual establece 1x10* UFC/g como limite méaximo
(Tabla 1).

Tabla 1. Recuentos promedios de las Unidades Formadoras de Colonias por gramo

(UFC/g) de las muestras analizadas

Muestras UFC/g

Harina de maiz precocida 4x10*
Maiz entero amarillo 1,2x10*

Maiz picado amarillo 3x104

Maiz de cotufa 5x10*
Hojuelas de maiz 1,2x10*

Estos resultados son similares a los encontrados por Chavarri et al. (2014), quienes
reportaron recuentos promedios de 8,6 x 10° UFC/g. De igual forma, en el estado
Guarico se analizaron 28 muestras de granos de maiz, alcanzando recuentos promedios
de 4,53 x 10° UFC/g (Freites et al., 2018).

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que las muestras analizadas
superan los limites establecidos para los productos elaborados a base de maiz por lo
tanto, es importante destacar que se aislaron con elevada frecuencia especies fungicas
relacionadas con la contaminacion y deterioro de ciertos alimentos capaces de producir
enfermedades en el consumidor. La magnitud de la colonizaciéon y la sintesis de

micotoxinas dependen de muchos factores que actuan durante el proceso productivo,
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entre ellos la susceptibilidad del genotipo sembrado, capacidad toxigénica, sequias
extremas, ataque de insectos, condiciones ambientales (humedad y temperatura) durante
el cultivo, la época de cosecha, el tiempo de transporte, acondicionamiento, humedad
relativa, temperatura y aireacion del almacén, son factores que condicionan la calidad

final de la materia prima para la industria (Soriano, 2007).

Asimismo, el crecimiento de especies fungicas producen cambios desfavorables en los
granos sobre los cuales crecen, independientemente de su capacidad para producir
micotoxinas, los hongos durante su desarrollo, alteran el valor nutritivo del grano

disminuyendo el contenido de grasas, proteinas y carbohidratos (Mazzani, 2022).

Al analizar la frecuencia de los hongos filamentosos en harina de maiz, se puede

observar que la mayor frecuencia la obtuvo A. flavus (46,0%).

En la tabla 2, se muestra la frecuencia de las distintas especies de hongos filamentosos

aislados en harina de maiz precocida.

Tabla 2. Frecuencia de especies de hongos filamentosos en harina de maiz precocida.

HONGO N° FRECUENCIA (%)

Aspergillus flavus 6 46,0
Aspergillus niger 3 23,0
Aspergillus penicillioides 2 15,0
Aspergillus clavatus 1 8,0
Penicillium citrinum 1 8,0

Se aislaron especies del género Aspergillus. Estos resultados coinciden con el estudio
realizado por Gonzalez (2010), donde se reporto el aislamiento frecuente de A. flavus y

A. niger en muestras de maiz en el estado Bolivar.

Aspergillus flavus posee la capacidad adaptativa de crecer y desarrollarse en diferentes
sustratos, en amplio rango de pH, temperaturas (12°C - 48°C) y en ambientes con
humedad superior al 80,0 %, factores que lo caracterizan como patdégeno oportunista de
los cultivos, ademas de producir aflatoxinas como metabolitos secundarios tanto antes

como después de la cosecha (Moura et al., 2023).
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Las fuentes potenciales de indculo primario de A. flavus en el campo son los conidios en
el suelo y micelios que sobreviven de una estacion a otra en restos de plantas y en
insectos. La infeccion ocurre cuando el aire y los insectos diseminan el indculo hacia los
estigmas, a través de los cuales el hongo penetra a la mazorca en desarrollo (Mazzani,
2022). Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de A. flavus se ilustran en la

figura 1.

\
|

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de Aspergillus flavus. (A)

cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscépicas en Agar Sabouraud

dextrosa.
De acuerdo a Chavarri et al. (2012) las aflatoxinas son unas de las toxinas mas
peligrosas, se ha demostrado que el consumo repetido de dosis bajas tiene efecto
mutagénico, teratogénico y cancerigeno en animales, ademas de ser letales a dosis altas.
Dependiendo de su concentracion en los alimentos, causan en animales y humanos
efectos crénicos con sintomas y alteraciones patoldgicas como son disminucion de la
funcion hepaética, higado graso, hepatomas y reduccién de las proteinas plasmaticas, lo
cual influye en la produccion de inmunoglobulinas y en el aumento de la fragilidad
capilar que resulta en hemorragias generalizadas. En intoxicaciones agudas, derivadas de
la ingesta de dosis elevadas de estas toxinas, ocurre la muerte de los animales. Aductos
de la aflatoxina B; han sido hallados en distintos tejidos durante la necropsia de

humanos fallecidos a causa de cancer.

