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Los granos de Hordeum vulgare o Hv (cebada) comercializados en la ciudad de Morelia, Michoacan, México como
alimentos o bebida (cerveza artesanal) de humanos y animales, pueden contaminarse con propagulos de Aspergi-
llus cuando Hv se cultiva mediante el sistema agricola intensivo, basado en la aplicacién de fertilizantes quimicos
y plaguicidas. Los granos de Hv transportados, almacenados y comercializados en condiciones inadecuadas en
Morelia, permiten el crecimiento de géneros y especies de Aspergillus que potencialmente sintetizan micotoxinas
como la ocratoxina A. Los objetivos de esta investigacion fueron i) analizar la densidad de Aspergillus sp en granos
de Hv, comercializado en Morelia, Mich, México, ii) Demostrar la capacidad potencial de Aspergillus aislados de
Hv en agar dextrosa Sabouraud (ADS) para sintetizar ocratoxina A. Por lo cual, granos de Hv colectados en Mo-
relia, Mich, se usaron para determinar la densidad y diversidad especies de Aspergillus. Como la capacidad poten-
cial de la principal especie encontrada: A. fumigatus en ADS para la sintesis de ocratoxina A. Todos los datos
experimentales se analizaron por ANOVA/Tukey. Los resultados indican un relativo alto nimero de propagulos
de A. fumigatus que contaminan los granos de Hv comercializados en Morelia, donde el 67 % de los aislamientos
de A. fumigatus mostraron potencial para sintetizar ocratoxina A en ADS, dado que la composicién quimica del
ADS suplié la demanda nutricional de A. fumigatus. Se concluye que existe un evidente riesgo para los humanos
y animales que consumen cebada contaminada por A. fumigatus que potencialmente generan ocratoxina A, por lo
que se requiere atencidn sanitaria en el manejo y comercializacion de Hv en la ciudad de Morelia.
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The grains of Hordeum vulgare or Hv (barley) marketed in the city of Morelia, Michoacan, Mexico as food or
beverage (craft beer) for humans and animals, can be contaminated with propagules of Aspergillus. When Hv is
grown through an intensive agricultural system, based on the application of chemical fertilizers and pesticides. The
Hv grains transported, stored and marketed under inappropriate conditions in Morelia, allow the growth of Asper-
gillus genera and species that potentially synthesize mycotoxins such as ochratoxin A. The objectives of this re-
search were i) to analyze the density of Aspergillus in grains of Hv, commercialized in Morelia, Mich, Mexico, ii)
Demonstrate the potential capacity of A. fumigatus isolated from Hv in Sabouraud dextrose agar (SDA) to synthe-
size ochratoxin A. Therefore, Hv grains collected in Morelia, Mich was used to determine the density and diversity
of Aspergillus species. As the potential capacity of the main species isolated: A. fumigatus in SDA for the synthesis
of ochratoxin A was analyzed without no problem since chemical composition of SDA was enough for nutritional
demand for A. fumigatus. All experimental data were analyzed by ANOVA/Tukey. The results indicate a relatively
high number of propagules of A. fumigatus that contaminate the grains of Hv commercialized in Morelia, where
67 % of the isolates of A. fumigatus showed the potential to synthesize ochratoxin A in SDA. It is concluded that
there is an evident risk for humans and animals that consume barley (Hv) contaminated by A. fumigatus that po-
tentially generate ochratoxin A, for which health care is required in the handling and commercialization of Hv, in
Morelia City.
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Introduccion

