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INTRODUCCION

El maiz es el principal producto de la dieta del mexicano, por 1o ~
“tanto, 1a contaminacion de este grano por aflatoxinas es considerada - -
fuertemente como un peligro potencial para la salud piblica y su cadena

alimenticia.

En nuestro pais, pais subdesarro]]ado,.en donde ain existen regio--
nes indigenas y ciudades o regiones rurales que se encuentran aisladas -
de las grandes ciudades; es donde la poblacidn estd mds expuesta a la --
contaminacidon por aflatoxinas, debido a que en su mayor parte se encuen-

tra subalimentada.

Algunos de los mds importantes alimentos vegetales de consumo huma-
no {por ejemplo; las semilla oleaginosas y los cereales, que aportan can
tidades considerables de proteinas y calorias a la racién alimenticia)} -
son susceptibles a la contaminacidn por aflatoxinas, registriandose 1a ma
yor incidencia por contaminacion en las regiones tropicales y semitropi-
cales. Sin embargo; se han encontrado ¢ detectado aflatoxinas en frutas

como el higo, en la leche, nueces y pescado.

Uno de los problemas de 1a contaminacidn por aflatoxinas, estriba -

en los almacenes, debido a que si no se 1leva un buen control de las con



diciones de humedad, temperatura, aereacidn, etc. proliferarian los --

hongos, entre los cuales estan Aspergillus flavus y Aspergillus parasi-

ticus que son los que producen aflatoxinas, -

Los conocimientos sobre las micotoxinas y sus repercusiones para -
la salud son vagos. Las "aflatoxinas" son probablemente las micotoxi--
nas mejor conocidas y se han realizado esfuerzos considerables para ela

borar métodos de prevencidon y lucha contra ellas.

Aunque la presencia de moho en Tos alimentos se ha considerado --
siempre inconveniente, s6lo en los Oltimos afios, se han reconocido los

grandes efectos que produce en el hombre y 1os animales.

La falta de su estudic e investigacibn a nivel nacional nos hace -
ver la poca importancia que los programas de gobierno da a estos estu--

dios y/o investigaciones.

Debido a 1a extrema toxicidad de las aflatoxinas, es necesario en-
contrar métodos de "destoxificacion" ya que las medidas preventivas no

bastardn para evitar enteramente la contaminacién por aflatoxinas.

En nuevo Ledn, la presencia o deteccidon de aflatoxinas en los pro-
ductos agicolas nos ha motivado a efectuar investigaciones en su deter-

minacidn, su cantidad, tipo, distribucidn y su posible destoxificacidn.



Los objetivos de este trabajo son :

1.- Realizar pruebas inhibitorias a partir de la produccidon de aflatoxinas

con agentes oxidantes ya probados.

2.- Probar agentes destoxificantes, o substancias tales como jugo gastrico
y agua mineral, ambas substancias no han sido reportadas en la litera-
tura consultada, pero existe la posibilidad de que sean buenos inacti-

vantes.

3.- Encontrar un inhibidor econdmico y accesible de modo a que en un futu-
- ro proximo, previos estudios o examenes y/o andlisis se puedan utili--

zar y/o recomendar a nivel de campo.

4.~ Abrir o ampliar este tipo de investigaciones a nivel local, nacional y

escolar.



LITERATURA CONSULTADA

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos bis furanoisocoumari--

nos téxicos, cristalinos y muy fluorescentes, biosintetizados por aspergi-

1lus flavus LinK, Aspergillus parasiticus Square y 11 especies mis de As--
pergillus, que pueden presentarse como contaminantes en cualquier tipo de

grano o semilla antes y después de almacenado. (14, 20, 8)

Aspergillus flavus, es un hongo cosmopolita y de potencial peligro,

considerado como un importante contaminantes de almacén debido a la segre=
gacion de su metabolito secundario 1lamado aflatoxina Bl’ producto éste, -
de sus cuerpos miceliales y solo es encontrado en las esporas en cantida--

des infinitecimales (11, 20, 8, 15).

Aspergillus flavus, requiere para su crecimiento y desarrollo, una

humedad en maiz o trigo de 18-18.5% 6 mds, o que el substrato esté en equi
1ibrio con una humedad relativa de 85%, ademds una temperatura minima de -
6-8°C, un bptimo de 36-38°C, y un midximo de 44-46°C. La minima y la mﬁxi-
ma temperatura para Su crec%miento estﬁn afectadas por la humedad, concen-

tracion de oxigeno, calidad y cantidad del nutriente y otros factores.

