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RESUMEN

Las materias primas y alimentos para consumo humano y animal han sido el principal
blanco del ataque por hongos, esto debido a la influencia de factores ambientales (fisicos,
quimicos y bioldgicos) sobre los productos agricolas antes, durante o después de la
cosecha, trayendo como consecuencia la produccion de diversas micotoxinas, entre ¢éstas,
los tricotecenos, que tienen efectos directos o indirectos sobre la vida productiva de los
animales domésticos, disminuyendo el consumo de alimento, la ganancia de peso entre
otros, que afectan un sinnimero de procesos fisiologicos productivos y reproductivos. La
deteccién de las causas para consumo de maiz contaminado por tricotecenos (T-2, DAS,
NV, DON) en animales domésticos, principalmente el mas sensible, el cerdo, conduce a
serios problemas de produccién animal y pérdidas econdmicas para el productor, por no
tener conocimiento de lo que realmente esté sucediendo y como regular este problema. Este
estudio se realizd seleccionando grano de maiz para analizar y determinar la posible
contaminacion por hongos y su consecuente incidencia y produccién de micotoxinas. La
presencia del hongo Fusarium spp. en las muestras con humedades superior a 13 % (72 %),
indica la presencia inequivoca de las toxinas determinadas y confirmadas por cromatografia
de capa fina, encontrando a la toxina T-2 como la de mayor incidencia, 17/50 (34 %) en
grano; DON con el mayor rango de concentracion (87-162 ppb);, DAS como la toxina que
mas se asocio con otra toxina 17/50 (54 %), y NIV como la de menor incidencia y
asociacion. La mayor concentracion de los tricotecenos fue a conteo bajo de hongos (59 %)
y no hubo correlacion entre humedad y las toxinas, pero si cierta tendencia de la humedad
con el tipo de hongo. Dicha concentracion fue baja como para causar problemas de
intoxicacion grave en forma individual. El conteo de hongos y la presencia de toxinas no se

vieron influenciados drasticamente por la humedad en grano.
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1. INTRODUCCION

Desde hace algunos afios, la presencia de micotoxinas en ingredientes y alimentos terminados es un

problema de gran interés en todo el mundo. Esta importancia radica en la incidencia de hongos que

se desarrollan en los alimentos.

Varios géneros de hongos pueden producir metabolitos secundarios cuando las condiciones optimas

de temperatura, humedad y un medio adecuado prevalezca en un drea determinada. Si este

metabolito es consumido se le denominara micotoxina.

Una gran cantidad de micotoxinas inducen manifestaciones toxicologicas agudas, cronicas y
subcronicas en humanos y animales susceptibles, dependiendo de la concentracion y duracion de la

exposicion a las toxinas, asi como de la edad y estado nutricional de el animal (1, 2, 78).

En una clasificacion hecha de acuerdo a la carcinogenicidad de estas micotoxinas, Trucksess (70)
agrupa a la zearalenona, nivalenol, desoxinivalenol, fusarenona-X, y otros tricotecenos como grupo
No. 3 no carcinogénico. Sin embargo, los dafios ocasionados por este tipo de tricotecenos van desde

pérdida de apetito, pérdida de peso, infertilidad, hasta problemas serios de intoxicacion en humanos

al consumir estos animales.

Las micotoxinas llamadas tricotecenos comprenden un grupo de metabolitos secundarios toxicos
semejantes, sintetizados por varios géneros de hongos, especialmente Fusarium (29, 31, 40, 46,
50), éstas son micotoxinas sesquiterpenoides con esqueleto tetraciclico 12-13-epoxitricotec-9-eno
(40, 76). Estos metabolitos se caracterizan por una estructura sesquiterpenoide, con un enlace doble

en C9-10 y un anillo epoxido en C12-13. Difiere uno de otro en el nimero y tipo de grupo
funcional unido al anillo (37, 55, 65).

Dentro de las especies mas comunes productoras de tricotecenos se encuentran: F. acuminatum, F.
avenaceum, I. crookwellense, F. culmorum, I. equiseti, I°. graminearum, I'. poaec y F.
sporotrichioides, aunque cada uno tiene confirmado un tipo de toxina a producir, estas son

sintetizadas de hidrocarburos fricodieno por una serie de oxigenaciones (3, 11, 38).




Los principales tricotecenos que han sido aislados y son de importancia por sus efectos en animales
y  humanos son: desoxinivalenol o vomitoxina (DON), nivalenol (N1V), toxina T-2,

diacetoxiscirpenol (DAS), neosolaniol, monoacetoxiscirpenol (MAS) y fusarenona X (FX), siendo

los mas comunes los dos primeros (3, 31, 34, 63, 78).

En ocasiones estos se agrupan en tricotecenos tipo "A" o "B". La diferencia entre éstos, es que los
de tipo “A”, presentan un atomo de H' o grupo OH o los ésteres del grupo OH en la posicion del
C8 (40) (ver figura 1), los tricotecenos de tipo “B”, en cambio, presentan un grupo carbonilo (C=0)
en el mismo carbono (C8) del esqueleto tetraciclico (15, 56) (ver figura 2). Sin embargo, hay
algunas diferencias regionales en la ocurrencia de estos tricotecenos. Estos tricotecenos son de
importancia eéonémica porque pueden contaminar alimentos balanceados y piensos a base de |
cereales. Estudios recientes han indicado que la contaminacion de grano por tricotecenos,

especialmente DON y NIV, es por todo el mundo causando severa reduccion de produccion en las
cosechas (3, 6, 10, 22, 56).

Por ejemplo, la rofia de los cereales es causada por especies de [usarium y algunas veces con
efectos toxicos en humanos y animales de granja cuando consumen cereales infectados por este
hongo. I. graminearum, es uno de los principales causantes de la rofia de los cereales que produce
tricotecenos, tales como DON, 15-acetildesoxinivalenol {(15-ADON), 3-ADON, NIV vy fusarenona
- X ademds de zearalenona (ZEA). Entre estos, las micotoxinas mayormente encontradas en los
cereales son DON, NIV, y ZEA en paises orientales, causando un problema social no solo por las

fuertes pérdidas econdmicas, sino también por las micotoxicosis en humanos y animales de granja
(28).