En México, el cereal Hordeum vulgare o Hv (cebada)
es de los mas consumidos por humanos y animales?,
se cultiva mediante un sistema agricola de produc-
cion intensiva con aplicacion de plaguicidas y fertili-
zantes quimicos?, que en el suelo inducen la prolife-
racion de propagulos de hongos mitosporicos, lo que
provoca gue los granos de Hv se contaminen por gé-
neros y especies fungicas de Aspergillus, Penicillium
y Fusarium, con capacidad genética de sintetizar
aflatoxinas (micotoxinas): que son metabolitos se-
cundarios, generados cuando las condiciones am-
bientales de transporte, almacenamiento y/o de co-
mercializacion, tales como la humedad cuando su-
pera el 50 % y la temperatura tiene intervalos de 20-
33 °C o0 mayores? las que permiten posteriormente el
crecimiento de estos géneros fungicos, que sintetizan
una amplia diversidad de micotoxinas del tipo: fumo-
nisinas, tricotecenos, zearalenona y la ocratoxina A
(OTA) en los granos?, estos hongos v la sintesis de
OTA pueden ser detectadas en medios de cultivo ar-
tificiales como el agar dextrosa Sabouraud (ADS).
Este hecho es importante, pues los granos de Hv son
utilizados en la alimentacion de humanos y anima-
les®, en especifico cuando se comercializan en zonas
urbanas como la ciudad de Morelia, Mich, México.
Las micotoxinas producidas por hongos en los granos
de Hv son un riesgo de salud pablica y animal ya que,
al ingresar por la via oral en funcion de la dosis con-
sumida, pueden causar desde una intoxicacion aguda
hasta crénica, e incluso ciertos tipos de cancer y/o la
muerte. Por lo anterior los objetivos de esta investi-
gacion fueron en: i) analizar la densidad de propagu-
los de Aspergillus fumigatus de granos de H. vulgare
(Hv) comercializados en la ciudad de Morelia, Mi-
choacan, México ii) demostrar la capacidad potencial
de A. fumigatus en la generacion de ocratoxina A en
ADS.
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Materiales y métodos

La cebada (Hv) asi como el Humulus lupulus (lGpulo)
o0 HI para la cereza artesana se colectaron de almace-
nes de granos de Morelia, Mich, México. Las zonas
se seleccionaron en las direcciones cardinales con-
vencionales: norte (N), este (E), oeste (O), sur (S) y
centro (C), cada muestra de 1 kg se etiquetd como N-
Hv, E-Hv, O-Hv, S-Hv y C-Hv. Los granos se trans-
portaron al laboratorio a 12 °C en bolsas de plastico
estériles. El conteo y aislamiento de Aspergillus, se
realiz6 por método de cuento viable en placa segun
Pitt & Hocking?. Para ello, se suspendi6 1 g de granos
de Hv o de HI en 9.0 mL de solucién salina (NaCl) al
0.85 %, plus 0.01 g de detergente comercial la Coro-
naMR ajustado a pH a 6.5, cada tubo se agito/30 min
en un Vortex, después la solucion salina plus deter-
gente con los granos de Hv o HI se diluyé hasta 107,
cada dilucion se sembré en ADS con la siguiente
composicién quimica (g/L): 25.0 de glucosa, 10.0 de
peptona, 1.0 de extracto de levadura, 18.0 agar ajus-
tado a pH de 5.6 para inhibir el crecimiento bacte-
riano de los granos. Las cajas ADS se incubaron a
28-30 °C/3-5 dias, la técnica de cuenta viable en
placa, se realizo por triplicado y el conteo de las co-
lonias de Aspergillus se expreso por el promedio de
unidades formadoras de propagulos por gramo de Hv
0 HI (UFP/g de grano). Las colonias representativas
de Aspergillus de cada placa se aislaron y conserva-
ron en suelo estéril a 4 °C, para la determinacion de
la capacidad potencial de sintesis de OTA en ADS
bajo la presuncién de que la composicién quimica se-
ria suficiente no solo para el aislamiento de los hon-
gos sino también para la demostracion de la sintesis
de la OTA como evidencia de que estos hongos tie-
nen la capacidad genética de expresar esta propiedad
en el ADS, y a la vez permite la identificacion de las
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especies de acuerdo a caracteristicas reproductivas
del género y PCR relacionadas con A. fumigatus®. La
sintesis de OTA por A. fumigatus se detectd cualita-
tivamente por una lampara UV en el ADS, lo que se
usé para la extraccion de esta toxina a partir de 2.5 g
del ADS del sitio de liberacion de la OTA por A. fu-
migatus. Esta OTA se extrajo por el método Soxhlet
con éter dietilico como disolvente a 37 °C, entonces
la toxina separada se colocé en tubos Eppendorf, se
cubrié con papel de aluminio y conservo a 0 °C en
congelador, mientras para determinar la concentra-
cion de la OTA, se prepararon soluciones estandar de

OTA (> 98 %, Sigma-Aldrich) en etanol para obtener
la curva de calibracién en un espectrofotometro (VE-
5000), a 350 nm#*81 |os datos experimentales se
analizaron mediante ANOVA/Tukey a = 0.05 y el
software Stat Graphics Centurion-.