A. flavus produce aflatoxina en un intervalo de temperaturas de -
12-42°C, y un maximo de produccidn de toxina entre 25-32°C, dependiendo de

su potencial genético, humedad del substrato, composicidn y duracién del -



substrato asociado al hongo, condiciones ambientales y/o condiciones exw=e

perimentales de laboratorio especificas (11, 2, 3, 24, 14),

La presencia de Aspergillus flavus, no indica necesariamente una

contaminaci6n por aflatoxinas, debido a que no todas las cepas producidas
por este hongo tienen la capacidad de producir aflatoxinas; ya que se han
comprobado que de 1400 cepas aisladas de fuentes diversas 5010 el 537% tie
nen la capacidad suficiente para sintetizar aflatoxinas (12, 2, 16). Por
otra parte la ausencia-de moho visible no es garantia de que no exista pe

ligro de contaminacién por aflatoxina (11),

Diferentes aspecies del género Aspergillus produce una variedad

de toxinas que dafian la salud, como se observa en el Cuadro # 1.

Las aflatoxinas (micotoxinas) no provocan reacciones de inmuni--
dad, son resistentes al calor y no se destruyen con el procesado normal -

de 1os alimentos.



CUADRG No. 1.

Toxinas producidas por diferentes especies de Aspergillus
y sus efectos en la salud del hombre (19).
Toxina Gen., ¥y sp. involucrado Descubrimientos Toxicosis

Acido Kojic

Ocratoxinas A,B

Esterigmatosisti--
na.

Aflatoxina
Bi, B2, G1,
Gz, M1, M2,
Boa G2a, Ry,
B3, Git, etc.

Aspergillus glaucus
Aspergillus oryzae
Aspergillus tamaril

Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus

ocraceus
mel leus
alliaceus

Aspergillus versicolor
Aspergillus nidulans

Aspergillus
Aspergillus

flavus
rugulosus

Aspergillus flavus

Aistado en 1907
Estructura de--

terminada en -
1924,

Toxicidad y es
tructura deter
minada en 1965
1967.

Aislado en 1962

Toxicidad y Es-
tructura deter-
minada en 1961-
1967.

Convulsiones y
Perturbaciones
gastrointesti-
nhales.

Necrosis del -
higado y dafio
al rifdn.

Hiperplasia en
higado y duc--
tos biliares.

Dafio de cdncer
al rifibn, e hi
perplasia en -
ductos bilia--
res y parati--
roides.




Buchi et al ( 19) reportaron el total de las estructuras de afla-
toxinas derivadas de Bl, a continuacidn se presenta el Cuadro No. 2 con -

las estructuras quimicas de B,,ylos derivados metab6licos sintetizados --

1
por hongos ¢ por producto del metabolismo animal.

CUADRO No. 2. Estructura quimica de la af'latoxina_B1 y derivados (19).
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En el Cuadro No. 3 aparecen las propiedades quimicas de las afla-

toxinas.

CUADRQ No. 3. Propiedades quimicas de las Aflatoxinas. {19)

Férmula mo Peso mo Punto de

Aflatoxina Y6t T TecuTaF.  FusiHn. Absoréidn  Fluoresencia
B1 c17H1206 312 268 - 269 21,800 425
2 C17M140% 314 286 - 289 23,400 425
Gl C17H1207 328 244 -~ 246 16,000 450
G2 C17H1407 330 237 - 240 21,000 450
My Ci7H1207 328 299 19,000 425

Las aflatoxinas pueden ser inactivas por medios fisicos, quimicos

y bioldgicos.

Inactivacifn quimica.
Existen varios métodos de destoxificacion; a escala industrial so

1o aquellos en los que se usa amonfaco se emplean con frecuencia.

Se ha desarrollado un procesc de destoxificacidon de maiz, basdndo-

se en el uso del amoniaco acuoso a presidn atmosférica. Este método no -



no plantea problemas tecnoldgicos, pero el majz obtenido se decolora, que-
dando su uso limitado para alimentos animales: y su mecanismo de inactiva-
cién demostrd que la aflatoxina B1 se combina con macromoléculas proteini-
cas y con ello queda inactivada, sin embargo, aln esta en estudio 1a eva--

luacidn toxicoldgica del producto final. (11)

Algunos investigadores han dirigido sus esfuerzos a prevenir la con
taminaci6én por aflatoxinas, Rao y Harein (21), demostraron que Diclorvos a

20 ppm. aplicado antes de la inoculacidén con Aspergillus flavus sobre maiz

y cacahuate inhibid la produccidn de aflatoxina y previno esta produccidn

en trigo.

