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Resumen

Introduccion: El tocosh es un producto obtenido a partir de la fermentaciéon de
alimentos como papa y maiz, al cual se le atribuyen beneficios por sus propiedades
nutritivas y efectos antibacteriano y cicatrizante. Objetivo: Identificar al género
Penicillinm spp. en muestras de producto fermentado tocosh de maiz y papa. Métodos:
Estudio experimental 7z vitro. Se obtuvieron muestras de tocosh de maiz y papa y se
diluyeron ambas hasta obtener dos concentraciones liquidas de 0,1 ml y 0,2 ml. Se
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sembraron las muestras de tocosh en agar Sabouraud, Sabouraud con antibiético,
McConkey, TSA y Manitol. Para el sembrado, se emplearon las técnicas de estrias por
rotacion, estrias en superficie y estrfas por agotamiento. Posteriormente, se procedié a
incubar los cultivos a una temperatura de 22 °C por seis dias. Resultados: En la
muestra de tocosh de papa se identificé el crecimiento de Penicillium spp. en los agares
Sabouraud, Sabouraud con antibiético y TSA; mientras que en agar Manitol se
encontr6 la presencia de Staphylococcus anrens. En la muestra de tocosh de maiz, se
observo el crecimiento de Penicillium spp. en los agares Sabouraud, Sabouraud con
antibiético y TSA. En agar Sabouraud se encontré 1350 UFC/g (tocosh de maiz 0,1
ml), 2650 UFC/g (tocosh de maiz 0,2 ml), 2000 UFC/g (tocosh de papa 0,1 ml) y 3150
UFC/g (tocosh de papa 0,2 ml). Conclusiones: Se identificé la presencia del género
Penicillium spp. en tocosh de maiz y papa. El nimero de colonias encontradas vari6 de
acuerdo a la concentracién de las muestras.

Palabras clave: tocosh, Penicillium, papa, maiz

Abstract

Introduction: Tocosh is a product obtained from the fermentation of foods such as
potatoes and corn, to which benefits are attributed for its nutritional properties and
antibacterial and healing effects. Objective: To identity the genus Penicillinm spp. in
samples of fermented product corn and potato tocosh. Methods: In vitro
experimental study. Corn and potato tocosh samples were obtained; and both samples
were diluted until obtaining two liquid concentrations of 0.1 ml and 0.2 ml. Tocosh
samples were seeded on Sabouraud, Sabouraud with antibiotic, McConkey, TSA and
Mannitol agar. For seeding, the techniques of rotational streaking, surface streaking
and exhaustion streaking were used. Subsequently, the cultures were incubated at a
temperature of 22 °C for 6 days. Results: In the potato tocosh sample, the growth of
Penicillium spp was identified in Sabouraud, Sabouraud with antibiotic and TSA agars;
while in Mannitol agar the presence of Staphylococcus aurens was found. In the corn
tocosh sample, the growth of Penicillinm spp. in Sabouraud agars, Sabouraud with
antibiotic and TSA. In Sabouraud agar, 1350 CFU/g (cotn tocosh 0.1 ml), 2650 CFU /g
(corn tocosh 0.2 ml), 2000 CFU/g (potato tocosh 0.1 ml) and 3150 CFU/g (potato
tocosh 0.2 ml) were found. Conclusions: The presence of the genus Penicillinm spp.
was identified in maize and potato tocosh. The number of colonies found varied
according to the concentration of the samples.

Keywords: tocosh, Penicillium, potato, corn

INTRODUCCION

El tocosh es un producto natural alimenticio y sustancioso obtenido a partir de la
fermentacion de carbohidratos andinos tales como la papa, maiz, oca y olluco (). En Perq,
para la elaboracion del tocosh de papa (Solanum tuberosum), se emplea principalmente las
variedades Yungay, Blanca, Peruanita e Iskupuru; mientras que para el tocosh de maiz (Zea
mays), se emplea las variedades Blanco choclero o Blanco Urubamba y Cancha blanca (°). La
técnica de preparado de tocosh consiste en dejar al producto, papa o maiz, por lo general, en
charcos protegidos con paja o mallas gruesas cerca de un arroyo en un tiempo de tres a seis
meses para su fermentacion, luego se extrae para su consumo (°). Existen dos técnicas de
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preparacion de tocosh, el primero, realizado con posterior secado al sol; y el segundo, con
congelamiento previo de la materia prima o exposicion al frio durante una noche entera (*).

