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Resumen

La contaminacion de frutas y vegetales por micotoxinas producidas por
hongos del género Alternaria spp., suele ser una causa frecuente
de intoxicacion y de pérdidas econdmicas para productores y el sector
industrial. La exposicion a las toxinas de Alternaria spp., se ha relacionado
con diversos efectos adversos para la salud en personas y animales. Se
ha demostrado que estas micotoxinas tienen capacidad genotdxica,
mutagénica, carcinogénica y citotoxica. Alternaria spp. es uno de los
agentes fungicos mas frecuentes durante la época de maduracion de los
frutos, causando la podredumbre negra. Actualmente sus metabolitos
toxicos son investigados por su alta actividad bioldgica y potencial
toxicogénico. La presente revision bibliogréfica se enfoca en las
caracteristicas generales de estas micotoxinas, los efectos toxicos, asi
como los métodos de analisis y estudios recientes en diversos alimentos
frescos y procesados.

Palabras claves: micotoxinas, Alternaria spp., métodos de analisis,
inocuidad alimentaria.

Abstract

Mycotoxin contamination caused by fungi of the genus Alternaria spp.,
in fruits and vegetables, is usually a major cause of poisoning and econo-
mic losses to producers and the industrial sector. Exposure to the toxins
of Alternaria spp., has been related to the occurrence of adverse health
effects in people and animals; it has been shown to have genotoxic, muta-
genic, carcinogenic and cytotoxic capacity. Alternaria spp. is one of the
most frequent pollutants during the fruit ripening season, causing black
rot; currently, its toxic metabolites are investigated for their high biological
activity and toxicogenic potential. This review shows an update on the
general characteristics of these mycotoxins, the toxic effects, as well as
the methods of analysis and recent studies in various fresh and
processed foods.

Keywords: mycotoxins, Alternaria spp., methods of analysis, food safety.
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Introducciéon

La Alternaria spp., es un género fungico muy
comun, que incluye especies patdgenas
ampliamente distribuidas en el suelo y la
materia organica en descomposicién; se
encuentra ademas, con frecuencia en
semillas, plantas y productos agricolas
(Benavidez Rozo, Patriarca, Cabrera, &
Fernandez Pinto, 2014). Es responsable de
considerables pérdidas econémicas, debido a
que reduce el rendimiento de las cosechas y
produce deterioro en los alimentos durante
su almacenamiento. La presencia de
Alternaria spp. es un problema importante,
principalmente en los tomates; en los que
causa la podredumbre negra (Terminiello &
Fernandez Pinto, 2005). Las micotoxinas, por

/ . .
su parte, son metabolitos secundarios

producidos por hongos filamentosos. La
contaminacién por Alternaria spp. y la
existencia de micotoxinas reduce la calidad
de los alimentos, deteriorando los nutrientes
en estos (Meena, Zehra, Dubey, Aamir, Gupta
& Upadhyay, 2016). Constituye ademas un
factor de riesgo para la salud del consumidor
debido a las propiedades de las micotoxinas
para inducir efectos graves de toxicidad aun
en dosis bajas. Actualmente no hay un limite
legal o de guia para estas micotoxinas en
alimentos, por parte de las autoridades
reguladoras a nivel internacional; sin
embargo, los datos obtenidos en otros paises
dan cuenta de una exposicion frecuente y
prolongada a micotoxinas de Alternaria spp.,
en la dieta humana. Por lo tanto, es necesario
mas investigacion sobre la existencia y
caracterizacion de estas micotoxinas en los
alimentos y sus inherentes riesgos para la
salud humana y animal.

Micotoxinas de Alternaria spp.

