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RESUMEN
Aspergillus flavus EN MAIZ DE EXPENDIOS AL DETAL CIUDAD BOLIVAR-

ESTADO BOLIVAR

Gonzalez Silva, Rafael A.

Universidad de Oriente-Nucleo de Bolivar-Escuela de Ciencias de la Salud-
Departamento de Parasitologia y Microbiologia.

El maiz es uno de los sustratos mas comunes en la presencia de micotoxinas,
especialmente cuando se cultiva en zonas tropicales y célidas, donde los hongos de
los géneros Aspergillus y Fusarium encuentran las condiciones de temperatura y
humedad Optimas para su desarrollo (Gonzalez, 2007). Su deterioro se inicia durante
la cosecha y posteriormente, durante la seleccion, empaque y transporte del producto
al mercado, durante el almacenamiento y durante las distintas operaciones de
manipulacion, que se requieren para llevar la cosecha del agricultor al comerciante
mayorista, de ahi a la tienda minorista y por altimo al consumidor. El objetivo de este
estudio, fue determinar la presencia de Aspergillus flavus y otros mohos
toxicogénicos en maiz que se expende al detal en Ciudad Bolivar-estado Bolivar. Los
granos fueron sembrados en medios de Sabouraud y de Czapeck, para establecer las
diferencias en cada uno de ellos, en cuanto a la recuperacion de los diferentes
elementos fungicos presentes en el producto. Al comparar ambos medios, no se
observé diferencia significativa (X*=0,06). La identificacion de los micetos se realizé
por observacion macroscopica (aspecto, produccion de pigmento, velocidad de
desarrollo) y microscopica, tomando en cuenta sus estructuras de reproduccion
asexuada. Los resultados obtenidos mostraron desarrollo de Aspergillus flavus en 21
de las muestras sembradas (26,25%). Se observd desarrollo de otros mohos
considerados como productores de micotoxinas: Fusarium sp, Penicillium sp,
Aspergillus spp. El grado de infestacion, se determin6 por siembra directa de cien
granos enteros desinfectados con hipoclorito de sodio al 3,5%, encontrandose
Fusarium (30%), Penicillium (16%), Aspergillus flavus (4%).

Palabas claves: Aspergillus flavus, Czapeck, Fusarium sp, Sabouraud.



INTRODUCCION

El maiz, cuyo nombre cientifico es Zea mays, es uno de los alimentos
tradicionales y basicos del pueblo venezolano, y su consumo estd muy relacionado
con sus habitos alimentarios. Esto obedece a razones de diversas indoles, entre las
que se puede considerar que es una planta adaptable y versatil en grado notable, es el
renglon alimenticio mas asequible para las grandes masas de poblacion, por su
rendimiento relativamente elevado, facilidad de almacenamiento y transporte. Las
grandes cantidades de maiz que se producen anualmente se utilizan para tres fines
fundamentales: como alimento basico humano, como forraje para el ganado y como
materia prima para la elaboracion o fabricacion industrial de productos derivados
(Carrillo, 1996).

El maiz pertenece a la Clase Monocotileddnea, es decir su grano es sencillo,
pertenece a la familia Poaceae (Gramineae) y originario de México, constituye uno de
los granos alimenticios mas antiguos que se conocen; representa el tercer cultivo en
produccion despues del trigo (Triticum aestivum), y del arroz (Oryza sativa). La
época de siembra es en invierno, de abril a junio, pudiendo sembrarse bajo riego a lo

largo del afio (Cati y Mazzani, 1991).

Las mazorcas maduran en 3-5 meses y por consiguiente necesitan veranos
largos. El rendimiento es mayor que el de cualquier otro cereal, obteniéndose aun
mayores rendimientos en el caso del maiz hibrido. El grano del maiz es el mayor de
las semillas de cereales. Es liso y anguloso y el embrién relativamente grande, por
otra parte la estructura es la tipica de cualquier grano de cereal. Necesita de una
temperatura moderadamente alta, humedad y un suelo franco para su cultivo, en

donde presenta dos tipos de raices, las temporales y las adventicias, y su ciclo



vegetativo es de 90 a 120 dias, utilizando una semilla nueva fresca cada una como

método de propagacion (Carrillo, 1996).

El maiz es considerado uno de los principales rubros en el &mbito nacional y
mundial, por la importancia que tiene en la alimentacion humana y animal, por las
grandes extensiones de tierras cultivadas, asi como la gran cantidad de empleos
directos e indirectos que genera en toda su cadena de produccidn, procesamiento
industrial y comercializacion, desde la siembra hasta que es consumido por las
personas. Por tal razon, en Venezuela es considerado un cultivo estratégico para el
sector agricola. Ademas, es una materia prima basica de la industria para
transformarla en harina, proteina, almidén, bebida alcohdlica, hojuelas de maiz,

fécula, edulcorantes alimenticios, entre otros (Fontana y Gonzalez, 2000).

El contenido proteico del maiz esta entre 7% y 9%, pero la calidad biologica de
las proteinas es baja por su reducido nivel en los aminoacidos lisina y triptéfano
(Anexo 1). No obstante, para muchos pueblos latinoamericanos, especialmente en los
estratos sociales mas pobres, constituye una fuente muy importante de proteina por la
cantidad consumida, que puede llegar al 70% de todos los alimentos ingeridos. El
mejoramiento genético del maiz ha permitido buenos resultados en el incremento de
la calidad nutritiva (Luzén et al., 2003). Desde el punto de vista nutritivo, el maiz
contiene un aporte considerable de calorias, asi como proteinas, grasas o hidratos de

carbono, ademas de micronutrientes (INN, 1993).