Aspergillus niger se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza debido a que no

presenta condiciones abidticas muy selectivas, posee un efectivo mecanismo de
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dispersion de sus esporas y puede crecer en un amplio rango de temperatura
(6°C - 55°C) y una humedad relativa baja, adicionalmente, puede desarrollarse sobre una
gran variedad de sustratos que incluyen polimeros vegetales y suelo (Salazar y Ledn,
2012).

Algunas especies de Aspergillus pueden producir Ocratoxina A (OTA), como A. niger y
A. tubingensis, pertenecientes a la seccion Nigri. La Ocratoxina A es considerada un
metabolito secundario con propiedades neurotoxicas, inmunotdxicas y teratogénicas
sobre animales. Ademéas ha sido clasificada por la Agencia Internacional de

Investigacion del Cancer como un posible cancerigeno en humanos (Gonzélez, 2009).

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Aspergillus niger se observan en

la figura 2.

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de Aspergillus niger. (A)
Cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar
Sabouraud dextrosa.

Entre las especies menos frecuentes aisladas de harina de maiz, resaltaron Aspergillus
penicillioides y Aspergillus clavatus quienes han sido descritos con menor frecuencia en

maiz (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Caracteristica macroscopicas 'y microscopicas de Aspergillus
penicillioides. (A) Cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscépicas

en Agar Sabouraud dextrosa.

La capacidad para producir micotoxinas por parte de Aspergillus penicillioides ha sido
poco estudiada, sin embargo, por ser una especie ubicua, se ha descrito como

contaminante de cereales como el maiz (Fernandez, 2010).

Aspergillus clavatus es un hongo tipicamente aislado de muestras de suelo, heces
animales y materias vegetales en descomposicion. Se considera un contaminante poco
comln y extrafio en cereales y sus subproductos; sin embargo, puede proliferar en
productos almacenados con alto contenido de humedad (Soares et al., 2009); por lo que

su hallazgo en harina de maiz es un factor de interés.

Asimismo, su desarrollo es sugestivo de produccion de patulina o clavatina, una
micotoxina producida por diversos hongos de los géneros Penicillium y Aspergillus. Se
ha demostrado que en dosis altas esta micotoxina posee propiedades inmunotoxicas y

carcinogeénicas.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (2023), la patulina a menudo se
encuentra en manzanas podridas y productos de manzana, pero tambien puede aparecer
en varias frutas enmohecidas, granos y otros alimentos, ya que proviene de especies

ubicuas.
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Aspergillus clavatus. (A)
Cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar
Sabouraud dextrosa.

Para el maiz entero amarillo, las especies aisladas fueron Aspergillus flavus (27,3%),
Aspergillus penicillioides (27,3%), Neocosmospora solani (27,3%), Eurotium sp. (9,0%)
y Penicillium citrinum (9,0%) (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de especies de hongos filamentosos en maiz entero amarillo.

Hongo N° Frecuencia (%)
Aspergillus flavus 3 27,3
Aspergillus penicillioides 3 27,3
Neocosmospora solani 3 27,3
Eurotium sp. 1 9,0
Penicillium citrinum 1 9,0

Similar a lo obtenido en la muestra de harina de maiz precocida, las especies del género
Aspergillus presentaron alta frecuencia para el maiz entero amarillo, sin embargo, en
este caso destaca el aislamiento en igual porcentaje de Neocosmospora solani. Las
caracteristicas macroscopicas y microscépicas de este hongo filamentoso se observan en

la figura 5.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Garcia y Martinez (2010) en México,

donde se aislaron especies del género Fusarium en maiz recién cosechado y desgranado,
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considerando estos hongos como patdgenos de la planta de maiz y componente

importante de la pudricion de mazorca en muchos lugares del mundo.

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Neocosmospora solani.
(A) Cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar

Sabouraud dextrosa.

