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Dento. de Investigacion

RESUMEN

En el presente estudio se analizaron por su contenido de -
aflatoxinas 25 muestras de mafz. Las muestras corresponden al -
programa de mejoramiento de mafz de la Universidad Auténoma de
Nuevo Le8n, su lugar de coleccidn fué en el Municipio de Marin,
N. L. y su fecha Julio de 1977. Para el anflisis y cuantifica--
cidn de las aflatoxinas, se us®8 el método de Pons y coloborado-
res. Se encontrd que un 25% de las muestras contenfan aflatoxi-
nas. En el presente estudio se encontr$ solamente la aflatoxina
Bi en cantidades que variaron de 0 - 10 p.p.b.

En su mayorfa las muestras que se analizaron estaban 1i---
bres de aflatoxinas afn cuando algunas de ellas mostraban tra--

zas.

Las muestras que presentaron una mayor fluorescencia, fue-
ron de olote delgadito (2), estas muestras son del ciclo Prima-

vera - Verano 1977.



INTRODUCCTION

Los hongos que atacan los granos almacenados producen graﬁ
des pérdidas en México. El presente estudio tiene como base in-
vestigar acerca de las p@rdidas que se producen en granos de --
mafz debido al ataque de hongos que producen aflatoxinas y ob--
gservar si hay diferente produccidn de toxinas en las diferentes

variedades.

El maiz es la base de la alimentacién de nuestro pueblo, -
por esd. adn cuando este estudio es pequefio y tiene algunas 1li-
mitantes, esperamos que sirva para mejorar las condiciones de -
almacenaje de los diferentes granos y obtener variedades resis-
tentes o0 tolerantes al ataque de los hongos que producen las --

aflatoxinas.



REVISION DE LITERATURA

Los hongos Aspergillus flavus Link y A. parasiticus Speare
son de la clase Deuteromycetes, o sea, son hongos imperfectos, -
esta clase incluye varios miles de especies saprGfitaé; otras --

son de gran importancia porque causan enfermedades en el hombre,
los animales y las plantas, algunos hongos son de importancia in
dustrial (5).

Los micro-organismos de esta clase no poseen o no se les co
noce su estado sexual o perfecto, tienen micelio septado bien de
sarrollado y otras caracterfsticas semejantes a los hongos super
iores (1).

La clase Deuteromycetes comprende cuatro Srdenes, enire los
que estdn los Moniliales, este es el grupo mfs numeroso de su --
clase, pues comprende mds de 10,000 espécies diferentes. En este
orden se encuentra la mayorfa de los hongos gque atacan al hombre
as{ como también los hay de importancia industrial como Penici--
1lliums spp ¥y Aspergillus spp, también los hay fitopardsitos muy-

importantes como Verticillium,Fusarium, Alternaria (5). Algunas-

especies de Aspergillus y Penicillium atacan los granos almace-

nados, y especies del primero producen aflatoxinas. La confaming
cidn de los alimentos por mohos es un fen8meno frecuente (6). --
Los primeros reportes de dafios por aflatoxinas fueron hechos en-
1960 en Inglaterra, cuando se present§ una gran mortandad de pa-
tos y otros animales, segﬁn Vaqueira y Morales (11). Estos auto-
res mencionan que este tipo de toxinas son producidas por los --
hongos Asgpergillus flavus y A. parasiticus.

Los primeros antecedentes de ingestién de alimentos conta--
minados con Aflatoxinas se remonta al afio 1954. En el gue Burns-
ide comprobd que eran tdxicas para cerdos, que ingirieron alimen
to balanceado derivado de cacahuate contaminado con aflatoxina(9
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Los materiales mfs expuestos al atadue por hongos produc-
tores de aflatoxinas son los granos como mafz, sorgo, trigo, -
arroz, oleaginosas, como semilla de algod6n, cacahuate y soya-
(11).

Para que haya produccign de la toxina, segﬂn Vaqueira y -~
Morales (11) debe haber una humedad relativa de 85% o mfs, pe-
ro en un trabajo realizado por Boller y Schroeder (2) reportan.
una humedad relativa 70 - 75%, para que haya una infestacién -~
del 15 al 30% de los granos.

En cuanto a la temperatura, Vaqueira y Morales (11) consi
déraron que una temperatura de 13% en adelante, favorece la --
producci5n de aflatoxinas por otra pérte Boller y Schroeder (3
encontraron que la mayor producci&n de toxinas eran a 35" c.

- Las primeras investigaciones acerca de contaminacign de--
bida a aflatoxinas en Monterrey, N. L. fueron realizadas en la
Facultad de Agronomfa (6, 7) y Ciencias Bioldgicas (8) de la -
U. A, N. L. Con alimentos balanceados para aves, conejos, puer
cos, se encontraron aflatoxinas en mﬁs de un 50% de las mues--
tras analizadas. Los niveles encontrados fueron desde trazas -
hasta muy altos (1111 p.p.b.) la aflatoxina mfs frecuente fué
la B1 (6).