Los alimentos pueden ser vehiculo de transmision de diversos microorganismos
y metabolitos microbianos, algunos de ellos patogenos para el hombre. Segun su
procedencia mas frecuente, es posible agrupar estos microorganismos en dos grupos;
el primero los de origen enddgeno, ya presentes en los alimentos antes de su
obtencion vy, el segundo, los de origen exdgeno, que llegan a los alimentos durante su

recoleccion, transporte, industrializacion, conservacion, entre otros. Todos los



cereales en el campo estan expuestos a una gran variedad de microorganismos
procedentes del polvo, agua, plantas enfermas, insectos, suelo y deyecciones de
animales. ElI numero y tipo de los microorganismos dependen de su resistencia, asi
como también del tipo de suelo, fertilizantes, insectos, roedores y especialmente de

las condiciones climaticas durante el periodo de la recoleccion (Carrillo, 1996).

La flora exdgena de los alimentos estd constituida principalmente por
microorganismos saprofitos, que son la causa principal de alteracion de estos
productos. El ataque de los hongos sobre el maiz puede ocurrir cuando el grano casi
alcanza su grado de madurez, debido a que no tiene capa protectora 0 compuestos
quimicos eficaces para defenderse de la colonizacién microbiana. La invasion fangica
puede ocurrir en diferentes sitios del grano desarrollando alteraciones de las
caracteristicas organolépticas modificando la apariencia normal del grano, tales como
cambios en el olor y color. De igual manera alteran el valor nutritivo, disminuyendo
el contenido de grasa, proteina y carbohidratos. La ruptura de granos, como fracturas
o dafios debido a la accidn de insectos, hacen al grano altamente susceptible a ataque
y desarrollo fungico. Asi el hongo puede invadir el tejido, romper la testa, destruir el
embrion y romper a los granulos de almiddn en el endospermo (Raybaudi y Martinez,
2000).

Los elementos fungicos se pueden clasificar en dos formas morfoldgicas
basicas: las levaduras y los mohos. Los mohos que invaden los granos amilaceos de
los cereales en el campo y requieren semillas con un elevado contenido de humedad
para crecer; usualmente, un minimo del 22 a 25% de humedad, o un 28 a 33% de la
materia seca, con actividad de agua (aw) de 0,95 a 1,00 (Gonzélez, 2007). Los hongos
son causa importante de pérdidas, especialmente en paises tropicales o inter-
tropicales en donde se tienen altas temperaturas y humedad relativa elevada y las
lluvias pueden prevenir un secado adecuado lo cual, unido a pobres practicas

agrondémicas, servicios de transporte y pobres condiciones de almacenamiento hacen



que las pérdidas sean de 5% debido a hongos de almacenamiento, llegando a alcanzar

hasta un 30% en algunos paises de Africa y América Latina (Mazzani et al., 2004).

La importancia de los hongos en los granos se puede resumir en decoloracion y
manchado de los granos, disminucion del poder germinativo, sobrecalentamiento y
mohosidad, cambios bioguimicos, contaminacion por micotoxinas, pérdida de peso.
La pérdida de energia metabolizante en el maiz puede variar de 5 a 25%, siendo las
grasas destruidas mas rapidamente que las proteinas y carbohidratos. Con el
incremento de la poblacion fangica se ha observado una disminucién significativa en
el contenido de grasa, cisteina, lisina y arginina después de un periodo de
almacenamiento de 50 dias en trigo mohoso, cambios en el contenido de lipidos libres
de un 20% y dafio sustancial de la calidad panadera en trigo almacenado himedo, asi

como reduccion del contenido de glicolipidos y fosfolipidos (Martinez, 1998).

Numerosos trabajos sobre los hongos causantes del deterioro de granos y
colonizacion de los mismos han sido llevados a cabo en la India y Latinoamérica
(Raybaudi y Martinez, 2000). Sin embargo, el impacto de estos hongos sobre la
pérdida de los constituyentes nutricionales han sido poco estudiados. El efecto de
Aspergillus flavus sobre el contenido de grasa y proteinas en semillas de algodon
muestra una disminucion significativa en ambos constituyentes (Gonzélez, 2007).
Otros aspectos importantes a considerar al evaluar el riesgo de crecimiento fungico en
el maiz, son los procesos de recoleccion, transporte y almacenamiento (Mazzani et
al., 2008).

Se da el nombre de mohos a ciertos hongos multicelulares, filamentosos, cuyo
crecimiento en los alimentos se conoce facilmente por su aspecto aterciopelado o
algodonoso. Para vivir, proliferar y ejercer su accion requieren de ciertas condiciones:
caracteristicas del sustrato (disponibilidad de nutrientes, oxigeno y dioxido de
carbono) y factores ambientales (pH, humedad y temperatura). En lo que respecta a la



humedad relativa, requieren menos humedad que las levaduras y las bacterias. La
humedad relativa 6ptima para el crecimiento de los hongos es de 85%. En cuanto a la
temperatura la mayoria de los hongos pueden considerarse mesofilos, es decir, crecen
bien a la temperatura ambiente éptima de 25 a 30°C, y con relacion al pH la mayoria
crecen a un intervalo amplio. Los mohos que invaden a las semillas en el campo,
previo a la cosecha, son Fusarium sp., Alternaria sp., algunos Penicillium sp.,

Aspergillus sp. y Mucor sp (Raybaudi y Martinez, 2000).