Las especies del género Neocosmospora son conocidas por su capacidad de produccion
de fumonisinas, un grupo de micotoxinas que crecen en forma endogena en el maiz.
Fueron aisladas y descritas por primera vez en Sudafrica en 1988, y de acuerdo con la
Agencia Internacional de Investigacion en Céncer (IARC, por sus siglas en inglés),
desde 1993 se encuentran catalogadas en el grupo 2B como posibles carcindgenos
humanos por detras de AFB; que se encuentra en el grupo 1 de esta clasificacion.
Existen 15 tipos de fumonisinas agrupadas en cuatro categorias (A, B, C, P); siendo las
mas conocidas FB;, FB, y FB3, de las cuales FB; es la méas tdxica. Las intoxicaciones
con esta toxina se han asociado al consumo crénico de maiz y de alimentos derivados de
este cereal, que estan contaminados con pequefias concentraciones de FB;. En humanos
esta toxina se ha asociado a cancer esofagico y defectos en el cierre del tubo neural y en
animales se ha relacionado a edema pulmonar, hepatoxicidad, neurotoxicidad y

nefrotoxicidad (Serrano y Cardona, 2015).

El mecanismo de toxicidad de FB; consiste en bloquear la sintesis de esfingolipidos, los
cuales son elementos esenciales en la estructura de la membrana celular, particularmente

en las células nerviosas y tienen como funcion controlar los mecanismos de regulacion
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de la célula actuando como segundos mensajeros en los procesos de crecimiento,
diferenciacion y muerte celular. Esta alteracion en la biosintesis de esfingolipidos ocurre
como consecuencia de la inhibiciéon de la enzima ceramida sintasa, lo que genera la
acumulaciéon de compuestos como son esfingonina y esfingosina (Serrano y Cardona,
2015).

Con menos frecuencia se aislaron Penicillium citrinum y Eurotium sp., éste Gltimo se

ilustra en la figura 6.

A

Figura 6. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Eurotium sp. (A) Cultivo
en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar Sabouraud

dextrosa, (C) Cleistotecios.

El principal género en el que se agrupan las formas teleomorficas de Aspergillus es
Eurotium. Si bien se han descrito investigaciones donde se identifica a Eurotium como
micobiota del maiz, pocas de ellas expresan su capacidad para producir micotoxinas. En
este sentido, Julaifi, F. (2003) reportd una especie de Eurotium capaz de producir
Ocratoxina A en granos de cereales en almacenamiento, por lo que serian necesarios
estudios sobre la produccién de OTA en maiz dado que esta micotoxina también
representa un riesgo potencial para la salud humana y animal.

Las diferentes especies fungicas aisladas en maiz picado amarillo se muestran en la tabla
4.
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Tabla 4. Frecuencia de especies de hongos filamentosos en maiz picado amarillo.

HONGO N° FRECUENCIA (%)

Penicillium citrinum 3 50,0
Aspergillus penicillioides 1 16,67
Neocosmospora solani 1 16,67
Aspergillus flavus 1 16,67

La especie aislada con mayor frecuencia fue Penicillium citrinum (Figura 7). Con menos

frecuencia fueron aisladas especies del género Aspergillus y Neocosmospora.

Figura 7. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Penicillium citrinum. (A)
Cultivo en Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar
Sabouraud dextrosa.

Estos resultados coinciden con lo obtenido en la investigacion realizada por Lemus et al.
(2007), quienes analizaron muestras de maiz amarillo provenientes de Cumana,

Porlamar y Anaco.

Estos investigadores hallaron mayor incidencia del género Penicillium sp., el cual es un
hongo de almacenaje que con frecuencia invade el grano en condiciones de humedad.
Del mismo modo, en Brasil se aislaron 13 especies del género Penicillium, donde la méas
frecuente fue P. citrinum, con un 28,80 % en 30 muestras de maiz (Cardoso et al.,
2011).

Es de resaltar que P. citrinum se ha identificado como productor de una micotoxina
denominada citrinina, con un importante poder nefrotoxico. A pesar de que la presencia

del agente micotoxigénico no es suficiente para asegurar la existencia de la toxina, el
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aislamiento de esta especie es un indicador relevante de que la toxina podria encontrarse

en el producto.

Al analizar maiz de cotufa, se aislaron tres especies: Aspergillus flavus, Aspergillus
niger y Mucor sp. En la tabla 5 se describe la frecuencia de especies de hongos

filamentosos en esta muestra.

Tabla 5. Frecuencia de especies de hongos filamentosos en maiz de cotufa.

