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RESUMEN

La contaminacion de aflatoxinas en mani es un tema de investigacion a nivel mundial, sin
embargo en el Ecuador no se han realizado estudios sobre este tipo de contaminacién y
no existe alguna regulacion que ayude a controlar los niveles de contaminacion de
micotoxinas en alimentos. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los niveles de
aflatoxinas B;, By, G1 y G, y caracterizar morfologicamente a los hongos presentes en
mani a granel comercializado en bodegas y supermercados en la ciudad de Sangolqui. La
contaminacion de aflatoxinas en las muestras de mani se determin6 mediante el método
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC). Se obtuvo como resultado que las
muestras de bodegas presentaron una elevada contaminacion de aflatoxina B; que
superé los limites permisibles por la Unién Europea de 5y 8 ppb (ug.kg™), los valores de
esta toxina oscilaron entre: [17,65 hasta 87,51] (ug.kg™') mientras que B,, G; y G,
mantuvieron niveles de contaminacion inferiores a los limites permisibles. En las muestras
de supermercados se obtuvo similares resultados, la concentracién de aflatoxinas B,
oscilé entre: [2,23 hasta 12,95] (ug.kg™), super6 los limites permisibles, los niveles de B,,
G, y G, no superaron los limites permisibles. La caracterizacién morfoldgica de los hongos
se desarrollé con ayuda de claves taxonomicas, se determind que el 56% presentaron
contaminacién con Aspergillus, 15% Fusarium, 9% Rhizopus y 6% Penicillum que son los
principales géneros de hongos de almacenamiento productores de Aflatoxinas.
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ABSTRACT

The aflatoxin contamination in peanuts is a subject of worldwide investigation, however
studies on this type of contamination have not been carried out in Ecuador and
furthermore there isn't any regulation that helps to control the levels of mycotoxin
contamination in food. This study aimed to assess the levels of aflatoxins B1, B2, G1 and
G2 and morphologically characterize fungi present in bulk peanuts marketed in grocery
store and supermarkets in Sangolqui city. The aflatoxin contamination in peanut samples
was determined by the method of High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
result was that 60% of the samples from grocery store presented contamination of
aflatoxin B1 that surpassed the permissible limits set by the European Union of 5 and
8 ppb (1 g.kg-1), his toxin values oscillated between: [17,65 until 87,51] (1 g.kg-1) whereas
B2, G1 and G2 maintained a level of contamination below permissible limits set. In the
supermarket samples were obtained similar results, the B1 aflatoxinas concentration
oscillated between: [2,23 until 12,95] (4 g.kg-1), that surpassed the level permissible, of
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the same form the levels of B2, G1 and G2 did not overcome the permissible limits. The
morphological characterization of the fungi was developed with help of taxonomical keys
that helped to determine that in a 56% showed contamination with Aspergillus, 15%
Fusarium, 9% Rhizopus, and 6% Penicillium who are the main genera of fungi aflatoxin
producing storage.

Key words: Aflatoxin, HPLC, peanuts, micotoxic fungi.

INTRODUCCION

Las aflatoxinas B, y B,, G; y G, son compuestos quimicos que estan relacionados en su
estructura respectivamente, su peso molecular oscila entre 312 y 350, son poco solubles
en agua, pero es facil su extraccion con disolventes organicos, son bastante
termoresistentes y pueden soportar un amplio rango de pH que puede variar entre 3y 10
(Soriano, 2007). La presencia de aflatoxinas en los alimentos, animales o incluso en los
seres humanos es continuamente valorada a nivel mundial. En la actualidad la mayoria de
paises industrializados cuentan con estudios sobre aflatoxinas, a diferencia de los paises
subdesarrollados, que no lo cuentan por falta de recursos econémicos y humanos; por
esta razon la carencia de regulaciones sobre micotoxinas, ausencia de vigilancia y control
por parte de los organismos encargados presenta un problema para la sanidad alimenticia
(Combita & Mildenberg, 2009).

Los altos niveles de humedad y temperaturas promedio sobre los 25°C en zonas de
produccién de mani en nuestro pais presentan las condiciones ideales para que los
hongos produzcan aflatoxinas. Las condiciones de almacenamiento y pilacion de mani
aumentan las probabilidades que el producto contaminando genere altas concentraciones
de estos. Con el presente trabajo de investigacion se procuré verificar la existencia de
aflatoxinas en mani y asi mismo se identificar microscépicamente a los hongo que
generan estas toxinas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en dos etapas:

Muestreo: Se realiz6 en la principal zona comercial de la ciudad de Sangolqui del cantén
Rumifiahui con una extension de 137.2 Km2, ubicada al Sur Oriente del cantén Quito,
provincia de Pichincha.