En otro experimento, Rao y Harein (23), demostraron que Diclorvos -
a 5mg./ml. ¥y 10 mg./ml. redujo la produccidn de aflatoxina en un 62 y 59%

en maiz, trigo y cacahuate.

Schroeder et al (23) confirmaron que diclorvos aparentemente inhibe

la formacidn de 1a estructura del anillo difurano en las aflatoxinas.

Sreenivasamurthy et al. (8), observaron ia eficiencia de varias so-
Tuciones salinas en harina de cacahuate contaminada con aflatoxinas y com-
probaron gue una solucidén de bicarbonato de sodio al 1% remueve completa--
mente la toxina, pero el 33% de la proteina también es extraida, sin embar

go una concentracidn de cloruro de calcio redujo 1a concentracién de afla-
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toxina en un 80% con solo 6% de proteina extraida. Se sugiere, que aunque
ambas substancias son usadas como solventes de extraccifn, pueden ser un -

instrumento para la prédctica en la destoxificacién.

Yang (24) 1lev6 a cabo experimentos comparativos entre los efectos
del NaOCL (hipoclorito de sodio) y los blanqueadores comerciales sobre la
destoxificacidon de aflatoxinas, y observd que tanto el hongo como la toxi-

na fueron destruidos por 1ns blanqueadores comerciales y el NaOCL a concen

traciones de 7.0 por 1073

Men un perfodo de 5 dfas. Davis y Diener (8) re
portaron que substancias como acido p-aminobenzoico, sulfato de potasio y
fluoruro de potasion inhibieron tanto el crecimiento microbiano como 1la -

produccidn de toxina.

Trager y Stoloff (8) recomendaron, después de un estudio extensivo
substancias como suifato de amonio, hipoclorito de sodio, permanganato de
potasio, borato de sodio y perdxido de hidrdgeno; en 1a posible destoxifi-
cacion de aflatoxinas, debido a que todos estos reactivos reaccionaron con
las cuatro principales aflatoxinas y obviamente pueden ser mis apropiados
para la inactivacidn para proteger el personal que trabaje en la destoxifi

cacidn de alimentos y productos alimenticios. (8)

Bean et al. (1) observaron gue substancias como dimetil sulfdxido -
requieren de altas concentraciones que van desde un rango de 5,000 a ---
50,000 ppm. para lograr la inhibicidon de aflatoxinas y el micelio del hon-

go.



i1.-

Dwarakana etal. (8) reportaron que los niveles de aflatoxina Bl fue
ron grandemente reducidos por medio de la ozonizacidn, aplicando 25 mg.

de ozono a una temperatura de 100°C

Bullerman et al. (5) observaron que en pan fresco y con pasas y a -
base de canelo no permite el crecimiento y/o desarrollo del hongo, y por
- 1o tanto, no se Jrega aflatoxina. Se ha reportado que aceites esencia--

les de ciertas especies, producen efectos microbiales.

Bullerman et al. (6) concluyeron de sus investigaciones que el cane
lo inhibe el crecimiento del hongo y la produccién de aflatoxina,=l1los -
comprobaron que el aceite de clavo y de canelo a 200 y 250 ppm.., aldehido
de canelo y eugenol a 150 y 125 ppm. inhibieron fotalmente el crecimiento

del hongo y Ta produccién de la toxinas.

Doyle y Marth (9), sugirieron que el bisulfito (502) a razén de --
2,000 ppm. § mds con un incremento de la temperatura puede reducir la can
tidad de aflatoxina a2 un nivel aceptable, en base a 1a alta reactividad -
quimica del bisulfito, ¥y a que es un aceptable aditivo en los alimentos.
Estos mismos investigadores (10) realizaron un experimento para demostrar
el efecto del acido citrico y metanol, en la inactivacidon de aflatoxinas
por bisulfito, y concluyeron Aque el metanol y el acido citrico probable-
mente tienen efecto en la oxidacidn del bisulfito y sugirieron que la de-

gradacidon de aflatoxina estd dependiente de la oxidacifn del bisulfito.
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Paulsen et al. (17) realizaron un experimento en cacahuate sin =
ciscara probando aire caliente a presidn, nitrdgenoc 1iquido, HZOZ’ HCL, -
oleato de sodio y spray de agua (agua rociada); y concluyeron que los tra
tamientos mds efectivos que producieron bajos niveles de aflatoxina fue--

ron H202, spray de agua y HCL.