HONGO N° FRECUENCIA (%)

Aspergillus flavus 1 33,33
Aspergillus niger 1 33,33
Mucor sp. 1 33,33

Reyes et al. (2008) estudiaron la incidencia de hongos y micotoxinas en ensilajes de
maiz mexicanos, obteniendo el aislamiento de especies de los géneros Mucor vy

Aspergillus, lo que coincide con los resultados del presente trabajo de investigacion.

Mucor sp. es considerado contaminante de cereales por estar presente en suelo, materia
organica en descomposicion y frutas. Sin embargo, se desconoce su capacidad para
producir micotoxinas. Sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas se ilustran en

la figura 8.

oo

Figura 8. Caracteristicas macroscopicas y microscépicés de Mucor sp. (A) Cultivo en

Agar Saboraud dextrosa, (B) Estructuras microscopicas en Agar Sabouraud dextrosa.

La frecuencia de hongos filamentosos en hojuelas de maiz se observa en la tabla 6.
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Tabla 6. Frecuencia de especies de hongos filamentosos en hojuelas de maiz.

Hongo N° Frecuencia (%)
Neocosmospora solani 3 42,85
Aspergillus flavus 2 28,60
Aspergillus niger 1 14,28
Mucor sp. 1 14,28

Neocosmospora solani, fue la especie mas frecuente seguido de especies del género

Aspergillus y Mucor sp.

En general, las micotoxinas son producidas por hongos filamentosos bajo condiciones
Optimas de temperatura que oscilan entre los 20-25 °C, requieren de un pH entre 4y 8 'y
una humedad relativa de 80,0 a 90,0 %. Los factores que afectan la magnitud de la
toxicidad por las micotoxinas para el hombre y los animales, se resumen en las especies
fangicas implicadas, los mecanismos o modos de accion, el metabolismo, los
mecanismos de defensa del organismo afectado, asi como edad, sexo, dieta o cualquier

otra condicién general (Martinez y Anadén, 2012).

El mecanismo toxicoldgico de la aflatoxina B; esta dado por su radical epoxido, el cual
puede unirse con los acidos nucleicos y proteinas haciéndolos biol6gicamente inactivos.
La guanina del ADN es el blanco principal atacado por las aflatoxinas activadas. Esta
union covalente induce mutaciones que a la larga terminan en neoplasias. De igual
manera, es capaz de unirse a macromoléculas, puntos endoplasmaticos para fijacion de
esteroides, y diversas enzimas en el interior del higado. Su forma clinica aguda esta
asociada a nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y principalmente a hepatotoxicidad,
generando un cuadro caracterizado por ictericia, vomitos, dolor abdominal e
insuficiencia hepatica. Mientras que la forma cronica esta relacionada con desnutricion

proteica, carcinogénesis e inmunosupresion (Perusia y Rodriguez, 2001).

Por otro lado, la Ocratoxina A es absorbida en el tracto digestivo, especialmente en el

intestino delgado y de ahi es transportada a través de la sangre, principalmente a los
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rifiones, alterando fundamentalmente las mitocondrias en el tubo contorneado proximal
renal, generando asi cambios ultraestructurales y fisiopatologicos lo que conlleva a
nefropatias graves, lo que explica su caracter nefrotdxico. En cuanto a las fumonisinas,
es considerada neurotoxica y gastrotdxica, asociada a cancer esofagico, capaz de inhibir
la biosintesis de esfingolipidos, alterando las funciones celulares. A través de la
activacion del factor de necrosis tumoral, la exposicién a fumonisinas altera el balance
de muerte celular y replicacion y de esta forma contribuye a la carcinogénesis (Serrano y
Cardona, 2015).

La patulina es altamente tdxica para las células animales y vegetales. Se ha observado
que provoca disrupcion de la membrana plasmatica, inhibicién del transporte de
aminoacidos y de la sintesis de ADN. Por otro lado, la citrinina, es considerada una
micotoxina nefrotoxica, que promueve cambios a nivel de membrana mitocondrial,

afectando el sistema renal humano (Cano et al., 2014).

Diferentes estudios sefialan que los principales contaminantes de semillas y granos de
maiz son especies de los géneros Neocosmospora, Aspergillus, Penicillium, y Mucor, lo
que coincide con los resultados obtenidos en ésta investigacion, pues estos géneros en su
mayoria fueron aislados en las muestras analizadas. Asimismo, en Venezuela, los
resultados de numerosos trabajos de investigacién han sido consistentes durante las
ultimas tres o cuatro décadas, obteniendo un elevado niumero de muestras contaminadas
con A. flavus y con altos niveles de sus toxinas. Tanto en maiz almacenado y en el
campo se demostré que esta especie y sus toxinas representan un problema grave en
zonas productoras de maiz de los estados Guarico, Portuguesa y Yaracuy (Mazzani,
2022).