El géenero Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por P.A. Micheli,
quien comprobo que la cabeza conidial de este hongo se parecia a un Aspergillum, el
cual es un instrumento utilizado para dispensar agua bendita. Se conoce unas 900
especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18 grupos, de los que solo
12 se relacionan con enfermedad humana (Alcala et al., 1997). Segun Abarca (2000),
este género se caracteriza por presentar micelio ramificado, tabicado, en donde los
conidioforos emergen de las células basales y se ensanchan en una vesicula a partir de

la cual parten varios esterigmas que originan cadenas de conidios.

La clasificacion de especies se basa en las caracteristicas morfologicas del
hongo: tamafio y forma de las cabezas conidiales, morfologia de los conidiéforos,
fidlides y métulas, y en la presencia de células de hulle y esclerocios. En el campo, la
especie Aspergillus flavus invade las semillas de maiz, si éstas han sido previamente
dafadas por los insectos. A. flavus es un microorganismo mesofilo, cuya temperatura
Optima de crecimiento estd entre 36 y 38°C. la minima entre 6 y -8°C, y la
temperatura maxima entre 44 y 46°C (Alcala et al., 1997). La actividad de agua (aw)
Optima para su desarrollo estd entre 0,68 y 0,88. Forma colonias amarillas, verde
amarillo claro, verde amarillo oscuro y amarillo marron. Posee conidioforo con una
superficie lenticulada muy fina, cabeza conidial hemisférica en columnas, fialides en
1 6 2 capas, vesicula hemisférica, conidias con superficie gruesa, esclerocios marrén

o gris al reverso (Park y Rua, 1990).



Las especies de Aspergillus estan distribuidas en el suelo, en semillas de maiz,
nueces, avellanas, coco, mani, en varios productos alimenticios, papas, frijoles,
ciruelas, higos y manzanas. Es parasito en insectos, los cuales a su vez participan
activamente en la diseminacion e inoculacion de Aspergillus flavus en el maiz. Los
conidios son llevados y se perpettan en el cuerpo de dichos insectos, siendo el hongo
aislado del tejido intestinal, de otros tejidos internos y de su superficie, produciendo,
la aflatoxina, cuyos efectos se han manifestado, en pollos, cerdos, ganado y también

patogeno al hombre (Pildain et al., 2004).

La asociacion de agricultura y alimentos de los E.E.U.U., estima que el 25% de
los cultivos alimenticios del mundo son afectados por las micotoxinas, durante el
crecimiento y almacenamiento (USDA, 2006). Dentro de las micotoxinas que pueden
estar presentes en granos de maiz se destacan la aflatoxinas, fumonisinas, tricoteceno,
toxinas T2, deoxynivalenol (DON), ochratoxinas, citrinina, esterigmatocistina,
patulina y zearalenona (Payne, 1998). Las toxinas de mayor importancia que se
presentan en los granos de maiz son las aflatoxinas y fumonisinas, por su frecuencia
y toxicidad (Mazzani et al., 2001).

Las aflatoxinas son producidas principalmente por A. flavus y A. parasiticus; y
son conocidas por los riesgos que representa para la salud humana y animal por el
consumo de alimentos contaminados con los mismos. Esto incluye un amplio ambito
de efectos anatomo-patoldgicos, disminucidn de la conversion alimentaria y de la
productividad, inmunosupresion, carcinogénesis y hasta la muerte (Mazzani, 2002).
Los niveles maximos permitidos de estas toxinas son: 20 ng/g en alimentos
concentrados diversos, 10 ng/g en alimentos concentrados para pollos de engorde, 20

ng/g en el consumo humano y 0,5 ng/g en leche (Dowling, 1997).



Las fumonisinas, producidas por Fusarium verticllioides (syn F. moniliforme) y
F. proliferatum, han sido relacionadas con algunas enfermedades especificas:
leucoencefalomaléacea equina, sindrome de edema pulmonar en porcinos y cancer de
es6fago en humanos. Los niveles maximos de fumonisinas permitidos son: para
equinos, 5 ug/g; alimentos para cerdos, 10 ug/g; alimentos para bovinos, 50 ug/g;

para el consumo humano esté establecido en 1 ug/g (Luzon et al., 2003).

La patulina y la ocratoxina A, producidas por especies del género Penicillium;
son consideradas hepatotoxicas, nefrotoxicas y teratogénicas. La nefropatia producida
por ellas aparece con cierta frecuencia en cerdos y en aves de granja. Dado que esta
toxina se acumula en los tejidos animales, existe el riesgo de que pase a los humanos
cuando el pienso de pollos y cerdos se encuentra severamente contaminado (Mazzani,
2002).

Las enfermedades que causan las micotoxinas son conocidas con el nombre
de micotoxicosis, y fueron estudiadas a partir de 1960, cuando se describieron varios
casos de micotoxicosis en animales. El primero involucré la muerte de pavos
alimentados con harina de mani contaminada con hongos. Debido a que la causa era
desconocida en ese momento los investigadores del Tropical Products Institute de

Inglaterra lo llamaron “Turkey x Disease” (Martinez, 1991).

Poco despues, una enfermedad similar causd pérdidas severas en patos de
Kenya. Al mismo tiempo se sefialaron casos de carcinoma hepatocelular en truchas
arcoiris de criaderos en Estados Unidos y en Europa. Los analisis del alimento
revelaron que el hongo A. flavus producia la toxina. Las micotoxinas se depositan en
los sustratos que estos micro-hongos colonizan, principalmente en aquellos de origen
vegetal como cereales, frutas secas, entre otros. Al ser ingeridos los alimentos
contaminados ocasionan intoxicaciones tanto en humanos como en animales, dafios

hepaticos e incluso hasta la muerte. Son toxicos a bajas concentraciones (ppm) y se



caracterizan por presentar bajo peso molecular y por ser resistentes a altas

temperaturas (Mazzani et al., 2000).

