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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de verificar la presencia de hongos
productores de micotoxinas en granos de cereal expendidos en diferentes
mercados de la ciudad, y su resistencia al tratamiento térmico empleado en la
elaboracion de productos derivados. Para la obtencion y purificacion de aislados
fungales se utilizaron muestras de granos colectados en mercados locales. Los
hongos aislados fueron identificados por técnicas de microscopia. Se separaron
varios metabolitos secundarios por métodos cromatograficos. La identificacién
de micotoxinas se desarroll6 comparando los factores de retencion
cromatografica usando sistemas de solventes y reveladores descritos en
bibliografia. Con esta estrategia se logré identificar siete micotoxinas en los

cereales evaluados.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to isolate mycotoxins producers fungi from cereal
grains soid at markets from Cuenca. The persistence of mycotoxins at thermal
conditions used in food elaboration processes was assessed. Fungal strains were
isolated and purified from grains collected at local markets. Fungi were identified
by microscopy techniques. Several secondary metabolites were isolated by
chromatographic methods, Mycotoxins identification was performed comparing
retention jndex with different solvent systems and color reagents. The use of this

trategy allowed us to identify seven mycotoxins in the grains tested.
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INTRODUCCION

La mayoria de los cereales y productos derivados tiene un contenido tan bajo de
humedad que si se conservan secos se evita facilmente el crecimiento microbiano.
Para una correcta conservacion del producto se deben tomar en cuenta los
siguientes parametros: asepsia, calor, temperaturas bajas, conservantes quimicos,

radiaciones.

Ante la necesidad de tener un producto de éptima calidad y libre de cualquier riesgo
de alteracién, el control de calidad de alimentos desarrolla analisis microbioldgicos,
los cuales se enfocan al aseguramiento de calidad de los productos alimenticios,

monitoreando posibles contaminaciones microbianas.

Si las condiciones de almacenamiento y preparacién son las adecuadas, ni los
granos de cereales, ni sus harinas deberian sufrir alteraciones microbianas, ya que
no contienen cantidad de agua suficiente para permitir el desarrollo de mohos. Si la
humedad aumenta hasta exceder el minimo necesario para el desarrollo
microbiano, los gérmenes se multiplican inmediatamente. Una humedad escasa
permite Unicamente el desarrollo de mohos. Si es mas abundante creceran también

bacterias y levaduras

Aunque la carga microbiana de los granos de cereales no constituye, por si mismo,
un problema, se debe valorar el nimero y clase de los microorganismos presentes,
ya que estos productos se usan en la formulacién de otros alimentos. La
contaminacion microbiana de los granos de cereales y de sus harinas tiene
importancia desde el punto de vista de la salud publica y como causa de posibles
alteraciones de los alimentos. Este problema, asociado con factores como la
humedad y manipulacion favorece el crecimiento de mohos, algunos de los cuales

producen micotoxinas que son metabolitos toxicos. La ingestion de alimentos
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contaminados con micotoxinas tiene efectos adversos en la salud del hombre y

animales.

Los factores mas importantes que influyen en la alteracion por mohos de los granos
almacenados hacen referencia al contenido microbiano, niveles de humedad entre
12 y 13%, lesiones fisicas y temperatura. Son numerosos los mohos que pueden
afectar a estos productos, las especies mas comunes corresponden a Aspergillus,

Penicillium y Fusarium, y muchos de estos pueden producir micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos toxicos elaborados por mohos en los alimentos.
Las micotoxinas contaminan alrededor del 25% de los alimentos disponibles a nivel
mundial. Aproximadamente 300 de estos compuestos son conocidos, de los cuales
20 son considerados contaminantes de cultivos utilizados en alimentacion humana
y animal. Las mas comunes son las aflatoxinas de Aspergillus flavus, A. parasiticus
y A. nonius. La ingestion de estos alimentos, si la sustancia toxica esta en cantidad
suficiente, provoca una intoxicacién en el hombre o en los animales (Carlile et al.,
2001).

Las micotoxinas son productos del metabolismo secundario de los mohos. Es por
esta razon por la que no es suficiente con detectar en un alimento una especie de
moho toéxico para considerar el alimento peligroso. Existe una presuncién de
toxicidad, pero es necesario investigar y determinar la concentracién de micotoxinas
antes de declarar al alimento impropio para el consumo. Por estas razones, el
aislamiento de micotoxinas en cereales y productos derivados es un tema de
investigacion importante, tanto para los consumidores como para potenciales usos

en industrias alimenticias.

En este informe se presentan el trabajo metodolégico y los resultados obtenidos,
que permitieron dar cumplimiento a los objetivos planteados para el trabajo

experimental.
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CAPITULO 1

CEREALES

Introduccion

En este capitulo se abordaran todos los conceptos relacionados con los cereales,
sus generalidades, clasificacion, propiedades y alteraciones de las condiciones

normales para el almacenamiento que llevan a la produccién de micotoxinas.

1.1 CEREALES: CONCEPTO Y GENERALIDADES

La palabra cereal proviene del latin cereales, mas concretamente de la palabra
cerialia. Este era el término con el que los antiguos romanos designaban las fiestas
en honor de Ceres, diosa de los granos, conocida también como Deméter, tierra

madre, pues se la consideraba protectora de la agricultura y de los cereales.

Los cereales son un conjunto de plantas herbaceas cuyos granos o semillas se
emplean para la alimentacion humana o del ganado, generalmente molidos en

forma de harina, pertenecientes a la familia de las gramineas.

Las gramineas, constituyen una extensa familia de plantas con flor, la mas
importante del mundo desde los puntos de vista econdmico y ecoldgico. La familia
contiene unos 635 géneros y 9.000 especies, y es la cuarta mas extensa después
de Leguminosas, Orquidaceas y Compuestas. A esta familia también se la conoce

con el nombre de Poaceas. (Rico Hernandez 2006)

Las gramineas se caracterizan porque la semilla y el fruto son practicamente una
misma cosa. El grano del cereal, que constituye el elemento comestible, es una

semilla formada por varias partes: la cubierta o envoltura externa, compuesta
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basicamente por fibras de celulosa que contiene vitamina B 1. En el interior del
grano se distingue fundamentalmente dos estructuras: el germen y el nucleo. En el
germen o embrién abundan las proteinas de alto valor bioldgico, contiene grasas
insaturadas ricas en acidos grasos esenciales y vitamina E y B 1 que se pierden en

los procesos de refinado para obtener harina blanca.

La parte interna o nucleo amilaceo, esta compuesto por almidén y en el caso del
trigo, avena y centeno por un complejo proteico denominado gluten que esta
formado por dos proteinas: gliadina y gluteina, que le dan elasticidad y
caracteristicas panificables a la masa de pan y son responsables de la
esponjosidad y textura del buen pan.
Cuando el cereal se consume tras quitarle las cubiertas y el germen, se denomina
cereal refinado. Cuando se procesa sin quitarle las cubiertas, el producto resultante

se denomina integral. (Amos et al., 1979)

La estructura anatomica de todos los cereales es muy similar. Los granos, son
relativamente grandes y contienen en su interior la semilla. En algunos casos las
cariopsides pueden ser vestidas, como es el caso de la avena, cebada, arroz, etc.,

que presentan una cascara o cubierta que envuelve el fruto.

Otras variedades como el centeno, maiz, trigo, etc. pierden facilmente la cascara en
el proceso de ftrillado (separacién del grano y la paja), y a estas especies se las

conoce como cariépsides desnudas.

El grano o cariépside esta compuesto por dos estructuras principales: el pericarpio

y la semilla.

El pericarpio s la cubierta del fruto, y forma una parte del salvado. Es la capa que
mayor proporcidn de fibra posee de los cereales. La semilla es la estructura que se
encuentra en el interior del pericarpio y también su estructura esta formada a base

de capas: la testa y el endospermo.