Resultados

El principal género y especie de hongo detectado en
los granos de Hv o HI de acuerdo con las estructuras
reproductivas y genéticas, fue: A. fumigatus, con po-
tencial de sintesis de OTA en ADS.

Tabla 1 Densidad de propégulos de Aspergillus fumigatus detectados en granos de Hordeum vulgare o
Humulus lupulus comercializados en Morelia, Michoacan, México y la concentracion de ocratoxina
A sintetizada en agar dextrosa Sabouraud

Comercializadoras de gra-

i 0,
nos! segn los puntos cardi- Por ciento (%) de

Densidad de los propagulos
de A. fumigatus x 10° UFP/g

Concentracion de OTA (ppm)/aislados de
H. vulgare (izquierda) y Humulus lupulus

nales de Morelia, Mich A. fumigatus de H. vulgare (ultima dergz?(?r)ozgrsgbgigggtus en agar

Control absoluto

(agua destilada estéril) 0 o’ 0! 0 ti
Norte 5° 49° 21° 21°
Este 18° 1562 712 51e
Sur 452 2052 032 45 3
Centro 10° 135% 18° 18°
Oeste 22° 1672 472 942

*Equivalente al kg de granos de H. vulgare *valores con letras distintas indican diferencia estadistica de acuerdo con ANOVA/Tukey (P<0.05)

En la Tabla 1 se muestra que independientemente de
la zona de venta de Hv en los 5 puntos cardinales:
norte (N), sur (S), este (E), oeste (O), y centro (C) de
la ciudad de Morelia, Mich, México. Todos los gra-
nos de Hv y HI analizados estaban contaminados por
propagulos de A. fumigatus, el porcentaje detectado
en los granos de Hv con la mayor densidad de propa-
gulos fue el comercio del S-Hv con 205 UFP/g de ce-
bada, la menor en los granos en un comercio del norte
(N-Hv) con 49 UFP/g de cebada. En esta Tabla tam-
bién se indica la concentracion de la OTA sintetizada
por A. fumigatus en el ADS, en donde la concentra-
cion de 93 ppm fue el valor més alto que se detecto
en un aislado de A. fumigatus proveniente de granos

de un comercio del sur (S-Hv) de la ciudad de More-
lia, este valor de concentracién tuvo una correlacién
directa con la mayor densidad de propégulos de A.
fumigatus en los granos de Hv, mientras que la menor
concentracion fue de 21 ppm en los granos prove-
nientes del N-Hv. No obstante, a pesar de una alta
densidad de propégulos de A. fumigatus en los granos
analizados de la zona centro (C-Hv) y del oeste (O-
Hv) de la ciudad de Morelia, se detect6 una baja con-
centracion de OTA por los aislados de A. fumigatus
cultivados en ADS: con 18 ppm proveniente del cen-
tro (C-Hv) y relativamente menor en A. fumigatus re-
cuperados del oeste (O-Hv) con 47 ppm.
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En la Figura 1 se muestra la fluorescencia a la OTA,
liberada por un aislado de A. fumigatus crecido en el
ADS, que se recuperd de los granos de Hv y HI co-
mercializados en la ciudad de Morelia, crecido en
ADS, un medio de cultivo que contiene la composi-
cién quimica suficiente para que cualquier hongo que
genéticamente sintetice la OTA sin problema para
gue sea posible no solo establecer que la formo sino
también lo haga en una concentracion suficiente para
cuantificarla®1?,

Figure 1 Deteccion por luz ultravioleta (sefialado por
las fechas rojas) de la presencia de la ocratoxina A en
agar dextrosa Sabouraud por Aspergillus fumigatus
aislado de granos de Hordeum vulgare
comercializados en Morelia, Michoacan, México