Los tricotecenos tales como DON, NIV y toxina T-2 son los principales contaminantes de trigo,

cebada, maiz y otros alimentos y piensos para animales que son uno de los agentes causales de
problemas de salud humana y animal (1, 10).

Ademas de estos tricotecenos algunas especies de Fusarinm también producen otros compuestos

»  quimicos (3-ADON, 15-ADON y 4-ANIV) que poseen una toxicidad similar a NIV y DON (33).




Tal es el caso de 4-ADON (fusarenona X) que es muy similar a DON pero con una toxicidad 10
veces mayor (48). |

Se ha observado que diferentes especies de [Fusarium spp. requieren un contenido de humedad de al

menos 22-23 % con base en el peso humedo para crecer en granos de cereal almidonosos como el
maiz y otros granos (74).

Durante el consumo de harina de cebada contaminada; se observé que esta harina les provocaba
niuseas y vomitos en un lapso de 5 a 15 minutos después del consumo y diarrrea, dolor de cabeza,
mareos e irritacion de garganta en lapsos de hasta 24 horas en humanos. Asi también, especies de
Fusarium que fueron aisladas de maiz en paises orientales resultaron altamente toxicos para

animales experimentales por la produccion de tricotecenos y zearalenona (27, 28).

Estas micotoxicosis, incluyendo toxicosis de maiz enmohecido en el oeste de Estados Unidos,
aleukia toxica alimentaria en la ex-Unidn Soviética, fusario-toxicosis en Canada y enfermedad del
moho rojo en Japdn son asociados con la ingestidon de cereales mohosos infectados con tricotecenos

producidos por especies de Fusarinm (14, 33).

Se ha encontrado que estos tricotecenos son responsables, ademas de la aleukia toxica alimentaria,
de la pérdida de peso, vomito, inflamacion de la piel, y muerte en humanos y ganado. Asi también,
intoxicaciones con micotoxina T-2 resulta en una pérdida de peso debido a diarrea y emesis, e

inflamaciones con cambios hematoldgicos y destruccion de la médula 6sea (17).

Cuando el grano de maiz es infectado en el campo con mas del 5 % de granos dafiados, es
rechazado por fos cerdos. Este rechazo de alimento es debido a la presencia de la toxina vomitoxina

(DON) que causa rechazo y vémito ocasional prolongado en cerdos y otros animales domésticos

{ver figura 3).

Cuando se administraron bajas concentraciones de esta toxina en el alimento para el ganado y aves,
les causd diarrea y rechazo de alimento, irritaciones perioral, faringeal ¢ intestinal; algunas

hemorragias e inmunidad reducida, y fertilidad por debajo del rango normal (76) (ver figura 4).




Otros tricotecenos, ademas de la T-2, la Monoacetoxiscirpenol (MAS) y diacetoxiscirpenol (DAS)
se han encontrado que tienen efectos en animales tales como inflamacién de tracto gastrointestinal
y posibles hemorragias; edema; vomito y diarrea; infertilidad; degeneracion de la médula 6sea; y la
muerte (61). |




Figura 1. TRICOTECENOS TIPO “A”
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Figura 2. TRICOTECENOS TIPO “B”
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Figura 3. EFECTO DE MICOTOXINAS
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Figura 4. TOXICIDAD EN BOVINOS
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde mucho tiempo atras y hoy en dia, la salud humana se ve afectada por gran nimero de
enfermedades y problemas nutricionales diversos. El alimento de buena o mala calidad bajo
condiciones adversas de conservacion, propicia la apariciéon de microorganismos dafiinos
que descomponen o alteran estos alimentos produciendo, en ocasiones, toxinas fuertes que

provocan cierto grado de toxicidad en animales y el hombre, que a su vez reducen en

animales los niveles de produccion.

Dentro de estas toxinas se pueden mencionar las generadas por hongos, especialmente un
grupo de micotoxinas llamadas tricotecenos que son encontradas en una diversidad de
alimentos, que al ser consumidos, ocasionan gran nimero de manifestaciones toxicologicas
en el hombre y los animales. Tales efectos van desde pérdida de apetito, rechazo .de
alimento y reduccion de la eficiencia alimentaria hasta la muerte en animales domésticos

como el cerdo y otros animales.

Los alimentos balanceados que estan elaborados a base de grano de maiz, son muy
susceptibles a dafios por mal manejo desde antes de la cosecha o durante el
almacenamiento. Al igual que otros granos, éste es de los mas importantes
econdomicamente, ya que es rechazado e impalatable por cerdos y otros animales debido a la

presencia de tricotecenos tales como toxina T-2, DON, NIV, DAS y MAS,. principalmente.

La presencia de estas micotoxinas en los alimentos, es debida a los problemas de manejo
desde la cosecha, transporte y almacenamiento bajo condiciones de humedad y temperatura
que generalmente son favorables para el crecimiento de hongos productores de toxinas,

como hongos del género Fusarium entre otros mas que producen los tricotecenos.

Es por eso, que se debe tener el debido cuidado para evitar este tipo de problemas con
alimentos a base de granos. Los principales factores que se deben de controlar y poner mas

énfasis, son la humedad y temperatura a manera de prevencion, ya que por ejemplo,
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temperaturas bajas reducen crecimiento del hongo pero no paran la produccidn de toxinas
de Fusarium.

Ademas de los problemas ya mencionados anteriormente, la determinacion de estas toxinas
también tiene algunos problemas para elegir la técnica mas adecuada, que por lo general

necesitan de equipo y aparatos sofisticados que son caros y necesitan de personal técnico

capacitado. Sin embargo, son los mas confiables.

Dentro de las técnicas mas usadas y factibles de realizar, se encuentra la cromatografia de

capa fina, pero tiene algunos inconvenientes en cuanto a los limites de concentracion de

micotoxinas para ciertos alimentos en particular.

En algunas granjas porcicolas de la region y otras pocas a nivel nacional, se han encontrado
problemas asociados con el rechazo de alimento (principalmente a base de maiz) y la
consecuente disminucién del crecimiento;, ademéas de otros problemas como la accién

sinérgica de otras toxinas que causan confusion respecto a diferentes sintomas de algunas

enfermedades.

