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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales con mayor superficie de cultivo sembrado a nivel mundial. Sus
granos pueden ser colonizados por mohos, los cuales disminuyen sus propiedades nutricionales y lo contaminan
con micotoxinas. Para cuantificar los mohos totales, Aspergillus flavus y aflatoxinas, en granos de maiz molido, se
analizaron muestras provenientes de cuatro municipios del estado Guarico (Ortiz, Roscio, Miranda y Mellado),
Venezuela. Para la deteccién fiingica se utilizé el método de contaje en placa, con el medio de cultivo agar extracto
de malta. Las aflatoxinas se cuantificaron por el método de ELISA. Se realizé la estimacién de la media de la
concentracién de aflatoxinas totales con respecto a la incidencia de A. flavus, utilizando un intervalo de confianza
de 95%, para hacer la correlacién de Pearson. El 100% de las muestras analizadas presentaron contaminacién
fingica. El contaje promedio de mohos totales fue de 4,53x10° UFC/g de muestra y A. flavus de 3,44x10° UFC/g
de muestra, superando el limite permitido (< 1x10* UFC/g). El contenido promedio de aflatoxina fue bajo (2,53
ng/g). El 96,43% de las muestras presentaron valores por debajo del limite méximo permitido de aflatoxinas (20
ng/g). Los resultados confirman que el estado Guarico es un area de alto riesgo de contaminacién con A. flavus y
aflatoxinas, es necesario encontrar hibridos de maiz resistentes a la incidencia fingica y sus micotoxinas, debido a
que la ingesta periédica de aflatoxinas en dosis bajas tiene efecto inmunosupresor sobre el organismo, ademas de ser
carcinégeno, teratégeno y mutagéno naturales.
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Aspergillus flavus and aflatoxins in corn grains ground from the Guarico state, Venezuela

ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the cereals with the largest cultivated area worldwide. Its grains can be colonized
by molds, which diminish their nutritional properties and contaminate it with mycotoxins. To quantify the total
molds, Aspergillus flavus and aflatoxins, in grains of ground corn, samples were analyzed from four municipalities
of Guarico state (Ortiz, Roscio, Miranda and Mellado), Venezuela. For the fungal detection, the plate counting
method was used, with the malt extract agar culture medium. The aflatoxins were quantified by the ELLISA method.
The estimation of the mean concentration of total aflatoxins was made with respect to the incidence of A. flavus,
using a confidence interval of 95%, to make the Pearson correlation. 100% of the samples analyzed showed fungal
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contamination. The average count of total molds was 4,53x10° UFC / g of sample and A. flavus of 3,44x10° UFC
/ g of sample, exceeding the allowed limit (< 1x10* UFC / g). The average content of aflatoxin was low (2,53 ng/
2). 96,43% of the samples presented values below the maximum allowed limit of aflatoxins (20 ng/ g). The results
confirm that Guarico state is an area of high risk of contamination with A. flavus and aflatoxins, it is necessary
to find maize hybrids resistant to fungal incidence and its mycotoxins, because the periodic intake of aflatoxins in
low doses has an effect inmunosuppressant on the organism, besides being carcinogenic, teratogenic and natural

mutagenic.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales
més cultivados y difundidos en muchos paises,
constituyendo el alimento de mayor importancia en
Latinoamérica. Este es el cultivo anual mas valioso de
EE.UU. y la tnica fuente alimenticia para muchos
pueblos del mundo (Mazzani et al., 2000; Mazzani
et al., 2008). Tiene un amplio aprovechamiento
para el consumo humano y animal, asi como en la
industria donde se elaboran diversos productos, tales
como: harinas, aceite, proteinas, almidén, bebidas
alcohélicas, edulcorantes alimenticios, entre otros
(Chavarrietal., 2017). En Venezuela, es considerado
un cultivo estratégico junto al trigo y el arroz; se
produce de manera significativa por lo menos en
quince estados, entre los cuales Guarico aporta cerca
del 25 por ciento de la produccién (Chavarri, 2014;
Conferencia Nacional de Asociacién de Productores,

2017).