El tocosh es usado por la poblacion con fines curativos y nutricionales; el conocimiento
empirico afirma que el producto elaborado contiene penicilina, ademas, dado a sus multiples
beneficios se emplea en enfermedades respiratorias, ulceras gastricas, infecciones
gastrointestinales y cicatrizacién de heridas (°). Diversos estudios identifican la capacidad
curativa del tocosh; por ejemplo, Rosenthal et al. (2008), comprobaron que la capacidad
antioxidante del tocosh de papa era de la misma magnitud que el sucralfato; (6) mientras que
Escudero-Araujo ez al. (2018) demostraron el efecto gastroprotector y regenerativo en ulceras
gastricas inducidas en ratas albinas ().

Por otro lado, el género Penicillium spp. son hongos ambientales de amplia distribucién que se
caracterizan por formar conidios a través de una estructura ramificada similar a un pincel
(“penicilio”), estas ramificaciones terminan en un tipo de células coniodiégenas llamadas
fidlides, estas fidlides originan las esporas (*). Todas las especies de Penicillinm spp. son
productoras de sustancias, algunas resultan ser virulentas por su capacidad de producir
toxinas, mientras que otras resultan muy beneficiosas para el ser humano por sus propiedades
antibidticas, como la penicilina. (> ') Las especies mas utilizadas para la produccién del
antibiotico son Penicillium notatun y Penicillinm chrysogennm. (*'%) A la fecha son pocos los
estudios realizados en muestras de tocosh que analizan la presencia del género Penicillinm spp.
y a la penicilina entre sus componentes, mas ain, la mayoria de estudios realizados sobre los
beneficios del tocosh se han centrado en tocosh a partir de papa y no hay investigaciones
sobre tocosh de maiz. Por lo mencionado, el objetivo del presente estudio es identificar al
género Penicillinm spp. en variedades de tocosh de maiz y papa.

MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental 7 vitro, realizado en el laboratorio de microbiologfa de la Universidad
Privada Norbert Wiener durante enero 2020.

MATERIALES

Se empleé medio kilogramo de tocosh de papa (Solanum tuberosum) de variedad Peruanita y
medio kilogramo de tocosh de maiz (Zea mays) de variedad Blanco Urubamba, ambos
obtenidos de un mercado en la ciudad de Lima. El tiempo de llegada de ambas variedades de
tocosh al mercado de la ciudad de Lima fue de aproximadamente 12 horas a través de via
terrestre. El producto es almacenado en los mismos puestos de venta del mercado a
temperatura ambiente (26 °C) correspondiente a la temperatura de verano durante ese mes
en la ciudad de Lima.

Los medios de cultivo empleados fueron 1) Agar Sabouraud, el cual es un medio enriquecido
para el crecimiento de hongos y tiene un pH acido de 5.6 ; 2) Agar Sabouraud con antibiético,
el cual es un medio selectivo y exclusivo para hongos, se emple6 cloranfenicol como
antibidtico; 3) Agar McConkey, medio de cultivo selectivo para bacilos gran negativos y
enterobacterias; 4) Agar Trypticasein Soy Agar (TSA), el cual es medio de cultivo enriquecido
para el crecimiento de todo tipo de germen existente y se empled como control de calidad;
5) Agar Manitol, el cual solo permite el crecimiento de bacterias Gram positivas y aquellas
que fermenten manitol como Staphylococcus aureus, este agar se usé también como control de
calidad para evaluar algun tipo de contaminacién en las muestras de tocosh.
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Asimismo, se emplearon materiales de laboratorio requeridos para el cultivo de la muestra,
tales como hisopos, placas de Petri descartable, placas de Petri de vidrio, asa de siembra
estéril, estufa de laboratorio, mechero, rotulador y guantes de latex.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

La manipulacién del tocosh y todo el proceso del estudio se realizaron en el laboratorio de
microbiologfa de la Universidad Norbert Wiener. Las muestras fueron adquiridas un dfa antes
del inicio de la investigacién y durante la compra se pidi6 al proveedor colocar las muestras
en bolsas estériles con cierre hermético, para posteriormente mantenerlas selladas hasta el
dia siguiente a temperatura ambiente para evitar algin tipo de contaminacion.