Las micotoxinas son potentes toxinas que tienen
un amplio rango de accién en animales y humanos.
En este sentido, las toxinas de Alternaria spp. han
demostrado poseer capacidad genotoxica,
mutagénica, carcinogénica, citotoxica,
inmunosupresora y nefrotéxica (Man, Liang, Li &
Pan, 2016; Krska, Schubert-Ullrich, Molinelli, Sulyok,
MacDonald & Crews, 2008). Actualmente, se
conocen mas de 120 metabolitos secundarios del
género Alternaria spp; una cuarta parte de ellos se
designan como micotoxinas (Brzonkalik, Herrling,
Syldatk, & Neumann, 2011). Debido a la estabilidad
de las micotoxinas, éstas pueden estar presentes
en los alimentos cuando los hongos ya no estan
presentes. Ademas, un hongo puede producir
diferentes micotoxinas y una micotoxina pueden
ser producidas por diferentes  hongos
(Fernandez-Cruz, Mansilla & Tadeo, 2010, p.113).
La produccién de micotoxinas varia con la cepa
fungica, el sustrato, el medio ambiente y las
condiciones de crecimiento, esto incluye factores
como la actividad del agua aw, temperatura, valor
pH y luz. Debido a su contenido de nutrientes, los
alimentos para la nutricién humana y en especial
los que tienen un alto contenido de humedad,
como las frutas, son el medio de cultivo ideal para
los hongos (Rychlik, 2012).

De los cientos de micotoxinas conocidas que
pueden estar presentes en alimentos, sélo un
nidmero muy limitado estd sujeto a
reglamentaciones legales y monitoreo regular; tal
es el caso de las aflatoxinas (AF), fumonisinas (FB),
el deoxinivalenol (DON), la zearalenona (ZEN) y la
ocratoxina A (OTA) que son analizadas con mayor
frecuencia; sin embargo en los ultimos afos han
tomado relevancia las denominadas micotoxinas
"nuevas" o "emergentes” es decir, micotoxinas que
no han recibido tanta atencion cientifica como AF,
FB, DON, ZEN y OTA, dentro de las que se
encuentran las micotoxinas de Alternaria spp.,
(Streit, Schwab, Sulyok, Naehrer, Krska &
Schatzmayr, 2013).

Dentro del género Alternaria spp., la especie
Alternaria alternata es una de las de mayor interés
porque produce varias micotoxinas. El crecimiento
optimo de la A. alternata se da cerca de 25 °C, la aw
minimo para el crecimiento es de 0.88 y el pH
optimo es de 4-5.4 (Ostry, 2008, p.178). Las
condiciones Optimas para la produccién de las
micotoxinas de Alternaria spp.. alternariol,
alternariol monometil éter y acido tenuazdnico
identificadas por Pose, Oatriarca, Kyanko, Pardo,
Fernandez-Pinto (2009), fueron 21°C/0,954 aw,
35°C/0,954 aw y 21 °C/0,982 aw, respectivamente.

Q

Actualidad Educativa Latinoamericana 10 (1), 2019 3




ACEDLAT

La mayoria de las micotoxinas son relativamente
estables al calor dentro del rango de las
temperaturas de Bprocesarniento de alimentos
convencionales (80-121 °C), por lo que se
produce poca o ninguna degradacion en
condiciones normales de coccion, como hervir,
freir, o incluso después de la 9pa;steuriza‘ciéan
(Gleadle, Mortby, Hatch, Burt, 1998). El impacto
de la descomposicion de alimentos producida
por los hongos es grave; se estima que causa una
pérdida del 25% del total de produccion agricola
mundial (Rychlik, 2012), y estimaciones de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) indican que
las pérdidas globales de productos alimenticios
debido a las micotoxinas estan en el rango de
1000 millones de toneladas por ano.