La testa (que es la cubierta de la semilla), la que da el color a los cereales, y el

endospermo, que es la capa mas interna.
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El endospermo de la semilla constituye el tejido nutritivo de los cereales, y ademas
es el lugar de reserva de hidratos de carbono (en forma de almidon) de los
cereales, aunque también posee pequefas cantidades de vitaminas, enzimas, y

acidos grasos.

Dentro de la semilla se encuentra el germen o embrion, constituido por el escutelo,

eje embrionario y el epiblasto.

1.2 CLASIFICACION DE LOS CERALES

Las especies que caben dentro de esta categoria agrondémica pertenecen en su
mayoria a la familia Poaceae (gramineas), cuyo fruto es inseparable de la semilla;
sin embargo también se incluye a veces a plantas con semillas semejantes a
granos que son de otras familias, como la quinua, el alforféon, el amaranto, el
huauzontle o el girasol. Algunos autores llaman a estas ultimas especies falsos

cereales o pseudocereales.

Las principales especies son:

e Elarroz.
e El maiz.
o Eltrigo.

e Laavena.
e Elsorgo.

o Elcenteno.
e Lacebada.

e El mijo.

(Loncin et al., 1965)
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1.3 PROPIEDADES

1.3.1 Valor nutritivo y salud

Los cereales y sus derivados son ricos en carbohidratos tanto de absorcion rapida
(tras la ingestion pasan a la sangre en poco tiempo) como de absorcion lenta (fibra).
El contenido de la fibra varia segun el proceso industrial de preparacion.
El contenido proteico es muy variable, entre un 6 y un 16% del peso, dependiendo
del tipo de cereal y del procesamiento industrial. La composicién en aminoacidos de
las proteinas de los cereales depende de la especie y variedad; en general son
pobres en aminoacidos esenciales, por lo que se las cataloga de proteinas de
moderada calidad bioldgica. Por tanto, cuando se combinan con legumbres, o con
proteinas de origen animal (queso, pescado, etc.) se obtienen proteinas de elevado

valor biolégico.

El contenido en grasas de los cereales naturales es muy bajo; algo mas el del maiz
cuyo contenido en grasa es del 4% aproximadamente y por ello se utiliza para

obtener aceite.

Los granos de los cereales contienen muy poca agua, de ahi su facilidad de

conservacion.

Los cereales contienen minerales como el calcio, fésforo (aunque la presencia de
acido fdélico interfiere parcialmente su absorcién), hierro y en menor cantidad
potasio. Contienen también todas las vitaminas del complejo B. Carecen de
vitamina A (excepto el maiz amarillo que contiene carotenos). La vitamina E esta en
el germen que se pierde con la molienda del grano y la vitamina B 1, es abundante
en el salvado. De todas formas, la mayor parte de los cereales de uso mas comun
sobre todo infantil como los copos de cereales del desayuno y diversa bolleria estan

enriquecidos artificialmente con vitaminas

Los cereales son un alimento fundamentalmente energético, en cuya composicion
destaca la presencia de hidratos de carbono, gran cantidad de fibra (los integrales o
enteros), y proporciones moderadas de proteinas y lipidos. (Norman N Potter. Ph D
1973)
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El componente mayoritario son los hidratos de carbono, representados en su mayor
parte por almidon, y en menor medida en celulosa, hemicelulosa, pentosanos,

dextrinas y azUcares simples.

El almidon, principal nutriente de los cereales, se digiere y absorbe con lentitud,
asegurando asi una liberacién constante de glucosa en la sangre. Por eso son
alimentos que se pueden incluir en las dietas para personas que padecen diabetes,
ya que su ingestion no provoca picos de glucemia. Ademas, debido a su riqueza en
hidratos de carbono no complejos, los cereales pueden ser considerados alimentos

esenciales en la alimentacién humana.

Los cereales también poseen grandes cantidades de fibra alimentaria, siempre y
cuando no se elimine el salvado. Entre los diversos beneficios que aporta la fibra de
la dieta, cabe destacar que la fibra soluble estabiliza los niveles de glucemia, efecto
muy importante para los diabéticos. Ademas la fibra contribuye a la reduccién de
peso, por lo que los alimentos ricos en fibra estan muy indicados en las dietas de

adelgazamiento. (Jean Claude Cheftel 1979)

1.4 PROCESAMIENTO Y FACTORES QUE INCIDEN EN LA ALTERACION DE
CEREALES

El procesamiento de los cereales afecta a la composicion quimica y al valor
nutricional de los productos preparados. Los nutrientes estan distribuidos de modo
heterogéneo en los distintos componentes del grano (germen, endospermo,
revestimiento de la semilla y distintas capas que lo recubren), lo cual incide en las
propiedades nutricionales de los productos elaborados. Los efectos mas
importantes del procesamiento sobre el valor nutricional de los cereales estan

relacionados con:

e La separacién y extraccion de partes del grano, dejando sélo una
fraccion de éste para el producto. Cualquier pérdida en el volumen

origina una pérdida de nutrientes.
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e Las partes del grano que se desechan pueden contener una
concentracién de ciertos nutrientes (aumentando, entre otros
aspectos, la proporcion de nutrientes por peso).

e EIl procesamiento en si mismo puede traer consigo cambios en los
nutrientes (la germinacion, la fermentacion, el sancochado).

e La separacion de las capas exteriores del grano, a pesar de que
causa la pérdida de algunos nutrientes, puede resultar provechosa.
Por ejemplo, la tanina se concentra en las capas exteriores del
sorgo, por lo que su eliminacion es esencial desde el punto de vista
nutricional. Al convertir el arroz integral en arroz blanco se obtiene un

producto mas facil de preparar.

La contaminaciéon microbiana de los granos de cereales y de sus harinas tiene
importancia desde el punto de vista de la salud publica y como causa de posibles
alteraciones de los alimentos. Los granos de cereales no suelen someterse a
tratamientos que puedan reducir su flora microbiana, por lo que, con toda
probabilidad, contienen mohos, levaduras y bacterias que creceran si la humedad
alcanza un nivel suficiente. Los factores mas importantes que influyen en la
alteracion por mohos de los granos almacenados hacen referencia al contenido
microbiano, niveles de humedad entre 12 y 13%, lesiones fisicas y temperatura.
(Marcel Loncin et al., 1965)

Si las condiciones de almacenaje y procesamiento lo permiten, la proliferacion
microbiana puede darse en cereales y productos derivados. Estos productos se
convierten en el sustrato adecuado para el crecimiento de bacterias y hongos. Entre
las bacterias que pueden encontrarse en la harina de trigo se cuentan esporas de
Bacillus, coliformes y unos pocos representantes de los géneros Achomobacter,
Flavobacterium, Micrococcus, Alcaligenes y Serratia. Los mohos contaminantes de
cereales pertenecen mayoritariamente a los géneros Aspergillus y Penicillium,
aunque se encuentran eventualmente hongos del género Alternaria, Cladosporium

y otros.

El numero de colonias bacterianas varian ampliamente de unos pocos cientos de
gramo a millones. La mayoria de las muestras de harina blanca de trigo
procedentes del comercio al por menor contienen de unos pocos cientos a unos
pocos miles de bacterias por gramo , y un promedio de unas 20 a 30 esporas de

bacilos por gramo y de 50 a 100 esporas de mohos. Las harinas preparadas suelen
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dar contajes mas altos (una media de 8000 a 12000 por gramo) y todavia mas alto
en las harinas integrales, que contienen también la parte externa del grano y no han
sido blanqueadas. (Jean Claude Cheftel 1979)

1.5 CEREALES UTILIZADOS EN LA PRODUCCION DE ALIMENTOS

En la actualidad, la mayor parte de la produccién de cereal, salvo el arroz y en
menor medida el maiz, se destina al proceso de molturacion para la obtencién de
harinas y derivados. También se emplea una pequefia parte en la alimentacion de

ganado.