Para la preparacion de los agares, se empled cada agar concentrado y se puso en un vaso de
precipitado con agua de grifo, de manera que el liquido no sobrepase al envase del agar.
Luego fue puesto en bafio marfa a una temperatura de 121 °C y 15 libras de presion por un
tiempo aproximado de 15 minutos. Una vez diluidos los agares, estos fueron introducidos
en las placas Petri estériles y se dejaron reposar hasta adquirir una consistencia solida. Se
reservo las placas de vidrio para el agar TSA.

Para la dilucién, se separaron las muestras en dos grupos: dilucién de tocosh de papa y
dilucién de tocosh de maiz. Se pesaron las muestras en recipientes de vidrio estériles, cada
uno con 10 g de tocosh; seguidamente, se introdujo solucién salina (NaCl al 9%), llegando a
la cantidad de 50 ml en cada envase. La dilucién de cada muestra se realizé con la ayuda de
una varilla estéril y agitaciéon continua de los envases. Se consider6 diluida la muestra, al
observar una sustancia liquida de color blanco-amarillento, sin presencia de algun residuo
solido. Finalmente, se dejé reposar a temperatura ambiente (figura 1). Con cada dilucién
primaria se paso6 a formar dos subgrupos de cada uno obteniendo concentraciones de 0,1 ml
y 0,2 ml. Luego, se adecuaron los agares a cada subgrupo, de manera que un agar contenga
las dos diluciones repartidas equitativamente, a excepcion del TSA, que cada dilucion fue
tratada de forma individual.

Figura 1. Dilucién de tocosh de papa. A. Extraccion de solucion salina total de 50 ml; By
C. Mezcla y combinacion
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Para el sembrado se usé tres técnicas; la primera, técnica de estrias por rotacion, aplicada al
agar Manitol salado; con esta técnica se permite una buena dispersién de las colonias. La
segunda técnica, estrias en superficie, aplicadas al agar Sabouraud, Sabouraud con antibiético
y TSA, con ella se obtiene un crecimiento de colonias uniforme y mas separadas. Por dltimo,
estrfas por agotamiento, aplicada al agar McConkey, para observar presencia de
contaminantes. Al terminar el sembrado, se procedio a incubar los cultivos a una temperatura
de 22 °C por seis dias.

RESULTADOS

En las muestras de tocosh de papa en ambas diluciones, se observo la presencia de colonias
de Penicillinm spp. en los agares Sabouraud y Sabouraud con antibiético. Las colonias
observadas tenfan aspecto algodonoso, con bordes mucosos de color crema, con un centro
y bordes pardos cuyo tamafio vari6 de entre I mm a 1.5 cm, y en caso de las colonias grandes,
tuvieron una altura de hasta 4 mm, junto a ellas se observé también crecimiento de otras
colonias en mayor proporcion. (figura 2). En el agar TSA, se encontraron colonias de hongos
con medidas de 3 mm a 1.5 cm. Mientras, que en el agar Manitol, se observo la presencia de
colonia amarillas, con lo cual se evidencia que la muestra estuvo contaminada con
Staphylococcus anrens. (figura 3). En el agar McConkey no se encontraron cambios relevantes.

Figura 2. Cultivo de tocosh de maiz. A. Diluciones 0,1 y 0,2 en agar Sabouraud. B.
Diluciones 0,1 y 0,2 en agar Sabouraud con antibiético.

