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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos
producidos por ciertas especies de hongos filamentosos
que producen sindromes llamados micotoxicosis, los
cuales en casos extremos pueden llevar a la muerte,
y que pueden contaminar los alimentos en todas
las etapas de la cadena productiva, por lo cual su
manejo se hace extremadamente dificil. Se considera
un problema de salud publica global, sobre todo en
poblaciones vulnerables como los bebés. Por esta razon
se han establecido valores maximos de micotoxinas
permisibles en alimentos a través de legislaciones
internacionales. Paraguay no cuenta con legislaciones
ni datos referentes a la presencia de micotoxinas en
alimentos para bebé, por lo cual el objetivo de este
trabajo fue determinar la presencia de micotoxinas en
alimentos comerciales a base de cereales para bebe
y estimar su riesgo de ingesta. Se cuantificaron las
micotoxinas mediante el test de ELISA y se evalu6 el
riesgo de ingesta. Se detect6 la presencia de aflatoxinas
en 1,6% de las muestras analizadas superando el valor
establecido por las legislaciones internacionales como
la europea, con una concentraciéon de (1,33 pg/kg). La
estimacion del riesgo supera el valor recomendado
para las aflatoxinas.

Palabras clave: aflatoxinas, inocuidad alimentaria,
Paraguay, salud.
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ABSTRACT

Mycotoxins are toxic secondary metabolites
produced by certain species of filamentous fungi
that produce syndromes called mycotoxicosis,
which in extreme cases can lead to death, and which
can contaminate food at all stages of the production
chain, making them extremely difficult to manage.
They are considered a global public health problem,
especially in vulnerable populations such as infants.
For this reason, maximum permissible values for
mycotoxins in food have been established through
international legislation. Paraguay does not have
legislation or data concerning the presence of
mycotoxins in baby food. Therefore, the objective
of this work was to determine the presence of
mycotoxins in commercial cereal-based baby foods
and to estimate of their intake risk. Mycotoxins were
quantified by the ELISA test and the intake risk was
evaluated. The presence of aflatoxins was detected
in 1.6% of the analyzed samples, exceeding the
value established by international legislations, with
a concentration of 1,33 pg/kg) like European Union.
The risk estimate exceeds the recommended value
for aflatoxins.

Keywords: aflatoxins, food safety, Paraguay, health.
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son parte del metabolismo
secundario de varias especies de hongos filamentosos
que crecen de manera frecuente en alimentos.
Tienen efectos toxicos en la salud humana, y pueden
provocar sindromes 1lamados micotoxicosis (Maresca
2013). Son capaces de contaminar una gran cantidad
de matrices alimentarias en cualquier eslabon de la
cadena agroalimentaria, desde el campo, incluyendo a
laindustria hasta el anaquel, y es este hecho el que hace
el manejo del riesgo que representan extremadamente
complejo (Kumar et al. 2017). Los sintomas asociados
a las micotoxicosis varian dependiendo del tipo de
toxina, la cantidad ingerida, el periodo de exposicion,
la edad, estado de salud de los consumidores, entre
otros factores. Por este motivo, se han establecido
limites de ingesta diaria tolerable (IDT) de las
diferentes micotoxinas reportadas hasta la actualidad
(WHO 2019). Debido a esto se considera que las
micotoxinas representan un problema de salud publica
global, en particular para poblaciones vulnerables
como los bebés y nifios (Lombard 2014, Giorni et
al. 2011, Gummadidala et al. 2019). Cereales, frutas,
entre otros productos son altamente susceptibles a la
contaminacion con micotoxinas, en especial en paises
tropicales como Paraguay, donde las condiciones
ambientales (humedad y temperatura) favorecen
el crecimiento de los hongos micotoxigénicos. Se
deben extremar los cuidados a lo largo del proceso
de fabricacion y vida de anaquel de estos productos,
ya que el manejo inadecuado podria incrementar las
posibilidades de contaminacion (Aidoo et al. 2011,
Kannan 2016). A pesar de la gran cantidad de estudios
sobre la presencia de micotoxinas en diferentes
matrices de alimentos (Vaclavik et al. 2010, Karaca
et al. 2010, Soleimany et al. 2012, Van de Perre et
al. 2014, Ashiq 2015, Yang et al. 2014, Alshannaq
y Yu 2017, Matumba et al. 2017), pocos estudios
se han enfocado en la presencia de micotoxinas
en alimentos infantiles; y en ellos se indica que las
micotoxinas mas comunes en estos productos son las
aflatoxinas (AF), ocratoxina A(OTA), y tricotecenos
(Baydar et al. 2007, Bakker et al. 2009, Al-Taher et
al. 2017, Bogalho et al. 2018, Alamu et al. 2018).
Las AF son derivadas de las difuranocumarinas. Las
intoxicaciones por AF pueden ser directas por ingestion,
o indirectas a través de sus metabolitos derivados. Son
clasificadas como carcinogénicas en humanos por el
IARC, y pueden contaminar diferentes tipos de sustratos
alimenticios que incluyen a cereales, oleaginosas, y sus
derivados (Kumar et al. 2017, Coppock y Christian
2007, IARC 1993).

