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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion trata sobre la determinacion cuantitativa de
micotoxinas mas comunes en granos de maiz comercializados para el consumo
humano en los mercados Central de San Salvador, Mejicanos y San Miguelito
por el método de ELISA.

Se realizé una investigacion donde se estudiaron los conceptos referentes al
andlisis cuantitativo de micotoxinas, el efecto que estas presentan sobre la
salud y los limites y condiciones requeridas para su cuantificacion, asi como el
fundamento de las pruebas de inmunoensayo por ELISA.

Teniendo claros los conceptos se inici6 con la investigacion de campo,
determinando la metodologia a utilizar en el laboratorio, asi como los reactivos
utilizados para cada una de las determinaciones de las diferentes micotoxinas a
analizar.

El trabajo experimental se llevé a cabo en el laboratorio de Diagnostico de
Laboratorios Biolégicos Veterinarios, analizando dieciséis (16) muestras de
granos de maiz obtenidas de los establecimientos que comercializan este
producto en cada mercado.

Los resultados obtenidos en la parte practica fueron comparados con los limites
de deteccion establecidos por la FAO/FDA, donde se encontraron en la mayoria

de las muestras valores muy por debajo de los niveles establecidos.



Por lo anterior se demostré que las muestras de maiz para consumo humano
investigadas, son aptas para el consumo humano y que los inmunoensayos por
el método ELISA para cuantificacion de micotoxinas, reflejan resultados rapidos,
confiables y versatiles para la determinacion de estos contaminantes.

Pese a encontrarse en este estudio concentraciones por debajo de los limites
de tolerancia establecidos por la FAO y el FDA para estos contaminantes, es
importante no perder de vista los efectos que los mismos tienen sobre los
organismos vivos y su capacidad aditiva la cual provoca un detrimento en la
salud tanto animal como humana y realizar periodicamente monitoreos de los
granos de maiz que se comercializan en el pais a fin de establecer la
prevalencia de micotoxinas y establecer los propios limites de tolerancia como
las normativas pertinentes a través de las autoridades competentes para evitar

en un futuro posibles intoxicaciones en la poblacion.
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1.0 INTRODUCCION

Durante su crecimiento, los cultivos para granos y forrajes estan expuestos a
innumerables peligros, algunos de los cuales son facilmente discernibles, como
la sequia o las inundaciones, las plagas de insectos, roedores y aves; mientras
gue otros son menos Vvisibles y, por consiguiente, de alguna manera, mas
dificiles de definir y controlar.

Los alimentos pueden infectarse con diferentes hongos productores de
micotoxinas (metabolitos secundarios), pudiendo al momento de la cosecha
estar contaminados con tricotecenos, zearalenona, fumonisinas, acido
tenuazonico, alternariol, aflatoxinas, ocratoxinas entre otros.

Los productos agricolas en las etapas sucesivas de cultivo, cosecha y
almacenamiento ofrecen sustratos favorables al desarrollo de los hongos que
producen las micotoxinas. En la mayoria de paises en desarrollo las
condiciones meteorolégicas permiten almacenar productos agricolas durante
todo el afio, pero estos son ideales también para fomentar el desarrollo de
microorganismos que causan la destruccion de grandes cantidades de
alimentos.

En el presente trabajo de investigacion se pretendié cuantificar la presencia de
micotoxinas en granos de maiz comercializados para consumo humano en Los
mercados central de San Salvador, Mejicanos y San Miguelito, aplicando para

esto el método ELISA de inmunoensayo para Aflatoxinas, Ocratoxinas, T-2



Xvii

Toxinas y Vomitoxinas (DON) y comparar los resultados obtenidos con los
limites de tolerancia establecidos por la FDA y la FAO. Las muestras tomadas
de cada mercado dependieron del nUmero de establecimientos en los cuales se
comercializan granos de maiz, para lo cual, se realiz6 una visita previa de
observacion de la cual se obtuvo el numero total de puestos a muestrear,
haciendo un total de dieciséis muestras; los analisis de las muestras
recolectadas se realizaron en el laboratorio de diagnostico de Laboratorios
Biologicos Veterinarios S.A de C.V. (LBV). La toma de muestras y sus

respectivos analisis se llevaron a cabo durante el afio 2010.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Cuantificar micotoxinas mas frecuentes en granos de maiz comercializados
para el consumo humano en los mercados: Central de San Salvador,

Mejicanos y San Miguelito.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Recolectar muestras de maiz comercializado en los mercados:
Central de San Salvador, Mejicanos y San Miguelito.

2.2.2 Cuantificar el contenido de Aflatoxina, Ocratoxina, T-2 toxina y
Vomitoxina por el método de ELISA en las muestras de maiz
recolectadas.

2.2.3 Comparar los resultados obtenidos en cuanto al contenido de
micotoxinas con los limites establecidos por el FDA y la FAO.

2.2.4 Elaborar con los resultados obtenidos una tabla de comparacién

para futuras investigaciones de micotoxinas.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades sobre hongos productores de micotoxinas

En el deterioro de los alimentos estan generalmente implicados tres tipos de
microorganismos: bacterias, levaduras y hongos. Cada microorganismo tiene
para su crecimiento condiciones ambientales especificas en cuanto a oxigeno,
acidez, humedad, nutrientes y temperatura. Por esta razon, tanto la clase de
alimento como las condiciones externas determinan los tipos de
microorganismos que van a prevalecer.

Cuando se habla del reino de los hongos, se hace referencia a un grupo de
organismos los cuales pueden clasificarse en levaduras y hongos filamentosos
(mohos). Estos Ultimos son organismos eucariotas, multicelulares vy
filamentosos, constituidos por micelios verdaderos. Carecen de Clorofila y estan
formados por una serie de células alineadas, llamadas hifas, el micelio es el
conjunto de hifas ramificadas y resulta visible sobre el alimento ya sea en la
superficie o en el interior mediante un aspecto y color caracteristico.

Los hongos constituyen un gran problema como contaminantes en los
alimentos, tanto a nivel econdmico como a nivel de salud. Son practicamente
omnipresentes en el ambiente y la variedad es enorme.(7)

Todos los hongos son aerobios, es decir que necesitan oxigeno para vivir y
multiplicarse, se reproducen mediante esporas que son muy resistentes a

condiciones adversas como fri, calor, sequedad y falta de nutrientes. Las
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esporas pueden sobrevivir meses o0 aun afilos en el mismo lugar, o ser
transportadas por el aire u otros vectores a otras partes. Cuando encuentran
condiciones favorables comienzan a reproducirse nuevamente. (o)

Muchos de los hongos se desarrollan en los alimentos produciendo metabolitos
toxicos, llamados micotoxinas. Dichas sustancias son capaces de inducir lo que
se conoce con el nombre de micotoxicosis, enfermedades que afectan a los
animales y al hombre. Los hongos principales implicados en casos de
micotoxicosis pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillum, pero
existen también especies productoras de micotoxinas en otros géneros.

Se han identificado centenas de micotoxinas pero no todas tienen implicaciones
en la salud. Con base en los conocimientos actuales, existen evidencia de
exposicion humana a Aflatoxina, Ocratoxina, Zearalenona y Tricotecenos (T-2),
no incluyendo la posibilidad de que el estado de las micotoxinas presentes en el
medio ambiente, puedan también presentar riesgos para la salud humana y
animal.(s)

Un mismo hongo puede producir simultineamente diferentes tipos de
micotoxinas, asi que es muy posible que la dieta esté contaminada con varias
micotoxinas. Esto es importante, ya que pueden presentarse efectos sinérgicos,
como lo son el caso de la Aflatoxina B1, con la micotoxina T- 2, asi como de
micotoxina T-2 con Ocratoxina A.@3)

Cuando varios hongos invaden un mismo alimento, existe competencia entre

ellos en cuanto a crecimiento y produccion de micotoxinas. Cepas productoras
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de micotoxinas pueden reducir o parar completamente la produccién cuando
hay presencia de otros hongos.

Todos los hongos son heterétrofos, por lo que tienen que alimentarse de
materia organica preformada, la que utilizan como fuente de energia y carbono.
Son células eucariotas, es decir presentan un nucleo diferenciado con una
membrana bien organizada.

Tienen pared celular, esta pared es rigida, por lo que no pueden comer
alimentos sino que absorben nutrientes simples y solubles que obtienen al
desintegrar  polimeros mediante  enzimas  extracelulares llamadas
despolimerasas.

La estructura de los hongos puede ser de un micelio, que esta formado por
multiples filamentos llamados hifas o por estructuras unicelulares llamadas
levaduras, estas Ultimas se reproducen por gemacion. El micelio de los hongos
esta formado por 2 partes:

Micelio vegetativo: asegura el desarrollo, nutricion y fijacion.

Micelio reproductor: donde se forman los 6rganos de reproduccion.

3.1.1 Estructura de los hongos.

Los hongos estan formados por una estructura celular, donde el nucleo tiene
membrana doble y nucléolos; los organelos citoplasmicos incluyen,
mitocondrias, reticulo endoplasmico, vacuolas, ribosomas y aparato de golgi

relacionado con la produccion de vesiculas secretoras, cuerpos lipidicos,
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inclusiones cristalinas y microcuerpos; también puede haber hileras de micro
tubulos y glucogeno.
El citoplasma y la pared celular se pueden desintegrar por autolisis y se
desarrolla una pared secundaria bastante gruesa; esto da lugar a la formacion
de células de resistencia que sobreviven a condiciones adversas y permanecen
en estado de latencia.
3.1.2 Taxonomia y clasificacion de los hongos.
La taxonomia de los hongos se basa principalmente en criterios morfolégicos y
en las caracteristicas de las estructuras de reproducciéon. Los hongos se dividen
en hongos inferiores y superiores: Los inferiores se caracterizan por presentar
filamentos gruesos no tabicados, reproduccidbn asexuada por esporas
endogenas y reproduccion sexuada por oosporas 0 cigosporas.
Los hongos superiores presentan filamentos tabicados y reproduccion
asexuada por esporas externas o conidios aislados o en cadenas o dispuestas
en donidioforos, la reproduccién sexuada ocurre por fusion de 2 esporas de
sexos diferentes con formacion de una fase binucleada. Donde los ndcleos del
filamento binucleado se fusionan y dan lugar a la formacién de un huevo. El
Dimorfismo es la capacidad de algunas especies de hongos de desarrollar dos
formas, segun las condiciones ambientales:

1. Como Micelio, cuando crecen a una temperatura de 25°C a 30°C y

2. Como Levadura, cuando crecen a una temperatura de 35 a 37 grados

centigrados.
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Ejemplo: el Aspergillus Flavus y el Aspergillus fumigatus crecen a temperatura
ambiente, formando una estructura micelial, pero también crecen a 37 grados
centigrados, con una estructura de levaduriforme; por lo tanto son hongos
dimorficos.

3.2 Condiciones de crecimiento de hongos en relacién a la produccion de
micotoxinas.

Para crecer y multiplicarse los diferentes hongos tienen requerimientos
especificos en cuanto a nutrientes y condiciones externas.

La fuente de carbono (tipo de azucar, acido graso, etc.) es importante asi como
la fuente de nitrégeno, el pH y la presencia de iones metdlicos, lo anterior
explica porque determinado hongo crece mejor en un alimento que en otro, aun
cuando las condiciones anteriores como luz, temperatura y humedad sean
iguales. Se puede mencionar que el maiz, trigo y mani son especialmente
susceptibles a la contaminacion por hongos productores de Aflatoxina y
Zearalenona, por poseer estos una composicion ideal de nutrientes. ElI maiz
tierno es mas susceptible que el maiz sazon.