Debido a este tipo de problemas, que por lo general son mas o menos frecuentes, casi nunca
se pone atencion a problemas causados por aflatoxinas y micotoxinas en el alimento.
Dentro de este Gltimo grupo, se encuentran unas toxinas llamadas tricotecenos, los cuales
son poco comunes, pero de gran importancia por sus efectos en animales en produccién

cuando consumen alimento contaminado por tricotecenos y otras micotoxinas.

Es por eso, que mientras no se tenga cuidado en la calidad del alimento durante la
produccion de la materia prima, manejo y el almacehamiento de éste, los problemas
seguiran en aumento. Una manera de reducir en parte estos problemas es dar apoyo para

identificar el problema inicial y luego determinar las medidas para control.
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3.- JUSTIFICACION

En varios articulos se consigna la presencia de otras micotoxinas diferentes a las
aflatoxinas, pero no se tiene la seguridad de que las determinaciones de laboratorio hayan
sido exactas. En vista de la extrema variabilidad asociada con la determinacion de la
concentracion de aflatoxinas y de las pocas muestras analizadas en todos los casos, los

datos deben de tomarse con precaucion y no desprender conclusiones facilmente.

Por ello las autoridades mexicanas deben insistir en hacer determinaciones de micotoxinas,
sin embargo, estas pruebas son costosas. Ain exceptuando este inconveniente, el analisis de
las micotoxinas es una tarea dificil porque solo hay cantidades traza de estas substancias en

las muestras, especialmente en los alimentos para humanos y animales.

Las principales micotoxinas consideradas son ocratoxina A, zearalenona, tricotecenos y

muchos mas. De estas micotoxinas pocas producen signos clinicos en animales tan

caracteristicos que eilas permiten un diagnostico inequivoco.

El rechazo de maiz o alimento conteniendo maiz es indicativo de toxinas de Fusarium, a
veces otros contaminantes pueden conducir al rechazo. Algunas micotoxinas, incluyendo
tricotecenos y aflatoxinas, pueden resultar en productividad reducida o disminucion de

crecimiento de los animales debido al consumo de alimento contaminado.

Como grupo, estas micotoxinas son asociadas con emesis del ganado, diarrea, consumo "

reducido de alimento, irritacién de la piel, hemorragias, problemas reproductivos y cambios

hemorragicos.

Otros problemas referentes a la cosecha de productos agricolas como maiz y otros cereales,

son afectados o causados por campos homedos y mucha lluvia, combinado con

temperaturas de crecimiento frescas, lo cual proveen condiciones que conducen a el

crecimiento de mohos de Fusarium en el campo y en almacenamiento.

11
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Con esto, se pretende dar a conocer mas estos tricotecenos como toxinas importantes,
ademas de determinar la concentracion de éstos en granos bésicos aimacenados. Si se
llegasen a cubrir estos puntos se crearia conciencia en conservacion de granos

almacenados, para evitar con ello, probiemas por hongos y toxinas en animales y

consecuentemente en humanos,

12




4.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el grado de contaminacion por toxina T-2, Diacetoxiscirpenol, Desoxinivalenol y

Nivalenol en maiz para el consumo de cerdos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Cuantificar e identificar las especies fungicas productoras de las 4 micotoxinas
‘tricotecenos mas importantes (toxina T-2, Diacetoxiscirpenol, Desoxinivalenol vy

Nivalenol).

2.- Determinar la proporcion de los cuatro tricotecenos en relacion al total de muestras de

maiz destinado para consumo de cerdos.

3.- Cuantificar la toxina T-2, Diacetoxiscerpenol, Desoxinivalenol y Nivalenol presente en
muestras de maiz.

13




5.- HIPOTESIS

Si el maiz que consuman los cerdos esta contaminado con micotoxinas y/o hongos en
menor grado, el alimento no sera rechazado, mientras no intervengan factores que alteren

las condiciones ideales de su conservacion.
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6.- MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 50 muestras de maiz destinado para el consumo de cerdos de 5 granjas ubicadas dentro
de la region centro que comprende la zona metropolitana de Guadalajara, en el estado de Jalisco.

Los intervalos de toma de muestras y submuestras se hicieron cada mes durante un afio siguiendo la
técnica de cuarteo (75, 48). '

Los muestreos se realizaron tomando submuestras finales de 2 kg de maiz y de acuerdo a las
facilidades de cada granja. Las muestras se colocaron en bolsas de papel para transportarlas al area

de micotoxicqlogia del Departamento de Salud Publica de la division de Ciencias Veterinarias del
CUCBA.

En el laboratorio se determind la humedad a todas las muestras por medio de pesar 2.5 g de maiz
molido, los cuales se dejaron en el determinador de humedad (marca Sartorius) durante 5 minutos a

130 °C y se calculd por diferencia de peso.

Se realizé taﬁibién, la cuantificacion de hongos mediante la técnica de vaciado en placa, sembrando
- las diluciones de cada muestra por triplicado en cajas de Petri con medio de cultivo de papa
dextrosa agar (PDA), y luego se incubaron por 76 horas a temperatura ambiente, Dicha
cuantificacion se realizé tomando en cuenta los patrones de conteo aproximados, tal clasificaciéon
comprende recuentos bajos (10%-10%), moderados (10*-10%), altos (10°-107) y sospechosos (10- en
adelante) expresado en unidades formadoras de colonias (UFC/gr) o como “Recuento de los

Factores de Propagacion de los Hongos” segun (7, 8, 18, 20).

Posterior a lo anterior, se identificaron los tipos de hongos presentes en las muestras, siguiendo la
técnica de microcultivo y tincion con lactofenol y azul de algoddn para observar al microscopio

micelio y estructuras reproductoras (conidios y tipos de esporas) que ayuden a la confirmacion de

los géneros utilizando claves taxonémicas (49, 73).

Asi también, se determinaron pruebas cuantitativas y cualitativas de tricotecenos mediante

cromatografia de capa fina utilizando estandares puros de 4 tricotecenos mencionados arriba, y se




analizaron bajo luz ultravioleta en intervalos correspondientes de longitud de onda por medio de

fluorescencia en cuarto oscuro (5, 16, 35, 44, 54, 57, 72).