De todos los cereales, unicamente el trigo y el centeno poseen propiedades
panificables. En el caso del trigo, la proporcién que presentan las proteinas, permite
la formacién de una red continua y elastica que retiene el gas carboénico producido
durante la fermentacién, permitiendo asi la extension de la masa. Sin embargo, la
cantidad y calidad de gluten que contiene el centeno no permite la formacion de una
masa adecuada para este fin, ya que es poco elastica y retiene menos cantidad de

gas durante la fermentacion.

Asi su aptitud para la panificacion se debe a otros componentes, (azucares, que
captan el agua durante el amasado hasta producir una masa adecuada para el

horneado.

Figura 1: muestras de cereales analizados en el trabajo de investigacion.
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1.5.1 Maiz

Nombre comun de una graminea muy cultivada como alimento y como forraje para
el ganado. El nombre proviene de las Antillas, pero en México, los nahuas lo
denominaron centli (a la mazorca) o tlaolli (al grano). Con el trigo y el arroz, el maiz

es uno de los cereales mas cultivados del mundo

El maiz forma un tallo erguido y macizo, una peculiaridad que diferencia a esta
planta de casi todas las demas gramineas, que lo tienen hueco. La altura es muy
variable, y oscila entre poco mas de 60 cm en ciertas variedades enanas y 6 m o
mas; la media es de 2,4 m. Las hojas, alternas, son largas y estrechas. El tallo
principal termina en una inflorescencia masculina; ésta es una panicula formada por
numerosas flores pequefas llamadas espiculas, cada una con tres anteras
pequefas que producen los granos de polen o gametos masculinos. La
inflorescencia femenina es una estructura unica llamada mazorca, que agrupa
hasta un millar de semillas dispuestas sobre un nucleo duro. La mazorca crece
envuelta en unas hojas modificadas o bracteas; las fibras sedosas o pelos que
brotan de la parte superior de la panocha son los estilos prolongados, unidos cada
uno de ellos a un ovario individual. El polen de la panicula masculina, arrastrado por
el viento, cae sobre estos estilos, donde germina y avanza hasta llegar al ovario;

cada ovario fertilizado crece hasta transformarse en un grano de maiz.

Su alto contenido en hidratos de carbono de facil digestion, lo convierten en un
alimento ideal para los nifos y los deportistas. Su harina es idénea cuando existen
problemas de alergia o intolerancia al gluten. Las sedas o estigmas de maiz son
utilizadas como infusiones diuréticas, excelentes en la hipertension, en la retencion
de liquidos o cuando queremos aumentar la produccién de orina como en las
infecciones urinarias. Su aporte en fibra, favorece la digestion y reduce el
colesterol. El maiz contiene betacaroteno, compuesto antioxidante, relacionado
con la prevencion del cancer. Ademas es una fuente de vitaminas del grupo B,

especificamente B1, B3 y B9, las cuales actian ante el sistema nervioso.

A continuacion se presenta informacion relevante en relaciéon al contenido

nutricional del maiz.
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INFORMACION NUTRICIONAL VITAMINAS
Calorias 123 Acido Folico 0,20mg/kg
Hidratos de carbono 83,8¢g Acido p amino benzoico
Proteinas 10,39 Acido pantotenico 5 mg/kg
Fibra 2,39 Biotina 0,06 mg/kg
Grasa 4,59 Colina 537 mg/kg
AMINOACIDOS Inositol
Acido Aspartico 79 Niacina 23 mg/kg
Acido Glutamico 17,90g | Piridoxina 7 mg/kg
Alanina 7,99 Riboflavina 1 mg/kg
Arginina 3,79 Tiamina 4 mg/kg
Cistina 1,79 Vitamina A 4,1 mg/kg
Fenilalanina 4,69 Vitamina By,
Glicina 3,20g Vitamina E 3 mg/kg
Histidina 2,509 MINERALES
Isoleucina 3,409 Calcio (por 100) 0,03
Leucina 12,20g | Cobre (mg/kg) 10,5
Lisina 2,60g Fosforo (por 100) 0,32
Metionina 1,409 Hierro(mg/kg) 30,0
Prolina 8,30g Magnesio (por 100) 0,17
Serina 3,20g Manganeso(mg/kg) 20,0
Tirosina 2,809 Potasio(por 100) 0,35
Treonina 2,90g Silicio(por 100) 0,02
Triptofano 2,209 sodio(por 100) 0,01
valina 4,609 Zinc(mg/kg) 10,4

Cuadro 1: Informacion nutricional del maiz (Primo Yufera. Alimentos Quimica
Agricola Madrid. Alhanbra. 1981)
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1.5.2 Trigo

El trigo es el nombre comun de los cereales de un género de la familia de las
Gramineas cultivado como alimento desde tiempos prehistéricos por los pueblos de

las regiones templadas; ahora es el cereal mas importante de dichas regiones.

El trigo es una planta anual alta, de 1,2 m por término medio. Las hojas, parecidas a
las de otras gramineas, brotan muy pronto y van seguidas por tallos graciles
rematados por las espigas de grano. Las especies de trigo se clasifican en funcion
del niumero de cromosomas de las células vegetativas. Se reconocen tres series:
diploide o carradn, con 14 cromosomas; tetraploide o escanda con 28 cromosomas,
y hexaploide, con 42 cromosomas. Las especies de trigo se hibridan con bastante

frecuencia en el medio natural.

El trigo se constituye en un alimento rico en hidratos de carbono que ayuda a
obtener mucha energia. Su riqueza en fibra le hace ideal para tratar el
estrefimiento o diverticulos. Es ideal para personas nerviosas o en periodo de
estudios por su aporte en vitaminas B. Su contenido en lignanos (fitoestrégenos)

reduce la posibilidad de sufrir cancer de pecho, utero o prostata.

El trigo tiene propiedades antioxidantes ya que es una buena fuente de selenio y
vitamina E que protegen a nuestras células frente a los radicales libres. Es muy
recomendado en las enfermedades cardiacas por su riqueza en vitamina E que

ayuda a que el colesterol no se oxide y bloquee las arterias (Rico Hernandez 2006).
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A continuacion se presenta la informacién nutricional del trigo (por 100 g. crudo)

INFORMACION NUTRICIONAL VITAMINAS

Calorias 305 Acido Folico 0,56 mg/kg

Hidratos de carbono 82,3g | Acido p amino benzoico | 5,1 mg/kg

Proteinas 13,49 | Acido pantotenico 9,1 mg/kg

Fibra 2,49 Biotina 0,06 mg/kg

Grasas 2,49 Colina 300 mg/kg
AMINOACIDOS Inositol

Acido Aspartico 3,79 Niacina 48,3 mg/kg

Acido glutamico 20g Piridoxina 4,7 mg/kg

Alanina 4,29 Riboflavina 3,1 mg/kg

Arginina 10,69 | Tiamina 7,9 mg/kg

Cistina 1,59 Vitamina A

Fenilalanina 2,69 Vitamina B2

Glicina 6,1g Vitamina E 4,3 mg/kg

Histidina 4,19 MINERALES

Isoleucina 2,99 Calcio (por 100) 0,04

Leucina 51g Cobre (mg/kg) 51

Lisina 3,79 Fosforo (por 100) 0,34

Metionina 1,29 Hierro(mg/kg) 44,0

Prolina 9g Magnesio (por 100) 0,18

Serina 5,39 Manganeso(mg/kg) 38,0

Tirosina 1,79 Potasio(por 100) 0,41

Treonina 2,49 Silicio(por 100)

Triptofano 1,19 sodio(por 100) 0,03

Valina 4,29 Zinc(mg/kg) 24

Cuadro2: cuadro nutricional del trigo (Primo Yufera. Alimentos Quimica Agricola.
Alhambra. Madrid. 1981)
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1.6 DERIVADOS MAS COMUNES DEL PROCESAMIENTO DE CEREALES

1.6.1 Harina

Es una sustancia pulverulenta que se obtiene tras moler de forma muy fina granos
de trigo. Los productos molidos que se extraen de otros granos, como el centeno, el
trigo sarraceno, el arroz y el maiz, asi como los obtenidos de plantas como la patata
irfandesa, reciben también el nombre de harinas, pero el uso inespecifico del
término hace referencia a la harina elaborada a partir del trigo comun o del pan,

Triticum aestivum o vulgare.