No todas las cepas de las especies de hongos conocidos como productoras de
micotoxina son capaces de producirlas. Unicamente una fraccion de las cepas
gue se encuentran en la naturaleza son productoras de micotoxinas, fenémeno
gue se debe a diferencia genética entre cepas. Por tanto, la presencia de

hongos en un alimento no implica necesariamente la presencia de micotoxinas,
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asi como el hecho de que la cantidad de hongos sea muy baja, pero la
micotoxina se encuentre en concentracion alta.)

La capacidad productora de un hongo, asi como la cantidad de micotoxina
producida, depende de la composicion del alimento y varia de un producto a
otro. Algunos genotipos de cultivos son resistentes, tienen caracteristicas fisicas
gue impiden la penetracién de hongos o de humedad o contienen compuestos
gue inhiben los sistemas enzimaticos vitales para el proceso de producciéon de
micotoxinas. Es importante reconocer que las condiciones Optimas para la
produccion de micotoxinas no necesariamente son idénticas a las 6ptimas para
el crecimiento de hongos. Sin embargo, si logramos controlar el crecimiento de
hongos, controlamos indirectamente la produccion de micotoxinas.

Los alimentos pueden contaminarse cuando los hongos se desarrollan en los
cultivos en el campo, durante la cosecha, en el almacenamiento o durante el
procesamiento de los alimentos.

Las cosechas contaminadas frecuentemente incluyen: maiz, sorgo, cebada,
trigo, centeno, arroz, mani, nueces de arboles, y semilla de algodon. Los
alimentos son deteriorados por Hongos cuando sufren cambios inaceptables en
su apariencia, textura, olor y gusto o cuando estan contaminados con niveles
potencialmente peligrosos de una o mas micotoxinas.

Los hongos que invaden los granos pueden clasificarse en dos grupos

diferentes:



27

- Hongos de campo: invaden los granos antes de la cosecha o tras la siega
(siempre previo a la trilladora). Incluye distintas especies que requieren altos
niveles de humedad en el grano (20-22%). Son tipicos los géneros Alternaria y
Fusarium.

Hongos de almacenaje: invaden el grano a contenidos inferiores de
humedad. Ejemplo de estos hongos son los géneros como Aspergillus y
Penicillium.

Muchos hongos no son productores de micotoxinas incluso pudiendo invadir el
grano, por lo que un grano enmohecido no tiene por qué ser necesariamente
téxico. Del mismo modo, puede detectarse una micotoxina sin la presencia del
hongo productor, ya que éste puede haber sido inactivado por procesos
guimicos o por alteracion de los factores ambientales mientras las micotoxinas
permanecen en el sustrato.

Hasta el momento, se han identificado mas de 200 tipos de micotoxinas. Sin
embargo, las que pueden encontrarse con mayor frecuencia como
contaminantes naturales en los alimentos para animales o humanos son las
siguientes: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 M1), ocratoxinas, zearalenona,
tricotecenas (vomitoxina, T-2, nivalenol, DON), citrinina, patulina y fumosinas

(B1y B2).
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3.3 Micotoxinas

3.3.1 Definicion)

Los hongos utilizan para su crecimiento una serie de sustancias quimicas
denominadas metabolitos primarios, estos pueden ser &acidos nucléicos,
proteinas, carbohidratos y lipidos principalmente. El uso de estos metabolitos
primarios se asocia con la fase de rapido crecimiento. Los metabolitos
secundarios son una serie de compuestos que no son esenciales para el
crecimiento vegetativo en cultivo puro. Dentro de este grupo, se encuentran los
antibioticos y las micotoxinas. Las micotoxinas suelen formarse al final de la
fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del moho.
Las micotoxinas, que derivan de las palabras griegas mikes y toxina, que
significan hongo y veneno respectivamente, son compuestos que tienen lugar
cuando la fase de crecimiento llega a su etapa final y durante la fase
estacionaria. Son moléculas relativamente pequefias (Pm<700). La mayor parte
de estos metabolitos secundarios se originan en la ruta policeténica. Las
micotoxinas son un grupo heterogéneo de sustancias quimicas que tienen
efectos negativos agudos y/o cronicos sobre la salud de los seres humanos y
de los animales.

Las micotoxinas son extremadamente tdOxicas y mantienen esta toxicidad
durante un tiempo prolongado, son quimicamente diversas y de poca
solubilidad en agua, la mayoria tiene una estructura de anillos aroméaticos y son

muy resistentes a la inactivacién por métodos fisicos, quimicos y biolégicos.
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Esta contaminacion de granos alimenticios por micotoxinas, no solo constituye
dafio a la salud sino que representa otro obstaculo para el comercio
internacional de los productos de paises en desarrollo y ello ocasiona la
destruccion de los cargamentos y a menudo la pérdida de mercados enteros y
de valiosas divisas. En muchos paises el logro de la inocuidad de los alimentos
ofrecidos a los consumidores es un desafio, porque son varios los factores
ambientales que pueden ser causa de contaminacion directa e indirecta de
compuestos como las micotoxinas. (1)

Los hongos pueden cambiar textura, color, sabor y calidad de los productos
alimenticios ya que son capaces de darles olores y sabores desagradables,
descomponiéndolos, tornandolos indeseables y con efectos téxicos.
Enfermedades y muertes de animales en granjas, ocasionadas por la ingestion
de alimentos mohosos, han demostrado en investigaciones posteriores que
estos contenian determinadas micotoxinas que han sido luego identificadas; de
este modo se ha podido establecer una correlacion directa entre las micotoxinas
y un sindrome morboso en los animales y/o en el hombre denominado
Micotoxicosis.(10)

3.4 Aflatoxinass)

3.4.1 Caracteristicas del compuesto

El nombre de las aflatoxinas hace referencia al hecho de ser biosintetizadas por
el hongo Aspergillus flavus y fue propuesto en 1962 por sus descubridores. La

primera letra, la A, hace referencia al género Aspergillus, las tres siguientes,
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FLA, proceden de la especie flavus y el término TOXINA se refiere a su efecto
toxico. En cuanto a las aflatoxinas B y G, se las denomina asi por el color de la
fluorescencia que emiten bajo la luz UV: azul (Blue) y verde (Green),
respectivamente. La estructura de las aflatoxinas fue deducida alrededor de
1962 por el grupo de Asoa.

Las aflatoxinas son sustancias biogenéticas y estan estructuralmente
relacionadas. Quimicamente son cumarinas sustituidas, conteniendo anillos de
bifurano y configuracién tipo lactona, comunes a todas ellas. Todas ellas son
muy fluorescentes. Habiéndose aprovechado esta propiedad como base de sus
procedimientos analiticos. Sus pesos moleculares oscilan entre 312 y 350
g/mol, y la mayoria son poco solubles en agua, pudiéndose extraer con
disolventes organicos moderadamente polares tales como el cloroformo o el
metanol. Las

aflatoxinas purificadas en forma cristalina son bastante termo resistentes,
estables en un rango de pH entre 3 y 10, y sus puntos de fusién son superiores
a los 250 °C. Actualmente, se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, de las
cuales sélo seis tienen significacibn como contaminantes de los alimentos: las
aflatoxinas del grupo B (B1, Y B2), G (G1, y G2) y M (M1 Y My). La numeracion 1
y 2 dentro de cada grupo hace referencia a su movilidad cromatografica relativa.
Las aflatoxinas del grupo M son derivados hidroxilados de los dos grupos
anteriores. La aflatoxina B; (AFB;), al igual que la G; (AFG,), es resultado del

metabolismo de los hongos micotoxigénicos. Las aflatoxinas B, Gza son
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obtenidas a partir de B; y G respectivamente, en medios fuertemente acidos.
El aflatoxicol se obtiene del metabolismo In vivo e in vitro de la AFB; mediante
las reductasas NADPH dependientes de las fracciones hepaticas
submitocondriales en humanos y algunos animales (aves, conejos y truchas).La
aflatoxina P4, es el principal metabolito urinario en Macacus rhesus después de
la inyeccion intraperitoneal de la AFB; mientras que la AFQ; es el metabolito
hidroxilado de la AFB;, siendo un producto metabdlico en las preparaciones
microsomales hepaticas de monos, ratas y en seres humanos. Ademas es 18

veces menos toxica que la AFB;.
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Fig N°. 1 Estructura de las Aflatoxinas

Las aflatoxinas del grupo B (B1 y B2) y G (G1 y G2) son un grupo de toxinas

producidas por cepas de varias especies del género Aspergillus (A. flavus, A.
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parasiticus, A. nomius y A. tamarii). El crecimiento de estos hongos y la
produccion de toxinas dependen de muchos factores como puede ser el
alimento, el grado de acidez, la temperatura o humedad ambientales y la
presencia de microflora competidora. Aunque en general las condiciones
Optimas de crecimiento de A. flavus y A. parasiticus son unas temperaturas
entre los 25 y los 35 °C, una humedad relativa entre 88 y 95% y una actividad
del agua alta, se ha visto que A. flavus puede proliferar a temperaturas de 10 a
43 °C, con una actividad del agua de alrededor de 0.99 y que la temperatura
Optima para que produzca toxinas oscila entre los 20 y 30°C. Las pautas de
comportamiento de A. parasiticus son similares aunque la actividad de agua
Optima para su crecimiento es de 0.83 y para la produccidon de toxinas es de
0.87, con unas temperaturas entre 28 y 30 °C. El pH 6ptimo para el crecimiento
de estos hongos oscila entre 3.5 y 5.5. Otro factor que influye en el crecimiento
de los hongos micotoxigénicos y en la sintesis de aflatoxinas es la composicion
gaseosa ambiental en la que crece el hongo y la luz. Al ser hongos aerobios, su
crecimiento es bueno a concentraciones de CO, del 20% mientras que
concentraciones superiores al 10% detienen la produccion de las aflatoxinas.
3.4.2 Mecanismo de accién

La aflatoxina B; (AFB;) se considera la mas importante de toda la serie,
normalmente aparece con mayor frecuencia y a mayor concentracion que las
restantes aflatoxinas, aunque las concentraciones relativas entre ellas y la

frecuencia de su aparicion puede variar entre margenes muy amplios



33

dependiendo de la cepa fungica, del sustrato de crecimiento y de las
condiciones ambientales. La AFB; es absorbida en el intestino delgado y
transportada por los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado,
mayoritariamente por via portal. La toxina entra en la célula y es metabolizada
en el reticulo endoplasmatico para ser hidroxilada y transformarse en varios
compuestos tales como las aflatoxinas P;, My y Qi principalmente. También
puede dar lugar a la formacién de la aflatoxina B1-8,9-epdxido; este compuesto
puede ser detoxificado por la accién de una transferasa inducible para dar un
conjugado con el glutation en su forma tidlica (GSH), alternativamente, el
epoxido también presenta afinidad por diversas macromoléculas tales como
acidos nucléicos y proteinas a las que se une covalentemente y por ello puede

dar lugar a disrupciones en la transcripcion y en la traduccién, respectivamente.
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El aducto de ADN formado, aflatoxina Bi;-guanina, es eliminado por orina
usandose como biomarcador. La union del epoxido a las proteinas es
responsable de su toxicidad y origina la eliminacion de un aducto, aflatoxina B;-
lisina, que se emplea como biomarcador en suero.