En bebés el efecto de las AF se ha relacionado a varios
problemas que incluyen retraso en el crecimiento

infantil, aunque con reportes contradictorios (Chen et
al. 2018, Mitchell et al. 2017, 2017); incremento de la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Turner et
al. 2000), cirrosis (Amla et al. 1971); reduccién de la
eficiencia de la inmunizacion (Hendrickse 1997, Raiola
et al. 2015). La exposicion a las AF incrementa la
probabilidad de desarrollar enfermedad de Kwassiorkor
en ninos (Khlangwiset ef al. 2011). OTA es un derivado
de la fenilalanina y ha sido reportada en diversos
sustratos que incluyen cereales, frutas y sus derivados
(Bezerrada Rocha et al. 2014). Actualmente el IARC la
clasifica como posible carcinégeno en humanos (IARC
1993). OTA se ha relacionado con diversos desérdenes
y enfermedades del sistema urinario como nefropatias
y tumores, incluyendo a nifios pequeiios (Heussner y
Bingle 2015, Zhu et al. 2017, Raiola et al. 2015, Skaug
1999). Se ha detectado la presencia de OTA en orina,
riflones, sangre y leche humana (Malir et al. 2016).
Dentro de las micotoxinas producidas por Fusarium
se encuentran los tricotecenos de los tipos Ay B, la
toxina T-2, el deoxinivalenol (DON), las fumonisinas
(FUM) y la zearalenona (ZEA). Los tricotecenos son
un grupo de sesquiterpenoides reportados en cereales y
derivados (Pinotti et al. 2016, Escriva et al. 2015, Zain
2011). Los tricotecenos del tipo A y B son clasificados
como no carcinogénicos por el IARC (IARC 1993).

Los tricotecenos del tipo A, que incluyen a la toxina
T-2, se han relacionado con necrosis del tejido
mieloide de los o6rganos viscerales (Piacentini et al.
2019). Los tricotecenos del tipo B, que incluyen al
DON, son hepatotoxicos, y poseen efectos sobre el
sistema inmune y gastrointestinal (Escriva et al.
2015, Zain 2011, McCormick et al. 2011, Pestka
2007, Pestka et al. 2004). En nifios, el DON se ha
relacionado a problemas gastrointestinales, vomito
y calambres estomacales (Raiola et al 2015,
Pestka et al. 2004). Las FUM son clasificadas por
el TARC como probablemente carcindgenas en
humanos (IARC 1993). Estas micotoxinas poseen
efectos nefrotoxicos y hepatotoxicos (Marroquin-
Cardona et al. 2014, IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans 2002).
En nifios y bebés se han relacionado a retraso en
el crecimiento (Chen et al. 2018, Kimanya et al.
2010). La ZEA esta clasificada por el IARC como
probable carcindgeno en humanos (IARC 1993). Se
ha relacionado con problemas asociados al sistema
endocrino, posee efectos estrogénicos, pero el mayor
efecto se presenta en el sistema reproductivo, ya que
produce hiperestrogenismo. Afecta el crecimiento y
desarrollo, causando un adelantamiento de la pubertad,
crecimiento del pecho entre otros efectos (Kuiper-
Goodman 1991, Sherif et al. 2009). Debido a los
efectos de las micotoxinas en la salud humana, se han
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establecido regulaciones sobre los niveles maximos
permitidos en las materias primas alimenticias y
sus derivados, sin embargo Paraguay no cuenta con
regulaciones sobre la presencia de estos compuestos
en alimentos infantiles. Establecer legislaciones
que protejan a los bebés es de extrema importancia
debido a que se consideran una poblacion vulnerable
debido a la relacion entre su peso e ingesta y su dieta
restringida (Sherif et al. 2009, IARC 2015) y a que su
sistema inmune no se encuentra aun completamente
desarrollado  (Schwartz  2004). Otro aspecto
importante a considerar es que los nifios de un afio son
especialmente vulnerables debido a que su actividad
enzimatica, y por ende la habilidad de degradar
estos compuestos, es menor (Raiola et al. 2015).
Considerando los riesgos que representan a la salud
humana, sobre todo de los bebés, el objetivo de este
trabajo fue determinar la prevalencia, concentracion
y estimacion de la ingesta de AF, OTA, FUM, DON,
toxina T-2 y ZEA en alimentos comerciales a base
de cereales para bebé en el Area Metropolitana a la
ciudad de Asuncidn, Paraguay. Esta region cuenta con
una poblacién aproximada de 1.200.000 habitantes
y constituye una de las areas mas pobladas del pais
(DGEEC 2015).