Las frutas y vegetales afectados por Alternaria
spp., presentan regularmente dreas podridas
visibles; sin embargo, las toxinas de Alternaria
spp., se pueden transferir de la parte podrida a los
tejldos circundantes, Por lo tanto, estas toxinas
podrian estar también presente en productos
procesados debido a las limitaciones de los
procédimientos industriales actuales, para
eliminar completamente los tejidos en
descomposicion (Zhao, Shao, Yang & Li, 2015,
p.343; Logriego, Moretti & Solfizzo, 2009). Las
mejoras en la seguridad alimentaria en los paises
desarrollados han eliminado la micotoxicosis
humana aguda, debido al uso de practicas
agricolas "modernas la presencia de
regulaciones legislativas; sin embarqo éstas, aun
ocurren en pafses en desarrollo, debido
principalmente a las condiciones climaticas y de
almacenamiento propicias para el crecimiento de
hongos (Ferndndez-Cruz et al. 2010, p.114);
asi como a la falta de regulaciones en materia de
micotoxinas.

Clasificaciéon y estructura quimica de las
micotoxinas de Alternaria

Las micotoxinas de Alternaria spp., pueden
ser divididas dentro de cinco categorias
dependiendo de su estructura quimica, incluyen
derivados de dibenzopironas, derivados "de
acidos tetramicos, derivados de perilenos, toxinas
AAL (Alternaria Alternata f. sp. Lycopersici)
y estructuras misceldneas:

- Dibenzopironas: AOH, AME y ALT.

- Perileno quinonas: ATX-|, -Ii, -1ll.

- Acidos tetramicos: TeA.

— AAL toxinas: AAL-TA1, AAL-TA2,
AAL-TB1, AAL-TB2.

— Estructuras miscelaneas: TEN.

A

El alternariol (AOH), altenariol monometil éter
(AME), altenueno (ALT), acido tenuazonico (TeA),
altertoxinas [, Il 'y Il (ATX-l, ATX-Il, ATX-Il) y la
tentoxina (TEN) son consideradas como las
micotoxinas de Alternaria mas importantes (Man et
al. 2016; Prelle et al. 2013, p.161).

Fig. 1. Estructura quimica del AGH, AME, ALT, TeA, ATX-l y ATX-II
Toxicologia

El impacto de las micotoxinas en la salud

depende de la concentraciénly la duracién de la
a

exposicion a la toxina, toxicidad del
compuesto, el peso corporal del individuo, la
presencia de otras micotoxinas, factores
ambientales, manejo en campo Yy efectos
dietéticos (Kuiper-Goodman, 2004). La toxicidad
de las micotoxinas de Alternaria spp., ha sido
ampliamente establecida; existe fuerte evidencia
de que el AME y AOH pueden ser mutagénicos
ya que actia como antagonista de la
topoisomerasa; ademas, el AME provoca roturas
de cadena de ADN. Se ha sugerido que el AME y el
AOH en granos podria ser un factor responsable
de la alta incidencia de cancer de eséfago en
humanos en el condado de Linxian, China (Asam,
Konitzer, Schieberle & Rychlik, 2009). La ingesta
de dosis diarias de 10 mg/kg de peso corporal de
TeA en perros, provoco la aparicion de
hemorragias en diversos organos.
En las aves domésticas, dosis de 10 mg/kg en |a
alimentacion, disminuyé tanto la eficiencia
alimenticia como la ganancia de peso e
incremento las hemorragias internas (Brzonkalik
etal. 2011, p.1775; Streit et al. 2013). Ratones gue
consumieron pienso contaminado con TeA
durante 10 meses, desarrollaron alteraciones en
la mucosa esofédgica (cambios precancerosos),
con dosis diaria de 25 mg/kg de peso corporal, lo
que sugiere la posibilidad de que la progresién al
cancer de eséfago puede ocurrir despuées de una
exposicion prolongada (Yekeler, Bitmis, Ozcelik;
Doymaz, & Calta, 2001).
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Ademas, el consumo de sorgo contaminado con TeA, se ha
relacionado con la aparicién de un desorden hematolégico
humano conocido como Onyalai (Brzonkalik et al. 2011, p.1776),
(Bottalico & Logriego, 1998). Entre las toxinas Alternarias, el TeA

es considerado como el que tiene la toxicidad aguda mas alta,
mostrando valores de dosis letal media LD50 de 225 mg/kg
(peso corporal) en ratones y 37.5 mg/kg en polluelos.