3.4.3 Toxicologia

El Comité Cientifico de la Alimentacion Humana de la Union Europea ha
sefalado que la AFB; es un agente cancerigeno genotoxico que contribuye al
riesgo de padecer cancer hepatico, incluso a dosis sumamente bajas. La IARC
también ha clasificado a la AFB; dentro de la categoria de sustancias del tipo L
en base a la existencia de suficientes evidencias acerca de su caracter
carcinogénico para el hombre, tanto aisladamente como en mezclas naturales
con las otras aflatoxinas. La misma Agencia clasifico a la aflatoxina M; en la
categoria 2B como corresponde a un agente posiblemente carcinogénico para
el hombre basandose en los estudios realizados con animales de
experimentacion, aunque con evidencias insuficientes por el momento para el
ser humano. Las AFB2y AFG2 han sido estudiadas sélo en animales, resultando
que las pruebas para AFG; fueron insuficientes y las de AFB, fueron limitadas
como para ser clasificadas como cancerigenas.

3.4.3.1. Toxicidad aguda

Los sintomas de la intoxicacion aguda tienen lugar cuando se ingieren grandes
cantidades de aflatoxinas, las cuales, como se ha mencionado anteriormente,

son absorbidas en el intestino delgado llegando hasta el higado. La presencia
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de las aflatoxinas en el higado da lugar a una infiltracion de lipidos que originara
necrosis y/o muerte celular hepatica. En el higado las enzimas oxidasas las
biotransforman en una serie de metabolitos, algunos altamente reactivos, que
tienen la capacidad de unirse covalentemente con el ADN, ARN y proteinas.
Los metabolitos originados reaccionan con diferentes proteinas celulares, lo
cual origina la inhibicion de la sintesis de proteinas, ademas de la inhibicidn del
metabolismo de carbohidratos y de lipidos. Paralelamente, se observa falta de
apetito (anorexia), depresion, ictericia, diarrea y fotosensibilizacion, llegando a
la muerte, en el caso de animales, en un periodo que puede variar entre 12 y 27
dias tras el consumo del alimento contaminado. También exhibe efectos
citotoxicos debidos a que induce la peroxidacion lipidica en el higado
produciendo un dafio oxidativo en los hepatocitos. Ademas, la AFB; puede
inhibir la actividad de la fosfodiesterasa nucledétida ciclica en el cerebro, higado,
corazén y tejidos renales.

Uno de los casos mas importantes de aflatoxicosis tuvo lugar en el noroeste de
la India en 1974, donde alrededor de 150 poblaciones de los estados de

Gujarat y Rajastan se vieron afectadas por un brote epidémico que cursaba
bajo una forma poco corriente de hepatitis. La tasa de mortalidad sobrepasé el
25%, con 108 fallecimientos de un total de 397 personas intoxicadas. La
poblacién rural afectada padecia en general un nivel de nutricion deficiente,
siendo el maiz su alimento basico. En octubre de 1974 tuvieron lugar una serie

de lluvias fuera de temporada que afectaron severamente la cosecha de maiz.
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En este maiz, pobremente almacenado en muchos casos, se encontro
posteriormente la presencia de aflatoxinas en un rango entre 6.250 a 15.600
Mg/Kg. Los primeros sintomas de la enfermedad aparecieron a las pocas
semanas de la cosecha y hasta algunos perros de las aldeas murieron con los
mismos sintomas que los humanos. Se estimd que la ingesta de aflatoxina B
pudo ser como minimo de 55 pg/Kg de peso corporal durante un numero
indeterminado de dias. En un estudio de seguimiento llevado a cabo diez afios
mas tarde, pudo comprobarse la total recuperacién de los supervivientes no
detectandose ningun tipo de secuelas.

Estos incidentes no deben ser considerados como cuestiones de un pasado ya
superado, asi todavia es objeto de estudio el reciente incidente de aflatoxicosis
gue ha afectado a los distritos de Makueni y Kitui en Kenia entre enero y julio de
2004. En esta ocasion, se produjeron 125 fallecimientos de un total de 317
casos registrados, con lo que la tasa de mortalidad se sitia en el 39%,
admitiéndose que la magnitud del incidente debe ser mucho mayor debido a las
dificultades de acceso y comunicacién de casos entre las zonas rurales mas
apartadas y las instalaciones hospitalarias. De nuevo, parece que el origen de
la intoxicacion debe atribuirse al consumo de maiz enmohecido, en donde se
llegaron a detectar niveles de aflatoxinas entre 20 y 8,000 pg/Kg.

3.4.3.2. Toxicidad cronica

La intoxicacion cronica, que es la forma mas frecuente, se debe al consumo de

alimentos contaminados con niveles bajos de aflatoxinas durante semanas y/o
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meses. Los sintomas en animales no son muy especificos: reduccion en la
ganancia de peso, menor indice de conversion, disminucion de la produccion de
huevos y leche y mayor susceptibilidad frente a diversas enfermedades
infecciosas. Este ultimo sintoma se debe a los efectos inmunosupresores
ocasionados por la reactividad de las aflatoxinas con las células T y por la
disminucién en la actividad fagocitaria de los macrofagos. En general, las aves
son mas sensibles a las aflatoxinas que los mamiferos. El orden de
susceptibilidad en aves es: patos < pavos < pollos; y en mamiferos el orden es
el siguiente: perros < cerdos < terneros < ovejas < ganado bovino. Una
explicacion de por qué es menos susceptible el dltimo grupo reside en que las
enzimas bacterianas presentes en el rumen tienen la capacidad de degradar a
las aflatoxinas haciéndolas perder su toxicidad.

El comité Mixto FAO/WHO de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECEA)
evalu6 las aflatoxinas, y en términos generales consideré que el riesgo de
intoxicacién aguda es entre moderado y bajo. Pero el riesgo se incrementa,
segun la clasificacion de la FAO, cuando se habla de efectos cronicos.

Los efectos toxicos dependen de las dosis y de la duracion de la ingestion, de la
edad, la especie, el sexo y sobre todo del estado de nutricion de la persona o
del animal. Varias investigaciones llevadas a cabo en China y paises de Africa
han mostrado una alta incidencia de hepatitis B donde la exposicién en la dieta
de aflatoxinas es prevalente. Investigaciones posteriores probaron que las

aflatoxinas y el virus de la hepatitis B actian sinérgicamente en la etiologia del
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cancer de higado. De hecho, Harris llegdé a la evidencia de que existe una
relacion dependiente de la dosis entre la ingesta diaria de AFB; y la mutacién
en el codon p53 249 en los casos de carcinoma hepatico.
Las principales aflatoxicosis producidas en humanos se han dado en paises
como la India, China, Tailandia y paises de Africa. Africa, Asia y algunas
regiones de Sudamérica son los lugares con las condiciones mas favorables
para la contaminacion por aflatoxinas, por lo que la exposicion humana también
sera alta. Esto es aun mas importante cuando es la poblacién infantil la que se
encuentra también expuesta a esta contaminacién, pues su desarrollo vy
crecimiento son criticos a esas edades y corren mayor riesgo de sufrir sus
efectos negativos. En la poblacion infanti se ha relacionado
epidemioldégicamente la presencia de aflatoxinas con determinados signos y
sintomas clinicos, como son:

- La ictericia neonatal se puede ver favorecida por la presencia de estas

micotoxinas y de un déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

- La encefalopatia y degeneracion grasa visceral, similar al sindrome de
Reye, y que cursa con degeneracion grasa, palidez y aumento de
tamafno del higado y los rifiones, unidos a edema cerebral grave, sobre
todo en paises de clima calido y humedo. Sin embargo la etiologia de
este sindrome es muy problematica y su relacion directa con la AFB; no

esta suficientemente esclarecida, puesto que se especula que el



39

tratamiento con aspirina o fenotiacinas pudiera estar involucrado en la

etiologia de la enfermedad.

El kwashiorkor (palabra originaria de Ghana que significa (la enfermedad
del nifilo desplazado) se trata de una malnutricion proteica que aparece
cuando el nifio es destetado debido a la llegada de un nuevo bebé y que
ademas aparece tras una infeccibn aguda, como el sarampién (que
precede al kwashiorkor en un 25% de los casos) o0 una gastroenteritis
situaciones en las que se incrementa la demanda de proteinas. Algunos
autores proponen la teoria de que la causa del kwashiorkor podria estar
en la ingestibon de aflatoxinas sobre todo porque la prevalencia
geografica y estacional entre esta enfermedad y la presencia de estas
micotoxinas es similar. Ademéas se han encontrado aflatoxinas en el
cerebro y los pulmones de nifios fallecidos por kwashiorkor. Esto puede
reflejar un desequilibrio metabdlico o el fracaso de los mecanismos
excretores en los nifilos con enfermedades como el sarampion,
insuficiencia renal, estenosis pilérica o gastroenteritis, y a una menor

depuracion de las aflatoxinas en las neuropatias.



40

3.5 Ocratoxinags)

3.5.1 Caracteristicas del compuesto

Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por algunas especies de los
géneros Aspergillus y Penicillium. La ocratoxina A (OTA) es la méas téxica de
ellas y esta formada por una dihidroisocumarina unida por el grupo 7-carboxilo a
una molécula de L-B-fenilalanina (Phe) mediante un enlace amida. Existen
diversos compuestos analogos de la ocratoxina A (OTA), como la ocratoxina B
(que difiere de la OTA en estructura por falta del atomo de cloro) y la ocratoxina
C entre otras. La OTAa y la OTAP son productos de la hidrélisis de la ocratoxina
A y B, respectivamente, y al no poseer la molécula de fenilalanina no son

toxicos.
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La OTA es producida por dos especies de Penicillium (P. verrucosum y P.
nordicum) y por algunos miembros del grupo Aspergillus ochraceus, asi como
algunas especies aisladas de A. niger, A. carbonarius y A. terreus. El P.
verrucosum estéd especialmente asociado con cereales almacenados y es muy
comun en paises del norte de Europa y Canad4, por el contrario el A. ochraceus
es un hongo de clima calido y tropical. Es conocido que los valores minimos de
la actividad de agua para la produccién de OTA por A. ochraceus y P.
verrucosum estan en el intervalo de 0.83 a 0.90. Y que a 24 °C el valor 6ptimo
es de 0.95 a 0.99. Y para un valor 6ptimo de actividad de agua, el intervalo de
temperatura para la produccion de OTA por A. ochraceus es de 12 a 37 °C,
mientras que para P. verrucosum es de 4 a 31 °C.

3.5.2. Toxicologia

3.5.2.1. Toxicocinética

En todas las especies animales estudiadas la OTA se absorbe rapidamente del
tracto gastrointestinal y se elimina lentamente. Su biodisponibilidad en las
especies de mamiferos es superior al 50%. La OTA presenta una alta afinidad
por las proteinas plasmaticas, siendo la fraccion de toxina libre en plasma
<0.270 en todas las especies estudiadas, incluido el hombre. Se excreta en
heces y orina; el principal metabolito es la OT-a que resulta de la hidrélisis del
enlace amida, reaccion catalizada por carboxipeptidasa y otras enzimas
bacterianas. La OT-a experimenta una circulacion entero-hepatica que explica

Su presencia en orina.
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3.5.2.2. Toxicidad aguda y toxicidad cronica

La toxicidad aguda de la ocratoxina A es relativamente baja y muestra
variaciones interespecificas. La DLso por via oral se encuentra en un intervalo
entre aproximadamente 20 y 50 mg/kg en ratas y ratones, y hasta 0.2-1 mg/kg
en perros, cerdos, y pollos, que son las especies mas sensibles. Los sintomas
de la intoxicacion aguda consisten en hemorragias multifocales en los
principales 6rganos y trombos de fibrina en bazo, cerebro, higado, rifion vy
corazén, asi como nefrosis y necrosis hepatica y en el tejido linfoide. Existe
descrito Unicamente un caso de intoxicaciéon aguda en el ser humano. No
obstante, lo que mas preocupa respecto de la ocratoxina A son sus efectos
cronicos; esta demostrado que el consumo cronico de OTA produce una
nefropatia intersticial en los animales de granja como pollos y cerdos, que
puede causar importantes pérdidas econdmicas. A pesar de las diferencias en
cuanto a la toxicocinética en diversas especies, las lesiones renales en cerdos,
aves y roedores son muy similares.