Su principal via de entrada al humano es por la ingestion de alimentos
contaminados de origen vegetal y en menor grado de origen animal, como visceras y
leche. Segun un informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), hasta 1999
se habian descrito en el ambito mundial 1413 brotes de aflatoxicosis en humanos, con
216 defunciones. También fueron sefialados 124 casos de Sindrome de Reye con
presencia de aflatoxinas y 363 casos de Kwashiorkor con presencia de aflatoxinas en
tejido y fluidos de nifios, con 104 muertes. La frecuencia de micotoxinas en
Latinoamérica y region del Caribe varia entre productos, entre afios y regiones. Asi se
tienen paises localizados entre los 22°N y 55°S, lo que determina una variedad de
climas en la zona, y que unido a condiciones econdmicas desfavorables hacen muy

propenso tener en los cultivos, niveles elevados (Martinez, 1998).

El impacto econdmico de las micotoxinas derivan directamente de las pérdidas
a nivel de cultivos y de animales domésticos asi como también de los programas
regulatorios disefiados para reducir el riesgo a la salud humana y animal. Pérdidas
econdmicas significativas en los paises desarrollados debido a la contaminacién por

micotoxinas han sido descritas por numerosos investigadores (FAO, 2004).

Entre las micotoxinas mas frecuentemente descritas en Latinoamérica estan las
aflatoxinas, las cuales han sido detectadas en maiz, mani, arroz, algodon, soya, yuca,
sorgo, cebada, ajonjoli, girasol, especias, café y leche. Otras micotoxinas presentes,
son zearalenona, DON, T-2, ocratoxinas y mas recientemente las fumonisinas que
han sido detectadas en Brasil, Chile, Argentina, Cuba, Uruguay y Venezuela
(Martinez, 1998). La presencia de una micotoxina, y el peligro asociado, solo puede
ser determinada después de la extraccion e identificacion de la misma porque la

presencia del hongo no asegura que exista una micotoxina, o, ésta continGa en el



alimento aunque el moho haya desaparecido. Un hongo dado puede producir mas de
una micotoxina, una determinada toxina puede ser formada por méas de una especie de
mohos (Gonzélez, 2007).

En Venezuela, las condiciones imperantes, propias de areas tropicales, son
favorables para la proliferacion de hongos y sintesis de micotoxinas (Mazzani et al.,
2000). Por otra parte, Wu (2007) menciona que en Estados Unidos, las enfermedades
en animales y los brotes causados por el consumo de alimentos contaminados con
fumonisinas en un afio generan pérdidas de hasta 20 millones de dodlares. En
Venezuela, no existe informacion sobre la inversion que se realiza en el control de
micotoxinas y las pérdidas en la productividad que su contaminacidon genera en
animales y cultivos. Ademas, se desconoce el impacto que estos metabolitos pueden

tener sobre la salud de la poblacion.

A pesar de la importancia que tiene conocer la microflora de los granos durante
la cosecha y el almacenamiento, poco es lo que se ha investigado al respecto en
Venezuela y no existe informacion sobre la inversion que se realiza en el control de
micotoxinas y las pérdidas en la productividad que su contaminacion genera en
animales y cultivos. Ademas se desconoce el impacto que estos metabolitos pueden
tener sobre la salud de la poblacion. La produccion de maiz esta en su maximo nivel
entre los meses de septiembre hasta febrero, por lo que es almacenada bajo
condiciones adecuadas que permitan su preservacion. Sin embargo, en Venezuela las
normas establecen que los silos deben recibir el maiz hasta con 24% de humedad, lo
cual obliga a secar los granos en dos etapas, fraccionado y frenando la fluidez de
descarga de los camiones, aumentando los dias de permanencia del maiz en los
transportes, situacion que hace propicia el desarrollo de microorganismos

perjudiciales para la salud, especialmente los mohos (Carrara, 1994).
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Un manejo apropiado de cereales debe cuidar las etapas que involucran a la
materia prima desde la siembra hasta su uso industrial; para ello se debe contar con
una capacidad de almacenamiento en silos, apropiado para el tamafio estimado de la
cosecha, asi como de una adecuada capacidad de secado en los centros de recepcion.
Entre los aspectos tecnicos de la recepcion de granos y cereales, muy especialmente
en aquellos destinados a la elaboracion de productos para el consumo humano, esté el
del sistema de entrega y recepcion el cual ha pasado a convertirse en un factor de
ineficiencia generando altos riesgos, que contribuyen al deterioro de los granos
(Fernandez, 2006).

En Venezuela, Mazzani et al. (1999) realiz6 una investigacion a fin de conocer
los principales mohos de almacén en maiz, mani y cacao, asi como el grado de
infestacion por A. flavus y otras especies, en los granos citados, debido a que se han
estudiado mas los mohos patdgenos presentes en los granos durante la cosecha, que

los mohos caracteristicos en el almacenamiento.

Martinez (1986), estudio la incidencia de A. flavus, en granos, semillas y
muestras de harinas adquiridas a nivel detal, encontrando que en granos de maiz
amarillo el contaje de A. flavus en agar flavus-parasiticus (AFP), varié desde no
detectado hasta 10 UFC/g, mientras que para maiz decorticado varié desde no
detectado hasta 10 UFC/g. Una cantidad similar fue detectada en muestras de harina
precocida de maiz, mientras que en muestras de leguminosas la presencia fue menor,
siendo de particular importancia la deteccion de A. flavus en muestras importadas de

trigo, cebada y ajonjoli, este ultimo producido en Venezuela.