Inactivacion Fisica.

Las aflatoxinas son termoestables y s6lo se degradan por una ex-

posicibn muy prolongada a altas temperaturas.

Coomes et al. {8) observaron que en muestras de harina humedeci-
da de cacahuate con un contenido de 7,000 mgrs./Kg. de aflatoxinas fueron

reducidas a un nivel de 350 mgrs./Kg. tratdndola en el autoclave a 15 1b./

pu'lg.2 a 120°C. durante 4 horas.

Lee vy colaboradores (8) reportaron un promedio de reduccidn de -

80% y 60% de aflatoxina B1 y Gl después del tostado del cacahuate a una -

temperatura de 150°C durante 0.5 horas.

Inactivacidn Bioldgica.

Se ha reportado que Flavobacterium sp. NRRL B~184 incubado en

alimentos contaminados con aflatoxinas, como leche, aceite, cacahuate, --

mantequilla de cacahuate y maiz son destoxificados rdpida y completamente,

no produciendo otros elementos o productos tdxicos. Teunisson y Robertson

( ) observaron que el protozoario Tetrahymena pyriformis es capaz de dis

minuir el contenido de aflatoxina Bl en un 58% en 24 horas y hasta un 67%

en 48 horas. (8)



MATERIALES Y METODOS

E1 presente experimento se realiz6, en el Laboratorio de Fitopato-

Tog7a de la Facultad de Agronomia de 1a U.A.N.L., en Ciudad Universitaria.

MATERIALES.

Se utiliz§ grano de malz completamente limpio proveniente de una -
tienda comercial, 15 matraces Erlenmeyver, 15 cajas petri, 16 frascos de -
vidrio con capacidad de‘150 grs., 50 cc. de jugo gastrico, hipoclorito de
sodio, agua mineral, asas, etiquetas. Se utilizaron los materiales y --
equipo necesarios para la extraccifn, purificacidn y cuantificacién de --
aflatoxina, como son : Acetona, clioroformo, &cetato de plomo, eter etili
co, celite ana1ftico, gel de silice, sulfato de sodio anhidro, micropipe-
tas del’, 2 y 5 microlitros, camara de incubacion, bafio maria, aparato de

luz ultravioleta para cromatografias {Cromato-Vue), estufa.

METODOS .

Basicamente este trabajo se dividi6 en 5 etapas y son :

I.- Aislamiento y cultivo del hongo Aspergillus flavus.

II.- Inoculacibén del grano con Aspergillus flavus.

II1.- Establecimiento del disefio experimental adecuado.
IV.- Aplicaci6n de Inhibidores.

V.- Resultados.
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I. Aislamientc y cultivo de Aspergillus flavus :

A fin de obtener las cantidades necesarias de aflatoxina para rea

lizar las pruebas inhibitorias se procedid a aislar y cultivar el hongo

Aspergillus flavus en grano de maiz comercial, se procedid a una desin--
feccion superficial del grano con hipoclorito de sodio al 5% durantevl -
minute y posteriormente lavado con agua esterilizada dos veces consecuti
vas. En seguida los granos fueron colocados en cajas petri con agar-an-
tibidtico; utilizando 10 granos por caja petri. La incubacion fu? hecha
a 30°C. por 5 6 6 dias, al fin de los cuales se procedié a separar las -

colonias de Aspergillus flavus transplantandoias a tubos inclinados con

un medio de agar Czapek, medio en el que fueron conservados para resiem-

bras sucesivas de otros experimentos (25).

I11. Inoculacidén del grano con Aspergillus flavus :

Se obtuvo primeramente grano 1impio esterilizado superficialmente
en 15 matraces Erlenmeyer 1lenados con grano a 3/4 partes de su capaci-
dad. En seguida se procedid a inocular o sembrar con las cepas de Asper

gillus flavus bajo una rigurosa asepsia colocando después Tos matraces -

en una camara de jncuabacifn a 30°C.; a Tos 5 dias se procedid a agregar-

Tes agua estéril para obtener asi un rapido crecimiento del hongo.

A los 30 dias el grano estaba completamente cubierto por micelio

y esporas del hongo, dando una apariencia verdosa y un olor poco comin.
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Después se procedid a separar el crecimiento vegetativo del hongo del -
grano invadido con l1a finalidad de obtener el grano lo mds limpio posi--
ble. Para 1levar a cabo 1o anterior, se debi6é Tlevar los matraces al au’
toclave con la finalidad de aniquilar el hongo y parar as la produccion

de aflatoxina.