En el ser humano se ha relacionado con la etiologia de una nefropatia que es
endémica en la zona de los Balcanes debido a que presenta una gran
semejanza histopatolégica con la que se produce en los animales y a que la
exposicién a OTA parece ser muy alta en esa zona geografica comparada con
otras. Es esta una enfermedad renal crénica y progresiva que representa
actualmente el 17% de todas las enfermedades primarias diagnosticadas en la

antigua Yugoslavia, se caracteriza por una neuropatia tdbulo-intersticial
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progresiva, que deriva en una atrofia tubular y fibrosis periglomerular, entre
otros sintomas. Esta enfermedad se acompafia a veces de tumores malignos
del tracto urinario superior que resultan muy agresivos. Algunos estudios
indican una incidencia ligeramente mas elevada de esta enfermedad en las
mujeres. Si bien la hipotesis no esta comprobada, algunos estudios realizados
en Francia, Tunez y Egipto indican una relacion entre la ingesta de OTA a
través de la dieta y el desarrollo de tumores renales y uroteliales.

La OTA es también teratogénica, hepatotdxica, neurotdxica e inmunotoxica, la
ocratoxina A esta clasificada como posible carcinbgeno humano clase 2B ya
gue produce tumores renales en animales de experimentacion; en cuanto a sus
efectos genotoéxicos, aunque los estudios de mutagenicidad con bacterias eran
negativos, algunos autores, utilizando la técnica de post-marcaje con *°P,
observaron que esta micotoxina incrementaba la formacién de aductos en el
ADN de manera dosis dependiente, tanto in vitro como in vivo. Ademas, la
formacion de aductos estaba correlacionada con la aparicion de tumores. Sin
embargo, en otros trabajos recientes utilizando ocratoxina A marcada con °H,
no se han encontrado evidencias experimentales de que esta o alguno de sus
metabolitos dieran lugar a aductos en el ADN; no obstante, se han presentado
nuevos datos que apoyan la idea de que el radical fenoxilo de la ocratoxina A
daria lugar a la formacién de aductos. Por lo tanto, no esta claro si la OTA
reacciona directamente con el ADN o su actividad genotdxica se deriva de un

efecto citotdxico que genera especies reactivas capaces de lesionar el ADN.
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3.5.2.3. Mecanismos de toxicidad

En cuanto a los mecanismos de toxicidad, debido ala analogia estructural con el
aminoacido fenilalanina, la toxina inhibe de manera competitiva la RNA
transferasa (tRNA) fenilalanina (Phe) sintetasa (Phe-tRNA sintetasa) y, como
consecuencia de ello, se interrumpe la sintesis de proteinas. A pesar de que la
afinidad de la OTA por la Phe-tRNA sintetasa es mucho menor que la que
presenta la propia Phe, la OTA es probablemente muy efectiva cuando se
acumula en las células, ya que la concentracién intracelular de Phe es pequenia.
Por otra parte, los efectos genotdxicos y carcinogénicos, que son los que mas
preocupan desde el punto de vista de la salud humana, se piensa que son
consecuencia de la capacidad de la OTA para producir aductos y roturas
sencillas en el ADN directamente, o indirectamente por la generacion de
especies reactivas. El papel que la bioactivacion juega en la aparicion de
metabolitos con efecto genotdxico y carcinogénico no esta resuelto ya que, Si
bien algunos autores han observado efectos genotdxicos en sistemas celulares
en presencia de ciertas isoformas del citocromo P450 (CYP450), otros en

cambio sugieren gque la OTA es escasamente metabolizada por CYP 450.

3.6 Vomitoxina (DON)s)
3.6.1 Caracteristicas del compuesto
En la década del 50 el akababi o envenenamiento fungico rojo (Red mold

poisoning) se registré en algunas areas rurales de Japon y en el sur de Corea,



45

permitiendo el inicio de la investigacion sobre la causa de la enfermedad. La
micotoxina responsable, deoxinivalenol (DON), se aisl6 por primera vez por
Morooka enl1973 denominandola toxina roja (red toxin). Yoshizawa, en1973,
dilucido la estructura quimica y lo redenomind 4-deoxinivalenol; en el mismo
afo, Vesonder et al. aislaron el mismo compuesto como una sustancia emética
presente en el maiz contaminado con F. graminearum. Esta sustancia habia
causado rechazo del alimento y vomitos en cerdos, por lo que la denominé
vomitoxina.

Entre los afios 1980 y 1982, en el noreste de EE UU y en el este de Canada se
detecto trigo altamente contaminado con DON, este hallazgo llamd la atencién
de los investigadores hacia las micotoxinas de las especies del género
Fusarium. En la misma década se detectdé un brote importante en el Valle de
Cachemira (India) por el consumo de trigo contaminado con esta micotoxina, y
realizando un estudio retrospectivo se observd que al menos 7.818 personas
habian consumido este cereal contaminado, sin que haya sido encontrada
documentacion de fallecimientos.

Los tricotecenos son una familia de sesquiterpenoides, la mayoria posee un
ndcleo tetra ciclico con doble ligadura en el C-9,10 y un anillo epoxi en C-12,13.
Los tricotecenos estan divididos en cuatro grupos (A-D) de acuerdo a los grupos
sustituyentes funcionales. El tipo B, al cual pertenece DON, tiene una funcién
carbonilo en la posiciéon C-8. Ademas, posee tres grupos OH y un grupo ceto

insaturado en posicion a, B. Por lo tanto, el nombre quimico es 12,13-epoxi-
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3a,7B,15-trihidroxi tricotec-9-ene-8-ona. Su peso molecular es de 296.3 g mol™,
y corresponde a la formula molecular C15H2006. EI DON cristaliza como agujas
sin color con un punto de fusion de 151-153 °C, su rotacion especifica esta
determinada como [a]*p: +6.35. El espectro UV no es muy caracteristico,
aunqgue la molécula posee una absorcion a longitud UV de 254 nm (onda corta)

debido a la funcién ceto insaturada en posicion a, B.

P\¥ !

2 o s 'R,
*H
R,

Micotoxina R, R, R, R,
Deoxinivalenol OH H OH OH
Nivalenol OH OH OH OH
15-acetildeoxinivalenol OH H OAc OH
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Fig. N°. 4 Estructura quimica de Vomitoxinas
El DON es relativamente soluble en agua y altamente soluble en solventes
polares acuosos como metanol, acetonitrilo y acetato de etilo. En forma de
polvo (cristales) o en solucion es estable al aire, a la luz o a ambos. Esta
micotoxina es estable a 121 °C, por 15 min a 1 atm (autoclavado) y
moderadamente estable a 180 °C; se logra una completa inactivacion a 370 °C
por 10 min o a 205 °C por 30 min. Se mantiene estable bajo condiciones

medianamente acidas y la inactivacion quimica del DON se logra con una
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solucion de hipoclorito de sodio al 3-5%.EI DON es una micotoxina
perteneciente a un grupo de micotoxinas sesquiterpenoides, con actividad
citotoxica, fitotoxica y antifiungica, denominado tricotecenos e incluido dentro del
grupo B, estando ampliamente distribuida en todo el mundo. Dentro de este
grupo se encuentran otras micotoxinas como diacetoxiscirpenol (DAS), toxina T-
2 y nivalenol (NIV), que fueron las primeras sustancias en ser estudiadas
debido a que son fuertemente toxicas y provocaron cuadros graves de toxicidad
aguda. Sin embargo, en la actualidad, la micotoxina mas relevante del grupo es
el DON ya que se encuentra naturalmente en elevadas concentraciones y/o
como contaminante de una gran variedad de substratos en el mundo. Se ha
detectado principalmente como contaminante de trigo, cebada, avena, centeno
y maiz, que conforman las 2/3 partes de la produccién mundial de cereales, y
con menor frecuencia se encuentra contaminando arroz, sorgo Y triticale. La
presencia de DON est4d asociada con la especie micotoxigénica Fusarium
graminearum, estado teleomérfico Gibberella zeae en las areas templadas y
humedas de cultivo (América del Norte, del Sur y China) y con, F. culmorum, en
aguellas areas donde prevalecen las condiciones ambientales frias (Finlandia,
Francia, Polonia y Paises Bajos). Las diferencias ecoldgicas podrian contribuir a
la distribucién de quimiotipos y por lo tanto a la caracterizacion regional de la
contaminacion de los granos. Estas especies son los agentes etioldgicos de la

enfermedad denominada “tizén de la espiga” o “fusariosis de la espiga de trigo”
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(fusarium head blight, FHB) y de la "podredumbre de la espiga de maiz”
(gibberella ear rot).

Existe una correlacion directa entre la incidencia del FHB y la contaminacion de
trigo con DON. Asimismo, la presencia de esta enfermedad en los cultivos esta
fuertemente relacionada con la humedad existente durante el periodo de
floracién (antesis) y con la duracion del periodo de lluvias. La distribucion
geografica de ambos agentes etioldégicos depende de la temperatura: F.
graminearum crece a una temperatura 0ptima de 25 °C y F. culmorum crece a
una temperatura optima de 21 °C.

3.6.2. Toxicologia

3.6.2.1. Toxocinética

La absorcion, distribucion y eliminaciéon del DON es rapida si es via oral o
parenteral, no existiendo evidencia de su acumulacion en tejidos o su
transmision a los huevos o a la leche. EI DON por una via metabdlica que
involucra la pérdida de la funcion epoxi-O (de-epoxidacion) da origen a un
derivado denominado de-epoxi-deoxinivalenol. Este metabolito predomina en
heces, orina y plasma de seres humanos y animales. También se ha detectado
DON y/o sus metabolitos en carne, leche y huevos de animales de granja en
niveles bajos. Por ejemplo, en cerdos se observd una rapida distribucién en
todos los tejidos después de una inyeccion intravenosa de DON equivalente a 1
mg/kg de peso corporal; en rifiones e higado se detectaron concentraciones de

la micotoxina que correspondian con las encontradas en orina y bilis. La vida
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media fue estimada en 3.9 horas aunque DON pudo ser detectado después de
24 horas de administrada la micotoxina. Se ha visto que la presencia de DON
en la dieta de ratones altera la absorcion intestinal de nutrientes como por
ejemplo azlcares y minerales cuando se administra la toxina en bajas dosis y
por tiempo prolongado (exposicion subcronica).

3.6.2.2. Toxicidad aguda y subaguda

El DON produce exclusivamente toxicidad aguda y no se acumula en el
organismo, los valores de DLsg oral son de aproximadamente 78 a 46 mg/Kg de
peso corporal en ratones. Los sintomas de toxicidad aguda y subaguda de DON
se caracterizan principalmente por vémitos (en cerdos ratas y ratones), rechazo

de la comida (Sindrome Anoréxico), pérdida de peso y diarreas.
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Fig N°. 5 Metabolismo de DON

En cerdos la dosis minima de toxina que produce vomitos o emésis es de 0.05-

0.2 mg/Kg de peso corporal, mientras que dosis de 1 — 2 mg/Kg provocan
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anorexia. En ratas y ratones dosis orales de 0,05-1 mg/Kg de peso corporal
provocan emésis y el grado de vaciamiento gastrico estad relacionado
directamente con la concentracion. El rechazo total de comida se ha observado
con dosis de 1 mg/Kg de peso corporal.