La harina contiene entre un 65 y un 70% de almidén, pero su valor nutritivo
fundamental esta en su contenido, de un 9 a un 14%, de proteinas; las principales
son la gliadina y la gluteina, que constituyen aproximadamente un 80% del
contenido en gluten. La celulosa, las grasas y el azucar representan menos de un 4

por ciento.

Las caracteristicas generales de los cereales, como el peso por unidad de volumen,
el tamano del grano, su grosor y la ausencia de manchas e impurezas, afectan a la
calidad de la harina obtenida, que puede detectarse inspeccionandola. No obstante,
el mejor modo de medir el valor comercial de la harina es el estudio de propiedades
mas especificas, como el contenido en humedad, la acidez, el contenido en
proteinas, la capacidad de absorcion de agua, el grado de granulacion, el color, el

contenido en grasas y la capacidad expansiva del gluten. (Billington 1979)

1.6.2 Pan

El pan es un alimento basico que se elabora cociendo una mezcla de harina o

grano molido, agua o leche, y varios ingredientes mas. La harina puede ser de trigo

(el grano mas utilizado), centeno, cebada, maiz, arroz, patatas o papas y soja.

Dependiendo de los ingredientes utilizados, el pan puede ser con levadura o acimo.

El primero se hace combinando un agente que produce la fermentacion y subida del
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pan, en general levadura, con el resto de los ingredientes, normalmente azucar, sal
y grasa, ademas de la harina y el liquido. La levadura actia en el proceso de
fermentacion, generando diminutas burbujas de un gas, diéxido de carbono, en la

mezcla o masa, incrementando su volumen y haciéndola ligera y porosa.

El pan, el componente mas consumido dentro del grupo, tiene un 30%
aproximadamente de agua y un alto contenido de hidratos de carbono complejos en
forma de almidon (58% en el pan blanco y 49% en el integral). El rendimiento
energético es de unas 260 y 230 kcal/100 g en el pan blanco y en integral,

respectivamente.

Contienen un 8% de proteina (en el pan de trigo es el gluten, proteina rica en
metionina) con el pequeino inconveniente, como otros cereales, de que la lisina (un
aminoacido esencial que se encuentra abundantemente en las leguminosas) y el
triptofano se encuentran en pequefias cantidades son los aminoacidos limitantes,
disminuyendo su valor biolégico. Sin embargo, si los cereales se consumen con
otros alimentos como carnes, leche, huevos o leguminosas se produce el fenémeno

de suplementacion, mejorando notablemente la calidad de la proteina.

1. 6. 3 Pastas Alimenticias

Las pastas se elaboran a partir de sémola de trigo duro. Son productos desecados
que resultan de mezclar convenientemente esta semolina con un 20-30% de agua.
Las propiedades nutritivas del trigo duro, su textura, dureza y riqueza de proteinas,

lo convierten en el cereal 6ptimo para la elaboracién de la pasta.

Actualmente otros muchos alimentos, ademas del trigo, vienen a formar parte de los
ingredientes de la pasta. Las llamadas "pastas compuestas" estan elaboradas con
huevo, leche o un variado abanico de verduras y hortalizas como espinacas,
zanahorias o tomates. También se comercializan las "pastas rellenas", a las que se
ha incorporado convenientemente un preparado de carne, pescado, verduras o

queso, entre otros alimentos.
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Este producto, siendo bien aceptado y muy apreciado por diferentes consumidores,

puede ser susceptible de ser contaminado, pudiendo estar implicado en la aparicién

de brotes de toxiinfeccion alimentaria si las manipulaciones sufridas o las

condiciones de conservacion no son las adecuadas. (Clarke, 1995)
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CAPITULO Il

MICOTOXINAS

Introduccién

En este capitulo se abordaran los conceptos, generalidades relacionados con las
micotoxinas, su clasificacién, propiedades y alteraciones que pueden causar en el

ser humano por su ingesta en productos contaminados por micotoxinas.

2.1 Generalidades

El término “micotoxinas” fue introducido en 1962 por Forgacs y Carll, quienes lo
definieron como la «intoxicacion del huésped como consecuencia de la entrada al

cuerpo de una sustancia toxica de origen fungico» (Lopez, 1983).

No todos los mohos elaboran micotoxinas, no todos son toxinogeénicos. De las casi
doscientas especies consideradas toxinogénicas existen cepas que producen
micotoxinas y cepas que no las producen o producen poca cantidad. Por otro lado,
el tipo de sustrato y las condiciones ambientales juegan un papel importante en el

nivel de produccién.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos capaces de desencadenar
diversas alteraciones y cuadros patoldgicos en el hombre y los animales. Son
moléculas relativamente pequefias (PM < 700), con una estructura quimica y
actividad biolégica muy diversa. Estos compuestos suelen ser genotipicamente
especificos para un grupo de especies de un mismo género. EI mismo compuesto,
no obstante, puede ser también elaborado por hongos pertenecientes a géneros
distintos. En general, cuanto mas compleja es la ruta biosintética de una
micotoxina, menor sera el numero de especies fungicas capaces de elaborarla.
(Peraica et al., 1999)

La ingestion de estos alimentos, si la sustancia toxica esta en cantidad suficiente,

provoca una intoxicacién en el hombre o en los animales. (Moreau., 1992)
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2.2 Produccion de micotoxinas: rol en el metabolismo fungal

Los hongos son microorganismos de gran interés por su capacidad de producir un
amplio espectro de metabolitos secundarios. La identificacion de estos compuestos
atrae el interés cientifico desde varios puntos: algunos de estos compuestos han
encontrado aplicaciones en el area médica, agricola e industrial (Calvo et al., 2002).
En el campo de la industria alimenticia, muchos de estos productos son producidos
por hongos contaminantes, y se convierten en un factor de riesgo en el consumo de

alimentos.

En el crecimiento y diferenciacion celular de los hongos, se dan procesos
biosintéticos que generan metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos
fungicos primarios son aquellas moléculas sintetizadas por el hongo para la
formacion de biomasa. Cuando el crecimiento del hongo termina o es interrumpido
por la deplecién de algun nutriente esencial, los procesos de sintesis del hongo se
encaminan hacia la produccién de metabolitos secundarios. Este grupo de
sustancias incluye pigmentos, antibiéticos y micotoxinas, los cuales son producidos
en gran cantidad durante la fase estacionaria del hongo (Lacey., 1989). Los
metabolitos secundarios son aquellas moléculas que no son esenciales para el
crecimiento vegetativo. Estos compuestos estdan asociados a las fases de

diferenciacion y esporulacion (Carlile et al., 2004).

Los factores mas importantes implicados en el crecimiento del hongo y la
produccién de micotoxinas son la humedad relativa, humedad del grano,
disponibilidad del agua en el grano (actividad del agua), temperatura de
almacenamiento, ventilacién y niveles de oxigeno atmosférico, integridad de la

cuticula del grano y presencia de material extrafio en el grano (Lacey, 1989)

2.3 MICOTOXINAS DE HONGOS IMPERFECTOS

Los hongos imperfectos contaminan a los alimentos en las fases de procesamiento
y almacenamiento. En este estudio la informacion presentada se enfocara a este
tipo de especies fungales. Las especies Fusarium, Penicillium y Aspergillium son
capaces de sintetizar una gran variedad de estos compuestos, estimandose su

produccion en quince 0 mas por género.