Una vez eliminado el patdgeno se 1levd a cabo el secado del gfano
en una estufa fuera de uso, tomdndose una temperatura interior de 32°C -
Seco el grano, se procedid a tomar dos muestras de 50 grs. al azar y se
Tlevaron al laboratorio para un andlisis cuali-cuantitativo de aflatoxi-
na resultandoambas muestras con 10,000 ppb. procediéndose despuds a re--
solver todo el grano con el fin de hacer homogéneo el material experimen

tal (grano).

ITI. EstabTecimiento del disefio experimental :

En este experimento se utiliz6 un disefio experimental completamen
te al azar con arreglo factorial, para evaluar el mejor tratamiento y me

jor nivel respectivamente:

Los tratamientos a probar fueron; jugo gdstrico, agua mineral, hi
ﬁoc]orito de sodio al 1% y testigo; todos a 2 niveles de tiempo de 24 y
72 horas con 2 repeticiones. E1 experimento consistio en aplicar el in-
hibidor a determinada hora y a las 24 y 72 horas se retiraban los inhibi

dores para su posterior cuantificacidn.
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iv. Aplicacidon de los inhibidores :

Se procedid a colocar 50 grs. del grano contaminado en cada uno -
de 16 frascos previamente esterilizados, para después continuar con la -

aplicacidon de 50 ml. de inhibidor por tratamiento.

Aplic lel tratamiento 1 {Jugo Gastrico)

- Se diluyeron 50 ml. de jugo gastrico en 150 ml. de agua destilada
con lTa finalidad de extraer un total de 200 ml. de jugo gastrico para su

posterior aplicacidén en las 4 muestras (2 muestras a 24 hrs. y 2 mues- -

tras a 72 hrs.)

Aplicacitn del tratamiento 2 {Agua Mineral).

Se aplicaron 50 ml. de agua mineral por muestra, 2 muestras a 24

hrs. y 2 muestras a 72 hrs. para su posterior cuantificacion.

Aplicacidén del tratamiento 3 {Hipoclorito de Sodio al 1%)

Se procedid a la aplicacion de 50 ml. de hipoclorito de sodio al

1% por muestra; 2 muestras de 24 hrs. ¥ 2 muestras de 72 hrs., para su -

posterior cuantificaciotn.

Aplicacidn del tratamiento 4 (Testico)

Este tratamiento consistid en dejar el grano sin agente inhibidor,

con el fin de comparar los resultados. Para la extraccidn y purificacion
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de las muestras se utilizé el método de Pons et al. (18) como se detaila

a continuacibn :

Extracciotn.

De cada una de las muestras se pesaron 50 grs. de grano de maiz y
se molieron o quebraron en un molino Wiley, colocindose el granao molido
en matraces de 500 ml. para posteriormente agregar 250 ml. de acetona al
70% y 1levarse al agitador mecanice por 30 min., filtrdndose posterior-- -
mente a través de papel filtro Wathman # 4 en un embudo de filtracidn rd
pida (al vacio}. Después se colecta el filtrado, nc menos de 150 ml. en

un vaso de precipitado de 400 ml.

Purificacidn del extracto.

Al filtrado colectado (150 ml.) se le agregan 60 ml. de agua des-
tilada y 20 ml. de acetato de plomo al 10%.

Se hierve 1a muestra hasta reducir el volimen a 175 ml.; luego el
extracto crude, hervido y frTo.Ase Te agrega de 3 a 4 grs. de celite ana-
Titico coﬁo avuda para filtrar. se agita v se filtra a presidn reducida
en embudo Buchner al cual se le habia puesto papel wathman # 4 de 5.5 cm.
de didmetro. La torta de filtrado se lava con 60 ml. de acetona al 20%,
combinandose posteriormente el filtrado y 1a solucidon del lavado. La mez
cla se coloca en un embudo de separacidn y se le aflade 50 ml. de clorofor

mo. Se agita vigorosamente por espacio de 1 min. aproximadamente, permi-
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tiendo luegc que las fases se separen. La fase inferior {cloroférmica) -

se transfiere a un vaso de precipitado de 250 ml.

Con 1a fase que queda en el embudo se repite la extraccidon afia--
diéndole otros 50 ml. de cloroformo; ya separadas las fases cloroformi-
cas se mezclan y se ponen a evaporar hasta un volimen de 2 a 3 ml. Es-
tos 2 la vez se transfieren cuantitativamente a una columna de cromato-
grafia preparada en un tubo Butt, agregando no mds de 10 mi. de cloro--
formo. Después de esto se percoian 100 ml. de &ter etilico a través de

la columna.