En Venezuela se ha detectado contaminacién con
mohos y sus micotoxinas en granos de maiz cosechados
y almacenados en diferentes estados del pais (Chavarri
et al., 2009; Chavarri et al., 2013, Barroyeta et al.,
2013, Chavarrietal., 2017). Numerosos trabajos han
demostrado que la presencia de las especies fiingicas
toxigénicas de los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicillium en los granos de maiz, no sélo afecta el
rendimiento del cultivo sino que también interfieren
en la calidad del producto, especialmente por la
contaminacién con las micotoxinas que son nocivas
para la salud humana y animal, por sus marcados
efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos

(Mazzani et al., 2008; Lemus et al., 2007, Garcia
y Martinez, 2010; Chavarri et al., 2013; Martinez
et al., 2013, Bastidas et al., 2015; Chavarri et al.,
2017).

Las condiciones climaticas de las regiones tropicales
como las de Venezuela, favorecen el crecimiento
de mohos toxigénicos en el cultivo de maiz, siendo

Aspergillus flavus Link Ex Friex un problema de
primer orden para la industria de este cereal (Mazzani
et al., 2004; Chavarri, 2010; Castellari et al., 2015),
ya que éste es el principal productor de aflatoxinas,
que al consumirse en altas dosis pueden inducir una
intoxicacién aguda que podria ocasionar la muerte.
Las aflatoxinas son el resultado del crecimiento
fingico, siendo producidas por Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. nonius y A. niger (Abarca et al., 2000;
Duarte y Villamil, 2006; Martinez et al., 2013).
Los niveles maximos permitidos de las aflatoxinas en
diversos alimentos concentrados son de 20 ng/g, en
alimentos concentrados para pollos de engorde 10

ng/g, en el consumo humano 20 ng/g y en leche fluida
0,5 ng/g (Brown et al., 1999; Garcia et al., 2001).

Dentro del grupo de aflatoxinas, la de mayor
importancia en la salud publica es la aflatoxina B,
la cual se relaciona con el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en poblaciones que consumen
alimentos contaminados. Su mecanismo de accién
toxica luego de la ingestién de la toxina, involucra la
formacién de ligandos entre uno de sus metabolitos
producido en el higado con el ADN de los
hepatocitos, causando alteraciones en su replicacién.
El carcinoma hepatocelular es una de las causas de
muerte por cancer, en especial en regiones de Asia
y Africa, originandose estudios epidemiolégicos que
buscan correlacionar la presencia del carcinoma con
el consumo de aflatoxinas y la alteracién de éstas con
otras enfermedades hepaticas (Abarca et al., 2000;
Duarte y Villamil, 2006; Martinez et al., 2013;
Alshannaq y Yu, 2017).

Dada la alta incidencia fingica detectada
en granos de maiz en Venezuela, es necesario
el monitoreo de los mohos y micotoxinas en las
principales zonas productoras de éste cereal, ya que
es cultivo de consumo masivo, y si estd contaminado
podria ocasionar efectos nocivos sobre la salud
humana y animal. En tal sentido, el propésito de ésta
investigacién fue detectar y cuantificar, mohos totales,
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Aspergillus flavus y aflatoxinas en muestras de granos
de maiz molido provenientes de cuatro municipios del
estado Guaérico, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Cuantificacién y aislamiento de mohos

Se analizaron 28 muestras de 2 Kg de granos de
maiz molido, provenientes de cuatro municipios del
estado Guarico (19 muestras de Ortiz, 4 muestras
de Roscio, 4 muestras de Miranda y 1 muestra de
Mellado), de las cosechas 2012 y 2013. Las muestras
fueron suministradas por una empresa procesadora
de alimentos de Turmero, estado Aragua. Para la
cuantificacién de los mohos totales y de A. flavus
de las muestras, se utiliz6 el método de contaje
por incorporacién en placa, tomando 10 g de cada
muestra. Posteriormente, se realizaron diluciones
seriadas de las muestras, transfiriendo los 10 g de
éstas a una frasco de dilucién con 90 ml de agua
peptonada al 0,1% estéril, seguidamente se licuaron
por cinco minutos y se obtuvo la dilucién a 10"'. De
cada una de estas diluciones se tomé 1 ml con una
pipeta estéril y se incorporaron en tubos de ensayo
con 9 mL del diluente, obteniéndose la dilucién 102.
El mismo procedimiento se repitié6 hasta obtener la
dilucién 10*.  Seguidamente, se transfirié 1 ml de
cada dilucién por duplicado en placas estériles y se
le agregé el medio de cultivo agar extracto de malta a
pH 5,8 licuado y enfriado a 45 °C (15 ml para cada
placa). Se dejaron solidificar las placas y finalmente
se incubaron herméticamente dentro de bolsas
plasticas estériles a temperatura ambiente (27 =2 °C)
con alternancia de 12 h de luz/oscuridad durante
ocho dias. Transcurrido el periodo de incubacién se
contaron las colonias de mohos presentes, tomando
como criterio de contaje entre 15 y 150 UFC de
mohos/g de muestra en cada placa (COVENIN
1337-90, 1990).