Astudillo Ochoa - Nacipucha Astudillo 19

2.3.1Principales micotoxinas y su clasificacién

Las micotoxinas mas estudiadas y al mismo tiempo, con una accion conocida en

mamiferos, peces y cereales son: aflatoxinas, ocratoxina A, patulina, acido

peniciclinico, citrinina, zearanelona, alcaloides de ergot y tricotecenos. Su efecto ya

conocido hace que su presencia en los alimentos y en los piensos pueda ser

importante.

El siguiente cuadro resume los principales metabolitos téxicos producidos por

hongos comunes en la contaminacién de los alimentos.

Género Especie Principales micotoxinas
Aspergillus flavus Aflatoxinas B, M, G; acido kojico
parasiticus Aflatoxinas B, M
fumigatus Gliotoxina, fumagillina, acido helvdlico,
fumitremorgina A, asfemolisina
Ocratoxina A
ochraceus
Fusarium tricenectum Tricoteceno 2
roseum Tricoteceno 2
moniliforme Zearalenona
graminearum Vomitoxina
Penicillium chrisogenum Acido penicilico
viridicatum Citrinina, patulina
expansum patulina
Claviceps purpurea Alcaloides de ergot

Cuadro 3: Principales micotoxinas producidas por hongos de géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium (Aziz et al., 1998; Dowd, 1989; Kamei y Watanabe, 2005;

Carlile et al., 2004)
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2.3.1.1 Aflatoxinas

El nombre de aflatoxina deriva de la abreviacion taxonémica de Aspergillus (A) y de
la especie flavus, ya que se comprobd que el hongo Aspergillus flavus era el
contaminante comun en todas las muestras sospechosas. Las aflatoxinas son
metabolitos toxicos secundarios que quimicamente corresponden a derivados
isocumarinicos, producidas por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus

parasiticus.

Las aflatoxinas mas importantes y mas estudiadas se han clasificado en los tipos:
B4, B2, G1 y G, segun su fluorescencia de color azul o verde en presencia de luz
ultravioleta a 365 nm. Existen ademas, los derivados B,, y G.,. La capacidad de
produccion de aflatoxinas esta condicionada por el tipo de hongo, las caracteristicas

del sustrato y las condiciones externas tales como humedad, temperatura y luz.

Las aflatoxinas son agentes toxicos extremadamente activos, siendo el higado el
mas afectado. Se ha demostrado una estrecha relacién entre la ingesta de
aflatoxinas y la aparicion de cancer al higado. Se considera a la aflatoxina B1 como
el mas poderoso agente cancerigeno conocido.

(Lowell, 1992).
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Figura 2: Estructuras de algunas aflatoxinas
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2.3.1.2 Ocratoxinas

Las ocratoxinas fueron descubiertas en 1965, son metabolitos producidos por las
especies de hongos Aspergillus y Penicillium, especies comunes en el maiz y en
forrajes secos, siendo la ocratoxina A el compuesto mas toxico de este grupo. Las
ocratoxinas son micotoxinas caracterizadas que estan recibiendo

una especial atencién en todo el mundo por su marcado caracter nefrotoxico.

2.3.1.3 Zearalenona

La zearalenona o toxina T-2 es una micotoxina estrogénica, puede estar presente
en cereales comunes, como el maiz, el trigo o la cebada. La producen especies del
género Fusarium, de las que las mas importantes son Fusarium graminearum y

Fusarium culmorum.

2.3.1.4 Tricotecenos

Bajo este nombre se agrupan mas de 75 micotoxinas producidas sobre todo por
especies del genero fusarium, pero también por otras variedades de mohos, como
stachybotrys, Trichothecium, Myrothecium, etc.

Estas micotoxinas han sido la causa de importantes intoxicaciones de animales e

incluso humanas. (Moreau,.1992)

2.4 CONTAMINACION DE ALIMENTOS CON MICOTOXINAS

Las micotoxinas son un grupo muy amplio de metabolitos secundarios de origen
fungico caracterizados por presentar una elevada toxicidad tanto para el hombre
como para los animales, toxicidad que puede variar desde el desarrollo de
actividades carcindgenas, teratbgenas o mutadgenas, hasta la produccién de

desdrdenes de tipo hormonal o inmunosupresor, dependiendo de la micotoxina.
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Las aflatoxinas son las micotoxinas que han sido mas profundamente estudiadas en
todo el mundo. Se han realizado diversos estudios sobre la presencia de estas
toxinas en maiz destinado al consumo animal o humano, asi como sobre la
influencia en el procesamiento en la presencia de estas micotoxinas en tortillas

preparadas a partir de harina de maiz contaminado.

La produccién de micotoxinas en alimentos de consumo humano o animal
constituye un peligro potencial para la salud y la produccion. El cuadro clinico-
patologico producido por la intoxicacion con micotoxinas se conoce como

micotoxicosis.

Las micotoxinas son producidas por hongos en cultivos aun no cosechados y
durante la cosecha, el transporte y/o almacenamiento de granos. Hongos
fitopatdgenos, en particular los pertenecientes al genero Fusarium, tienden a atacar
las plantas en crecimiento a nivel de campo y a causar contaminacién con
micotoxinas en granos aun no cosechados. En contraste, los hongos saprofiticos
(Aspergillus spp., Penicillium spp) atacan los granos durante su transporte y/o
almacenamiento e inducen la formacion de micotoxinas en granos cosechados.
Alimentos completos para animales (concentrados) o granos almacenados para
consumo humano o animal (maiz, arroz, frijol, mani, etc.) adquieren micotoxinas
durante su almacenamiento si las condiciones de temperatura y humedad son

favorables al crecimiento del hongo toxigénico.

Debido a que la formacion de micotoxinas depende de las condiciones ambientales,
la presencia en un lote de granos de un hongo capaz de producir micotoxinas, no
implica de manera necesaria la contaminacion con micotoxinas; de igual forma, la
ausencia de hongos viables en un lote de granos no implica la ausencia de
micotoxinas. Por esta razon, la estimacion del nivel de contaminacidon con
micotoxinas en un lote de alimento no se basa en la identificacion y el recuento de

hongos, sino que debe partir del analisis quimico de las micotoxinas.

No es suficiente con detectar en un alimento una especie de moho toxico para
considerarlo peligroso. Existe una presuncion de toxicidad, pero es necesario
investigar y determinar la concentracion de micotoxinas que hay en el alimento

antes de declararlo impropio para el consumo. (Gonzalo J. Diaz. 1995).
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Ocratoxinas Patulina Zearalenona Citrinina Tricotecenos
En alimentos En En alimentos En alimentos En alimentos
alimentos
Cereales Cereales Cereales
Verduras Frutas
Legumbres Cereales y | Frutas Cereales
Quesos Quesos subproductos
Carnes
Efectos Efectos Efectos Efectos Efectos
Nefrotoxico Afecciones Afecciones
pulmonares | Estrogénico Nefrotoxico digestivas
Necrosis Lesiones de Afecciones de
hepatica higado Afecciones Inmunosupresor | la piel
Lesiones de | sistema Afecciones del
Inmunosupresor | rifidn reproductor sistema
circulatorio

Cuadro 4: Algunas micotoxinas presentes en alimentos y sus efectos en la salud.




CAPITULO 1l
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MATERIALES Y METODOS

Introduccion

En este capitulo se aborda la descripcion de la metodologia experimental utilizada

en el desarrollo de este trabajo. Los métodos de seleccion del grano de cereal,

obtencion y purificacion de aislados fungales, desarrollo de sistemas

cromatograficos para la separacién de metabolitos secundarios son descritos.