Una de las primeras investigaciones realizadas en México
en cuanto al ataque de aflatoxinas en mafz fu€ realizado en el
Instituto de Biologfa de U. N. A. M. &ste trabajo lo realiz8 -
la Bidloga Martha Zenteno Zebada (12), ella utilizd el método-
de Pons y colaboradores para poder obtener la toxXxina y cuanti-
ficarla por medio de cromatograffa de capa fina.

En un trabajo publicado en 1978 por Calvert y colaborado-
res (4) se encontrd que las aflatoxinas son producidas por los
hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus. I.as cepas de - --
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A. flavus exhibieron una amplia variacidn en la produccién de -
aflatoxinas en el mismo substrato. Estas producian s8lo aflatoxi
nas Bl y B2. Sin embargo, las cepas de A. parasiticus 'producian

consistentamente las 4 aflatoxinas Bl, B2, Gi y G2. Se puede -~
aclarar por estudios previos, que A. flavus era un contaminante
mas comin en las muestras de mafz. comparado A parasiticus que -
se presentaba raramente

Rambo y col, mencionados por Mirocha y Christensen (9} co--
rraboraron la observacién de Taubenhaus en el sentido de que la-

infeccidén de los granos era debida a A. flavus y A. parasiticus,
Y a su vez demostraron que la infeccign del mafz con A, flavus =
antes de cosechar estaba relacionado con el dafio de kos granos -
debido a insectos relacionados.



MATERTALES Y METODOS

A) MATERIAILES: En el presente estudio se utilizaron 25 colectas
de mafz del Programa de Mejoramiento de F. A. U. A. N. L. - -
el ciclo primavera - verano de 1977.
Para analizar estas muestras en el laboratorio se usaron mate
riales y reactivos qufmicos.

B) METDDO: Se utilizd el m&todo de Pons y colaboradores (10) en

el andlisis y cuantificacién de las aflatoxinas.
El método tiene varias etapas.

a) Preparacifn de la muestra.

1.- Se procedid a hacer una aplicacién de insecticida malathion
contra gorgojo.

2.- Se molid la muestra primeramente con martillo.

3.- Se procedid a moler el grano nuevamente en un molino de - --
Wiley, este se utilizé en un 50% de las muestras.

4.- El otro 50% de muestras se molid en un molino de harina de -
mafz,

b) Extraccién de la muestra.

l.- Pesar 50 grs. de la muestra.

2.- Agregar 250 ml. de acetona al 70% en agua.

3.- Se agita por 30 min.

L.- Se filtra en forma normal y se colectan 150 ml. aprox.

¢) Purificacidn del extracto.

Para esto se hizo lo siguientet Al extracto obtenido en el pa
so anterior se le agregd.

1.- Agua destilada y acetato de plomo y se evapor6 a 175 ml.

2.- Al extracto asf obtenido se le agregd Celite analftico y se
filtrd al vacfo.

3.- Se procede a hacer 2 separaciones con 50 ml. de cloroformo -
cada una, en donde se pasa la parte inferior del 1fquido a -
un vaso de precipitado.

4,- Se evapora hasta 3 ml.

- Se procede a colocar los componentes del aparatc *K* (colum-

—



na cromatogrdfica) que son fibra de vidrio, sulfato de sodio
anhidro, capa de 2 cms. de gel de sflice y otra delgada de -
sulfato de sodic anhidro.

6.- A la columna cromatogrdfica (tubo Butt) se vierte el extrac-
to, se le agrega &ter etflico que se elimina, se le agrega -
despuds 150 ml, de cloroformo metamol al 3% recogiéndose en
un vaso de precipitado y se procede a una nueva evaporacidn

a 5ml. . El extracto est{ listo para su anflisis cualitati-
vo.

d) Andlisis cualitativo.

1.- Preparacidn de las placas para cromatograffa.

2.- Se utilizan placas de 5mm. de grosor de 20 X 20 cms. el es--
pesor de la capa fué de 500 micras, con aplicador (Desaga)

3.- Utilizamos sflica gel del No. 7.

4.~ Se activan las placas a 110°C por una hora.

5.- Se deja enfriar a temperatura ambiente.

6.- Se aplican muestras de 30 microlts. a cada 1.5 cms, y 5 mi--
crolts., del standard (Al drich Chemical Company Inc) se apli
can con micropipetas de 5 microlts.

Las concentraciones del standard son:
Bl = 10 mgr/ml. B2 = 4 mgr/ml Gl = 10 mgr/ml
G2 = 3 mgr/ml.