Figura 3. Agar Manitol salado. Cambio de color por entorno acido, contaminacién con
Staphylococcus anreus.
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En las muestras de tocosh de maiz en ambas diluciones, se observo crecimiento de Penzcilllinm
spp. en agar Sabouraud, las cuales tuvieron aspecto algodonoso, con bordes bien
diferenciados de color blanquecino y rodeadas de un halo amarillento con un centro color
verdoso; mientras que en agar Sabouraud con antibidtico, las colonias tuvieron bordes de
color amarillento y halo amarillento y el centro fue de color pardo (figura 4). L.as medidas se
mantuvieron de entre 0,2 mm a 1,8 cm de longitud x 3 mm de altura (las colonias fueron mas
grandes en el agar Sabouraud). En agar TSA (dilucién 0.1 ml) se observé crecimiento de
pequenas colonias con medidas fueron de 0,1 — 0,2 mm de longitud x 0,1 mm de alto, el resto
de colonias no pertenecfan al hongo. En agar Manitol, se observé crecimiento de colonias
que viraron a color morado, lo cual indica que el medio se ha alcalinizado, no se identificé
colonias indicadoras de contaminacién. Las colonias crecidas en el agar MacConkey no
fueron de mayor relevancia.

Figura 4. Cultivo de tocosh de maiz. A. Diluciones 0.1 ml y 0.2 ml en agar Sabouraud; B.
Diluciones 0.1 ml y 0.2 ml en agar Sabouraud con antibiético.

Asimismo, se realizé el conteo de nimero de colonias del hongo Penzcilllium spp. en los agares
Sabouraud mediante método de nimero probable. También se realiz6 férmula de conversion
para hallar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) del hongo Penicilllinm spp. (tabla 1).
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Tabla 1. Resultados de numero de colonias y Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
Penicillium spp. en Agar Sabouraud

Muestra Dilucién Nuamero de colonias UFC/g*
. 0,1 ml 27 1350
Tocosh de maiz 0.2 ml 53 2650
0,1 ml 40 2000
Tocosh de papa 0.2 ml 63 3150

*Dilucion de 10 g de tocosh en 50 ml de suero fisiolégico. Por cada ml de dilucion
se obtuvo 0,2 g de tocosh.

DISCUSION

El tocosh es un producto natural empleado histéricamente por sus beneficios nutricionales
y curativos, y la poblacién lo ha relacionado empiricamente con la presencia de penicilina,
sin evidencia rigurosa que respalde ello. En el presente estudio se encontrd la presencia de
Penicillinm spp. tanto en las muestras de tocosh de papa y tocosh de maiz. Este resultado se
asemeja con lo estudiado por Vilca-Renojo (2014) quien en su estudio identificé el
crecimiento de Penzcillium spp. en tocosh de papa (Solanum tuberosum) de variedad Yungay, y
encontré un crecimiento de Penicillium spp. alos 90 dias de 340UFC/g; sin embargo, no evalu6
al tocosh de maiz en su investigacion (). También se asemeja con el estudio de Yébar et al.
(2017) quienes encontraron la presencia de Penicillinm spp., con UFC parecidas al presente
estudio, asf como la presencia de actobacillus en el proceso de elaboracién de tocosh de papa
(Solanum tuberosum); sin embargo, tampoco evaluaron al tocosh de maiz (**). La presencia del
género Penicillium spp. en el tocosh se fundamenta en el proceso de fermentacion por el cual
pasa este alimento para su elaboraciéon (V) e intervienen bacterias, levaduras y hongos
filamentosos (">'"). En el presente estudio, el proceso de fermentacion del tocosh fue a través
del secado al sol.

La presencia de Penicillium spp. en el tocosh no necesariamente se relaciona con la presencia
de la penicilina debido a que este antibiotico se obtiene a pattir de Penicillium chrysogenum (*°)
e incluso se debe pasar por diferentes procesos de purificacion sintética para obtener las
mejores propiedades antibidticas (*>*’). Con los resultados de la presente investigacién no se
puede concluir la presencia de penicilina tanto en el tocosh de papa como el de maiz; hubiera
sido necesario identificar y caracterizar a las cepas fungicas que crecieron en los diferentes
agares. Contrariamente, el género Penicillinm spp. es productora de diversas micotoxinas las
cuales se asocian con infecciones gastrointestinales (***), entre ellas se destacan a la toxina
citreoviridina, ochratoxina A, patulina y 4cido ciclopiazénico (*>*%). Por ejemplo, en 2019 una
mujer fallecié por intoxicacion luego de comer mazamorra de tocosh (), de lo cual no se
logré establecer si fue por la presencia de estas toxinas o por otro compuesto O por
contaminaciéon en el proceso de elaboracion del tocosh. En el agar MacConkey no se
encontraron cambios relevantes, sin embargo, la presencia de posibles enterobacterias
patégenas puede poner en peligro la vida de una persona segun la tasa de ingesta de alimentos
y de la presencia de UFC/ml, no obstante, no se identific6 lo que creci6 en el agar
MacConkey debido a que no fue objetivo principal del presente estudio.