Ademads, se presentan los procesos tecnolégicos para la obtencién de productos

derivados del grano de cereal.

3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.1.1 Material de laboratorio

Vasos de precipitacion

Cajas petri

Probetas

Erlenmeyers de diferentes capacidades

Tubos de ensayo

Botellas Schott de diferentes dimensiones
Balones de aforo de diferentes dimensiones
Embudos de separacion de diferentes volumenes
Pipetas seroldgicas y automaticas

Embudos simples

Tiras reactivas para medicion de glucosa
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3.1.2 Equipos

Rota vapor Buchi

Incubadora Memmert

Balanza analitica Ohaus

Autoclave de laboratorio

Vortex Genie

Camara de seguridad biolégica CSB 120 nivel de bioseguridad Il

Licuadora industrial Bartec

3.1.3 Solventes y reactivos

Acetato de etilo

Acetona

Cloroformo

Metanol técnico destilado
Acido clorhidrico

Agar base

Glucosa

Extracto de levadura

3.1.4 Suministros
Extracto de malta

Puré de papa

3.1.5 Muestras de Cereales

Granos de maiz y trigo obtenidos en tres mercados de la ciudad de Cuenca.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Obtencion de muestras de cereales contaminados.

Para evaluar las posibles alteraciones téxicas de los cereales en estudio, se
seleccionaron dos tipos de cereales: trigo y maiz. Las muestras se obtuvieron en
tres mercados de la ciudad de Cuenca. Se adquirieron treinta libras de cada
especie, las cuales fueron utilizados en el analisis experimental y en los procesos

tecnoldgicos.

Figura 3: Productos elaborados con los cereales en estudio

3.2.2. Formulacion de medios de cultivo

3.2.2.1 Agar Papa Glucosa (PDA)

Componente Cantidad (para 1L de medio)

Puré de papa deshidratada | 20g

Glucosa 20g

Agar base 159

Cuadro 5: composicion para el agar (PDA)
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3.2.2.2. Agar levadura-malta-glucosa (YMG)

Componente Cantidad (para 1L de medio)

Extracto de malta 25¢g

Extracto de levadura | 10g

Glucosa 10g

Agar base 37,59

Cuadro 6: composicién para el agar (YMG)

Los componentes fueron disueltos con agitacion, y su pH fue ajustado a 5.5 con la
adicion de una solucion de HCI 1N. La esterilizacion se llevé a cabo en autoclave
por 15 min. a 121° C y 2 atm de presién

3.2.3 Aislamiento de especies fungales

La obtencion de mohos productores de micotoxinas se realizé a partir de muestras
de grano de cereal y harina preparada con el material vegetal. Para el efecto se

utilizaron dos metodologias:

3.2.3.1 Aislamiento de hongos a partir de granos de cereal Para la obtencién de

hongos a partir de granos de cereal se adapt6 la metodologia utilizada para aislar
hongos enddfitos de material vegetal (Hormazabal, 2004). Los granos de cereal,
previamente desinfectados, se seccionaron a la mitad y se colocaron en la
superficie de placas petri con los medios de cultivo seleccionados. Luego de una
incubacién a 25°C por 5 a 7 dias, se observo el crecimiento de micelio fungal, el

cual fue repicado sucesivamente a placas, hasta la obtencién de aislados puros.

Estos aislados fueron mantenidos en medios formulados a base de puré de papa y
extracto de malta. Posteriormente, los mohos aislados fueron identificados a nivel

de género por técnicas microbioldgicas.
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3.2.3.2 Aislamiento de hongos a partir de harina La obtencién de aislados fungales

a partir de harina se desarrollé modificando la técnica utilizada para obtener hongos
a partir de muestras de suelo (Cazar, 2006). Se pesé 1 gramo del cereal
pulverizado, disolviéndose en 9 mL de agua destilada estéril. Esta solucién fue
utilizada para realizar una dilucién seriada en un rango de concentracién de 10™
hasta 10* g/mL. Se transfiri6 asépticamente 1 mL de estas soluciones a la
superficie de placas petri preparadas con los medios de cultivo descritos en la
seccion 3.2.2. Las placas inoculadas fueron incubadas a 25°C por 5 a 7 dias, donde
se observd el crecimiento de microorganismos. Los aislados obtenidos fueron
repicados sucesivamente para su purificacion, y mantenidos en los medios YMG y

PDA hasta su identificacion a nivel de género.

3.2.4 Cultivos a escala analitica

Los aislados fungales obtenidos fueron cultivados en matraces erlenmeyer de 250
mL conteniendo 125 mL de medio liquido YMG; formulado con extracto de
levadura, glucosa y extracto de malta, en las mismas proporciones descritas en
3.2.2.2, sin adicion de agar. Los matraces fueron inoculados con cultivos puros de
los hongos a evaluar, en condiciones asépticas. El crecimiento se llevo a cabo en
un bafo maria de agitacion orbital a 25°C y 120 rpm. Durante el crecimiento de los
hongos se monitored el consumo de glucosa. Al verificarse el agotamiento de la
fuente de carbono, el micelio se separo del liquido de cultivo por filtracion (Stadler y
Anke, 1994)

3.2.5 Obtenciéon de extractos

Para aislar los productos del metabolismo secundario fungal, se obtuvieron
extractos a partir del liquido de cultivo de los hongos crecidos a escala analitica y
de los productos preparados a partir de los cereales en estudio. Los métodos

empleados se describen a continuacion:



Astudillo Ochoa - Nacipucha Astudillo 29

3.2.5.1 Obtencidn de extractos de cultivos a escala analitica El liquido de cultivo,

separado previamente del micelio del hongo en estudio, fue extraido con un
volumen similar de acetato de etilo. La separacion de las fases se verificé en un
embudo de separacion, mediante el cual se colecto la fase organica y se descarto
la fase acuosa. El extracto organico fue obtenido previa evaporacion del solvente,

mediante destilacién a presion reducida, en un Rotavapor.

Figura 4: extraccion mediante volumen similar de acetato de etilo.

La metodologia descrita fue utilizada para obtener extractos a partir de los
productos obtenidos con los cereales estudiados. Se pesaron 50 g de los
productos, previamente pulverizados, sumergiéndolos en 120 mL de acetato de
etilo. La extraccion se desarrollé por contacto del solvente con el producto, por 24
horas a resguardo de la luz solar. Posteriormente, se filtré y descarté el sdlido, y la

fase liquida fue concentrada en Rotavapor.

3.2.6 Identificacién de micotoxinas por cromatografia en capa fina (CCF)

Los extractos obtenidos fueron sometidos a cromatografias en capa fina con

solventes que permitieron su separacion. Las manchas representativas se

caracterizaron mediante el calculo de Rf (factor de retencion).
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3.2.6.1 Cromatografia de muestras a partir del aislamiento de hongos

Para el desarrollo de cromatografias con los extractos obtenidos segun metodologia

descrita en 3.2.5, se sigui6 el protocolo que se describe a continuacion:

Los extractos fueron redisueltos con acetato de etilo, para facilitar su
siembra en el soporte cromatografico.

Se prepararon diversas fases moéviles para observar la migracion de los
compuestos en la fase estacionaria. Las mezclas de solventes que
fueron utilizadas para discriminar la presencia de micotoxinas se

presentan en el siguiente cuadro:

Mezcla Proporcion
AcOEt: MeOH 8:2

Cloroformo:Acetona | 8:2

Cloroformo:Acetona | 6,6:3,3
Cloroformo:AcOEt 6:4
Cloroformo:Metanol | 1:1

Cloroformo:Metanol | 7:3

Cuadro 7: fases moviles utilizadas en las cromatografias

La placa cromatografica se cortd en las dimensiones adecuadas para el
trabajo, senalando los puntos de siembra donde se aplican las muestras.
Mediante una pipeta se tomaron las muestras y fueron colocadas en
cada senal. El proceso se realizd en repetidas ocasiones para
concentrar la siembra de los extractos.