Estos resultados son similares a los reportados en el presente trabajo de investigacion, ya
que Aspergillus flavus fue la especie aislada con mayor frecuencia en las muestras
analizadas. De igual manera, se aislaron especies de los géneros Penicillium vy
Neocosmospora, las cuales se han descrito como micobiota contaminante del maiz y

puede tener capacidad para producir ocratoxinas y fumonisinas. Asimismo, se aislaron



21

especies fungicas menos comunes en alimentos elaborados a base de maiz como A.
clavatus, quien se ha reportado con capacidad para producir clavatina, una micotoxina

menos conocida.

Los factores determinantes para estimar el riesgo potencial de contaminacion por
aflatoxinas en los alimentos se fundamentan en conocer la frecuencia fungica y

caracterizar su capacidad para producir aflatoxinas.

De acuerdo a las normas COVENIN, la cantidad de aflatoxinas totales no debe exceder
los limites maximos de 20 upg/kg, siendo estos valores permitidos similares a los
aceptados en otras regiones, como Estados Unidos y otros paises latinoamericanos y
europeos. Hay que tener en consideracion que las micotoxinas, en particular las
aflatoxinas, deberian encontrarse en los alimentos en la menor cantidad posible y que la
presencia de los géneros Aspergillus, Penicillium y Neocosmospora en las muestras
estudiadas sugieren que desde algun punto de la cadena de produccion (comenzando con
el productor hasta el almacenamiento) existen condiciones que favorecen el crecimiento
de estos hongos, factor que implica riesgo potencial de ingesta de micotoxinas en los
productos finales de consumo, pudiéndose convertir en un problema de salud puablica.
Ademas, hay que destacar que algunas de las especies aisladas, en las bibliografias se
encuentran relacionadas con otras micotoxinas diferentes de las aflatoxinas, cuya
presencia es la Unica que se encuentra reglamentada seglin las normas de control de

calidad nacionales.

En la presente investigacion se evalud la micoflora productora de aflatoxinas y otras
micotoxinas en alimentos elaborados a base de maiz observandose que en la mayoria de
las muestras analizadas se aislaron especies fungicas productoras de aflatoxinas y otras
micotoxinas como las Ocratoxinas y Fumonisinas, micotoxinas de interés alimentario, lo
que hace presumir que dicho cereal es susceptible a la contaminacion fungica y por
consiguiente a la presencia de micotoxinas desde la cosecha hasta la distribucion,
representando un peligro potencial para la salud del hombre asi como una fuerte pérdida

econdmica. Por lo tanto, es necesario monitorear periédicamente las principales zonas
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productoras de éste cereal de consumo masivo para asi evitar efectos nocivos en la salud

humana y animal.



CONCLUSIONES

Se obtuvo recuentos fiingicos promedios de 4 x 10* UFC/g para harina de maiz, 1,2 x
10* UFC/g para maiz entero amarillo, 3 x 10* UFC/g para maiz picado amarillo, 5 x 10*
para maiz de cotufa y 1,2 x 10* para hojuelas de maiz demostrandose que los resultados
obtenidos son estadisticamente significativos. Las UFC/g de las muestras analizadas
superaron el limite establecido por la comision venezolana de normas industriales
(COVENIN) 2135:1996.

Aspergillus fue el género aislado con mayor frecuencia en todas las muestras evaluadas.

Las especies aisladas fueron Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
penicillioides, Aspergillus clavatus, Penicillium citrinum, Neocosmospora solani,
Eurotium sp. y Mucor sp. Resaltando entre ellas Aspergillus flavus como la especie con

mayor frecuencia en todas las muestras analizadas.



RECOMENDACIONES
Realizar monitoreos periddicos a fin de determinar la presencia de estos hongos y su
capacidad para producir micotoxinas en alimentos elaborados a base de maiz para

reducir el nivel de riesgo por contaminacion.

Minimizar los factores que favorecen el crecimiento de hongos desde la siembra hasta el
procesamiento, ya que estos determinan la calidad final de la materia prima para la

industria.

Establecer limites de tolerancia permitidos para otras micotoxinas en alimentos

elaborados a base de maiz.
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