Con base en una de las principales propiedades qui-
micas de la OTA, que se observé en el ADS donde
crecié A. fumigatus, mediante la ldmpara de luz UV
indicado por las flechas rojas, de ahi se extrajo y pu-
rifico la OTA, para establecer que independiente del
origen de los granos comercializados en los diferen-
tes sitios de la ciudad de Morelia, Mich, cada aislado
de A. fumigatus mostro la capacidad potencial de sin-
tesis de la OTALlen el ADS. A pesar de no encon-
trar una relacion directa con la densidad de los pro-
pagulos de A. fumigatus recuperados en cada sitio de
comercializacién de la Hv y HI en la ciudad de Mo-

relia.
19

Discusién

Las diferencias en la densidad de propagulos de A.
fumigatus en los granos de Hv de los distintos sitios
de comercializacion de la ciudad de Morelia, Mich,
sugieren que tales diferencias tuvieron relacion con
las condiciones ambientales de manejo en los sitios
de siembra y cosecha asi como: la humedad, la tem-
peratura estacion del afio de cosecha, del transporte
de la Hv desde el sitio de cosecha a la ciudad, del al-
macenamiento y en especial de la comercializacion
del grano de Hv en la ciudad de Morelia, Mich?-/811
Condiciones ambientales que favorecieron la conta-
minacion y existencia de géneros y especies de hon-
gos que sintetizan la OTA, como: Penicillium verru-
cosum2, Asi como la existencia de especies de As-
pergillus diferentes A fumigatus en ADS como: A.
ochraceus, A. alliaceus, A. carbonarius, A. nigery A.
melleus!®L3, La literatura reporta la contaminacion de
productos agricolas en almacén o venta por hongos
que tienen la capacidad de sintetizar OTA en una am-
plia variedad como: café, jugo de uva, especias, Vi-
nos, cerveza, asi como la leche y derivados origen
animal*18, En ese sentido la diferencia en la capaci-
dad de sintesis de la OTA en el ADS de cada aislado
de A. fumigatus recuperados de los diferentes sitios
de comercializacion en la ciudad de Morelia, Mich,
probablemente se deba al origen geografico de cada
A. fumigatus?21316, En contraste con otras investiga-
ciones que reportan la existencia de otros géneros y
especies de hongos que sintetizan OTA en medio de
cultivo artificial similar al ADS, con valores relativa-
mente bajos Yy altos desde 0.01 hasta 234 ppmi41&-20,
Esas diferencias en la concentracion de la produccion
de OTA en ADS por hongos que contaminan granos
como los de Hv, o en HI desde la zona de cultivo agri-
cola hasta la comercializacion en la ciudad?222,
Apoyan que sea posible la variabilidad genética en
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los aislados de A. fumigatus provenientes de las dis-
tintas regiones de produccion de Hv dentro y fuera el
estado de Michoacan, México, que tienen climas y
niveles de humedad suficientes que permiten una alta
densidad de propagulos de hongos que sintetizan
OTAZ-2 debido al sistema de produccion intensivo
con elevadas dosis de fertilizantes quimicos y de pla-
guicidas?, los cuales inducen el crecimiento de gé-
neros y especies de hongos que genéticamente tienen
capacidad de sintetizar micotoxinas del tipo de la
OTAZZ, Al respecto se reporta que aproximada-
mente el 25 % de los cereales que se distribuyen y
consumen en el mundo estan contaminados por pro-
pagulos de hongos que sintetizan diversas clases de
micotoxinas222, En consecuencia, cuando granos de
cereales del tipo de Hv, o en HI se contaminan por
propagulos de hongos con el potencial genético de
sintetizar micotoxinas resultado de las condiciones
inadecuadas de manejo de esos granos?, que luego
se emplean en la elaboracion de alimentos y bebidas
como la cerveza artesanal que son consumidos por
humanos?:. El consumo de estos alimentos que con-
tiene micotoxinas dependientes de la dosis de inge-
rida, provoca diversos dafios en la salud humana o
animal que ser desde la intoxicacion leve hasta la
muerte?:2, En especifico la OTA por A. fumigatus
puede ser carcinogénica (teratogénica), hepatotoxica,
nefrotoxica e inmunosupresoraZ®.Por lo anterior se
concluye que los propégulos de A. fumigatus detec-
tados los granos de Hv, y del HI que se comercializan
en la ciudad de Morelia, Mich, requieren la vigilancia
de las autoridades correspondientes, para que el sis-
tema de produccion agricola de este cereal, del
tiempo de cosecha, del transporte y de la comerciali-
zacion eviten riesgos para la salud humana y animal
causados por el consumo de OTA generados por los
hongos que contaminan este grano®.
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