En Venezuela, Belmonte y Martinez (1987) estudiaron la incidencia de A.
flavus en maiz blanco provenientes de silos ubicados en distintas regiones. De las 102
muestras analizadas, en el 83,3% se detectd la presencia de A. flavus siendo las
muestras provenientes de las regiones de Barinas y Calabozo las de mayor incidencia.
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Por su parte, Carrillo, (2006) sefiald un porcentaje de infestacion de 83% en
granos de mani “Spanish” almacenados, mientras que en la variedad “florunner” fue
de 100%. En el estado Bolivar, la recoleccion de este grano se hace utilizando
cosechadoras mecénicas; este proceso lleva implicito un riesgo de traumatismo para
el mismo, que unido a la forma como se hace el transporte, de manera continua en
camiones cubiertos con encerados que propician un incremento en la humedad y
temperatura, y su posterior almacenamiento en los silos conforman al final de este

proceso un escenario ideal para la proliferacion de mohos (Cati y Mazzani, 1991).

De acuerdo a la incidencia de Aspergillus flavus y otros mohos toxicogénicos
en maiz almacenado, en el pais se tiene una alta probabilidad de tener toxinas en los
mencionados productos. Ademas, no existe publicacién de alguna regulacion sobre
niveles de tolerancia de estos metabolitos en alimentos; por ello se toman en cuenta
los niveles establecidos en otros paises, que por lo general tienen mejor
infraestructura y tecnologia que Venezuela. Por otra parte, los hongos que crecen
sobre los vegetales, no solo son responsables del deterioro de los mismos, sino que
también producen una serie de metabolitos que constituyen una fuente de sustancias

toxicas y peligrosas para el ser humano (Carrillo, 1996).

Estas toxinas aparecen en la cadena de alimentos como resultado de la infeccion
fangica de la cosecha, por lo que contribuyen significativamente a la exposicion
humana principalmente a grupos vulnerables de consumidores, como son los nifios.
En tal sentido el presente trabajo pretende determinar la prevalencia de Aspergillus

flavus en maiz de expendio al detal en Ciudad Bolivar-Estado Bolivar.



JUSTIFICACION

El crecimiento de hongos en alimentos y las micotoxinas generadas por ellos ha
representado un dilema de seguridad para los cientificos de alimentos y los
representantes de la salud publica, el cual ain no ha podido ser resuelto. Las razones
de ello son muchas, a saber: la incapacidad que se tiene para identificar a priori los
metabolitos de significancia en salud publica, incapacidad para detectar y cuantificar
las micotoxinas en los alimentos y la falta de suficiente informacion acerca de
incidencia, presencia y toxicologia sobre las micotoxinas presentes naturalmente en

los alimentos (Mazzani, 2002).

Los hongos proliferan, formando colonias sobre el sustrato y los niveles de
micotoxinas pueden llegar a ser altos, causando enfermedades o problemas de salud
identificables, algunas debilitan el sistema inmune sin producir sintomas especificos,
actian como alergénicos o irritantes. Se consideran cancerigenos hepaticos humanos,
de igual manera estan asociados a aumentos en la incidencia de tumores de las vias

respiratorias.

La exposicién a las micotoxinas es dificil de evitar, porque no es sencillo
prevenir el crecimiento fangico en los granos y otros productos. La asociacion entre
los hongos y la planta de maiz en el campo no termina con la cosecha, siendo el
almacenamiento, transporte y recoleccion, otros aspectos importantes al evaluar el
riesgo, de desarrollo fungico en los granos, pardmetros tales que originan grandes

perdidas debido a la fermentacién de dicho grano (Luzon et al., 2007).

En el estado Bolivar se tienen muy pocos datos sobre los tipos de mohos que
atacan a los granos, tanto en las zonas de produccion agricola, como a nivel de silos,

de igual manera no existe informacion sobre la inversion que se realiza en el control

12
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de micotoxinas y las pérdidas en la productividad que su contaminacion genera en
animales y cultivos. Ademas, se desconoce el impacto que estos metabolitos pueden
tener sobre la salud de la poblacion por lo que el presente trabajo pretende evaluar el
desarrollo fangico en granos almacenados de diferentes localidades de Ciudad
Bolivar, debido a que este cereal es de consumo masivo, y al estar contaminado con

micotoxinas podria ocasionar efectos en la salud humana y animal.



OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la prevalencia de Aspergillus flavus en maiz de expendio al detal en

Ciudad Bolivar-estado Bolivar.
Objetivos especificos
1. Determinar la presencia de Aspergillus flavus en maiz de expendios al detal en

Ciudad Bolivar-estado Bolivar.

2. Determinar la presencia de otros mohos en maiz de expendios al detal en

Ciudad Bolivar-estado Bolivar.

3. Comparar dos medios de cultivo en el aislamiento de Aspergillus flavus del

maiz de expendios al detal en Ciudad Bolivar-estado Bolivar.

4. Evaluar el grado de infestacién por mohos en maiz de expendios al detal en

Ciudad Bolivar-estado Bolivar.

14



METODOLOGIA

Tipo de investigacion

La investigacién que se llevo a cabo es de tipo descriptivo y prospectivo,
constituye un estudio piloto, que permiti6 registrar la presencia de Aspergillus flavus

en muestras de maiz de expendio al detal.

Universo

Estuvo constituido por el maiz que se expende al detal en los diferentes abastos
de Ciudad Bolivar.