7.- Correr las placas hasta una altura de 2 cms. del tope utili-
zando como eluente cloroformo-acetona al 13%. Poner a tempe-
ratura ambiente.

8.- Observar la fluorescencia en eI cromato-vue con luz ultra --
violeta de onda larga (366 nm,)

9.- Seleccionar las muestras positivas para andlisis cuantita- -
tivo.

e) Anflisis cuantitativo.

1.~ Preparar las placas y efectuar el mismo procedimiento que en
el m&todo anterior hasta el paso No. 5.

2,- Colocar manchas sobre la placa de 30 microlts. del extracto
de la muestra y 1, 2, 5 microlts. standard con micropipetas
de 1, 2, 5 microlts.

3.~ Efectuar el mismo procedimiento que se siguid en el anflisis

~ 7 -



cualitativo. Para correr las muestras y observar la fluores--
cencia (pasos 7 y 8).

4 .- Cuantificar por la siguiente férmula.
p.p.b. Aflatoxina B= Vg . Cs . Sd. 1000

En donde Vs=

Cs=

Sd=

Awm

w . X [ ] 0.6

Microlts. de standard de aflatoxina en la cual la --
mancha Bl, coincide con la mancha Bl de la muestra.

Concentracidn de aflatoxina Bi, en la soluciéfn - --

standard (mgrs/ml)

Voldmen al cual se diluye el extracto de la muestra

para anflisis de cromatograffa en capa fina en mi- -
crolts.

Peso de la muestra en gramos.

Microlts. del extracto de muestra usado en las man--
chas.

El mismo procedimiento se usa para calcular las - --
Aflatoxinas B2, Gl y G2.



RESULTADOS

En. el cuadro No. 1 se pueden ver los resultados obtenidos al
analizar las muestras del presente estudio por su contenido de --
aflatoxinas. Se colocapon en cada placa cromatogrdfica hasta 9 --
muestras para detectar cualitativamente las toxinas. Se encontra-
ron ? muestras que tuvieron un alto fndice de fluorescenia. Estas
muestras se corrieron nuevamente en placas de cromatograffa para
sacar el Rf y la cantidad de téxina. Para el desarrollo de las --
placas se usd como eluente cloroformo metanol al 13%.

Todas las muestras con toxinas tenfan aflatoxina B1, por - -
lo tanto, como ya se investigd por parte de Calvert (4), el hongo
. gue mas prosperd en las muestras fué Aspergillus flavus.




Cuadro No. 1

Contenido de aflatoxinas en variedades, 1fneas y seleccio---
nes de mafz (Zea mays L.) cultivadas en Marfn, N. L., en 1977.
AFLATOXINAS

Muestra No. Nombre B1 B2 G1 G2
101 Guerito i s . -
102 o B.3 - - iz
103 * - - s _—
104 Socorro 60 - e — i
107 Ratén . i - -
108 Libre _— - i —
110 Lig. tipo libre - - — -
111 Olote delgadito -- - -- -
112 - v 10 . - -
114 'S e 10 e - 0
116 Mafz viento - - - -
117 Mafz del aire -- o - -
119 W o . £.3 - s __
122 Venado _ 2.7 i - s
123 Pilinque - - — -
124 Mezcla geno — e - -
i25 3 Colores - - i S
127 Var 55 _ — _— -
128 Socorro = i - —
129 Ratén - - . —
130 Pilingue i s N -
131 . - - - -
132 Répido 10 —_— _— _—
134 Libre ¢ - - -
135 Chinaco - — - -
Trazas.

- 10 -



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio es pequelio y el nd mero de muestras y observacio-
nes reducido, por lo gque diffcilmente se puede concluir algo; sin
embargo, es significativo observar que algunas de las muestras —--_
contenfan aflatoxinas. No se esperaba encontrar toxinas en el ma-
terial examinado, puesto que habfa sido colectado directamente --
del campo. En la literatura se cita que el mafz puede tener toxi-
nas, el caso de que haya sido previamente dafiadc por gusano elote
ro (Heliothis zea Blode) (13). Otra posibilidad, quiz&s la mas via
ble, es que al cosecharse el grano contenfa una cantidad aprecia-
ble de humedad que permitid el crecimiento de hongos en el almace
. namiento y la subsecuente produccidn de toxinas. Como todo el ma-

terial fuf manejado siempre en la misma forma y almacenado en - -
iguales condiciones, la presencia de aflatoxinas en solo algunas

muestras nos indican una mayor susceptibilidad de esas muestras -
para favorecer el crecimiento de hongos toxicogénicos ¥y la subse-
cuente produccién de aflatoxinas. Esta observacidn; sin embargo,

estd sujeta a comprobacién.
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