Laboratorio: El proyecto de investigacion se desarrollo en dos fases experimentales la
primera fase se efectud en los laboratorios de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento
de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD) ubicado en el valle de Tumbaco, provincia de
Pichincha y la segunda fase en los laboratorios de Fitopatologia de la Carrera de
Ingenieria en Ciencias Agropecuarias IASA-I ubicado en barrio San Fernando, parroquia
Sangolqui, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha.

Para la ejecucién del presente trabajo se elaboré un plan de muestreo adaptado, sobre la
base del protocolo descrito por la FAO en el CODEX STAN 209 — 1999, Rev. 1- 2001, el
mismo que ha sido desarrollado para controlar los niveles de aflatoxinas totales en mani a



granel destinado a ulterior elaboracion. El procedimiento de muestreo para el analisis del
contenido de aflatoxinas consté de tres fases: selecciébn de muestra, preparacion y
cuantificacion de las aflatoxinas. Segun datos recopilados en los sitios de
comercializacién de mani a granel, se estimé la frecuencia de muestreo, la misma que fue
calculada a partir de la ecuacién ya antes mencionada obteniendo una frecuencia de
muestreo de 5 repeticiones por cada sitio a evaluar.

Analisis quimico

Posterior a la elaboracion de las curvas de calibracion de cada una de las aflatoxina en el
equipo de HPLC, se realizé pruebas de recupercacion de los protocolos de extraccion,
purificacién y cuantificacién de aflatoxinas, obtenidos buenos resultados se realizo la
extraccion en la muestras de mani para lo cual se licu6é durante 3 minutos 25 gramos de
muestra de mani con 2 gramos de cloruro de sodio agregando 100 ml de solucion
extractora (60:40) metanol:agua, se agitd durante una hora en shaker a velocidad media
el licuado, seguido se filtr6 aproximadamente 50-80 ml a través de papel filtro Whatman
No. 1, se tomo una alicuota del extracto filtrado y se diluyd con buffer PBS hasta disminuir
en un 20% el contenido de metanol. Para la purificacion se tomé 10 ml del extracto diluido
y se coloco en las columnas de inmunoafinidad. Finalmente para la cuantificacion se
inyectd 100 ul de cada muestra en el equipo de HPLC, se cuantifico la concentracién de
cada aflatoxina comparando las aréas de los picos con la curva de calibracion. Las
condiciones del equipo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla. Condiciones utilizadas en el HPLC

CONDICIONES DE CROMATOGRAFO

(60:20:20) agua:metanol:acetonitrilo +
Fase Movil 199 mg de bromuro de potasio + 350
pl de acido nitrico 4M

Flujo 1 ml.min™
Volumen de Inyeccién 100 pl
Temperatura de reaccién 40 °C
Tiempo de reaccién 30 min
Kobra Cell Seteo 100 Ma
Detector de fluorescencia Emisién:455; Excitacion: 362

Analisis microbiolégico

Se identificaron taxonomicamente a los hongos presentes en las muestras de mani que
presentaron contaminacion con aflatoxinas, para lo cual se sembré almendras de mani en
medio PDA, se incubd durante siete dias a 25 °C posterior se aislé los hongos en tubos
con PDA para luego ser identificados microscopicamente con la ayuda de claves
taxonémicas.



RESULTADOS
Grupo bodegas

Analisis estadistico
En la grafica 1 se muestra la tabla y grafico de barras de los promedios de las 5
repeticiones que se realizaron en cada una de las bodegas que fueron evaluadas al azar
en la ciudad de Sangolqui, estos datos demostraron que el contenido medio de

aflatoxinas B, G1, B, y G, presente en el mani a granel fue: 17,52; 0,01; 1,56 y 0,01 ug.
kg, respectivamente.

Gréfica 1. Concentracion promedio en ug. kg* de aflatoxinas en las 5 muestras

de bodegas
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Analisis microbiolégico  de muestras de mani bodegas

Después de caracterizar morfolégicamente a los hongos presentes en los granos de mani
se procedio al andlisis estadisticos de la frecuencia de aparicion de cada uno de los
géneros de hongos aislados en cada repeticion. Cabe sefalar que esto se aplicé
exclusivamente para las muestras de mani que dieron resultados positivos de aflatoxinas
de las bodegas muestreadas. En las muestras de mani recolectadas de bodegas se
obtuvo un total de siete géneros de hongos que se desarrollaron en las diferentes
repeticiones con un total de 200 aislamientos, estos datos se presentan en la tabla 1.