Muestra

Estuvo integrada por el numero de muestras por kilo a procesar de 10 abastos
escogidos al azar (80 muestras); previa informacion verbal a los propietarios de los

establecimientos.

Materiales

-Placas de Petri descartables.

-Laminas portaobjetos y laminillas cubreobjetos.

-Agujas micoldgicas.

-Medios de cultivos: agar Czapeck, agar Sabouraud + cloranfenicol.
-Reactivos: azul de lactofenol- KOH.

-Equipos: Microscopio éptico- Lupa estereoscépica.

15
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El estudio se realizé en el estado Bolivar, el cual se encuentra ubicado al sur de
Venezuela, posee una superficie aproximada de 238.000 km? la extensién de las
costas es de 1715 km, presenta una altura sobre el nivel del mar de 40,66 metros. Esta
constituido politicamente por 10 municipios autonomos. Su capital Ciudad Bolivar,
ubicada en la region centro norte y a orillas del rio Orinoco. Sus coordenadas

geograficas son: Longitud Oeste 63°33’. Longitud norte 8°8’.

La temperatura promedio anual es de 27,8°C., siendo los meses de mayor
temperatura, marzo, abril y mayo, a pesar de que la diferencia entre los registros
promedios mensuales, es de apenas 1,2°C. Su precipitacion promedio anual es de
1936,2 mm, y su distribucién al afio presenta dos periodos; uno de mayor
pluviosidad, comprendido entre el mes de mayo y el mes de octubre, registrandose las
méaximas mediciones en los meses de julio y agosto con 382,2 y 351 mm. El otro
periodo de precipitacion pero de menor pluviosidad, estd comprendido entre los
meses de noviembre a abril. La humedad relativa es del 75%. El periodo
comprendido entre los meses de julio y septiembre se caracterizan por tener una
humedad relativa mayor del 80%, mientras que humedades relativas menores se

observan en los meses de enero a abril (MARNR, 1994).

La actividad agricola en Guayana esta reducida a pequefias areas de cultivos
tradicionales como el maiz, fiame, sorgo, arroz, entre otros. En el caso especifico del
maiz, las areas de mayor produccion corresponden a los Municipios Auténomos Raul
Leoni y Sucre, donde la produccién de maiz representa el 50% del total de la
actividad agricola del estado. Sin embargo, existe una disminucién significativa en la
produccion de este rubro en nuestra region, debido a diversas razones tales como
menor superficie sembrada por cambios en el subsidio para insumos, falta de
financiamiento por parte del estado y la banca privada, todo esto como consecuencia
de la crisis econdmica por la que atraviesa Venezuela (Verenzuela, 2007).
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Métodos

Se recolectd un kilo de maiz almacenado, de diez (10) locales que expenden el
rubro en Ciudad Bolivar; dichos establecimientos fueron escogidos al azar, con el fin
de garantizar una muestra representativa de la variabilidad de los aislamientos de

Aspergillus flavus de distintas procedencias.

a) Aislamiento de Aspergillus flavus y otros mohos

El aislamiento y la estimacion de la frecuencia de Aspergillus flavus y el resto
de la micobiota, se realizé por siembra directa de granos enteros sin desinfeccion en
Agar Sabouraud con cloranfenicol y en Agar Czapek (Mazzani et al., 2001). De igual
manera, para la determinacion del grado de infestacion se colocaron en céapsula de
Petri 100 granos enteros previa desinfeccién con hipoclorito de sodio al 3,5% por 3
minutos, luego se lavaron tres veces con agua destilada, y se secaron con papel
estéril, y fueron posteriormente sembrados en los diferentes medios de cultivo a razon
de 5 granos de maiz por placa. Se incubaron por 5-8 dias a temperatura ambiente (25-
30°C). Los granos se examinaron bajo lupa estereoscOpica, para cuantificar la
incidencia (porcentaje de granos colonizados) de Aspergillus flavus y otras especies,
clasificandose de baja entre 0-15%; intermedia entre 16-30% y alta mas de 30% en
adelante (Chavarri, 2010).

b) Identificacion de Aspergillus flavus y otros mohos

Para la identificacion de la micobiota se describieron las caracteristicas de las
colonias de cada aislamiento obtenido en Agar Sabouraud con cloranfenicol y en
Agar Czapek. Se realiz6 el estudio microscopico de las estructuras con valor
taxondmico, para ello se utiliz6 la técnica del cultivo en Iamina en la cual se colocd
un inéculo del moho en la porcién central de cada lado del cuadrado del agar,
colocado sobre la ldmina porta-objeto y se incubaron en camara himeda por espacio

de 5 a 8 dias a temperatura ambiente (Flores, 2007).
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La seleccion de los distintos aislamientos de A. flavus se realizo sobre la base
de diferencias en las siguientes caracteristicas de colonias que crecieron en Agar
Sabouraud con cloranfenicol y en Agar Czapek: el color de la colonia en el anverso y
en el reverso, la abundancia del micelio aéreo, presencia o ausencia de esclerocios y
pigmentacion del medio de cultivo después de 8 dias de incubacion (Mazzani et al.,
2004).

La deteccion de A. flavus fué observada como una estructura con cabezas
conidiales globosas, radiadas o columnares, cuyo conjunto adopta un color amarillo
verdoso o marron. Los conidiéforos son incoloros, de paredes rugosas, largas (hasta
1-2 cm) y acaban en vesiculas globosas. Presentan una o dos hileras de fialides en
forma de botella. Los conidios son globosos, de 3,5 a 6 micras de didmetro,

presentando equinulaciones que dan un aspecto rugoso a su superficie (Arenas, 2003).