Se desecha el Eter percolado y luego se le agrega 150 ml. de clo
roformo metanol al 3%, colectando el diluido en un vaso de precipitado
de 250 ml. y se evapora hasta tener 2 ml. aproximadamente. (Nota; para
preparar la columna cromatografica se hace lo sigujente: En el tubo -
Butt se coloca primeramente fibra de vidriq que sirve como soporte, pos
teriormente se le afiade una capa de 1 a 2 mm. de sulfato de sodio anhi-
dro, luego se coloca una capa de gel de silice y al final se pone otra

capa de sulfato de sodio anhidro de aproximadamente 2 mm. de espesor).

Los 2 mT. del colectado se transfieren al bafio maria hasta Tle--
gar a sequedad. Finalmente ya seco, se tapa perfectamente bien el fras
co y se guarda en el refrigerador para posteriormente realizar los ana-

lisis cualitativo y cuantitativo de las aflatoxinas.
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ANALISIS PRELIMINARES DE LAS MUESTRAS
EN CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (C.C.F.)

Para el examen preliminar se utilizan placas de vidrio de 20x20 cm.
y una capa de sflica gel de 250 micras de espesor., .Se lavaron bien 5 -
placas de vidrio de 20 cm..x.20.cm. Yy se secaron, Ya secas Se prepara -
la sTlica gel en una proporcidn de 50:290 de silica y agua respectivamen-
te, se vierte en el aplicador, con el cual se corren las placas para ob-
tener un grosor de 250 micras, se dejan secar al aire y se ponen en la -

estufa para secarlas completamente por 1 hora a 110°C.

A los extractos secos y purificados se les agregd 10 ml. de cloro--
formo en el caso del jugo gdstrico, en el caso del agua mineral se le --
agregaron 15 ml. de cloroformo, en Tas muestras de hipoclorito de sodio
se le agregaron 15 ml. y por Gltimo en el caso de los testigos también -

se le agregd 15 ml.

Las diluciones que fueron aplicadas a los diferentes tratamientos -
se basaron en el conocimiento de que habfa cantidades de aflatoxinas su-

periores a 300 ppb. en algunos casos.

Se colocaron muestras de extractos de 1 microlitro y muestras del -

estandard cuantitativo de 1, 2 y 5 microlitros (Bl, BZ’ G]’ Gz) sobre --
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las placas preparadas anteriormente colocando las manchas a una distancia
entre ellas de aproximadamente 1 cm. sobre la 1inea de 4 cm. de la base -

de la placa.

Se usaron micropipetas de 1, 2 y 5 microlitros; estas deben mante--
perse en posicién vertical para obtener manchas circulares en el desarro-
110 de 1a cromatografia en capa fina.

Se procesaron 4 placas, en donde cada placa tenia 8 muestras; éstas
se dividieron en muestras de 24 horas y muestras de 72 horas; por lo tan-
to, 2 de las placas sobrantes se utilizaron para verificar los resulta- -

dos.

En un tanque de desarrollo se colocaron 150 ml. de solvente clorofor
mo-acetona al 13% recién preparado, no dejando saturar el tanque, se colo
caron las placas dejando correr el solvente, hasta que el solvente alcan-
ce la 1inea superior de la placa (aproximadamente un desplazamiento de 12
em.), ya recorrido el solvente la distancia sefialada se sacan las placas

y se dejan secar al aire por 5 6 10 min.

Una vez secas, las placas se observaron bajo Tuz ultravioleta de on-

da larga en un aparato especial (Cromato-vue).

Posteriormente las manchas de las muestras eran comparadas en inten-

sidad de f1uofesencia como-1o indica el método utilizado ¥ en seguida se
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- procedia a hacer los cdlculos segin la férmula siguiente, para determinar

la cantidad de aflatoxinas contenida en cada una de las muestras :

(Vs) (Cs) (sd) (1000)

ppb de aflatoxina B1 =

(W) (X) (0.6)
En donde : _

Vs : Microlitros del estindar de aflatoxinas en el cual la man-
cha B1 de la muestra coincide con la .mancha B1 del esténdar.

Cs : Concentracion de aflatoxina B1 en la solucifén estdandar de -
aflatoxina {(mg./ml.)

Sd : Volimen a 1a cual se diluye el extracto de la muestra para
el andlisis de CCF en microlitros.

W : Peso de 1a muestra en gramos.