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras

Las muestras se adquirieron durante el mes de enero
de 2018 de supermercados y farmacias de las ciudades
de Asuncién, San Lorenzo, Luque, Fernando de la
Mora y Mariano Roque Alonso siguiendo el método
de muestreo no probabilistico. Se analizaron sesenta
y dos muestras de cereales para lactantes de dos
diferentes fabricantes: Cereal a base de arroz (n=11),
5 cereales (n=10), multicereal con ciruela (n=10),
cereal con trigo y fruta (n=10), cereal con trigo y leche
(n=10) y cereal con trigo y miel (n=10). Cada paquete
fue considerado una unidad de analisis (Tabla 1).

Producto Numero de cereales
Cereal con arroz 11
5 Cereales 11
Multi cereal con ciruela 10
Cereal de trigo y frutas 10
Cereal de trigo y leche 10
Cereal de trigo y miel 10
Total de muestras 62

Extraccion y cuantificacion de micotoxinas

La extraccion de micotoxinas se realizdo de acuerdo
con las instrucciones del fabricante para cada
micotoxina especifica.

DON

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente se
agregaron 100 mL de agua destilada. El matraz se
agitod vigorosamente por 3 minutos y la solucion fue
filtrada a través de un filtro de papel Whatman #1. El
filtrado fue colectado y el pH ajustado a 7. El filtrado
se diluy6 en una proporcion 1:4 con agua destilada.

OTA

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente
se agregaron 100 mL de 70/30 (v/v) etanol/agua
destilada. El matraz se agitdé vigorosamente por 3
minutos y la solucion fue filtrada a través de un filtro
de papel Whatman #1. El filtrado fue colectado.

Toxina T-2

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente
se agregaron 100 mL de 70/30 (v/v) etanol/agua
destilada. El matraz se agitd vigorosamente por 3
minutos y la solucion fue filtrada a través de un filtro
de papel Whatman #1. El filtrado fue colectado y el pH
ajustado a 7. El filtrado se diluy6 en una proporcion
1:10 con agua destilada.

ZEA

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente
se agregaron 100 mL de 70/30 (v/v) etanol/agua
destilada. El matraz se agit6 vigorosamente por 3
minutos y la solucion fue filtrada a través de un filtro
de papel Whatman #1. El filtrado fue colectado y el pH
ajustado a 7. El filtrado se diluyd en una proporcion
1:5 con 70% de metanol.

FUM

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente
se agregaron 100 mL de 70/30 (v/v) etanol agua
destilada. El matraz se agit6 vigorosamente por 3
minutos y la solucion fue filtrada a través de un filtro
de papel Whatman #1. El filtrado fue colectado y el pH
ajustado a 7. El filtrado se diluy6 en una proporcion
1:20 con 70% de agua destilada.

AF

Se pesaron 20 g de la muestra de cereal y fueron
colocados en un matraz limpio; posteriormente
se agregaron 100 mL de 70/30 (v/v) etanol/agua
destilada. El matraz se agitdé vigorosamente por 3
minutos y la solucion fue filtrada a través de un filtro
de papel Whatman #1. El filtrado fue colectado.
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La cuantificacion de micotoxinas se realizo utilizando
los kits AgraQuant® ELISA Aflatoxin 4-40 ppb
(Romer Labs 2019); AgraQuant® ELISA DON
250-5000 ppb(Romer Labs 2019); AgraQuant®
ELISA Ochratoxin A 2 - 40 ppb(Romer Labs 2019);
AgraQuant® ELISA T-2 Toxin 2 - 500 ppb (Romer
Labs 2019); AgraQuant® ELISA Fumonisin 0,25 - 5
ppm (Romer Labs 2019); AgraQuant® Zearalenone
40 - 1000 ppb (Romer Labs 2019).