Conservacién e identificacion de los

aislamientos fangicos

LLos mohos aislados se conservaron en tubos de
ensayos con agar papa dextrosa (PDA) en cuna a
pH 5,8, incubados a 27+ 2 °C durante 8 dias en
alternancia de 12 h de luz/oscuridad. Después del
tiempo de incubacién, todos los aislamientos fingicos
se preservaron a baja temperatura (8-10 °C) para

su posterior identificacién. Para la identificacién de
A. flavus se describieron las caracteristicas de las
colonias de los aislamientos en Czapek agar (pH
5,8), a partir de los cuales se hicieron preparados
microscopicos para realizar el estudio morfométrico
de las estructuras con valor taxonémico (didmetro de
los conidios, longitud del conidiéforo, didmetro de la
vesicula, longitud y didmetro de las métulas y fidlides,
etc.) y ser comparados con la literatura especializada

(Sing et al., 1991; Samson et al., 1995).
Deteccién de aflatoxinas totales (B1+B2)

La deteccién de aflatoxinas se realizé por método
de ELISA directa competitiva (Veratox®), el cual
permiti6 determinar las concentraciones exactas de
la toxina en partes por billén (ng/g) presentes en las
muestras. A 5 g de cada muestra se le agregé 25 mL
de metanol al 70%, a continuacién fueron molidas
por licuacién a altas revoluciones durante 3 min; la
mezcla se filtr6 para obtener el extracto que se empleé
en el anélisis. Se tomaron 100 wl del conjugado
(toxina marcada con una peroxidasa) (reactivo azul)
y se afiadieron en los pozos de mezclado (marcados
con rojo), luego, cambiando de puntas se afiadieron
100 wl del extracto y se mezclaron, de esta mezcla
se tomaron 100 ul y se pasaron a los pozos con los
anticuerpos (transparentes) y se incubaron por 2
min. Se descarté la mezcla al igual que los pozos
de mezclado y se lavé con agua destilada los pozos
anticuerpos. Posteriormente, se afiadieron 100 ul del
substrato de la enzima (reactivo verde) y se incubé
por 3 min, pasado este tiempo se agregaron 100 wl
de la solucién detenedora (reactivo rojo), se mezclé y
se procedi6 a leer los resultados en un lector ELISA

a 650 nm (Yong y Cousin, 2001; Alshannaq y Yu,
2017).

Analisis estadistico

Con el programa Statistix Trial Version 9.0 para
Windows, se realiz6 la estimacién de la media de
la concentracién de aflatoxinas totales con respecto
a la incidencia de Aspergillus flavus, utilizando
un intervalo de confianza de 95%, para hacer la
correlacién de Pearson, previa comprobacién de los
supuestos del anélisis de la varianza de los datos.
Para observar la distribucién que presentan los datos,
se empleé el estadistico Shapiro-Wilk.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de los mohos totales y de
Aspergillus flavus

El 100% de las muestras analizadas presentaron
contaminacién fingica; los contajes de mohos totales

oscilaron entre 3,1x10% y 5x10” UFC de mohos/g
de muestra (Cuadro 1). El 92,86% de las muestras
no cumplen con el requisito establecido por la norma
COVENIN 2135-96 (= 1x10* UFC de mohos/g
de muestra). Estos resultados coinciden con los
reportados por la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO,
1993) y Garcia et al. (2013) para harina de maiz
con alto contenido de germen y concha. Asi mismo,
en diversas investigaciones se han detectado mohos
y micotoxinas en varios estados productores de éste
cereal y sus derivados (LLemus et al., 2007, Luzén

et al., 2007; Rondén, 2007, Mazzani et al., 2008;
Chavarn et al., 2012; Barroyeta et al., 2013;
Chavarri el at., 2013, Chavarn, 2014).