La intoxicacién con altas concentraciones de DON puede producir necrosis en
tejidos tales como los del tracto gastrointestinal, médula éOsea y tejidos
linfoides.La presencia de importantes micotoxicosis en humanos relacionadas
con la contaminacién de alimentos con DON, ha sido citada en Japon y en otras
partes del mundo. En China, en 1984-1985 y en la India en 1987 se produjeron
dos brotes de micotoxicosis en seres humanos relacionados con tricotecenos.
El primero, con 463 casos, fue debido al consumo de productos elaborados a
partir de maiz y trigo enmohecidos. Entre los 5 - 30 minutos después de la
ingesta, los afectados presentaron los siguientes sintomas: nauseas, vOmitos,
dolor abdominal, diarrea, malestar general y dolores de cabeza. El DON fue
detectado en un rango de 0.34 a 98.8 mg/Kg junto con Zearalenona en una
concentracion de 0.004 -0.587 mg/kg. También se vieron afectados animales de
granja como cerdos y pollos. En el segundo brote, que tuvo lugar en el valle de
Cachemira (India), como consecuencia del consumo de pan elaborado con
harina de trigo enmohecido, el 43.37% de los individuos afectados sufrieron
dolor abdominal, irritacion de garganta, diarrea, rectorragia (sangre en las

heces) y vomitos. El periodo de incubacién fue de 15 a 60 minutos después del
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consumo. Las micotoxinas involucradas en este brote fueron DON (0.35-8.38
mg/Kg), T-2 (0.55-0.8 mg/KQ).

3.6.2.3. Mecanismo de toxicidad

Los tricotecenos son las sustancias naturales mas potentes conocidas que
inhiben la sintesis de las proteinas. Los tejidos mas afectados son las gonadas
(divisién celular), los intestinos, la médula 6sea y el tejido linfoide. Poseen
toxicidad directa adjudicada a la presencia del grupo epoxi en su férmula. En los
estudios biolégicos que se han realizado no se ha detectado que sean
precursores de cancer.

En general, el DON inhibe la sintesis del ADN y ARN vy la sintesis de proteinas
a nivel ribosdmico. La micotoxina tiene un efecto hemolitico sobre los eritrocitos.
En dosis agudas puede inducir vomitos (emésis) en cerdos mientras que en
bajas concentraciones reduce el crecimiento y el consumo de alimento
(anorexia). Ambos efectos, similares a los otros tricotecenos, pueden deberse a
gue afectan la actividad serotonérgica en el sistema nervioso central o por la
accion periférica sobre los receptores de serotonina. Se ha demostrado que el
grupo B de tricotecenos produce dafio fisico en las membranas celulares
provocando la lisis de los glébulos rojos por efecto de exceso de micotoxina
circulante y que el metabolismo de los tricotecenos se produce dentro de estas
células. La cantidad de toxina para producir lisis depende de la especie animal,
siendo los cerdos los mas susceptibles. Los tricotecenos son reconocidos por

inducir desordenes hematoldgicos tales como neutropenia, trombopenia y
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anemia aplasica en humanos y animales. El DON so6lo produce tales efectos en
dosis muy elevadas.

El DON altera el funcionamiento del sistema inmunolégico tanto en animales
como en seres humanos. Se ha demostrado que aumenta la susceptibilidad a
patogenos facultativos como Listeria. Se comprob6 en estudios experimentales
con animales de laboratorio el aumento de Inmunoglobulina A (IgA), tanto sérica
como la de las células mesangiales, que provocan hematuria. La enfermedad
de Berger, que implica una desregulacion de IgA en seres humanos, solo se ha
logrado reproducir en animales experimentales a través de la administracion de
DON, ademas, tiene la capacidad de alterar transitoriamente la expresion de
citoquininas, las que son importantes para la regulacion normal de muchas
funciones inmunoldgicas.

El sindrome anoréxico en cerdos se produce por el efecto neurotdxico del DON.
Con una dosis Unica de 0.25 mg/kg, por via intravenosa, después de ocho dias,
se alteré la concentracién de los neurotransmisores en el hipotdlamo, en la
corteza frontal y en el cerebelo. La presencia de DON incrementa
significativamente la concentracion de serotonina (102-180% mas que el
control) pero no produce cambios significativos en la concentracion de
noradrenalina y dopamina. En resumen el DON influye en el metabolismo de las
aminas biogénicas en el cerebro y podrian existir diferencias significativas intra
especies. Basado en datos de exposicion humana versus emesis, los seres

humanos son probablemente mas sensibles al DON que los cerdos.
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3.7 Toxina T-2¢s)

3.7.1 Caracteristicas del compuesto

Los hongos pertenecientes al género Fusarium son contaminantes frecuentes
en las regiones frias y prevalente en cereales cultivados en las templadas de
Ameérica, Europa y Asia. Las especies pertenecientes a este género, que
también se encuentran como contaminantes frecuentes en los suelos, son
capaces de producir micotoxinas con disposiciones quimicas muy diferentes,
entre ellas se encuentran un grupo de compuestos que no presentan nitrégeno
en su composicion y que estan estructuralmente muy relacionados. A este
grupo de micotoxinas se les denomina tricotecenos y reciben este hombre por
poseer en su molécula el esqueleto tetraciclico, 12,13-epoxitricotec-9-eno. La
historia de los tricotecenos se inicia, practicamente, con la descripcién de la
enfermedad denominada ATA (Alimentary Toxic Aleukia), que causé numerosas
muertes en la Union Soviética en la década de 1940, afectando hasta el 10% de
la poblaciébn en algunas comarcas, siendo devastadora en el distrito de
Orenburgo. Por ese entonces, la poblacion, forzada por el hambre durante la
Segunda Guerra Mundial, utiliz6 para elaborar el pan cereales abandonados en
los campos sin cosechar; estos estaban contaminados por hongos del género
Fusarium. A causa de la ingestion de este pan contaminado, muchas personas
murieron y al principio se pensO que se debia a un agente infeccioso.
Posteriormente, se comprobd que los extractos alcohdlicos de los cultivos de

Fusarium aislados de granos fangicos podian reproducir muchos de los
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sintomas de la ATA en animales de experimentacion, incluyendo aquellos que
afectaban a la piel, la garganta y el tracto gastrointestinal.

Después de veinte afios de almacenamiento de estos granos contaminados, se
identificaron las especies de F. poae y F. sporotrichioides, posteriormente se
verifico la capacidad de producir tricotecenos, siendo la produccién de toxina T-
2 prevalente para ambas especies, seguidas por la toxina HT-2, neosolaniol y
T-2 tetraol. Una lista definitiva de especies productoras de estas micotoxinas es
muy dificil debido a los problemas de identificacion. Las mas conocidas son F.
sporotrichioides, F. poae, F. equiseti y F. acuminatum. Las toxinas T-2 y HT-2
fueron aisladas por primera vez en cultivos de F. tricinctum. Sin embargo,
Marasas et al. Reexaminaron esas cepas Yy las identificaron como F.
sporotrichioides, estos autores, también revisaron otras cepas de F. tricinctum y
de F. poae, sefialadas como productoras de T-2 y HT-2, que resultaron ser F.
sporotrichoides; ademas, se reclasificaron como F. sporotrichioides a cepas de
F. solani que habian sido mencionadas como productoras de ambas toxinas. Al
reexaminar cepas de F. heterosporum y F. sambucinum que habian sido
mencionadas como productoras de esta micotoxina, concluyeron que eran
cepas de F. acuminatum). Estos autores reidentificaron también en la seccion
Dicolor, una cepa de F. culmorum, productora de toxina HT-2, que resulto ser F.
graminearum, al igual que una cepa que habia sido identificada como F.

tricinctum en Japon.
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Una especie recientemente descrita es, F. langsethiae, que produce lesiones en
la espiga de trigo similares a las causadas por F. poae, especie que sigue
citandose como productor de toxina T-2 'y HT-2.

Estos hongos comunmente colonizan los granos y pueden crecer a
temperaturas levemente superiores al punto de congelamiento, producen las
toxinas T-2 y HT-2 generalmente en un rango de temperatura entre 7 a 25 °C.
Estas micotoxinas pueden sintetizarse a mayores temperaturas, pero lo que
ocurre en la naturaleza es que a bajas temperaturas no compiten con hongos
de otros géneros.

Las toxinasT-2 y HT-2 presentan un anillo sesquiterpeno y pertenecen a los
tricotecenos del grupo A por presentar en el C-8 un grupo diferente a carbonilo.
La toxina T-2 posee un peso molecular de 466.57; férmula molecular:
C24H34009. La toxina T-2 (483,15-diacetoxi-3a-hidroxi-8a-(3-metilbutiriloxi)-12,13-
epoxitrico-tec-9-eno; 12,13-epoxitricotec-9-eno-3,4,8,15-tetrol-4,15-diacetato-8-
isovalerato) se la ha denominado también como T2 fusarium toxina,
insariotoxina; T2 toxina; T-2 toxina o T-2 tricoteceno, es, junto al deoxinivalenol
(DON), uno de los mas importantes tricotecenos encontrados como
contaminante natural en productos agricolas.

3.7.2. Toxicologia

Los efectos mas destacados de la toxina T-2, al igual que los de la mayoria de

los tricotecenos, en el entorno bioquimico y celular son:
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- Una fuerte inhibicion de la sintesis de proteinas por que se unen a los

ribosomas.

- El efecto inhibitorio de la sintesis de ARN y ADN.

- El efecto toxico sobre la membrana de las células.

- La induccion de apoptosis particularmente en tejidos linfaticos y

hematopoyéticos.

La toxinaT-2 se absorbe y metaboliza rapidamente después de la ingestion en
todas las especies animales estudiadas y en el hombre. Se distribuye en el
organismo sin acumularse en ningun érgano especifico. La toxina T-2 tiene una
alta toxicidad aguda, con valores de DLso para ingesta oral en roedores que se
encuentran en el rango de 5-10 mg/Kg de peso corporal. La ingesta de estas
toxinas produce, entre otros efectos, lesiones orales y lenguas negras en aves
(por la necrosis de tejidos), disminucién en el consumo de alimentos,
disminucion en la ganancia de peso y hemorragias intestinales. En las aves la
toxina T-2, ademas de lo mencionado, se puede observar una disminucion en la
produccién de huevos y deficiencias en la calidad de la cédscara con una
significativa cantidad de huevos blandos.

La toxinaT-2 es metabolizada en el rumen a HT-2 y acetil HT-2. Estos derivados
parecen ser menos toxicos que la T-2, pero son aun potentes micotoxinas.
Residuos de T-2 y sus derivados han sido encontrados en leche vacuna, pero

tienen una baja tasa de transferencia del alimento a la leche (del 0.05 al 2% de
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las toxinas ingeridas). El efecto mas importante de la toxina T-2 (asi como de la
mayoria los tricotecenos) es su actividad inmunosupresora, demostrada
claramente en animales de experimentacion.

Como la micotoxina T-2 se metaboliza rapidamente a HT-2 y es el mayor
metabolito, se considera razonable evaluar el riesgo de estas toxinas
conjuntamente. En la reunién del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (Joint FAO/WHO Expert Comité on Food Additives,
JECFA), se decidio establecer 0.06 pg/Kg/peso corporal/dia como la ingesta
diaria admisible de estas micotoxinas como un grupo.