El TeA es un fuerte agente quelante con propension
a quelar iones metdlicos en varias sustancias
biolégicamente importantes. Puede quelarse con
calcio, magnesio, cobre y otros metales, y luego de la
quelacion se combina con el centro activo de la
transpeptidasa, por lo que se inhibe la formacién de
enlaces peptidicos de la sintesis de proteina (Carrasco &
Vazquez, 1973; Robeson & Jalal, 1991; Brzonkalik et al.
2011). El TeA es la unica micotoxina Alternaria que se
incluyé en la lista de Registro de Sustancias Quimicas
Toxicas de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos FDA (Ostry, 2008). Las ATX | y Il han
mostrado una considerable citotoxicidad y potencial
mutagénico, siendo la ATX Il al menos 50 veces mas
potente como mutageno que el AOH y el AME (Liu &
Rychlik, 2015),

Estudios previos sobre micotoxinas de Alternaria spp.
Las micotoxinas de Alternaria spp., han sido reportadas
en investigaciones llevadas a cabo con diferentes
alimentos; entre ellos, en tomates (Asam et al. 2011;
Da Motta & Soares, 2000), zanahorias (Solfrizzo, De
Girolamo, Vitti, & Visconti, 2004), jugos de manzanas
(Scott & Kanhere, 2001), olivas (Visconti, Logrieco, &
Bottalico, 1986), cerveza (Siegel, Feist, Proske, Koch, &
Nehls, 2010), entre otros. Noser, Schneider, Rother, &
Schmutz (2011) evaluaron 85 productos de tomate,
consistentes en tomates pelados y picados, sopa y
salsas, purés y concentrados de tomate, ketchup, los
cuales fueron tomados del mercado suizo.
Encontrando que el TeA fue la micotoxina que se
encontraba con mayor frecuencia (81/85 muestras)
y en los niveles més altos de hasta 790 ug/kg. Tomates
y productos de tomate del mercado brasilefio fueron
evaluados por Da Motta & Valente Soares (2001) para
TeA, AOH y AME; encontrando niveles de entre 11
a 4021 pg/kg. Las concentraciones mas altas se
reportaron para las muestras de puré de tomate
(z 1000 pg/kg). Terminiello, Patriarca, Pose &
Fernandez Pinto (2006), encontraron que 39 de 80
muestras de puré de tomate argentino contenian una o
dos de las micotoxinas TeA, AOH o AME. Van de Perre et
al, (2014) colectaron muestras de tomate fresco,
pimientos, cebollas y frutos rojos; en varios mercados
en diferentes paises (Belgica, Espafia, Egipto, Brasil,
India y Sudafrica), para examinarlas en su contenido
AOH, AME, TeA, OTA y fumonisinas (FB1, FB2 y FB3).
Encontrando que los datos de consumo belgas y el
valor medio obtenido (4230 ng/kg peso corporal/dia)
fueron mas altos que el valor umbral de preocupacion
toxicologica (TTC) de 1500 ng/kg peso corporal/dia
establecido por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria EFSA.

Métodos de andlisis para micotoxinas de Alternaria spp.