El municipio que presenté mayor contaje fiingico
promedio de UFC fue Ortiz con 5,63x10° UFC de
mohos/g de muestra, seguida de Mellado con un conteo
de 1,85 x10°y Roscio con 1,81x10° (Cuadro 1).
Las especies fingicas identificadas fueron Aspergillus
flavus Link Ex Friex, Fusarium verticillioides (Sacc.)
Niremb, Aspergillus niger van Tieghem y Penicillium
spp., éstas especies fiingicas detectadas coinciden con
las obtenidas en las investigaciones previas realizadas
en el pais (Luzén et al., 2007; Mazzani et al., 2008;
Chavarri, 2010; Chavarri el at., 2013, Chavarri,
2014; Chavarn et al., 2014, Chavarn et al., 2017).

La especie toxigena, A. flavus, superé el limite
establecido por la norma COVENIN 2135-96.
ya que se obtuvo un contaje promedio de 3,44x10°
UFC/g de muestra con un rango minimo de 3,1x10% y
un maximo de 3,7x 107 UFC de A. flavus/g de muestra
(Cuadro 1). Solo dos de las muestras evaluadas (ambas
del municipio Ortiz) presentaron concentraciones
permitidas por la norma, representando éste, el
10,53% del municipio de procedencia y 7,15% del
total de las muestras en estudio. LLa contaminacién
del 92,86% de las muestras con A. flavus, sugiere que
los granos de maiz son susceptibles a la invasién por
este moho, ademas, es de interés por ser una especie
potencialmente toxigénica asociada con la sintesis de
aflatoxinas (Peraica et al., 1999). Estos resultados

coinciden con los encontrados por Rondén (2007),
Chavarri et al. (2013) y Barroyeta et al. (2013), en

granos de maiz del estado Guarico.

Los contajes obtenidos de A. flavus en este
estudio difieren de los encontrados por diversas
investigaciones realizadas en diferentes estado del
pais (Mazzani et al., 2000; Rondén, 2007; Chavarri
et al., 2009; Barroyeta et al., 2013) donde se ha
detectado incidencia baja de A. flavus. Por lo tanto,
es importante considerar todos los factores que estén
involucrados en la invasién fingica, tales como,
presién de inoculo, seleccién del genotipo resistente
a infeccién y sintesis de micotoxinas, control de la
temperatura y humedad durante su almacenamiento
y transporte, condiciones ambientales, entre otros

(Sartori et al., 2015; El-Hamaky et al., 2016).

Cuadro 1. Cuantificacion de mohos totales,
Aspergillus flavus y aflatoxinas en las muestras de
maiz molido provenientes de cuatro municipios del
estado Guarico, Venezuela.

Muestras ~ Municipio MT AF AFLA

(UFC/g)  (UFClg)  (nglg)
1 Ortiz 3,45x10° 2,50x10° Nd
2 Ortiz 1,75x10° 1,70x10° Nd
3 Ortiz 3,50x10* 3,50x10* 0,6
4 Ortiz 2,30x10° 2,30x10° 1,0