La ATA, primer episodio epidemiolégico registrado en relacion con estas
micotoxinas, ha sido descrita como una enfermedad que se desarrolla en cuatro
fases:

1. La primera es una sensacion de quemazdén en boca y faringe, que comienza
pocas horas después del consumo de granos toxicos; esta sensacion sigue por
el esofago hasta el estbmago. De uno a tres dias después del consumo, se
desarrolla una gastroenteritis aguda acompafiada de diarrea, nauseas y
vomitos. La gastroenteritis cesa tras aproximadamente nueve dias.

2. La segunda fase se produce cuando la persona libre de gastroenteritis entra
en esta fase y puede estar sin sintomas de dos semanas a dos meses, se
caracteriza por la destruccion progresiva de la medula ésea, originando una

falta de leucocitos en sangre.
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3. El tercer periodo dura entre cinco y veinte dias y los sintomas reflejan una
total atrofia de la médula 6sea, y por la inmunosupresion consecuente se
produce sepsis y temperaturas de 38-40 °C. Aparecen hemorragias locales
subcutaneas, seguidas de necrosis en piel y musculos.

4. El cuadro finaliza generalmente con una neumonia bronquial, que puede
ocasionar hemorragias en los pulmones y finalmente se produce la muerte.
Algunos sintomas de ATA se reprodujeron en gatos cuando se les administro la
toxina T-2 por via oral. Se ha confirmado también que esta toxina fue el agente
causal de brotes de enfermedad hemorragica en animales y esta relacionada

con la formacion de lesiones bucales y efectos neurotéxicos en aves de corral.

3.8 Método analitico para la cuantificacién de micotoxinas

3.8.1 Método de ELISA(11)

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,
por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicibn de un substrato
especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista
o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro. Los

diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuacion:
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* Anticuerpos marcados:
- ELISA Directo
- ELISA Indirecto
- ELISA sandwich
- Doble (DAS)
- Heterdlogo (HADAS)
* Antigeno marcado
- ELISA competitivo
3.8.1.1 ELISA Directo,
Consta de las siguientes etapas:
- Fijacion al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos. Lavado
para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.
- Adicion de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima; si los
anticuerpos reaccionan con los antigenos, el complejo quedara solubilizado.
Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.
- Adicidbn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.
- Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.
3.8.1.2 ELISA Indirectoy)

Consta de las siguientes etapas:
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- Fijacion al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos
objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o
no fijados.

- Adicion del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

- Adicién de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan
con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se
encuentran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

- Adicidbn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

- Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

Las técnicas de ELISA se realizan mediante la adicion secuencial de todos los
reactivos necesarios separados por etapas de lavado. Cada una de las
operaciones puede realizarse manualmente con micropipetas o con
eguipamiento para la automatizacion de todas y cada una de las etapas.

Esta completa automatizacion se justifica por la necesidad de procesar y
analizar un gran niumero de muestras y necesitar una elevada repetibilidad de

resultados.
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CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO



63

4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1Tipo de estudio

Experimental: Las muestras de Maiz recolectadas se analizaron en el
laboratorio utilizando métodos analiticos y comparando los resultados con los
valores recomendados vigentes.

Transversal: Interes0 conocer la concentracion de los contaminantes en el
Maiz durante el afio 2010. Ademas fue un trabajo comparativo y conclusivo ya
gue los resultados obtenidos del estudio de cada una de las muestras fueron
comparados entre si y de las diferencias surgidas entre los datos se

desarrollaron las conclusiones respectivas.

4.2 Metodologia

- Investigacion bibliogréafica

Realizada a través de consultas en las siguientes bibliotecas:

- Benjamin Orosco, Facultad de Quimica y Farmacia Universidad de El

Salvador.

- Biblioteca Central Universidad de El Salvador.

- Universidad Centroamericana José Simeo6n Cafias.

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer.

- Internet

- Investigacion de Campo

- Universo: Maiz comercializado para consumo humano en los mercados de
San Salvador

- Muestra: Muestras de granos de Maiz de 200 gramos cada una

comercializadas en los mercados Central de San Salvador, Mejicanos y San

Miguelito.
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- Muestreo: Se recolectaron granos de maiz comercializados para el
consumo humano, en las condiciones en que los mismos son distribuidos en el
mercado, para emplear el analisis y cuantificacion de las micotoxinas Aflatoxina,
Ocratoxina, T-2 toxina y vomitoxina, el muestreo fue dirigido y puntual en los
siguientes mercados:

- Central de San Salvador
- Mejicanos
- San Miguelito

El tipo de muestreo aplicado para la toma de las muestras fue aleatorio simple,
este se realizd en las zonas especificadas previamente, donde se verificé el
namero de establecimientos que se dedican a la comercializacion de granos de
maiz por medio de una visita de campo donde se observo y se determind el
total de establecimientos a muestrear, en total se identificaron dieciséis
establecimientos en donde se comercializaban granos de maiz, haciendo un
total de dieciséis muestras, obteniendo las muestras dependiendo de la
cantidad de establecimientos que se encontraron por mercado, tomando una
muestra por establecimiento asignado. Cada muestra tuvo un peso de 200

gramos.

Tabla N° 1. Toma de Muestra “por mercado segun establecimientos observados

ESTABLECIMIENTOS DE ESTABLECIMIENTOS A
MERCADO
VENTAS DE MAIZ MUESTREAR
Central 8 )
Mejicanos 4 4
San Miguelito 4 4
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4.3 Parte Experimental:

4.3.1 Toma de Muestra:

Las muestras consistentes en granos de Maiz se tomaron aplicando el
Muestreo Aleatorio, en este muestreo, que es simple y al azar, todos los
miembros de una poblacion delimitada, tuvieron las mismas o por lo menos una
caracteristica para ser incluidos en la muestra, es decir, de ser seleccionados.
Las muestras fueron obtenidas en las mismas condiciones que se
comercializan, es decir que fueron despachadas por el comerciante encargado
y se identificaron con la fecha y el lugar donde fueron tomadas. Dependiendo
del nimero de establecimientos existentes por mercado asi fue el numero de
muestras del mismo.@4) Una vez recibida la muestra, se mezcldé uniformemente
y se tomo del centro 50 gramos; se identific6 con nombre, lugar de procedencia,

tipo de muestra y micotoxinas a ser analizadas.

4.3.2. Cuantificacién de Aflatoxina por el método de Inmunoensayo
(ELISA)@)
Limite de deteccion del Kit Idexx para Aflatoxinas: 1.4 ppb

1. Tomar 50 gramos de muestra y moler finamente.

N

. Pesar del total de 50 gramos de muestra, 5 gramos de la mismay
colocar en un frasco para muestra

. Agregar 25 mL de metanol al 70%

. Agitar durante 3 minutos

. Filtrar con papel filtro # 1

. Ambientar los reactivos a temperatura de 18-30 °C

~N o o b~ W

. Tomar un pocito marcado con rojo para cada muestra y 4 para los
estandares (0, 5, 15 y 50 ppb [Partes Por Bill6n])

0o

. Remover igual cantidad de pocitos con anticuerpo (marcados de azul)

9. Guardar el resto de pocitos a no ser utilizados



10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.

19.
20.

21.

22.
23.

24,

Mezclar cada bote con reactivo antes de usar

Colocar 100 pL de conjugado en los pocitos marcados con rojo

Agregar 100 pL de muestra y estandares a los pocitos marcados con rojo
Mezclar con pipeta multicanal 3 veces

Transferir 100 pL de la mezcla a los pocitos con anticuerpo (marcados
de azul)

Mezclar por 10 a 20 segundos con rotacion circular

Incubar durante 2 minutos a temperatura entre 18-30 °C

Descartar los pocitos marcados con rojo

Pasado el tiempo de incubacion descartar el contenido de los pocitos con
anticuerpo

Lavar con agua destilada 5 veces

Secar completamente golpeando firmemente la gradilla plastica sobre un
material absorbente (papel toalla)

Agregar 100 pL de sustrato, mezclar durante 10 a 20 segundos e incubar
durante 3 minutos

Agregar 100 pL de solucién stop y mezclar

Leer usando un espectrofotometro conteniendo un filtro de 650
nanometros dentro de los siguientes 20 minutos.

Calcular el resultado de la lectura con el software Veratox Neogen

Version 2.0.15, e imprimir.

4.3.3. Cuantificacién de Ocratoxinas por el método de Inmunoensayo

(ELISA)@®)
Limite de deteccion del Kit Idexx para Ocratoxinas: 1 ppb

1. Pesar del total de 50 gramos de muestra, 10 gramos de la misma y

colocar en un frasco para muestra

2. Agregar 40 mL de metanol al 50%

3. Agitar durante 5 minutos
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4. Filtrar con papel filtro # 1

5. Ambientar los reactivos a temperatura de 18-30 °C

6. Tomar un pocito marcado con rojo para cada muestra y 5 para los

estandares (0, 2, 5, 10 y 25 ppb [Partes Por Billon])

7. Remover igual cantidad de pocitos con anticuerpo (marcados de azul)

8. Guardar el resto de pocitos a no ser utilizados

14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.
22.

23.

. Mezclar cada bote con reactivo antes de usar
10.
11.
12.
13.

Colocar 100 pL de conjugado en los pocitos marcados con rojo

Agregar 100 pL de muestra y estdndares a los pocitos marcados con rojo
Mezclar con pipeta multicanal 3 veces

Transferir 100 yL de la mezcla a los pocitos con anticuerpo (marcados
de azul)

Mezclar por 10 a 20 segundos con rotacion circular

Incubar durante 10 minutos a temperatura entre 18-30 °C

Descartar los pocitos marcados con rojo

Pasado el tiempo de incubacion descartar el contenido de los pocitos con
anticuerpo

Lavar con agua destilada 5 veces

Secar completamente golpeando firmemente la gradilla plastica sobre un
material absorbente (papel toalla)

Agregar 100 pL de sustrato, mezclar durante 10 a 20 segundos e incubar
durante 10 minutos

Agregar 100 pL de solucién stop y mezclar

Leer usando un espectrofotdmetro con filtro de 650 nanémetros dentro
de los siguientes 20 minutos

Calcular el resultado de la lectura con el software Veratox Neogen

Version 2.0.15, e imprimir.
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4.3.4. Cuantificaciéon de Vomitoxinas (DON) por el método de inmuno
ensayo (ELISA)@)
Limite de deteccion del Kit Idexx para Vomitoxina: 0.1 ppm

1. Pesar del total de 50 gramos de muestra, 10 gramos de la misma 'y

colocar en un frasco para muestra

. Agregar 100 mL de agua destilada

. Agitar durante 3 minutos

. Filtrar con papel filtro # 1

. Ambientar los reactivos a temperatura de 18-30 °C

oo 01~ W DN

. Tomar un pocito marcado con rojo para cada muestray 5 para los
estandares (0, 0.25, 0.5, 1y 3 ppm [Partes Por Mill6n])

\l

. Remover igual cantidad de pocitos con anticuerpo (marcados de azul)

8. Guardar el resto de pocitos a no ser utilizados

9. Mezclar cada bote con reactivo antes de usar

10. Colocar 100 pL de conjugado en los pocitos marcados con rojo

11. Agregar 100 pL de muestra y estandares a los pocitos marcados con rojo

12. Mezclar con pipeta multicanal 3 veces

13. Transferir 100 pL de la mezcla a los pocitos con anticuerpo (marcados
de azul)

14. Mezclar por 10 a 20 segundos con rotacion circular

15. Incubar durante 5 minutos a temperatura entre 18-30 °C

16. Descartar los pocitos marcados con rojo

17. Pasado el tiempo de incubacién descartar el contenido de los pocitos con
Anticuerpo.

18. Lavar con agua destilada 5 veces

19. Secar completamente golpeando firmemente la gradilla plastica sobre un
material absorbente (papel toalla)

20. Agregar 100 pL de sustrato, mezclar durante 10 a 20 segundos e incubar

durante 5 minutos



21
22

23

. Agregar 100 pL de solucioén stop y mezclar

. Leer usando espectrofotometro con filtro de 650 nanémetros dentro de
los siguientes 20 minutos

. Calcular el resultado de la lectura con el software Veratox Neogen

Version 2.0.15, e imprimir.