Tabla 1 Géneros de hongos aislados en bodegas

BODEGAS
i Total
Géneros Bl B2 B3 B5
aislados o
%NrO. %Nro. %Nro. %Nro. %Nro.
Nro. A A Nro. A A Nro. A A Nro. A A Nro. TA TA
Rhizopus - - - - - 17 34% 17 9%
Aspergillus 27 54% 50 100% | 50 100% | 33 66% 160 80%
Penicillium 10 20% - - - - - 10 5%
Fusarium 13 26% - - - - 13 7%
Total de
Aislamientos 50 50 50 50 200
Total de
géneros 3 1 1 2 7
aislados

= Nro. A: Numero de aislamientos (frecuencia de repeticiones del mismo género).
=  %Nro A: Porcentaje del nUmero de aislamientos de cada género.

= Nro. TA: Numero total de aislamiento de cada género.

=  9%Nro. TA: Porcentaje del nimero total de aislamiento de cada género.

Grupo supermercados
Andlisis estadistico

En la gréfica 2 se muestra una tabla y grafico de barras de los promedios de las 5
repeticiones que se realizaron en cada uno de los supermercados que fueron evaluadas
al azar en la ciudad de Sangolqui, estos datos demostraron que el contenido medio de
aflatoxinas By, G, B, y G, presente en el mani a granel fue: 7,59; 0,00; 0,59 y 0,09 pg.kg™
respectivamente.



Gréfica 2. Concentracién promedio de aflatoxinas en pg. kg™ de 5
muestras de mani de supermercados
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Analisis microbiolégico  de muestras de mani supermercados

Después de caracterizar morfolégicamente a los hongos presentes en los granos de mani
se procedié al andlisis estadisticos de la frecuencia de aparicién de cada uno de los
géneros de hongos aislados en cada repeticiébn. Cabe sefialar que esto se aplico
exclusivamente para las muestras de mani que dieron resultados positivos de aflatoxinas
de los supermercados muestreados.

En las muestras de supermercado se obtuvo un total de seis géneros de hongos que se
desarrollaron en las diferentes repeticiones de mani recolectados de un total de 150
aislamientos, estos datos se presentan en la tabla 2.



Tabla 2 Géneros de hongos aislados en supermercados

SUPERMERCADOS
Géneros Total
aislados S3 S4 S5
%Nro. %Nro. %Nro. %Nro.
Nro. A A Nro. A A Nro. A A Nro. TA TA
Rhizopus - - - - 15 30% 15 10%
Aspergillus - - - - 35 70% 35 23%
Penicillium - - 11 22% - - 11 7%
Fusarium - - 38 76% - - 38 25%
Alternaria - - 1 2% - - 1 1%
Sclerotium 50 100% - - - - 50 33%
Total de
Aislamientos 20 =0 20 150
Total de
géneros aisla. 1 3 2 6

DISCUSION

La economia rural del Ecuador esta constituida fundamentalmente por la agricultura, por
tal razon es la primera actividad econdémica de los pequefios y medianos productores
campesinos en el Ecuador. Se conoce que los cultivos de mani en el Ecuador representan
actividades de tipo familiar. Segin datos publicados por el INIAP hasta el afio 2004 el
rendimiento medio anual no superaba los 1000 kg.ha™. En la actualidad se reporta una
siembra anual establecida entre 12 000 y 15 000 hectareas de Mani, principalmente en
las provincias de Loja, Manabi y El Oro, las principales razones de los bajos rendimientos
son: utilizacién de semillas sin certificacién, falta de riego e incidencia de plagas y
enfermedades (Ayala, 2009; Chamba 2006).

La presente investigacién permitid evaluar los niveles de aflatoxinas Bi, By, G1 y G,, ¥
caracterizar morfolégicamente a los hongos contaminantes del mani a granel
comercializado en bodegas y supermercados en la ciudad de Sangolqui. Los porcentajes
de muestras no contaminadas dentro de bodegas y supermercados varian en un intervalo
de 20% a 40% de los productos contaminados. Las muestras que presentaron niveles
totales bajo el limite permitido de 15 pg.kg™ representaron un 70% de las muestras
totales. Sin embargo los porcentajes de las muestras que presentan contaminacion sobre
los limites fue bastante variable tanto en bodegas como en supermercados. Al respecto
Pereira (2005), sugiere que los productos que son susceptibles a contaminaciones
fungicas y de micotoxinas como lo es el mani, necesitan ser objeto de constante
evaluacion para prevenir inconvenientes futuros en la salud publica, que es el objeto que
persiguio esta investigacion.