5 Ortiz 2,10x10* 4,00x10° 56,40
6 Ortiz 1,41 x10° 1,40x10° 0,80
7 Ortiz 3,10 x103 3,10x103 Nd
8 Ortiz 2,25x10°  2,10x10° 1,80
9 Ortiz 4,00 x10°  4,00x10° 0,60
10 Ortiz 2,35 x10* 5,00x10° 0,90
11 Ortiz 6,62 x10* 4,50x10* Nd
12 Ortiz 3,30 x10° 3,30x10° Nd
13 Ortiz 1,50 x10* 1,50x10* Nd
14 Ortiz 2,15 x10° 2,00x10° Nd
15 Ortiz 5,00 x107 3,40x107 Nd
16 Ortiz 2,60 x10°  2,60x10° Nd
17 Ortiz 3,70 x107 3,70x107 Nd
18 Ortiz 4,85 x10° 4,50x10° Nd
19 Ortiz 2,85 x10¢  2,80x10° Nd
20 Miranda 1,50 x10° 1,50x10° 0,80
21 Miranda 1,30 x10° 1,30x10° Nd
22 Miranda 2,10 x10°  2,10x10° Nd
23 Miranda 3,20 x10° 3,00x10° Nd
24 Roscio 1,30 x10°¢ 9,50x10° 0,50
25 Roscio 1,00 x10° 7,00x10° 5,80
26 Roscio 4,92 x10°  2,00x10* 0,70
27 Roscio 2,25 x10* 1,80x10* Nd
28 Mellado 1,85x10°  2,50x10° 0,8
Promedio total 4,53x10°  3,44x10° 2,53

MT: Mohos totales; AF: Aspergillus flavus; AFLA: Aflatoxina; Nd:
Indetectable
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Aspergillus flavus y F. verticillioides han sido las
especies de mayor frecuencia e incidencia detectadas
en muestras de granos de maiz provenientes de varios
estados de Venezuela (Chavarri, 2010, Chavarn et
al., 2017), y en base a los hallazgos cientificos se
ha concluido que la invasién del grano por especies
fingicas es un proceso competitivo donde sélo una
de las especies sera predominante, es decir, cuando
hay contaminacién alta de A. flavus, la incidencia
de F. verticillioides sera baja, y viceversa, al parecer
se debe a actividades metabélicas que favorecen el
crecimiento de una especie y limitan el crecimiento de

la otra (Mazzani et al., 2008; Mazzani et al., 1999;
Chavarri et al., 2009).

Deteccién de aflatoxinas

El contenido promedio de aflatoxina fue bajo
(2,53ng/g), con un valor minimo “indetectable”
(<0,10ng/g) y un maximo de 56,40 ng/g. El
96,43% (27/28) de las muestras presentaron
valores por debajo del limite méaximo permitido
de aflatoxinas (20 ng/g); sélo el 3,57% (1/28)
de las muestras estudiadas excedieron el limite de
seguridad de la norma dictada por la FDA (Food
and Drug Administration) de EE. UU (Cuadro
1). Contenidos similares de aflatoxinas han sido
detectados en muestras de granos de maiz para
consumo humano y animal, en investigaciones previas
con alta incidencia de especies fingicas toxigénicas,
en diferentes regiones del pais (Chavarri, 2010). La
alta incidencia de mohos toxigénicos y contenidos de
micotoxinas varia con la ubicacién geografica, por
ejemplo en el estado Guarico la especie con mayor
incidencia fue F. verticillioides, especie productora de

fumonisinas (Rondén, 2007; Mazzani et al., 2008;
Chavarri el al., 2013).

Correlacién entre Aspergillus flavus, mohos
totales y contenido de aflatoxinas

Al realizar la correlacién de Pearson con un
intervalo de confianza del 95%, se constaté que no
existen evidencias significativas (00<0,05) de la
estimacién de la media de concentracién de aflatoxinas
totales con respecto al contaje de mohos totales y de
A. flavus (coeficiente de correlacién de Pearson =
0), lo que indica la independencia del contaje de
la micobiota con la produccién de aflatoxinas, ya
que no siempre la ocurrencia de A. flavus conlleva
a la produccién de aflatoxinas, en cuanto a que no

todas las cepas de ésta especie son potencialmente
toxigénicas, resultados similares se han encontrado
en otros trabajos realizados en Venezuela (Mazzani
et al., 2004; Raybaudi et al., 2005; Mazzani et al.,
2008; Chavarri et al., 2013).

CONCLUSIONES

Dadas las altas concentraciones de mohos totales,
de A. flavus y los contenidos de aflatoxinas, el estado
Guarico se puede calificar como un area de alto riesgo
de contaminacién con micotoxinas. Esto confirma
la necesidad de encontrar hibridos resistentes a la
incidencia fiingica y sus micotoxinas debido a que la
ingesta periédica de aflatoxinas en dosis bajas tiene
un efecto inmunosupresor sobre el organismo, ademas
de ser carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos
naturales.
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