Analisis estadistico

Para el andlisis se consideraron solo las muestras
positivas. Se utilizo el programa R, version 3.5.1(R
Core Team 2018). El analisis de varianza (ANOVA)
se realiz6 utilizando un modelo lineal general en el
paquete de estadisticas para la concentracion variable
de micotoxinas. Se realizaron ANOVA por separado
para cada variable dependiente (concentracion de
micotoxinas, estimacion de t) evaluando las variables
independientes correspondientes (marcas, edad, tipo de
alimento, etc.). La prueba de diferencia honestamente
significativa de Tukey se utiliz para la separacion
media entre tratamientos (a = 0,05). Los paquetes R
utilizados en los analisis incluyeron: “estadisticas”,
“goploT-2"y “verso ordenado (Wickham 2009).

Estimacion de la ingesta diaria de micotoxinas

Se considerd la siguiente formula (Gummadidala
et al. 2019, Bol et al. 2016, Piacentini et al. 2015,
Adetunji et al. 2017):

EDI= (uxC x Cc)/Bw

EDI= estimacion de la ingesta diaria de micotoxinas
en microgramos por kilogramo de peso corporal por
dia.

pxC: medida de la concentracién de la micotoxina
estudiada (AF, OT, DON, FUM, ZEA pg/kg)

Cc: cantidad de ingesta diaria (kg/dia)

Bw: media del peso corporal de la poblacion estudiada
(kg).

Se consider6 una poblacion de 6 a 12 meses de edad.
7,5 kg para nifias de 0 a 6 meses y 8 kg para nifos;
9 kg para nifios de 6 a 12 meses y 9,5 kg para nifios
(Adetunji et al. 2017).

Se consideré un consumo de 80 g de cereales por
dia para bebés de 6 meses en adelante (Herrera et al.
2019).

RESULTADOS Y DISCUSION
Presencia de micotoxinas en cereales para bebé

Del total de todas las muestras analizadas solo un
1,6% (muestra a base de cereal de arroz) resulto
positiva para AF con una concentracion de 1,3 pg/
kg (EC 2006). No fue detectada la presencia de OTA,
FUM, DON, toxina T-2 y ZEA con la metodologia
utilizada en este trabajo.

Estimacion de la ingesta diaria de micotoxinas

EDI Aflatoxinas

Nifio

Nifa

0,002 0,004 0,006

0,008

0,01 0,012 0,014 0,016

12 meses M6 meses

Figura 1. EDI de AF asociado al consumo de cereal a base de arroz para nifios y nifias de 6 a 12 meses

de edad.

La EDI es mayor para las nifias que para los nifios, y
mayor para las niflas de 6 meses al compararlas con
las de 12 meses. Tanto en niflas como en nifios, la
EDI para las AF es superior a la IDT recomendada de
0,013105 ng/kg de peso corporal/por dia (Figura 1)
(Sirot et al. 2013, JEFCA 1998).

En este estudio se detectd la presencia de AF en
cereales a base de arroz. Es de suma importancia
considerar que los nifios son tres veces mas sensibles

a la contaminacion con micotoxinas que los
adultos(Cristina et al. 2014).
Desafortunadamente las contaminaciones con
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micotoxinas son cada vez mas frecuentes,
especialmente en paises tropicales, donde Ias
condiciones ambientales favorecen el crecimiento y
desarrollo de los hongos productores de micotoxinas,
por tanto es crucial el monitoreo de la presencia de
micotoxinas en alimentos (Ware et al. 2016, Arrua et
al. 2019).

En 2018, un estudio realizado con 50 productos a
base de cereales para bebe determino que el 72% se
encontraba contaminado con AF y el 96% excedia el
limite maximo permitido por la Unién Europea de 1
ug/kg (Blankson y Ofosu 2018).