Los resultados de este trabajo se analizaron mediante una correlaciéon del programa estadistico de
Windows y un programa estadistico de SAS. Asi también, se realizd en forma manual una prucba
de Ji cuadrado a los resultados de humedad, conteo de hongos, concentracion y tipo de tricotecenos,

- todos se analizaron y compararon para o = 0.05 (21, 39, 52).
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7.- RESULTADOS

El 72 % de las muestras de grano contenian una humedad mayor al 13 % (56 % con
humedad de 13 al 14 %, un 16 % con humedad de 14 a 15 %) y 28 % de las muestras

restantes se les determiné una humedad menor al 13 % (24 % con humedad de 12 a 12.85;

otro 4 % con humedad menor de 11 %).

El conteo de hongos de las muestras de maiz molido en unidades formadoras de colonias
por gramo (UFC/gr) de muestra de maiz molido: el 62 % fueron conteos bajos, el 30 %

conteos altos y 8 % conteos moderados.

Se llevaron a cabo 348 aislamientos de géneros fungicos diferentes, de los cuales, el de
:mayor incidencia e importancia fue para el género Fusarium, encontrandose en un 50.86 %
de las muestras; el 37.65 % del grano presenté especies del género Penicillium; el 7.47 %
de las muestras fue para especies de Aspergillus. Los demas hongos encontrados (4.02 %)
correspondid a especies de Cladosporium, Botrytis y Verticillium con una menor incidencia

e importancia por no ser productores potenciales de tricotecenos (ver cuadro 1),

Cuadro 1. Incidencia de especies fingicas en grano de maiz.

TIPOS DE NUMERO DE PORCENTAJE
HONGOS AISLAMIENTOS (%)
Fusarium spp. 177 - 50.86
Penicillium spp. 131 37.65
Aspergillus spp. 26 747
Cladosporium spp. 11 3.6
Botrytis spp. i ' .29
Verticillium spp. 2 (.57
Total 348 100.00

El 10 % de las muestras no presento evidencia de alguna toxina; al 72 % de las muestras
solo se le encontrd una de las 4 toxinas, y el 18 % restante presentd mas de un tricoteceno,

encontrandose de 2 toxinas por muestra, y ninguna muestra presentd 3 o 4 toxinas juntas.
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De las toxinas analizadas, la de ndayor incidencia fue la toxina T-2 en 17/50 muestras (34
%), de las cuales en 14 se presentd sola y 3 mas combinada con otra; DON se encontrd en
14/50 muestras (28 %), de las cuales 10 se encontraron en forma individual y 4 asociadas
con otra toxina; DAS se encontrd incidiendo en 13/50 muestras (26 %), ¢ de ellas en forma
individual y 7 combinada con otra; y, la toxina NIV se encontrd incidiendo en 10/50

muestras (20 %), 7 en forma individual y 3 asociada con otra toxina.

Del 18 % total con dos toxinas, 7/13 (54 %) muestras de DAS estaban asociadas con una

toxina, 3 (23 %) de ellas corresponde a la asociacion DAS-DON, 2 (15 %) corresponden a
T-2 y DAS, otras 2 (15 %) para DAS-NIV.

De la toxina DON en asociacion con otra toxina, 5/14 (35.7 %), 3 (21.4 %) se asociaron
con DAS, 1 con T-2 y 1 con NIV. La toxina T-2 se asocid solo en 3/17 (17.6 %), de las

~cuales 2 fueron con DAS y 1 con DON, no se encontrd asociada con NIV, La toxina NIV se
encontrd 3/10 (30 %) asociaciones, 2 con DAS y 1 con DON.

Con respecto a la concenfracién de estas toxinas en las muestras de grano, se determind que
la Toxina T-2 se encontraba en un intervalo de 16-137 partes por bilion (ppb). De este, el
41.2 % de las muestras se encontraba en concentraciones de mas de 100 ppb y otro 58.8 %
en concentraciones de menores a 100 ppb. De las muestras con concentraciones menores a
las 100 -ppb, la mitad correspondid a conteo bajo de hongos, €l 30 % a confeos altos y 20 %
a conteos mdderados; asi también, se encontréd que 47 % de las muestras ocurrieron en el
rahgo de humédad de 13 a 14 % y el 11.76 % de muestras a una humedad menor al 13 %. A
concentraciones may.ores a 100 ppb, 4 son para confeos bajos, 2 para conteos altos y 1 para
conteos moderados, en cuanto a la humedad de ocurrencia de ésta toxina a dicha
concentracion, no hubo diferencia entre éstas, 3 muestras (17.6 %) a un rango de 13-14 %,

2 (11.76 %) a humedad menor de 13 % y otras 2 (11.76 %) a humedad mayor de 14 % (ver
cuadro 2).
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Cuadro 2. Numero de muestras positivas a Toxina T-2 y condiciones de incidencia.

CONG. DE CONTEO DE HONGOS | CONTENIDO DE HUMEDAD (53)
TOXINA BAJOS | MOD. | ALTOS | <13 13- 14 > 14
MENOR DE 5 2 3 2 8 0
100 ppb '
MAYOR DE 4 1 2 2 3 2
100 ppb : -
TOTAL - 9 3 5 4 | 11 2

El tricoteceno Diacetoxyscirpenol (DAS) se encontrd en el 26 % de 1as muestras, en un
intervalo de co.ncentraci('m de 16 a 125 ppb. De éste, 69.23 % fue para muestras menores de
100 ppb, 30.77 % para concentraciones mayores de 100 ppb. La importancia de esta toxina
se encuentra a concentraciones rﬁenores de 100 ppb, resaltando los conteos bajos conun 77
% de estas muestras y la ocurrencia (61.5 %) de esta toxina entre 13 y 14 % de humedad

del grano (ver cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de muestras positivas a DAS y condiciones de incidencia.