4.3.5. Cuantificacion de T-2 toxinas por método de Inmunoensayo

O O~ WD

\l

(ELISA)@)
Limite de deteccion del Kit Idexx para T-2 toxinas: 10 ppb

. Pesar del total de 50 gramos de muestra, 5 gramos de la misma y colocar

en un frasco para muestra

. Agregar 25 mL de metanol al 50%

. Agitar durante 3 minutos

. Filtrar con papel filtro # 1

. Ambientar los reactivos a temperatura de 18-30 °C

. Tomar un pocito marcado con rojo para cada muestray 5 para los

estandares (0, 25, 50, 100 y 250 ppb [Partes Por Billon])

. Remover igual cantidad de pocitos con anticuerpo (marcados de azul)

. Guardar el resto de pocitos a no ser utilizados

9. Mezclar cada bote con reactivo antes de usar

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Colocar 100 pL de conjugado en los pocitos marcados con rojo

Agregar 100 pL de muestra y estandares a los pocitos marcados con rojo
Mezclar con pipeta multicanal 3 veces

Transferir 100 pL de la mezcla a los pocitos con anticuerpo (marcados
de azul)

Mezclar por 10 a 20 segundos con rotacion

Incubar durante 5 minutos a temperatura entre 18-30 °C

Descartar los pocitos marcados con rojo

Pasado el tiempo de incubacion descartar el contenido de los pocitos con
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anticuerpo

18. Lavar con agua destilada 5 veces

19. Secar completamente golpeando firmemente la gradilla plastica sobre un
material absorbente (papel toalla)

20. Agregar 100 pL de sustrato, mezclar durante 10 a 20 segundos e incubar
durante 5 minutos

21. Agregar 100 pL de solucién stop y mezclar

22. Leer usando un espectrofotometro con filtro de 650 nanémetros dentro
de los siguientes 20 minutos

23. Calcular el resultado de la lectura con el software Veratox Neogen
Version 2.0.15, e imprimir.

Una vez realizadas las lecturas de densidad Optica de las muestras y los
respectivos estandares, las densidades épticas se introducen en el software, el
cual calcula el logaritmo de la desviacion 6ptica de las soluciones patron y traza
la curva de desviacién estandar, luego se interpolan sobre esta curva los
logaritmos de la densidad 6ptica de cada muestra para calcular la concentracién

de micotoxinas en la misma.

A 44

m T
\eres,. ] Nrre ; ‘:_J /”’h'“m,',/ = >IN
T, e : )

1. Adicionar 100 pl de 2. Adicionar 100 pl de 3. Mezclar y transferir 4. Eliminar el liquido
conjugado a las los controles y las 100 pl a las celdas de las celdas.
celdas de mezcla. muestras con anticuerpo.

(marcadas de rojo) Incubar por

X minutos.*
Choer P
/{‘) AN [ N
= A0 NS | e (D

5. Lavar bien las 6. Invertir la celda y 7. Transferir 100 pl de 8. Transferir 100 pl de la
celdas 5 veces con golpearia suavemente substrato a las celdas solucion paralizadora
agua deionizada sobre un papel toalla con anticuerpo. (red stop) a las celdas

Incubar por X minutos.” con anticuerpo

Fig. N° 8 Procedimiento para la cuantificacion de micotoxinas
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5.0 DISCUSION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Tabla N°2: Contenido de Aflatoxina en muestras de maiz analizadas por

mercado
o ) Nivel maximo de
Codigo de | Lectural | Lectura2 | Promedio )
Mercado M . b b b tolerancia
uestra
PP PP PP FAO/FDA ppb
mcl 0.1 0.1 0.10
mc2 0.3 0.3 0.30
mc3 0.1 0.1 0.10
mc4 0.4 0.4 0.40
Central
mc5 2.2 2.4 2.30
mc6 3.2 3.1 3.15
mc7 61.9 64 62.95
mc8 1.6 1.6 1.60
20
msml 1.0 0.9 0.95
) . msm2 0.2 0.2 0.20
San Miguelito
msm3 0.1 0.1 0.10
msm4 0.0 0.2 0.10
mml 0.4 0.3 0.35
B mm?2 0.2 0.3 0.25
Mejicanos

mm3 0.3 0.4 0.35
mm4 0.4 0.5 0.45

72

En La tabla N°2, se presentan las lecturas de cada muestra y su respectiva

réplica, ambas lecturas se promediaron y se reflejan los resultados obtenidos de

Aflatoxina en cada una de las muestras de maiz recolectadas de los mercados

y observemos que la mayoria de las muestras analizadas se encuentran por

debajo de los limites de tolerancia establecidos por la FAO y el FDA, a

excepcion de una muestra del mercado central codificada como mc7; la cual

presenta una concentracion promedio de 62.95 ppb, dicha muestra fue

reanalizada obteniéndose los mismos resultados que en el primer analisis,
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pudiendo deberse este resultado a la humedad que poseia dicha muestra
desde su obtencién, ya que la humedad excesiva en las muestras, ademas de
favorecer la proliferacion de hongos y por ende la formacion de Aflatoxina y
otras micotoxinas también propicia reacciones cruzadas indeseadas en el

andlisis lo que conlleva a un aumento en la concentracion de aflatoxina

cuantificada.

9 -
8 / 89
7 /
6 /

P s /

: 4 /
3 /
2 / 0.34 0.35

central san miguelito mejicanos
MERCADO

Fig. No. 9 Concentracion promedio de Aflatoxina por Mercado

En la figura No. 9, se observa que las muestras de granos de maiz que se
comercializan para el consumo humano, recolectadas en el mercado Central,
presentan el mayor indice de Aflatoxinas (8.9 ppb), seguido del mercado de
Mejicanos (0.35 ppb); siendo el mercado San Miguelito el que presenta el indice
mas bajo de este contaminante en las muestras (0.34 ppb). Debiéndose en gran
medida el mayor promedio de la concentracién de aflatoxina en las muestras
del mercado central a la elevada concentracion de esta toxina en una de las

muestras (mc7).
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Tabla No. 3: Contenido de Ocratoxina en muestras de maiz analizadas por cada

mercado
. ] Nivel maximo de
Codigo de | Lectural | Lectura2 | Promedio )
Mercado Muest b b b tolerancia
uestra
PP PP PP FAO/FDA ppb

mcl 0.10 0.20 0.15

mc2 0.00 0.00 0.00

mc3 0.00 0.00 0.00

mc4 0.00 0.00 0.00

Central

mc5 0.00 0.10 0.00

mc6 0.00 0.00 0.00

mc7 0.00 0.00 0.00

mc8 0.00 0.00 0.00 10
msm1l 0.00 0.10 0.05

San Miguelito

msm2 0.00 0.00 0.00

msm3 0.00 0.00 0.00

msm4 0.00 0.10 0.05

mm1 0.00 0.00 0.00

mm2 0.00 0.00 0.00

Mejicanos
mm3 0.00 0.00 0.00
mm4 0.20 0.30 0.25

En la tabla N°3, se muestran los resultados obtenidos de Ocratoxina para cada

una de las muestras de granos de maiz obtenidas de los mercados en los que

se comercializan, observando, que las muestras analizadas se encuentran por

debajo de los limites de tolerancia establecidos por la FAO y el FDA para este

contaminante (10 ppb), siendo el valor maximo obtenido de 0.25 ppb en una

muestra extraida del mercado de Mejicanos.



Tabla N°4: Contenido de Vomitoxina (DON) en muestras analizadas por

mercado
. ] Nivel maximo de
Codigo de | Lectural | Lectura2 | Promedio )
Mercado Muest tolerancia
uestra m m m
PP PP PP FAO/FDA ppm
mcl 0.0 0.0 0.0
mc2 0.0 0.0 0.0
mc3 0.0 0.0 0.0
mc4 0.1 0.1 0.1
Central
mcH5 0.0 0.0 0.0
mcé 0.0 0.0 0.0
mc7 0.0 0.0 .0.0
mc8 0.0 0.0 0.0
1.00
msm1 0.0 0.0 0.0
msm2 0.0 0.0 0.0
San Miguelito
msm3 0.0 0.0 0.0
msm4 0.0 0.0 0.0
mm1 0.0 0.0 0.0
) mm2 0.0 0.0 0.0
Mejicanos
mm3 0.0 0.0 0.0
mm4 0.1 0.1 0.1
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Se observa en la tabla No. 4 que la mayoria de las muestras presentan

ausencia de vomitoxinas al momento de su andlisis, del total de muestras

analizadas, uUnicamente dos muestras presentan un valor de 0.1 ppm de

vomitoxina, siendo este valor muy inferior al limite de tolerancia establecido por

la FAO y el FDA.

Para estos resultados, de la concentracion de Ocratoxina y DON no se elabora

grafico comparativo de los promedios de las concentraciones obtenidas ya que

la cantidad de estas micotoxinas en las muestras en tan bajo que las Unicas
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muestras que presentan una concentracion diferente a 0.0 ppm no son

representativas para elaborar un grafico con ellas.

Tabla N° 5: Contenido de T-2 toxina en muestras analizadas por mercado

. ] Nivel méximo de
Cédigo de | Lectural | Lectura2 | Promedio )
Mercado Muest b b b tolerancia
uestra
PP PP PP FAO/FDA ppb
mcl 10.7 10.9 10.80
mc2 18.7 18.4 18.55
mc3 15.8 15.7 15.75
mc4 25.3 25 25.15
Central
mc5 19.2 19.4 19.30
mc6 17.9 17.9 17.90
mc7 12.9 13.2 13.05
mc8 21.3 21.2 21.25
100
msm1 15.5 15.7 15.60
) _ msm2 16 16 16.00
San Miguelito
msm3 20.4 20.6 20.50
msm4 20.5 20.5 20.50
mm1 22.7 22.8 22.75
B mm2 24.9 25.2 25.05
Mejicanos
mm3 20.9 20.9 20.90
mm4 20.8 21.1 20.95

En La tabla N°5, se observan los resultados de T-2 toxina obtenidos en cada
lectura de las muestras analizadas y sus respectivos promedios, de los cuales,
ninguno sobrepasa los limites de tolerancia establecidos por la FAO y el FDA
para dicho contaminante en granos de maiz para consumo humano; siendo el
valor mas alto obtenido en el analisis de 25.15 ppb en una muestra del mercado

Central y el mas bajo de 10.80 ppb del mismo mercado.
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Fig. No. 10 Concentracion promedio de T-2 toxina en muestras recolectadas de
cada Mercado

Como se observa en la figura No. 10, las muestras que presentan una mayor

concentracion media de T-2 toxina fueron las obtenidas del mercado de
Mejicanos con 22.41 ppb, mientras que en el Mercado Central y el mercado San
Miguelito se obtuvieron concentraciones muy cercanas, siendo estas de 17.72 y
18.15 ppb

contaminante en las muestras, ninguno sobrepasa los limites de tolerancia

respectivamente, pese a obtenerse altos valores de este

establecidos por la FAO y el FDA.