Se realiz6 la comparacion de los medios de cultivos empleados para el

aislamiento de A. flavus, tomando en cuenta el crecimiento o no fangico.

Anélisis estadistico

Con los datos obtenidos se construydé una base de datos, que se analiz
mediante el programa SPSS version 8.0 para Windows. Los resultados se presentaron
en tablas y analizaron mediante porcentajes y tablas de frecuencia.



RESULTADOS

Tabla 1.- Presencia de Aspergillus flavus en maiz de expendios al detal en Ciudad

Bolivar-estado Bolivar.

n %
Presencia 21 26,25
Ausencia 59 73,75

En el estudio realizado se obtuvo desarrollo de Aspergillus flavus en 21 muestras; lo
que representa un 26,25% del numero de placas utilizadas; de igual manera en 59 de

las muestras analizadas no hubo desarrollo flngico, lo que represent6 el 73,75%.
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Tabla 2.- Presencia de otros mohos en maiz de expendios al detal en Ciudad Bolivar-

estado Bolivar.

Mohos Namero de colonias/Total %
Aspergillus niger 49/147 33,33
Aspergillus flavus 36/147 24,49
Fusarium verticillioides 35/147 23,81
Penicillium spp 20/147 13,60
Aspergillus terreus 1/147 0,68
Mucor sp 1/147 0,68
Dreschelera sp 1/147 0,68
Aspergillus fumigatus 1/147 0,68
Myecellia sterillia 3/147 2,05

Se observa que de un total de 147 colonias de hongos filamentosos, recuperados en
los medios de cultivos, 36 (24,49%) correspondieron Aspergillus flavus. Sin embargo,
la mayoria de los aislamientos correspondio a A. niger (49 =33,33%). Las especies de
Fusarium y Penicillium presentaron un desarrollo importante (35= 23,81% vy

20=13,60% respectivamente).
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Tabla N° 3.- Relacion porcentual de Aspergillus flavus en maiz de expendios al detal

en Ciudad Bolivar-estado Bolivar, segin medios de cultivos empleados.

Medios de Placas con % Placas sin %
cultivos desarrollo desarrollo
Agar Sabouraud 11 27,5 29 72,5
Agar Czapeck 10 25 30 75
Total 21 26,25 59 73,75
X?=0,06 gl=1 p= 0,799

Se detectd la presencia de Aspergillus flavus en ambos medios de cultivos. En agar

Sabouraud 11 placas mostraron crecimiento del hongo representando 27,5% y en el

agar Czapeck, en 10 placas se recuperé el miceto lo que representa 25%.
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Tabla N° 4.- Grado de infestacion por mohos en maiz de expendio al detal en Ciudad

Bolivar-estado Bolivar.

Mohos n %
Fusarium sp 30 30
Penicillium sp 16 16
Aspergillus niger 4 4
Aspergillus flavus 4 4
Mycellia sterillia 1 1

Se encontrd que los géneros Fusarium y Pencillium se presentaron en un porcentaje
de 30% y 16% respectivamente, lo cual los ubica en un rango de infestacion
intermedio (16-30%), mientras que la especie Aspergillus flavus tiene una incidencia

relativamente baja (0-15%).



23

DISCUSION

La inocuidad en los alimentos utilizados por el hombre es un tema cada vez
mas importante a nivel mundial. Muchos contaminantes pueden estar presentes en
practicamente todos los tipos de alimentos, incluyéndose los granos y sus derivados.
El presente estudio se realiz6 para estudiar la presencia de la especie Aspergillus
flavus en granos de maiz, sin considerar el lugar de origen o los previos
almacenamientos de este producto. Considerando que el destino final de este
substrato constituye parte de la dieta animal en nuestros mercados nacionales, se debe
analizar cualitativa y cuantitativamente la presencia de estos organismos, que poseen
caracteristicas fisioldgicas relevantes, como crecer a una baja actividad de agua (aw)
y presentar una problematica sanitaria por la producciéon de variadas micotoxinas
(Chavarri, 2010). La presencia de variados hongos toxicogénicos en estos granos
puede ocurrir ya sea durante el ciclo de su desarrollo en el campo, después de la
cosecha y/o en el almacenamiento, alterando la seguridad de estos alimentos en las
dietas de humanos y animales. Entre estos hongos destacan Fusarium, Aspergillus,

Penicillium y otros (Luzon et al., 2007).

El presente estudio fue dirigido a la deteccion y aislamiento de Aspergillus
flavus en granos de maiz que se expende al detal, encontrandose la especie A. flavus
en 21 muestras analizadas (26,25%), lo cual coincide con investigaciones previas
realizadas en Venezuela por Mazzani et al. (2004), en la que se evaluaba la micobiota
asociada a granos de maiz, encontrandose que la mayor incidencia fangica la
presentaban los estados Portuguesa (83%); Barinas (71%) y Yaracuy (30%), en donde

24% de los aislamientos correspondieron a A. flavus.

Al estudiar la presencia de otros mohos en maiz de expendio al detal, se

detectaron especies potencialmente toxigenicas, entre las que podemos sefalar
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Aspergillus niger (33,33%); A. flavus (24,49%); Fusarium verticillioides (23,81%) y
Penicillium sp (13,60%), lo que coincide con un estudio realizado por Chavarri
(2010), donde evaluaba la micobiota asociada a granos de maiz y la capacidad
aflatoxigénica in vitro de A. flavus, detectando las especies A. flavus, F.
verticillioides, Penicillium sp. y Aspergillus spp. En un trabajo realizado por Luzon et
al. (2007) en la que evaluaba los principales mohos y micotoxinas asociadas a granos
de maiz en campos de los estados Guaricos, Portuguesa y Yaracuy, Venezuela, las
especies predominantes fueron A. flavus y F. verticillioides.