"CONC. DE CONTEO DE HONGOS | CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
TOXNA - I"BAJOS | MOD. | ALTOS | <13 | 13-14 >14
MENOR DE 8 | 0 1T 1 6 2
100 ppb '
MAYOR DE 2 2 0 1 2 1
100 ppb E -
TOTAL 10 2 1 2 8 3

En cuanto a Desoxinivalenol (DON), 28 % de las muestras se encontré en un intervalo de
87 a 162 ppb. De las muestras, 57.14 % es para muestras mayores de 100 ppb, el resto
(42,836 %) fue para concentraciones menores de 100 ppb. Las muestras con esta toxina,
tuvieron mayor importancia para las concentraciones mayores de 100 ppb en los c-onr_eos:

bajos y al intervalo de humedad entre 13 y 14 % (ver cuadro 4).
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Cuadro 4. NGmero de muestras positivas a DON y condiciones de incidencia.

TONC. DE CONTEO DE HONGOS | CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
TOXINA— 1"BAJOS | MOD. | ALTOS | <13 | 13-14 | >4
MENORDE | 3 0 3 3 2 1
100 ppb :
MAYORDE | 35 1 2 2 4 2
100 ppb :
TOTAL 8 1 5 5 6 3

Con respecto a la toxina Nivalenol (NIV), esta se presentd en un 20 % de las muestras con
un intervalo de concentracion de 16 a 137 ppb. De éstas, el 50 % de muestras presentd una
concentrabién mayor de 100 ppb, el otro. 50 % de las muestras presentd concentracion
menor 100 ppb. Las muestras con concentraciones menores y mayores a 100 ppb fueron
relevantes en los conteos altos y bajos, respectivamente; y al intervalo de 13 a 14 % de

humedad (ver cuadro 5). -

Cuadro 5. Namero de muestras positivas a NIV y condiciones de incidencia.

CONC. DE CONTEO DE HONGOS | CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
TOXINA BAJOS | MOD, | ALTOS | <13 13- 14 > 14
MENOR DE ) 0 3 0 4 ]
100 ppb ' .
MAYOR DE 3 0 2 2 2 1
100 ppb
TOTAL 5 0 5 2 6 2

La concentracion de tricotecenos fue mayor en conteos bajo de hongos (59 %), siendo
menor para conteos moderados, y humedad entre 13 y 14 % (60 %). El 56 % de las toxinas
presentd concentraciones menores de 100 ppb, no habiendo diferencia a concentraciones

mayores (44 %), respecto a la incidencia de éstas, pero st en los efectos que causa en los

animales.

Al realizar un coeficiente de correlacion entre humedad (%) con cada uno de los

tricotecenos, se encontrd una correlacion nula entre la humedad y la concentracion de 2

20




toxinas (DAS, r = 0.03881 y DON r =-0.01786) y un coeficiente de correlacion bajo en las
micotoxinas T-2 r = 0.41470 y NIV r = - 0.47671, no habiendo diferencia significativa (o =
0.05); siendo estas ultimas la que mas se correlacionaron con la humedad y la
concentracion de dichas toxinas en las muestras. Asi también, al realizar una prueba de ji
cuadrado no hubo significancia (@ = 0.05) entre toxinas y los conteos de hongos, las

toxinas y los intervalos de humedad; ni las concentraciones de cada toxina. -
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8.- DISCUSIONES

El contenido de humedad encontrado en las muestras de maiz, en su mayoria (72 %)
mostraron contenidos de humedad en grano superiores al 13 %, Esto es considerado por
Gimeno (18) como una materia prima de regular calidad micologica, ya que la de buena a
excelente calidad es cuando se tienen valores menores al 12.5 % de humedad. Shane (60}
establece que niveles constantes superiores a 12 % contribuyen a la proliferacion de
hongos y la produccion de micotoxinas, mientras que Harris (19) considera que el
crecimiento fiingico en grano es influenciado por una variedad de factores: temperatura,
humedad, disposicion de oxigeno, poblaciéon de insectos, condicién fisica del grano y
granos hibridos; entre éstos, la humedad a niveles de 13 a 14 % propician el crecimiento
fingico y al 15 % la proliferacion de esporas. En tanto, Williams (76), Shurtleff (61) y
Robb (45) mencionan que la proliferacién de los hongos de allnnacén (Aspergillus,
Penicillium y Fusarium) ocurre cuando el maiz u otro alimento presenta niveles
superiores de humedad al 14 %. Romer y Maune (48) mencionan que si €l maiz es dejado
en el campo y almacenado a niveles superiores de 14 %, mantienen el crecimiento de
Fusarium y la produccidon de micotoxinas, pero. si estas muestras se encuentran a

temperaturas frias, disminuye el crecimiento pero no io detiene.

Smith y Sousadias (64) consideran que un maiz seco cominmente contiene 12 % de
humedad, mientras que el maiz con alta humedad puede contener dos veces esa cantidad.
En cambio, Adams et al/ (4) establece que un alimento himedo es aquel que contiene
arriba de 15 % humedad y un alimento seco el que presenta una humedad debajo de 12
%. Todo esto, trae consigo que a fin de cuentas las condiciones extremas de humedad y
temperatura en el grano permifan el desarrollo de hongos toxigénicos, ya sea antes.
(hongos'de campo) o después de la cosecha (hongos de almacén) (45). Sin embargo, la
fuente original de los hongos en ambas circunstancias es el campo, Miller (36) y Harris
(19) establecen que la invasion fingica antes de la cosecha esta gobérnada principalmente
por hongos hospederos de plantas y otras interacciones bioldgicas (insectos), mientras

que el crecimiento de hongos postcosecha es gobernada por factores del cultivo
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(nutrimentos), fisicos (temperatura y humedad) y factores bidticos (insectos,

competencia).

La incidencia de hongos sobre el grano es afectada por humedad en la salida del jilote, en
tanto que las condiciones de temperatura y humedad durante el crecimiento e infestacion
por insectos son factores criticos que afectan la infeccion fungica y la sintesis de
micotoxinas (13). Asi también, condiciones de crecimiento frias y himedas pueden
demorar la madurez del maiz y esto resulta en formacion de mohos y micotoxinas en el
campo, especialmente de Fusarium (4). Lo mismo sucede cuando las condiciones de
humedad, lluvia, calor desde la floracion (23) o la combinacién de un periodo himedo y

granizada tardia favorecen el desarrollo de especies de J'usarium en mazorcas y grano de
maiz (1, 58, 77).