Los resultados obtenidos en las muestras de bodegas revelan que en un 60% del
total de muestras existe una elevada contaminacion con aflatoxina B; que supera los



limites permisibles segun las normas de la Unién Europea; en efecto, se encontraron
valores que superaban los limites de 5 y 8 ppb (ug.kg?), los valores de esta toxina
oscilaron entre:  [17,65 > ug B; < 87,51] de igual forma se encontré que en un 20% de
las muestras totales de bodegas super6 los limites de 5 ppb en aflatoxina B los valores
oscilaron entre: [5,16 > ug B; < 11,22]. Sin embargo, los resultados obtenidos de
aflatoxinas G, y G, indican que los valores detectados de estas toxinas no superaron los
parametros permisibles, o limites de tolerancia, esta variabilidad se debe principalmente a
factores ambientales presentes durante la cosecha y almacenamiento que no son
constantes y permite un crecimiento significativo de hongos, de la misma manera se ha
visto que en mani sin cascara presenta mayores tazas de contaminacion que en mani con
cascara, este hecho es justificado por la manipulacion sin higiene adecuada que tiene el
mani sin cascara (Schneider & Pinheiro, 2007).

En las muestras analizadas de supermercados se obtuvo similares resultados a los
conseguidos en las muestras de bodegas, las muestras contaminadas con aflatoxinas
representaron un 40% del total de las muestras analizadas, la concentracion de aflatoxina
B, supero los limites permisibles por la Unién Europea sus valores oscilaron entre: [2,23>
Mg Bl < 12,95], a pesar que los niveles no son tan altos como los obtenidos en bodegas,
superan los limites permisibles. Similar al estudio desarrollado por Pereira (2005), las
muestras de mani de supermercados frente a las muestras obtenidas en bodegas
presentaron diferencias significativas en los niveles de contaminacion debido a la
manipulacién que tiene el alimento en cada uno de los sitios mencionados.

Las aflatoxinas B;, B, se ajustan a un modelo exponencial, mientras que G; y G, no se
ajustan a ninglin modelo ya que sus valores son en su mayoria nulos y no representan
ningun intervalo a evaluar (Bardn et al 2012). Sin duda la concentracion de aflatoxina B,
presenta nieveles medios que pasan los limites permisibles, resultados similares han sido
reportados en América Latina, Rocha (2008) reafirma que estos resultados de
contaminaciones heterogeneas y elevadas son frecuentemente monitoreados en mani
debido a las practicas inadecuadas en agricultura y almacenamiento.

La presente investigaciéon aporta a la sanidad e inocuidad alimentaria del Pais ya que los
resultados obtenidos demuestran que no se se ejecutan labores agrondmicas idoneas y
no se tiene practicas de higiene aptas durante el proceso y conservacion de los alimentos.
En consecuencia, el control debe ser reforzado, mediante politicas permanentes que se
fundamentan en los adelantos técnicos-cientificos actuales, que tiendan a la vigilancia de
la salud en un intento de reducir la exposicion de la poblacion a estas sustancias, y
también evitar el consumo de estos alimentos, porque la alta exposicion que hoy en dia
tienen los ecuatorianos puede conducir a serios problemas de salud.

CONCLUSIONES

La presencia de aflatoxinas en mani a granel comercializado en la ciudad de Sangolqui en
bodegas y supermercados fue demostrada analiticamente con la utilizacion de columnas
de inmunoafinidad y Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), sefialando que se
registrd niveles por encima de los limites permisibles para aflatoxina B; y aflatoxinas
totales y normalizado por la FAO (15 pg.kg™) y Unién Europea (5-8 pug.kg™).



Se determing alta heterogeneidad en la concentracion de aflatoxinas en muestras de mani
gue se evidenci6 en las repeticiones realizadas de cada sitio muestreado.

La ocurrencia de aflatoxinas en las muestras de mani fue del 70% sin clasificar su origen,
de las cuales el 57% de las muestras presentaron niveles superiores de aflatoxina B; a los
limites permisibles por la Unién Europea para el consumo directo del mani. Las
concentraciones de las aflatoxinas B,, G; y G, cumplieron con los limites de control; sin
embargo, un 42% de las muestras que presentaron contaminacion de aflatoxinas
superaron el limite permisible por la FAO para aflatoxinas totales.

Se constaté la presencia de los géneros de hongos de almacenamiento: Aspergillus,
Penicillium y Fusarium en las muestras de mani de supermercados y bodegas, su
presencia confirma la falta de precaucion en el manejo de post cosecha lo que favorece a
la proliferacién de los hongos micotoxicos.
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