En relacion a los medios de cultivos empleados en la presente investigacion no
se obtuvo diferencia significativa (>0,05). Ambos sustratos (agar Sabouraud y agar
Czapek) permitieron el desarrollo fangico (tabla 3). En un trabajo realizado por

Raybaudi et al. (2000) presentaron resultados similares.

Al estudiar el grado de infestacién por mohos se observé una colonizacion
intermedia para las especies F. verticillioides (30%) y Penicillium sp (16%); asi como
una baja colonizacién para A. flavus (4%). Resultados similares fueron presentados
por Fernandez (2006) en maiz cosechados en conucos, en este trabajo expresa una
baja infestacion para A. flavus y alta para F. verticillioides (>30%). EI mismo autor
sefiald que la produccion de aflatoxinas por Aspergillus flavus en un cultivo mixto
con A. niger fue menor que un cultivo puro. A demas observo que poca aflatoxina era
producida si A. flavus era inoculado a los pocos dias después que otros mohos habian
sido inoculados. Sefald que la presencia de una microflora normal aparentemente

provee una barrera para la invasion del sustrato por A. flavus.

En muestras de maiz analizadas en el estado Guarico, uno de los estados donde
este rubro es uno de los principales sembradios, no solo por el volumen de

produccion, sino por la superficie que se dedica a su cultivo, se encontrd una alta
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incidencia fungica, principalmente A. flavus, A. niger, F. moniliforme, Penicillium

spp., tanto en maiz de cosecha como almacenado (Rondon, 2008).

En otro orden, Mazzani et al., (2007) determindé la incidencia de A. flavus, F.
verticillioides y la deteccion de los contenidos de aflatoxinas y fumonisinas en
muestra de maiz blanco, amarillo y mezclado, provenientes de silos de tres estados de
Venezuela (Carabobo, Anzoategui y Monagas); presentd baja contaminacion desde el
campo Yy su almacenamiento fue adecuado, toda vez que previno la proliferacion de

los mohos y la sintesis de aflatoxinas y fumonisinas.

El mismo autor en un trabajo realizado en el 2008 en los estados Guérico,
Carabobo y Cojedes en maiz amarillo revel6 una alta incidencia de Fusarium
verticillioides (>30%), de igual manera se identifico otras especies de mohos

potencialmente toxigénicos.



CONCLUSIONES

Aspergillus flavus se aislé en 21 muestras lo represento un 26,25%.

Los granos de maiz pueden contaminarse con hongos capaces de producir

micotoxinas.

Los hongos predominantes pertenecen a los generos Fusarium y Penicillium,

también potencialmente patdgenos.

Los medios de cultivos empleados en la metodologia permitieron detectar la
presencia de los generos Aspergillus, Fusarium y Penicillium, siendo utiles en

el aislamiento de los mismos.
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RECOMENDACIONES

Debe tenerse buen cuidado agronémico de las parcelas donde el maiz se
produzca, por ser importante en la disminucion de la incidencia de los hongos

contaminantes de los granos.

Implementar mecanismos para divulgar la problemética de las micotoxinas,
estableciendo programas de control que permitan conocer la verdadera
realidad de las micotoxinas y sus efectos tanto sobre el animal como en el ser

humano.

Continuar realizando monitoreos periodicos a fin de determinar la presencia
de estos hongos, potenciales patdgenos, en el maiz para asi mantener el nivel

de riesgo lo mas bajo posible.

Implementar programas escritos los cuales deben incluir: formas de minimizar
los niveles de fitopatogenos presentes en el maiz, control de suministros,
control de proveedores, especificaciones de los insumos, equipos, limpieza y
saneamiento, higiene personal, entrenamiento, control de quimicos, transporte,

recepcion, almacenamiento y distribucion del producto.
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ANEXO 1

Tabla 1.- Valor nutritivo del grano de maiz por 100 g de alimento.
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NUTRIENTE UNIDAD VALORES
Calorias 3420
Humedad g 14,3
Proteinas g 9,0
Grasas g 4,3
Gldcidos g 69,8
Fibra g 1,8
Cenizas mg 0,8
Calcio mg 8,0
Fosforo mg 395,0
Hierro mg 3,0
Tiamina mg 0,37
Riboflavina mg 0,11
Niacina mg 1,9

Fuente: I.N.N. Tabla de composicién de los alimentos (1993).
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ANEXO 2

Composicion de medios de cultivos.
Agar Sabouraud + cloranfenicol.
Peptona 10 g; glucosa, 20 g; agar-agar , 20 g; cloranfenicol, 500 mg y el pH: 5,6 +/-

0,1.

Este medio se utiliza para el aislamiento, identificacion y mantenimiento de hongos

tanto patégenos como saprdfitos.

Agar Czapeck.

Sucrosa, 30 g; nitrato de sodio, 2 g; fosfato dipotasico, 1 g; sulfato de magnesio, 0,5
g; cloruro potasico, 0,5 g; sulfato ferroso, 0,01 g; agar en polvo, 15 g y agua

destilada, 1 litro.
Este medio se utiliza para la identificacion de Aspergillus y Penicillium.

Reactivos.
Azul de Lactofenol.

Fenol, 20 g; acido lactico, 20 ml; glicerina, 40 g; azul de algodén, 2 ml; y agua
destilada, 20 ml.

Hidréxido de potasio al 10%.
Hidréxido de potasio, 10 g; y agua destilada, 100 ml.

Fuente: Arenas, 2003.
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