Si el contenido de humedad no es reducido a 12 % después de la bosecha, sera posible
una severa infestacion por hongos (60), pero una vez que los hongos como Fusarium se
han establecido, requieren al menos de 22 % de humedad para crecer en una base de peso
hiumedo en grano de cereales almidonosos, mientras que Wicklow et al (74) considera
que un rango de humedad de 18 a 22 % después de incubacidn a temperatura fria

postcosecha es el limite inferior para permitir el crecimiento y formacion de micotoxinas

por Gibberella zeae.

Una vez que las condiciones ambientales de temperatura y humedad adversas hacen
efecto sobre las plantas y granos de maiz, durante el crecimiento, cosecha y
almacenamiento, el desarrollo de mohos como Fusarium continua infectando al grano
hasta alcanzar su madurez, provocando con ello que ef moho forme y libere miles de sus
esporas al sustrato o al medio ambiente que la rodea. Cada una de esas esporas puede ser
capaz de iniéiar la formacién de una nueva colonia fingica. Debido a esto, se considera
que un alimento o materia prima que tiene las condiciones de germinacion y desarrollo de
estas esporas, es de baja calidad entre mas hongos proliferen en dicho sustrato. Para |
estandarizar la calidad de estos alimentos se han establecido criterios de calidad

micologica para algunas materias primas y piensos compuestos, los cuales pueden variar
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para cada pafs debido a que no existen métodos oficiales generalizados para ello. Asi
podemos considerar que los resuitados obtenidos en este estudio, en su mayoria (62 %)
son conteos bajos y 30 % son conteos altos. Sin embargo, estos conteos fungicos son
considerados dentro de otros criterios de calidad micolégica, en donde Gimeno (18) ubica
a un grano de maiz de buena calidad cuando la concentracion (UFC/gr) se encuentra de 0
a 40,000 y en el caso particular de este estudio, este rango corresponde a un conteo

moderado y no bajo, por lo que los conteos bajos se modifican, son imprecisos y dificiles
de definir, | |

Muchas veces las esporas son contadas en alimentos mohosos para obtener una
indicacion de lo extenso del enmohecimiento y el riesgo relativo de la alimentacion (4).
Algunos estudios han demostrado que el maiz con niveles bajos de micotoxinas pueden
mostrar recuento de esporas de hongos de una o mas especies de Fusarium que, como

porcentaje del recuento total, se encuentran por encima de los niveles normales (60).

En ocasiones algunos alimentos mohosos no pueden contener un elevado conteo por una

variedad de razones, el conteo muchas veces subestima el grado de mohos presentes y el

riesgo potencial involucrado (4).

Un producto alimenticio puede ser colonizado por hongos en el campo antes de la
cosecha, durante el almacenaje, en el transporte o en el proceso de fabricacién. Es raro
que un producto sea invadido por s6lo unas especies de hongos, tal es el caso de este
estudio, donde se realizaron 348 aislamientos de géneros fingicos, encontrando 6 gélieros
de hongos, entre ellos se citan Fusarium, Penicilliz)m, Aspergillus y Cladosporium como
los mas importantes, tal como lo establece Scudamore (58), en donde Penicillium y
Aspergillus son considerados como los principales hongos de almacén y Fusarium,
Cladosporium ademas de Alternaria son los principales hongos activos en el campo y en

muchas ocasiones se pasan a los productos (granos) durante la cosecha y posterior

almacenamiento, desarrollando segin las condiciones, la produccion de una mezcla

compleja de productos metabolicos, las micotoxinas y entre ¢stas, diferentes tipos de

tricotecenos.
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Los mohos tienen una enorime capacidad para medrar y metabolizar una amplia variedad
de substratos, incluyendo los granos, bajo diferentes condiciones de temperatura, pH y
humedad (12) alterando el valor nutritivo del grano u otros alimentos (19, 45). Ellos

pueden invadir los alimentos en cualquier tiempo, durante la produccion, procesado,

transporte o almacenado.

Los hongos mas importantes como productores de micotoxinas son Aspergilius,
Fusarium y Penicillium. Estos crecen en un amplio rango de alimentos que inc.luyen
granos de cereales, cacahuate, frijol, chicharos, etc.; siendo los cereales donde predomina
la presencia de estos hongos, en especial Fusarium en grano de maiz, tal como lo
encontrado en el presente trabajo donde el 50 % de las muestras infectadas fue por
Fusarium, por Bennett ef al (6) en donde hasta el 66 % de las muestras fue encontrado
este hongo, y como también lo mencionan Bottallico et af (9), Lee et al (33) y Kim et al
(28) en alimentos a base de maiz donde la distribucion de especies de Fusarium fue casi

la misma de esta encontrada asociada con pudricion de la mazorca de maiz en el campo.

Aunque también se presentaron otros géneros de hongos en los aislamientos fingicos, se
consideran de poca importancia como productores de tricotecenos, pero de relativa

importancia en la produccién de otras micotoxinas como son las aflatoxinas, acido

penicilico, entre otras.

Los tricotecenos son metabolitos secundarios toxicos producidos por diferentes especies
de Fusarium. Estos infectan granos en el campo y son por lo tanto de mucha importancia

en la agricultura (79), esta produccion serd afectada por las condiciones ambientales

pedominantes alrededor de los alimentos (19, 45).

Las especies de Fusarium que producen dichos tricotecenos son: f. gmminearum que
produce DON (13, 28, 31, 36, 40, 56, 66, 79) y es de las especies mas frecuentemente
encontradas (1). Esta especie no solo produce esta toxina sino que puede producir
también T-2, NIV, DAS, ZEA y otros tricotecenos derivados de los antes mencionados
(ADON, 3-ADON, 15-ADON, HT-2, ANIV, sambucinol, T-2 tol, .ﬁlsarenona,
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principalmente). Asi también existen otras especies que producen estas toxinas en forma
mas especifica y en mayores cantidades, tales son I. culmorum, F. crookwellense, F.
poae, F. tricinctum, I'. nivale, F. acuminatum, F. equiseti, I'. lateritium y F.

sporotrichioides principalmente (4, 13, 18, 23, 31, 36, 37, 38, 45, 60, 77, 79).