En nuestro estudio, s6lo un tipo de producto presentd
contaminacion con AF: el cereal a base de arroz.
Trabajos previos han demostrado que las AF son
las micotoxinas presentes con mayor frecuencia y
mayores concentraciones en cereales a base de arroz
y maiz. En Irdn, AF fue detectada en 90% de los
cereales a base de arroz (Mottaghianpour et al. 2017).

Mediante la técnica de HPLC analizando 60 muestras
de alimentos comerciales infantiles, Herrera y
colaboradores, en 2019, determinaron que el 20% de
las muestras presentaron contaminacion con AF; si
se consideran las estrictas regulaciones de la Union
Europea este valor es alto. Estos autores mencionan
que las AF presentaron concentraciones mas altas
en productos a base de arroz y maiz (Herrera et al.
2019).

En 2011, se verificaron alimentos para bebé
comercializados en el Norte de Africa en funcién a
la contaminacion con hongos y AF, y los resultados
demostraron que 2,4% de las muestras presentaron
contaminacion con AF en niveles de entre 7y 19 pg/
kg (Lombard 2014), los cuales fueron superiores al
valor del,33 pg/kg determinado en Paraguay. El PDI
obtenido por estos autores fue de 1,9pg/kg, superior
al obtenido en Paraguay, sin embargo, en ambos casos
se supera el valor de IDT recomendado de 0,013 x
105 ng/kg/peso corporal /dia para las AF(Sirot et al.
2013, JEFCA 1998).

En ninos, los efectos de las AF se han relacionado
a problemas del sistema inmune, incremento
de la susceptibilidad a infecciones, fallos en la
inmunizacion, infecciones respiratorias, problemas de
crecimiento y lesiones del higado(Sherif et al. 2009).

Las AF son carcinogenas para humanos, por tanto se
asume que no existe en realidad una cantidad minima
recomendable a ser ingerida y por tanto IDT que
pueda ser establecida (Herrera et al. 2019).

Sin embargo, evitar la ingesta puede no ser posible
con carcinogenos de origen natural, como las

aflatoxinas que pueden estar muy extendidas en
muchos alimentos. Por lo tanto, es deseable reducir
la exposicion a carcindgenos a un nivel tan bajo como
sea razonablemente posible (principio ALARA)
(Strauss y Kaste 2006), al tiempo que reconoce que
“la exposicion cero es imposible”. El monitoreo del
contenido de esta toxina en los alimentos, por lo tanto,
debe tener alta prioridad. En Paraguay no existen
estadisticas sobre el consumo de cereales infantiles
comercialesoenfermedadesdirectamenterelacionadas
con el consumo de AF. Esta falta de datos dificulta la
correlacion de la contaminacion de los alimentos con
las consecuencias para la salud. Teniendo en cuenta
las numerosas enfermedades graves relacionadas con
la contaminacién de los alimentos con AF, como el
cancer, es crucial garantizar medidas de seguridad
alimentaria, especialmente para los bebés.

Los resultados de este estudio proveen evidencia
acerca de la presencia y exposicion al riesgo de AF en
cereales comerciales para bebé que se comercializan
en Paraguay. Nuestros resultados destacan lanecesidad
de que los productores y las industrias apliquen
medidas que prevengan y reduzcan la contaminacion
por micotoxinas de las materias primas utilizadas en
la produccion de alimentos infantiles con medidas
para controlar los niveles de micotoxinas a través de
sus procedimientos HACCP (Analisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control) para prevenir y reducir la
contaminacion de las materias primas utilizadas para
la fabricacion de alimentos para bebés y lactantes.

El estudio de las diferentes cadenas de produccion
relacionadas con la fabricacion de estos alimentos y
la deteccion de los puntos criticos de en los que puede
ocurrir la contaminacion con micotoxinas y hongos
productores de micotoxinas son cruciales (Pitt et al.
2013).

Otro punto prioritario es el establecimiento de
legislaciones que determinen los niveles maximos de
micotoxinas en alimentos comerciales para bebé, y el
desarrollo de un programa coordinado de vigilancia
y monitoreo que garantice el cumplimiento de las
regulaciones.

CONCLUSIONES

Sedetectd lapresenciade AF enel 1,6% de las muestras
de cereales analizadas, siendo la concentracion de
la micotoxina superior a la recomendada por la
legislacion internacional.

La muestra contaminada con AF fue el cereal a base
de arroz.

La EDI determinada en este estudio supera el valor de
EDI recomendado para AF.
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