X : Microlitros del extracto usado en las manchas.
' A

E1 mismo procedimiento se utiliza para calcular las aflatoxinas BZ’ -

Gl y GZ'



RESULTADBOS

Se procesaron 16 muestras de grano de maiz inoculado previamen-
te con hspergi]]us flavus, para determinar la cantidad de aflatoxina -
presente en cada una de las muestras, después de haber sido sometidos

cada una a los tratamientos de inactivacidn.

Estadisticamente el experimento no aportd diferencia significa-
tiva, entre los tratamientos y el tiempo no influyd en el grado de in-

activacion.

En el Cuadro No. 4, se enueran las cantidades de aflatoxinas B1
en ppm., mencionando sus respectivos tratamientos, repeticiones y nive

les.

En el Cuadro Ho. 5, se representa la tabla de andlisis de varian

za-del experimento.

En la grafica No. 1, se representan los diferentes tratamientos
a que fueron sometidas las 16 muestras, comparandose e) grado de efi- -

ciencia de inhibicidn de aflatoxina Bl.

En la grdfica No. 2, se observa una comparaci6n de eficiencia en
tre el tratamiento de jugo gastrico y los testigos con sus respectivos

niveles.
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En la gradfica No. 3. Se observa una comparacidn de eficiencia -

entre agua mineral y los testigos con sus respectivos. niveles.

En 1a grafica No. 4. Se observa una comparacifn de eficiencia =
entre e1 hipoclorito de sodio 1% y los testigos con sus respectivas ni-

veles.

En la grdfica No. 5. Se observan los resultados promedio de --

aflatoxina B1 para cada uno de Tos tratamientos con sus respectivos ni-

veles.



CUADRO No. 4.

TRATAMIENTO -

Jugo Gdstrico
n n

Agua Mineral
n n

Hipoeclorito de
Sodio al 1%

Testigo

REPETICION

™~ N - = N N == N N s

N N e

TIEMPO (EXPUESTO
AL INACTIVANTE)
EN HORAS.

24
72
24
72

24
12
24
72

24
72
24
72

24
72
24
72

24.-

Resultados del estudio sobre inactivacidén de aflatoxina.

CANTIDAD DE AFLATO-"
XINA EN PPM.

10.000
.666
.666

10.000

.500
4.000
.500
2.500

7.500
10.000
4.500
5.000

10.000
10.000
10.000

$.000
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DISCUSION

Objetivamente, este trabajo consistié en destoxificar 16 muestras .

de maiz contaminado con 10,000 ppb. de aflatoxina Bllmuestra.

Al resolver estadisticamente los resultados proveniente de los -~
c@lculos cuantitativos, se reportd que no hubo diferencia significati-

va entre tratamientos y que el tiempo al cual estuvieron expuestos los

tratamientos tampoco influy6é en el experimento.

Sin embargo, al comparar individualmente los tratamientos con los
testigos, se observd que en realidad si hubo una baja en la destoxifi-
cacion, pero la alta variabilidad entre los tratamientos del mismo ni-

vel no aportd estadisticamente 1a diferencia deseada.

Esta alta variabilidad entre los tratamientos del mismo nivel se
pudo deber a factpres como; mala homogeneidad de las unidades experi--
mentales (o sea, que no todas las muestras tuvieran contaminadas con -
10,000 ppb. ), método mds adecuado al secar :21 grano antes de moler, -

mal manejo al etiquetar las muestras en el laboratorio, un otros facto

res.

La mayoria de 1os investigadores al realizar trabajos de inactiva
cidn quimica, por 1o general buscan que el inactivador acabe con el --

hongo, y que a la vez provoque baja produccién de toxinas.
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Sin enbargo, el tratamiento # 2 basado en el agua mineral inhibid
la toxina un 81.25%; en comparacion con un experimento realizado por --
Sreenvasamurthy (8) en el cual reporté que una solucién concentrada de - -

cloruro de calcio inhibid un 80% de la produccion de toxina.

E1 tratamiento # 3 basado en el hipoclaorito de sodio al 1% inhi-—-
bid en un promedio de 4 muestras, la produccion de aflatoxinas B1 a un 38%
en comparacifn con el experimento realizado por Yang (24) en el cual canti

3

dades de 7.0 x 107~ M. en un pericdo de 5 dias inhibid totalmente la pro--

duccidn de toxina.