Muchos de los métodos analiticos utilizados para la
determinacion de metabolitos flingicos, son alin especificos para
una sola micotoxina o un grupo estrechamente relacionado de
micotoxinas; lo que constituye una limitacion para controlar una
gran cantidad de micotoxinas debido a que se requeriria un
analisis por separado para cada micotoxina (Streit et al. 2013). Sin
embargo, actualmente hay una fuerte tendencia hacia el
desarrollo de métodos multi-micotoxinas para el andlisis
simulténeo de varias micotoxinas. Los métodos actuales
generalmente incluyen un paso de extraccién, un paso de
purificacién para reducir o eliminar co-extractos no deseados y
un paso de separacién con capacidad de deteccion especifica
adecuada (Krska et al. 2008). Para la etapa de extraccion, las
micotoxinas de Alternaria spp. (ALT, AOH, AME, TEN) son
generalmente extraidas de los alimentos sélidos y liquidos a
través de solventes organicos. Los procedimientos de
purificacion y concentracion generalmente incluyen particion de
solvente, extraccion en fase solida (SPE) mediante columnas o
microextraccion en fase sélida (SPME) (Scott & Kanhere, 2001),
basadas principalmente en el uso de columnas de C18. Existe,
ademds, otra técnica de preparacion de muestra rapida, simple y
efectiva, llamada QUEChERS (acronimo en inglés) para abreviar,
rapido, facil, barate, efectivo, resistente y seguro, la cual habia
sido desarrollada inicialmente para la deteccion de plaguicidas
en frutas y verduras, pero que se esta utilizando cada vez mas en
el analisis de micotoxinas,

Entre Ias técnicas de andlisis empleadas para la deteccién y
cuantificacién de estas micotoxinas se encuentran: la
cromatograffa de gases (GC), la cromatografia de gases y
espectrometria de masas (GC-MS), la cromatografia liquida (LC),
la cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS),
especialmente la cromatografia  liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) y la  LC
espectrometria de masas multi-etapa (LC-MSn), asi como el
Ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA). De las técnicas
antes mencionadas, la Cromatografia Liquida, es la que mas
ampliamente ha sido utilizada para la deteccion de micotoxinas
de Alternaria spp, particularmente la LC-MS/MS que tiene mayor
sensibilidad en comparacién con otros detectores como los UV,
DAD y FLD. La LC-MS/MS basada en ionizacion por electrospray
(ESI) o ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI), ha sido
crucial en el desarrollo de nuevos métodos de anilisis
multimicotoxinas. Sin embarge, a pesar de que el anlisis
HPLC-MS/MS, presenta multiples ventajas como la alta
selectividad y sensibilidad, esta técnica es susceptible a los
efectos de la matriz. La ionizacién del analito puede verse
afectado por compuestos de co-elucién de la matriz, que pueden
dar como resultado la supresion o intensificacion de iones, Para
compensar fos efectos de matriz, a menudo se aplica el Analisis
de Dilucion de Isotopos Estables SIDA (acrénimo en inglés)
el cual utiliza patrones Isotépicamente etiquetados (Lohrey et al,
2013, p.115). Ademas, el SIDA, ofrece beneficios significativos
para el analisis de trazas, rinde resultados mas precisos y mejora
la especificidad de la determinacién. Los inmunoensayos
también han sido utilizados para la determinacion de
micotoxinas Alternarias; dentro de ellos, destaca el Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas ELISA, el cual ofrece
ventajas sobre los métodos instrumentales convencionales
(como los cromatograficos) que requieren equipos costosos
y técnicos altamenite calificados (Sharma, Pillai, Gautam & Hajare,
2014, p.869).
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CONCLUSIONES Y TENDENCIAS FUTURAS

La contaminacion por Alternaria spp. y la existencia de micotoxinas constituye un factor de
riesgo real para la salud de los consumidores. Es necesario disponer de programas de control
de calidad que garanticen la inocuidad de los alimentos. Adicionalmente 58 requiere contar en el
pals con laboratorios de analisis quimico, para la deteccidn y cuantificacion de estas micotoxinas.
Esto permitirfa adoptar las medidas necesarias para apartar de la cadena alimentaria los
productos que puedan suponer un riesgoe para la salud de los cansumidores, Actualmente, la
evaluacion de riesgos relacionados de estas micotoxinas con la inocuidad de los alimentos en la
Region Centroamericana es incipiente, existe una escasa fuente de datos cuantitativos, y se
desconoce la contribuclon que hace cada alimente a la exposicion dietética de estas toxinas.
Esto deberd ser subsanado en los proximos anos para poder garantizar la calidad de los

productos alimentarios y asf proteger a la poblacién y la actividad agricota:
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