Paralelamente, se prepard la camara cromatografica, con la fase movil
seleccionada para la separacion cromatografica.

La placa cromatografica fue colocada en la camara, y su desarrollo fue
revisado hasta que el solvente recorra aproximadamente las tres cuartas

partes del soporte.
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= Al término de la elusién, el soporte fue secado al ambiente y observado
en camara de luz ultravioleta ([J = 315 nm). En estas condiciones se

sefalaron las manchas caracteristicas de micotoxinas.

3.2.6.2: Identificacidn de micotoxinas mediante revelado cromatografico

Las placas cromatograficas obtenidas como se describe en 3.2.6.1 fueron

sometidas a procesos de revelado fisico y quimico con el fin de establecer la

presencia de micotoxinas. Las estrategias utilizadas se describen a continuacion:

Revelado fisico La placa cromatografica, previamente desarrollada en la

fase moévil adecuada, es secada al ambiente y observada en una camara
provista de una lampara UV de 1 = 365 nm. La presencia de manchas
azules en diferentes intensidades evidencian la presencia de micotoxinas
(Aziz et al., 1998).

Revelado quimico: Los compuestos adsorbidos en los soportes

cromatograficos pueden desarrollar reacciones quimicas con reactivos
especificos. El resultado de esta reaccion es el desarrollo de color en la
placa cromatografica, siendo esta estrategia de gran ayuda para identificar
compuestos incoloros o que no revelan a UV3gs nm. LOS reactivos utilizados

con este propésito fueron:

1. Cloruro de Hierro Ill: Solucién acuosa al 1%
2. KOH: Solucion etanolica al 1%

3. Amoniaco: Solucion etandlica al 5% (Proksa et al, 1994)

Las soluciones de revelado quimico fueron colocadas en la CCF con la
ayuda de un aspersor a la placa cromatografica previamente sometida a
calor (105° por 5 minutos). Se registraron los cambios de color en las
manchas observadas a UV3s5 0 Y €l desarrollo de nuevas manchas. Ademas
se calcularon los factores de retencion de las manchas cromatograficas (Rf),

de acuerdo a la siguiente expresion:
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Donde: Rs: factor de retencion
Z,: distancia recorrida de la muestra desde el origen
Z: - Z,: distancia recorrida por la fase movil desde el origen

hasta el frente del solvente

3.3 Elaboracién de productos a partir de los cereales en estudio

Con los cereales estudiados se elaboraron tres productos: pan de trigo, fideos de

trigo y tortillas de maiz
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3.3.1 Elaboracién de pan de trigo

La elaboracion del pan de trigo se realizd, como lo describe el siguiente diagrama

de proceso.
pesado pesado ‘ ‘ pesado ‘ Pesado ‘
10009 109 409 1209

Horneado

180 C 15"

AN
AN
\\almacenado

\
\ /
AN
AN

Esquema 1: Diagrama de proceso para elaboracidon de pan de trigo.
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3.3.2Elaboracion de fideos de trigo

La elaboracion de los fideos de trigo se realizd, segun lo indicado en el siguiente

diagrama de proceso.

 E—d

harina / mgntequa \.agua / \\huevo/s/ \_sal
N\ / N\ / N/ \
\/ \/
/ Y

pesaio fesaio medir antida fesa o
1500 60 200ml 2und. 10

2 mezclado

o )l |
amazado 150ml

40min.

Cortado
10min

Secado
180min

‘ ' ‘ |

N\

\
\\almacenado

Esquema 2: Diagrama de proceso para elaboracién de pan de trigo.
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3.3.3Elaboracion de tortillas de maiz

La elaboracién de las tortillas de maiz se realizd, como se describe en el siguiente

diagrama de proceso.

AN . N\ / \ Y, X 7 < Ve N
\ harina / \_royal / mantequilia \ agua / \ huevos/ N sal /S
N/ N/ —\ // \ / \ N/

pesado Pesado esado medir ant@ ao
3 1409 100ml 3und. 10g

5009

\ azticar/
\\ //

\ /

ﬁesafo
20

troceado
10min

Esquema 3: Diagrama de proceso para elaboracién de pan de trigo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Recoleccion de muestras en mercados locales.

Para obtener las muestras de cereales como materia prima para el aislamiento de
especies fungales, se seleccionaron tres mercados locales, los cuales tienen
bodegas para el almacenamiento de granos. Esta condicion fue considerada para
colectar muestras con posible contaminacién. Las muestras fueron codificadas en

funcién a los mercados de origen:

A. Mercado “Tres de Noviembre”.
B. Mercado “Doce de Abril”

C. Mercado Mayorista “El Arenal”.

La mayor cantidad de aislados fungales fue obtenida de las muestras provenientes
del mercado “Tres de Noviembre”. Los hongos obtenidos fueron aislados

mayoritariamente de grano y harina de maiz.

4.2 Aislamiento de especies fungales

Se obtuvieron 13 especies fungales, obtenidas mediante las metodologias descritas
en 3.2.3 (ver Materiales y Métodos). Los aislados fueron mantenidos en los medios
de cultivo descritos en 3.2.2. Mediante el uso de claves morfolégicas, se llegé a
establecer el género de las especies obtenidas (Barnett y Hunter, 1972). Los
resultados del aislamiento e identificacién de hongos provenientes de muestras de

cereales se presentan a continuacion.
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Nro Aislado | Muestra Origen Género

1 grano Maiz A Aspergillus

2 grano Maiz B Blastomyces

3 grano Maiz C Aspergillus

4 grano Trigo A Stachylidium

5 harina Trigo A Mammaria

6 grano Maiz B Blastomyces

7 harina Trigo A Mammaria

8 grano Maiz A Stachylidium, Aspergillus
9 harina Trigo A Periconia

10 harina Maiz A Aspergillus

11 grano Maiz C Aspergillus

12 grano Maiz A Aspergillus

13 harina Maiz A Stachylidium, Aspergillus

Cuadro 8: Género de los aislados fungales obtenidos a partir de muestras de

cereales.

El género mas frecuente identificado en los aislados fungales fue Aspergillus, cuya
morfologia coincidié con las estructuras reproductivas observadas en los aislados.

Otros géneros frecuentes fueron Stachylidium, Blastomyces y Mammaria.

4.3 Obtencion de extractos y estudio cromatogréafico.

La metodologia de cultivo a escala analitica, descrita en 3.2.4 permitié la obtencién
de trece extractos. El cultivo a escala analitica fue desarrollado en 8 dias en
promedio para los hongos analizados. El aislado 8, proveniente de muestra de
maiz, tomo para agotar la fuente de carbono, 23 dias. Este es el unico aislado que

se desvid del comportamiento observado para el resto de hongos.

Los extractos totales fueron sometidos a cromatografia en capa fina, con el fin de
establecer la complejidad de las mezclas en funcidon de la composicion de los

extractos. Para el efecto se utilizaron fases moéviles formuladas a partir de mezclas
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de Acetato de Etilo, cloroformo, metanol, acetona. La formulaciéon de las diferentes

fases moviles se reporta en el siguiente cuadro:

Componentes Proporcion
Acetato de Etilo:Metanol 8:2
Cloroformo:Acetona 8:2
Cloroformo:Acetona 6,6:3,3

Cloroformo:Acetato de Etilo | 6:4

Cloroformo:Metanol 1:1

Cloroformo:Metanol 7:3

Cuadro 9: Formulacion de las fases maviles para estudio cromatografico.