E1 tratamiento # 1 basado en la aplicacion de jugo gdstrico desto
Xificd en un promedio de 4 muestras 46.67% de la produccion de aflatoxina;
es de observar, que el jugo gdstrico estd compuesto principalmente de HCL
y de un cierto nimero de enzimas; se ha reportado que el HCL puede 1legar

a destoxificar a un nivel muy bajo, la produccién de toxina. (17)



CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados experimentales y los andlisis esta

disticos se concluye 1o siguiente :

1.- Que no hubo diferencia significativa entre tratamientos y que el tiem

po no influyd en los tratamientos.

2.- Se deduce gue, a mayor concentracidn y a maycr tiempo de exposicidn -

del grano con el destoxificante deseado, existe mayor probabilidad de

inhibir totalmente la toxina.

3.- Que la falta de otra repeticidn era necesaria para obtener mayor con-

fiabilidad del experimento.

4.- En todos los tratamientos, a éxcepciﬁn del # 4, hubo una baja en la -

produccién de aflatoxina Bl‘

b.- Aparentemente, a pesar de 1a variabilidad que hubo dentro de cada uno

de sus niveles, agua mineral fué el mejor inactivante.

6.- Al parecer a cada uno de los tratamientos a probar, les falté mas con

centracion de sus soluciones base.



RECOMENDACIORES

1.- Se recomienda que para conocer la eficacia del procedimiento de desto

xificacidn, se 1leven a cabo las siguientes medidas:

A). Analizar fisica y quimicamente las aflatoxinas por un método ofi-
cial, ejecuténdose estos andlisis por 1o menos en dos laborato- -

rios simultdneamente.

B). Si este analisis demuestra que la destoxificacidén tuvo &xifo, se
realizaran pruebas con patitos de 1 dia de edad; una vez sacrifi-

‘cados se examinardn histologicamente higado y rifiones.

C). Conocer la reaccifn de las aflatoxinas al estar en contacto con
el agente destoxificante, as{ como Tos riesgos y condiciones de -

reversibilidad que darfan de nuevo las toxinas.

D). Determinar el valor nutritivo general y 1a composicién de amino--

dcidos después del tratamiento,

2.- Se recomienda tener especial cuidado al trabajar con este tipo de to-

xinas.

3.- Se recomienda efectuar el mismo experimento, o al menos repetir los -

tratamientos de jugo gistrico y agua mineral, apegdndose mds a la lec

tura oficial.
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4.- Se recomienda realizar pruebas de inactivacidn, con agentes que pue--

dan ser adheridos a los alimentos sin peligro de residualidad.

5.- Se recomienda que cualquier tipo de informaci6n de aflatoxinas, sea -
dado a conocer de una forma mds amplia a la opini6n plGblica, para que

exista conocimiento de estos contaminantes.



RESUMEN

Este trabajo se realizd en 5 etapas en 7 meses, dando comienzo el

11 de Septiembre de 1978 y terminando el 22 de Abril del 79.

Las etapas son :

1.- Aislamiento del hongo Aspergillus flavus Link.

2.- Inoculacidn al grano con el hongo Aspergillus flavus Link,

3.- Establecimiento del disefio experimental adecuado.
4.- Aplicacion de los agentes inactivantes.

5.- Resultados.

Los tratamientos experimentales fueron: Jugo gdstrico, aqgua mi-
neral,hipociorito de sodio al 1% y los testigoes con 2 niveles de tiempo
24 y 72-horas. En Tas 16 muestras de grano de maiz, analizados cuali--
cuantitativamente se cbservl, que en todos los tratamientos hubo una ba
ja, st no considerable, al menos aceptable en la cantidad de aflatoxina
Bl.

Promediando l1as 4 muestras por tratamiento, se observd, que el --
tratamiento # 1 con base en el jugo gdstrico disminuyd en un 46.67% la -

cantidad de aflatoxina Bl; el tratamiento # 2 en base a agua mineral, --
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disminuyd un 81.25% la cantidad de aflatoxina Bl; el tratamiento # 3 -
con base al hipoclorito de sodio al 1%, disminuyd en un 38% la canti--

dad de aflatoxina BI'
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CUENTOS

Yo no sé& muchas cosas, es verdad.

Digo tan s6lo 1o que he visto. |

Y he visto:

que Ta cuna del hombre. la mecen con cuentos...

que los gritos de angustia del hombre los ahogan
con cuentos.... _

que el 1lanto del hombre lo téponan.con cuentos...
que los huesos del hombre los entierran con cuentos...
y que el miedo del hombre...

.ha inventado todos 1os cuentos...

Yo no sé muchas cosas, es verdad,

pero me han dormido con todos los cuentos...

y sé todos los cuentos.

Leon Felipe.