Tabla No. 6: Comparacion de concentracién promedio de micotoxinas por

mercado
LIMITE DE
MERCADO MERCADO SAN MERCADO
MICOTOXINA CENTRAL MIGUELITO MEJICANOS TOLERANCIA
FAO/FDA
AFLATOXINA 8.9 ppb 0.34 ppb 0.35 ppb 20 ppb
OCRATOXINA 0.02 ppb 0.02 ppb 0.06 ppb 10 ppb
T-2 TOXINA 17.72 ppb 18.15 ppb 22.41 ppb 100 ppb
VOMITOXINA 0.01 ppm 0.0 ppm 0.02 ppm 1 ppm
(DON)

En la tabla nUmero 6, se exponen los valores promedio de las concentraciones

de cada micotoxina analizada, estos promedios fueron calculados para el grupo
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de muestras recolectadas para cada punto de muestreo (mercado), a partir de
las muestras de granos de maiz comercializados para consumo humano, a su
vez, se hace una comparacion con los valores limites establecidos por la FAO y
el FDA para cada uno de estos contaminantes, asi pues, en el caso de
Aflatoxina, podemos observar que el limite de tolerancia es de 20 ppb y que el
mayor promedio lo presentan las muestras del mercado central (8.9 ppb) y que
ninguno de los puntos de muestreo (mercados) en los cuales se realizo el
estudio y de los cuales se obtuvieron las muestras, sobrepasa los limites de

tolerancia establecidos para cada una de las micotoxinas.

La formacion de micotoxinas en los granos, se ve afectada o beneficiada en
gran medida por factores que intervienen en el crecimiento del hongo productor;
asi, si durante la cosecha y el tiempo de recoleccién del grano, éste presenta un
alto contenido de humedad y la humedad relativa del lugar de almacenamiento
es excesiva, esto permitirA la proliferacion de hongos productores de
Aflatoxinas. Si en el lugar de almacenamiento de los granos, posterior a la
cosecha, no existen condiciones adecuadas de ventilacion, control de la
humedad relativa del ambiente, y se presentan altas temperaturas en la zona de
almacenamiento, esto favorecera a la produccion de otras micotoxinas tales
como Ocratoxinas y DON. Si aunado a las malas condiciones de
almacenamiento se observan en el ambiente roedores e insectos y la
manipulacion de los granos provoca fraccionamiento de los mismos, esto
conducira al desarrollo de hongos productores de T-2 toxina y su metabolito HT-

2 toxina.
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6.0 CONCLUSIONES

1. De las muestras recolectadas en los mercados estudiados, dos de ellas,
presentaron condiciones de almacenamiento inadecuadas tales como
excesiva humedad y temperatura lo cual podria favorecer que se
encontraran niveles altos de aflatoxina en una de las muestras codificada
(mc7), procedente del mercado central, sobrepasando los limites de
tolerancia establecidos por la FAO y el FDA, el resto de las muestras,
pese a contener aflatoxina, no sobrepasan los limites lo cual indica que
fueron obtenidas en condiciones adecuadas de almacenamiento tales

como humedad y tempertura.

2. No se encontré Ocratoxina y Vomitoxina en ninguna de las muestras, lo
cual indica que las muestras recolectadas, no han permanecido durante
un tiempo excesivo en almacenamiento y transporte de los granos de
maiz en los mercados estudiados son aceptables, Se encontraron
niveles de T-2 toxina en las muestras analizadas pero ninguna
sobrepasa los limites de tolerancia establecidos por la FAO y el FDA esto
debido a que existe una buena manipulacion de los granos previo a su

comercializacién y durante la misma.

3. Las muestras estudiadas se consideran aptas para el consumo humano,
ya que en su mayoria, se encontraron muy por debajo de los niveles de
tolerancia establecidos para micotoxinas, a excepcion de una muestra
del mercado central, la cual por su grado de humedad presento un alto
contenido de Aflatoxina. Pese a encontrarse concentraciones por debajo
de los niveles, las muestras se consideran aptas para su consumo

humano posterior a la realizacion de procesos de destoxificacion tales
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como la nixtamalizacion, la coccién o incluso la molienda de los granos
ya que esto reduce considerablemente los niveles de micotoxinas

presentes.

Al comparar las concentraciones promedio de cada micotoxina para las
muestras recolectadas por cada mercado, con los parametros
establecidos como limites maximos de tolerancia por la FAO y el FDA,
ninguno de los mercados en donde se realizd el estudio, presentan

niveles de micotoxinas por encima de estos limites de tolerancia.
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Eliminar cualquier tipo de interferencia existente tales como el manejo
excesivo de las muestras y posibles contaminantes en los instrumentos a
utilizar para obtencién de la muestra, ya sea en la zona de muestreo
como en la preparacion, almacenamiento y procesamiento de las
muestras para garantizar la veracidad e integridad de los resultados que

se obtienen.

2. Realizar un monitoreo continuo del maiz para consumo humano
comercializado en los mercados, ya que pese a que en este estudio las
concentraciones de las micotoxinas en las muestras analizadas, no
sobrepasan los niveles de tolerancia maximos establecidos por la FAO y
el FDA, se deben desarrollar investigaciones futuras para establecer la
prevalencia o0 no de micotoxinas en los granos y asi evitar posibles
intoxicaciones, a su vez, se deben revisar las condiciones en las cuales
se almacenan y comercializan los granos para evitar posibles
contaminaciones con hongos lo cual conllevara a una posterior
produccion de micotoxinas, ya que presentan efectos aditivos y pueden
interactuar entre ellas aun a bajas concentraciones produciendo un

efecto toxico para el consumidor.

3. Realizar el muestreo de granos de maiz comercializado para el consumo
humano en los mercados, para su posterior andlisis, en tres etapas del

dia para mayor homogeneidad de la muestra a ensayar.

4. Desarrollar proyectos o futuros trabajos enfocados a la concientizacion
de los riesgos que conlleva la contaminacién de granos con micotoxinas

y la importancia de su monitoreo y asi evitar intoxicaciones alimentarias
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en la poblacion; ya que estos contaminantes presentan un efecto aditivo

y aun en bajas concentraciones el efecto de estas es sinérgico.

Elaborar en conjunto con todas las entidades competentes una normativa
que regule y establezca los limites de tolerancia maximos permisibles
para micotoxinas en granos de maiz y en otros alimentos para el
consumo humano en nuestro pais y a su vez que estas entidades y la

poblacién en general velen por el fiel cumplimiento de la misma.
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GLOSARIO (4, 3, 4,7, 16)

Apoptosis: Muerte celular, autodestruccion de las células de forma
programada, codificada genéticamente que puede ser inducida por
diversos factores quimicos y fisicos.

Citotoxica: Agente o sustancia que dafia o mata las células o tejidos.
Encefalopatia: Nombre dado a un conjunto de trastornos cerebrales que
complican a veces ciertas infecciones, ciertas alteraciones del estado
general o ciertas intoxicaciones y que corresponden con alteraciones
anatémicas graves y variadas, toxicas, anoxicas o vasomotoras en las
gue no predomina el elemento inflamatorio.

Estenosis: Trastorno caracterizado por una constriccibn o
estrechamiento de un orificio o conducto de una estructura corporal.
Hepatocitos: Célula del higado de forma poliédrica y ndacleo voluminoso
gue se dispone alrededor de un vaso venoso. Sus funciones son la
metabolizacion de las sustancias nutritivas, transformacion de la glucosa
en glucogeno (forma de reserva energética), fabricacion de proteinas,
degradacion de las sustancias toxicas presentes en la sangre y
segregacion de la bilis.

Ictericia: se identifica como la coloracion amarillenta de la piel y de las
mucosas debido a un incremento de bilirrubina que se acumula en estos

tejidos.



Macrofago: Célula fagocitaria del sistema reticulo endotelial, que se
encuentra presente en diferentes organos. Célula que procesa y
presenta el antigeno al sistema inmune.

Necrosis: Degeneracion de un tejido por muerte de sus células.
Nefrosis: Enfermedad degenerativa que afecta al epitelio de los tubulos
renales. Suele tener un origen en intoxicaciones de arsénico, fésforo,
tetracloruro de carbono, hongos venosos, sulfamidas, etc.

Neuropatia: Deterioro de la funcion de la fibra nerviosa. Enfermedad que
afecta a uno (mononeuropatia) o a varios nervios (polineuropatia). Sus
sintomas dependen de la localizacion y el tipo de nervio comprometido,
pudiendo ser motores (debilidad muscular,) o sensitivos (disminucion de
la sensibilidad, dolor). Entre sus causas figuran ciertos téxicos, trastornos

metabdlicos, infecciones, enfermedades degenerativas, etc.
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ANEXO N°. 1



MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS¢s)

Material

Test 6 estuche de diagnostico para cada tipo de micotoxinas ha ser
estudiada que contenga:

Pocitos con anticuerpo

Pocitos marcados de rojo para mezcla

Estandares

Frasco con Solucién de Conjugado.

Frasco con Solucion de Sustrato.

Frasco con Solucién Stop.
Espatula de acero inoxidable.

Frascos de polietileno rigido de 100 mL

Equipo

Balanzas analiticas con capacidad de 0-140 gramos

Cronémetro

Pipeta multicanal con capacidad de 50 a 300 pL

Espectrofotometro para microplacas ELx800 (Rango de longitud de onda
400-750 nm)

Balon volumétrico de 1000.0 mL

Beaker de 50 y 100 mL



- Probetas de 10, 25y 100 mL
- Tubos de Ensayo de 10 mL

- Embudos plasticos

Reactivos

Metanol grado Reactivo

Metanol al 50%

Metanol al 70%

Agua destilada



ANEXO N°. 2



PREPARACION DE REACTIVOSs)

Solucion de Metanol al 70%: medir exactamente 71.43 mL de metanol ACS
(98% de pureza), colocar en un balon volumétrico de 100.0 mL, aforara a
volumen con agua destilada.
Solucion de Metanol al 50%: medir exactamente 51.03 mL de metanol ACS
(98% de pureza), colocar en un balon volumétrico de 100.0 mL, aforara a
volumen con agua destilada.

Célculos:

Partiendo de metanol ACS con una pureza del 98%(C1) para preparar 100.0 mL

(V2) de Metanol al 70% (C2):

Clvi=C2Vv2 V1=C2Vv2/C1

V1= (70%*100.0ml)/98% V1= 71.428 mL

Partiendo de metanol ACS con una pureza del 98%(C1) para preparar 100.0 mL

(V2) de Metanol al 50% (C2):

C1lv1i=C2Vv2 V1=C2Vv2/C1

V1= (50%*100.0ml)/98% V1=51.03 mL



ANEXO N°. 3



Cuadro N° 7: Tiempos de extraccion, conjugado y sustrato para cada micotoxina

AFLATOXINA|METOH 70% 3 MIN 2 MIN 3 MIN
OCRATOXINAIMETOH 50% 5 MIN 10 MIN 10 MIN
DON AGUA DEST 3 MIN 5 MIN 5 MIN

T2 TOXINA |[METOH 50% 3 MIN 5 MIN 5 MIN




ANEXO N°4



Fig. N°. 10 Incubacién de muestras con conjugado



Fig N°. 11 Adicidn de sustrato a muestras

Fig N°. 12 Lavado de muestras después de periodo de incubacion



@EBIO-TEK

Fig N°. 14 Lector de Placas Elisa para cuantificacion de micotoxinas