Las metodologias utilizadas para determinar ¢! tipo y concentracion de tricotecenos en
maiz y otros derivados, varian segln la sensibilidad y eficiencia que se requiera, ademas
del costo que esto implica. Para la determinacion de los tricotecenos se emplean los
diferentes tipos de cromatografia de liquidos, gas-liquida (13, 15), cromatografia de gases
(40, 46, 62) para T-2 y derivados de DAS, DON, HT-2 y otros quimiotipos; anticuerpos
monoclonales y ELISA (4, 57, 62) para determinar DON y sus derivados; capa fina como

en este estudio (4, 33, 40, 54, 57) en la determinacién y confirmacion de T-2, NIV, DAS,
DON, ZEA v otros tricotecenos derivados. '

Dado que la mayortia de las muestras analizadas presento al menos una toxina tricoteceno
(72 %) y unas cuantas (18 %) presentaron dos tricotecenos, se puede decir que las
muestras se encontraban ligeramente contaminadas, pero el efecto de éstas en el consumo

por animales, solo se puede percibir cuando existe interaccion de dos o mas de ellas,

efecto sinérgico.

Algunos de los tricotecenos en forma particular puede tener efectos considerables sobre
el consumo en animales, esto depende de la concentracion en que se encuentren en el

maiz y de cuantas toxinas mas estén presentes.

Robb (45) reporta las cuatro toxinas tricotecenos y otros mas en maiz contaminado y

considera a los tricotecenos como las micotoxinas mas peligrosas en climas templados

donde se siembran cereales.
En este trabajo la toxina de mayor incidencia en las muestras fue T-2 y no DON como lo

reportan Scudamore (58), Doyle (13), Burrows y Szafraniec (10), Miller (36), SCF-EC

~ (53), Lauren et al (32), Scott (57) para granos cereales (maiz y trigo) de consumo
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humano y animal o como toxinas producidas en campo como lo establecen Miller (36),
Abbas ez al (1) y Bottalico et al (9).

Williams (76) encontré T-2 como contaminante frecuente de maiz y cebada, Lee ef al
(33) la encontro junto con DON y NIV como los mayores contaminantes de trigo, cebada
maiz y otros alimentos, se reporta junto con DAS y DON como las 3 toxinas mas
detectadas en granos de cereal; Scott (57) la reporta junto con DAS con més frecuencia

en ¢l resto del mundo que en Norteamérica.

DON fue encontrado en 28 % de las muestras casi la misma incidencia que DAS (26 %),
nada més que DAS se encontré méas combinada con otra toxina que los otros tricotecenos

en particular.

En México se ha reportado en maiz, otros productos derivados y trigo, la presencia de
DON. Ademas también en premezclas y concentrados se encontraron otros tricotecenos,

pero DAS y NIV no han sido reportados en maiz en Latinoamérica, pero si en trigo de
Argentina (43).

Vomitoxina (DON) ha sido detectada en trigo de invierno (97.1 %) y"de primavera (58.2

%), encontrando niveles superiores a 4 ppm en trigo de invierno (42).

NIV fue el de menor incidencia (20 %) en este estudio, pero se encontrd combinado con
otras toxinas (DAS y DON) en forma leve, tal como lo reporta Scott (57) y Miller (36), y

algo nuevo a como lo reporta Resnik ef al (43) para México.

La combinacion de tdxinas tricotecenos aunque relativamente bajo en este trabajo, se
estima que son de nucha importancia por el efecto sinérgico entre todas ellas y con otras
micotoxinas no analizadas en este estudio. Dichas combinaciones naturales DAS/DON,
T-2/DAS y DAS/FUS han sido reportadas ser sinergisticas en animales de laboratorio
(36), DON/ZEA y DAS/AFB1 en cerdos alimentados con maiz contaminado (18, 36) y

T-2 ha sido encontrada que promueve la produccion de aflatoxinas por Aspergillus flavus
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y sinergiza la actividad de DON con respecto a varios parametros, incluyendo ganancia

de peso y conversion alimenticia en cerdos (36). -

La presencia de varias micotoxinas a niveles bajos se asocia con problemas de

potenciacion o incremento de los efectos dafiinos de alimento contaminado (4).

La incidencia particular de las toxinas tricotecenos en este estudio variaron en su
concentracion de acuerdo al contenido de humedad en el grano. En el caso de toxina T-2
la mayoria (82 %) presentd concentracion de 50-150 ppb, el cual comprende los niveles
maximos de 100 ppb para ganado de carne y por supuesto también para cerdos seglin
Jones ef al (26). En muestras de maiz Scott (56) encontrd T-2 en 6/20 a concentraciones
de 0.9 ug/gr. Scott (57) en granos de maiz 13/66, mientras que Abramson et al (3) reporta
3/36 con niveles de 124.63 ug/ml. En tanto que Sydenham ef a/ (67) también en muestras
de maiz muestra la ausencia de niveles detectables de DAS y T-2. Las concentraciones
menores y mayores de 100 ppb en un 50 % del total se presentd cuando el conteo de
hongos fue bajo, luego le continua conteos altos y moderados. Asi también, la
concentracion se relaciond con el rango de humedad de 13 a 14 % en un 83 % de las

muestras con esta toxina.

La segunda toxina en importancia, més por su combinacion que por su concentracion e
incidencia particular fue el tricoteceno DAS. Es la toxina con menor rango de
concentracion, 16-125 ppb, y 14/50 en grano de maiz, parecido a lo encontrado por Scott
(56) donde DAS fue 13/20 y 0.2 ug/gr de niveles maximos, Abramson ef al (3) donde fue
16/36, Scott (57) en grano de maiz 10/66, y lo encontrado por Jacobsen ef al (24) en
soyas completas 5/20, cascarillas 12/17 y harinas 6/17 con las concentraciones maximas
de 230, 130 y 130 ng/gr respectivamente. La concentracton menor de 100 ppb fue la mas

importante (69 %) junto con los conteos bajos (90 %) y el rango de humedad de 13 a 14
% (66 %).