En funcion de la resolucion del perfil cromatografico de los extractos evaluados, la
fase moévil mas utilizada en este estudio fue Cloroformo: Metanol 1:1. En este
sistema se logré apreciar la mejor separacién de los componentes de los extractos
obtenidos. El perfil cromatografico en esta fase mévil se presenta en la siguiente

figura:

Figura 5: Perfil cromatografico de extractos obtenidos de los hongos en estudio
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4.4 |dentificacién de micotoxinas por Cromatografia en Capa fina

Para la identificacion del perfil de micotoxinas de los extractos en estudio, se
utilizaron técnicas de derivatizacion, con el fin de observar compuestos incoloros

adsorbidos en el soporte cromatografico.

Como trabajo inicial, se registré el perfil cromatografico observado a una [ = 365
nm. Las micotoxinas presentes en los extractos muestran colores en gamas de
azul y verde al ser observadas en estas condiciones (Aziz et al., 1998). Esta
informacién se complementa con el uso de reactivos de revelado, los cuales se
combinan con las sustancias adsorbidas en CCF y pueden mostrar sustancias con

diferentes grupos funcionales y caracteristicas de absorcion (Poole, 2003).

Proksa et al., 1994, presentan una metodologia aplicable a la deteccién de
metabolitos secundarios del género Penicilium. En este trabajo se combina la
observacién de CCF a diferentes longitudes de onda con el uso de revelados
quimicos con Cloruro de Hierro lll, hidroxido de potasio etandlico, amoniaco

etandlico, y se sugiere esta estrategia para la deteccién rapida de micotoxinas.

Ademas, se registran los factores de retencion (Rf) de los compuestos observados
por estas técnicas. La informacién obtenida al replicar esta metodologia se presenta

en el siguiente cuadro.
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Rf de manchas observadas
Extracto Sin revelar | UVsgs nm FeCls KOH/EtOH NHs/EtOH
1 0,76 0,70; 0,58 nd 0,67A nd
2 0,80 0,72 ;0,58 nd nd nd
3 0,83 nd 0,67A nd nd
4 0,84 nd nd nd nd
5 0,82 0,80 0,82An nd nd
0,32An
6 0,80 0,71 nd nd nd
0,81 0,76 nd nd nd
8 0,82 0,73 0,82An 0,44A ;| nd
0,73A
9 0,85 Nd nd nd nd
10 0,79 0,48 nd nd nd
11 0,81;0,75 | 0,81AN; 0,67; | nd nd nd
0,5
12 0,85Az Nd nd nd nd
13 0,88 Nd nd nd nd

Cuadro 10: Resultados del analisis cromatografico de extractos de hongos, con el
uso de reveladores fisicos y quimicos. A = amarillo; Az=azul; An = anaranjado, nd =

no detectable

Los resultados presentados en el cuadro 10 fueron comparados con los datos de
desarrollo de CCF para identificacién de micotoxinas, de los trabajos de Proksa et
al, 1994; y Aziz et al., 1998. De acuerdo a esta comparacién es posible identificar

las siguientes micotoxinas en los extractos obtenidos.
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Micotoxina Extracto Rf 'y revelador | Rf y revelador
segun segun estudio
bibliografia

Aflatoxinas 12 n/r, color azul | 0.85; color azul
UV365 nm UV365 nm

Acido vermiculinico | 2,6,7y 10 0.80; negativo a | 0.79 a 0.81;
UV365 nm negativo a UVsgs nm

Vermilutina 13 0.88; negativo a | 0.88; negativo a
UV365 nm UV365 nm

Mitorubrinol 5 Amarillo, FeCl; Amarillo, FeCls;

Dehidroalternusina | 5y 8 Anaranjado, FeCl; | Anaranjado, FeCl;

Cuadro 11: Comparacién de datos experimentales obtenidos en el desarrollo

cromatografico de los extractos fungales con datos bibliograficos.

Las cromatografias desarrolladas con los extractos de los productos preparados a

partir de

los cereales en estudio,

nos permitieron comparar

los datos

cromatograficos con los generados a partir de los extractos fungales. Esta

comparacion nos permite aproximarnos a las micotoxinas que estarian presentes

en los productos elaborados. Los resultados se muestran en el siguiente cuadro;

Micotoxina Producto | Rf 'y revelador | Rf y revelador
segun bibliografia | segun estudio

Mitorubrinol Tortilla 0.41, color azul | 0.41, color azul
UVss5 nm, Amarillo, | UVsgsnm, Amarillo,
FeCl; FeCl;

Acido vermiculico Fideos 0,63; negativo a | 0,55; negativo a
UV365 nm, color café | UVses nm, color
en KOH/EtOH café en

KOH/EtOH

Acido fumiculdsico | Pan 0.44, color azul | 0.44, color azul
UVss5 nm, amarillo | UVses nm, @amarillo
en KOH/EtOH en KOH/EtOH

Cuadro 11: Comparacién de datos experimentales obtenidos en el desarrollo

cromatografico de los productos, los extractos fungales y datos bibliograficos.
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Las micotoxinas identificadas en esta aproximacién son mitorubrinol, acido
vermiculico y &cido fumiculdsico. Se descarta la presencia de aflatoxinas en los

productos terminados.

La deteccion de estos metabolitos secundarios se fundamenta en un método
cualitativo. Para verificar el nivel de estos compuestos en los alimentos es
necesario desarrollar analisis mas especificos que involucren técnicas
cromatograficas analiticas, como HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia) y

GC-MS (Cromatografia Gaseosa acoplada a deteccién de Masas).
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CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo de investigacion nos permite formular las

siguientes conclusiones:

1. El metabolismo secundario fungal es el responsable de la produccion de
micotoxinas, las cuales pueden llegar a contaminar productos elaborados a

partir de materias primas que han estado contaminadas por hongos.

2. La deteccién de micotoxinas en alimentos puede desarrollarse mediante una
estrategia que combina técnicas biotecnolégicas, como el cultivo de hongos
a escala preparativa, con métodos cromatograficos asociados a estrategias
de revelado y deteccion de compuestos adsorbidos en soportes de

cromatografia.

3. Mediante la aplicacion de estrategias quimicas y biotecnoldgicas, hemos
logrado identificar las principales micotoxinas presentes en hongos aislados
a partir de trigo y maiz. Se logré identificar a aflatoxinas, &cido vermiculico,

vermilutina, mitorubrinol y dehidroalternusina.

4. Los productos elaborados a partir de harina obtenida con los granos
contaminados, al ser sometidos al analisis de presencia de micotoxinas,
evidencian la presencia de mitorubrinol y acido vermiculico en tortilla y
fideos. El proceso de elaboracion de estos productos no involucra la
exposicion a altas temperaturas. Este factor puede incidir en el

mantenimiento de las micotoxinas hasta obtener el producto terminado.

5. Los datos cromatograficos obtenidos evidencian la presencia de acido
fumiculdsico en el pan, a pesar de que esta micotoxina no fue identificada
en los extractos estudiados. Es posible que, con los procesos térmicos, las
micotoxinas identificadas en la materia prima se hayan degradado,
cambiando sus caracteristicas cromatograficas hasta hacerlas comparables

a las del acido fumiculdsico.



Astudillo Ochoa - Nacipucha Astudillo 44

6. El presente trabajo de investigacién desarrolla una nueva estrategia para la
identificaciéon de micotoxinas en alimentos, presentando una alternativa de
bajo costo y viable a las condiciones de trabajo y equipamiento de los
Laboratorios de la Escuela de Ingenieria de Alimentos de la Universidad del
Azuay. No obstante, para la identificacion y cuantificacion de estas
sustancias, es necesario implementar estrategias de aislamiento de
productos naturales y aplicar métodos cromatograficos analiticos como
HPLC y GC-MS.
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