Un aspecto importante de las propiedades antifangicas de Penicillinm spp. se debe a la proteina
antifingica (PAF) secretada especificamente por Penicillium chrysogenum, esta proteina es un
péptido de masa molecular pequena (6,2 kDa), catiénico y rico en cisteina que inhibe el
crecimiento de numerosos hongos filamentosos (*). Pertenece a una familia de péptidos
antifingicos. La proteina PAF provoca una rapida hiperpolarizacion de la membrana
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plasmatica en las puntas de las hifas, un aumento del flujo de potasio, la induccién de estrés
oxidativo y la muerte celular apoptética (7). Ademds, la proteina PAF interfiere con al menos
dos cascadas de sefializacion, la proteina quinasa C/ proteina quinasa activada por mitégenos
(MAP) y el AMP ciclico (AMPc)/proteina quinasa A, que desempefian un papel en la
mediacion de la toxicidad de la proteina PAF (**?).

Se encontr6 la presencia de Staphylococcus anrens en el agar Manitol de la muestra de tocosh de
papa, lo cual signific6 que la muestra estuvo contaminada. S. awress es una bacteria
grampositiva cuyas toxinas pueden causar infecciones gastrointestinales, tales como diarrea
aguda o gastroenterocolitis (***’) Por lo tanto, el consumo de tocosh de papa, en este caso,
puede generar un foco infeccioso para la poblacién en caso no se tomen las medidas
sanitarias Optimas en la preparacion de este compuesto. Adicionalmente, las cepas de S. aureus
soportan temperaturas de hasta 50 °C (*); sin embargo, sus toxinas pueden sopottar
temperaturas mas altas (*" ). Por lo mencionado, es fundamental la correcta coccién del
tocosh para garantizar la inocuidad de la bacteria y prevenir infecciones.

Entre las limitaciones de esta investigacion se encuentra el desconocimiento sobre la
preparacion del tocosh, no se tiene certeza si estos productos fueron forzados con algin
aditivo sintético para reducir el proceso de fermentacién-putrefaccion. Asimismo, otra
limitacion, es desconocer la exacta procedencia del tocosh adquirido, tanto de maiz y de papa,
por lo cual se puede haber presentado un posible sesgo de seleccién. Adicionalmente, otra
limitacion es desconocer las especies de Penicillinm spp. encontradas, debido a la falta de
estudios bioquimicos y observaciones microscopicas que determinen la morfologia de
Penicillium spp.; asimismo, en el presente estudio no se contd con los equipos de cromatografia
para poder establecer elementos importantes como acidos grasos que permiten identificar la
especie o sub especie de Penicillium spp.; por lo mencionado, no se pudo especificar la
presencia de penicilina porque este antibidtico se obtiene a partir de Penzcillinm chrysogenun.
Sin embargo, la principal fortaleza del presente estudio es que se trata del primero que evalta
la presencia de Penzcillinm spp. en tocosh de maiz, debido a que la mayoria de estudios se han
enfocado en evaluar las propiedades del tocosh de papa (*>**). Se recomienda para futuros
estudios, evaluar y determinar el origen del tocosh a emplearse; y también, en caso se evalte
Penicillium spp., determinar concretamente qué especies se estan encontrando en los agares,
para de esta forma, se pueda evaluar, posiblemente, la presencia de penicilina.

CONCLUSIONES

Se identifico la presencia del género Penicillinm spp. en variedades de tocosh de maiz y papa.
El nimero de colonias de Penzcillinm spp. encontradas varié de acuerdo a la concentracion de
las muestras. No se determind las especies de Penicillium spp. encontradas ni tampoco se pudo
comprobar si las muestras de tocosh completaron su fermentacién-putrefaccion.

Contribucion de los autores: Martha Bernuy-Portilla, Sharon Tabaco-Espinoza, Socrates
Lobo-Granados, Zolanch Vera-Rodas y Palmer Hernandez Yépez son responsables de la
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