DON con un 28 % de incidencia en grano de maiz de este estudio, presentd la mayor

concentracion de los tricotecenos, 87-162 ppb, pero esta concentracion estd muy por
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debajo de los niveles maximos de la toxina en dietas para cerdos seglin Jones ef al (26)
quienes establecen que la concentracion debe ser menor de 300 ppb, ya que
concentraciones de 300 a 500 ppb son asociadas con rechazo de alimento, reducida

ganancia de peso y elevada incidencia de enfermedades infecciosas.

El grave problema de esto es que esta toxina no s6lo se encuentra en granos cereales sSino
en cualquier tipo de alimento para humanos y animales, y las concentraciones son
mayores a los niveles maximos permitidos como lo mencionan Wicklow ef al (74) para
granos dafiados en donde los severamente dafiados presentaron mayor contaminacion
(3799 a 4139 ppb) que los granos ligera a moderadamente dafiados (243 a 384 ppb),
Abbas et al (1) encontrd en mazorcas mohosas que la concentracion varid de 02658
ug/gr y para las cerneduras de 8 a 13.1 ug/gr; Wood (77) en trigo y maiz las muestras
positivas fueron mayor de 4 ug/gr; Abbas ef af (2) encontré 17/21 a concentraciones
promedio de 82 ug/gr; Harris (19) reporta la presencia de DON a concentraciones de 300
a 500 ppb en alimentos a base de maiz para cerdos; Kim ef af (28) encontr6 esta toxina y
otras derivadas con niveles maximos de 2752 ng/gr para DON, 1726 ng/pr para 15-
ADON,; Bottalico ef al (9) establece que todas las muestras infectadas con pudricin de

tallo, DON se encontr¢ en una concentracion mayor de 668 ng/gr.

'Doyle (13) menciona que trigo y maiz son los més frecuentemente contaminados con
altas concentraciones (de 1 a 20 ppm) y recomienda niveles de tolerancia de 1 ppm en
granos para consumo humano y concentraciones superiores en alimentos para animales,
Johnston y Augenstein (25) comparando la calidad de maiz viejo y nuevo encontraron
que DON no estaba presente o no fue detectable en maiz viejo y fue menor de 250 ppb en
maiz nuevo, Sydenham ef al (66) encontrd en trigo nivéles de 3750 a 14360 ng/gr;
Sydenham ef al (67) en maiz encontrd niveles de 0.05 a 12.10 ug/gr; la FDA indica
niveles menores de 4 ppm en muestras de maiz (39), Van Egmond (71) en harina de maiz
la concentracion debe ser menor de 50 ug/gr; Scott (56) en grano de maiz encontrd 1 120
muestras con niveles maximos de 0.3 ug/gr; Scott (57) en grano de maiz fue 28/28 con
9.60 ug/gr y 77/78 con 6.2 ug/gr, segin Abramsou ef al (3) DON fue producido por

22/36; Jacobsen ef al (24) encontrd en soya completa (16/24) concentracion de hasta 490 .
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ng/gr, cascarillas (15/17) a concentracion de 10 a 420 ng/gr, harina (14/17) a
concentraciones de 5 a 600 ng/gr.

NIV en este estudio se enconird en 10/50 a concentraciones de 16 a 137 ppb. Scott (57)
en grano de maiz encontré 28/28 a nivel de 4.05 ug/gr. Abramson ef al (3) en 7/36. Kim
et al (28) en maiz encontrd en concentraciones de 366 ng/gr; Sydenham et af {67) en

maiz encontré de 0.88 a 15.20 ng/gr; Sydenham (62) encontré concentraciones de 320 a
1850 ug/gr.

Concentraciones estimadas de tricotecenos ésteres ademas de parientes alcoholes en
muestras de maiz contaminado naturalmente aumentd cuando se analizd con hidrolisis.

Después de ésta, NIV aumento por arriba de 40 % y 20 % para DON (30).
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9.- CONCLUSIONES

1.- Fusarium spp. es el hongo de mayor incidencia en grano de maiz y el principal

productor de tricotecenos en almacén.

2.- La humedad mantiene su efecto independiente al conteo de hongos y a la

presencia de los tipos de tricotecenos.

3.- La toxina T-2 fue la mis importante en cuanto incidencia en grano de maiz, y

se relaciona principalmente con conteo bajo de hongos y a humedad alta.
4.- La concentracion de los 4 tricotecenos fue baja para causar problemas graves.

de intoxicacion en forma particular, pero no asi para problemas sinérgicos entre ellas y

otras toxinas de especies de hongos diferentes encontrados en el grano de maiz.
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10.- RECOMENDACIONES

PARA EVITAR POSIBLES PROBLEMAS DE HONGOS:

1.- Toma de muestras y submuestras de maiz en cantidad de 2 a 4.5 kg para su
preparacidén (molienda y separacion). _

2.- Compra y recepcion de materia prima de excelente a buena calidad micologica,
con valores menores de 12.5 % de humedad.

3.- Eliminar granos sospechosos y finos de granos completos. -

4. Evitar almacenaje de granos y alimentos con méas de 12.5 % de humedad. Usar

inhibidores de mohos en alimentos que contengan 14 % o mas de humedad.

5.- Almacenamiento de materia prima en condiciones igual o inferior a 65 % HR. y
- temperatura a 20 °C. Almacenar en un lugar seco y bien ventilado. |

6.- Higiene y limpieza regular de las instalaciones.

7.- Restringuir el uso de alimento contaminado.

8.- En granos secados remover menos humedad por hora después de que el grano
alcanza 19 %.

9.- Grano con mas de 15 % de humedad no debe permanecer mas de 6 horas sin ser

tratado.

10.- Evitar cambios bruscos de temperatura y humedad durante el almacenamiento

de grano o alimento a base de maiz.

PARA SOLUCIONAR PROBLEMAS DE MICOTOXINAS:

1.- Aumentar los niveles de algunas vitaminas, proteina y energia en la dieta.

2.- Mantener a los animales a temperaturas ambientales confortables.

3.~ Reducir al minimo los factores que pﬁeden producir estrés en los animales.

4.- Regular con precision la presencia de micotoxinas en el alimento contaminado.

5.- No incluir alimento contaminado con niveles superiores a los permitidos por
organismos internacionales para dietas de las diferentes etapas de crecimiento en cerdos.

6.- No llevar a cabo diluciones de alimento limpio con alimento contaminado.
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