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RESUMEN

En el presente estuddio se analizaron por su contendido -
de aflatoxinas 27 muesitnrnas de mafz. Las muestras cornesponden
al programa de Mejoramiento de Mafz de La Facultad de Agrono-
mfa de La Universdidad Auténoma de Nuevo Lebn. Su Rugan de co-
Lecedidn fué en el Municipio de hanin, N.L. y su fecha Julio -
de 1977. Para el andlisis y cuantificacdibén de Las aflatoxinas,

s4e usbé el método de Pons y colabonradones.

Se encontrd que un 20% de Las muesitnrnas contenfan agla--
Loxinas. En el presente estudio se encontrné s6Lamente La afla

toxina B, en cantidades que varian de 0-5 p.p.b.

En su mayornia, Las muestras que se analizanron estaban

Libnres de aflatoxinas aidn cuando algunas de ellas mositraban

thazas. Se negisind um promedio de 3.1 p.p.b. de aflatoxina

By, con una mdxima de 4.1 y una minima de 1.6 p.p.b.

Las muestnas que presentaron una mayor glouresdcencia, -
gueron Las muestras 6 y 8 (Pinto Amarillo Grande y Amaritlo);

estas muestrnas son def ciclo Tandio Venrnano. 1976.
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INTRODUCCTON

Los granos almacenados estan sujetos al ataque de Lfnsec
tos y hongos, que pueden disminudlr La calidad del granoy y en

algunos casos causar La pérdida parcial o total del mismo,

En México, tenemos grandes péndidas por hongos que ata-
can Los granos almacenados, es muy frecuente €ste fendmeno da
do que se presenta como mohos en Los granos almacenados, En -
vintud de que Las esporas estdn ampliamente distribuidas en -

el ambiente,

EL presente estudio tilene como base Lnvestigan acenrca -
de fas pérdidas que se producen en granos de mafz, debido af
ataque de hongos que producen AflLatoxinas y obseavan 84 hay -

difenente producedibfn de toxinas en Las diferentes variedades.

Tiene algunas Limitantes, espenremos que sirva para mefo
narn Las condiciones de almanenaje de Los diferentes granos y
obtener varniedades resistentes al ataque de Los hongos que --

producen Las aflatoxinas.



LITERATURA REVISADA

Los hongos causan dados considenables en Los granos al-

macenados. Los hongos Aspergillus flavus Link y A. parasiticus

Speare son de La clase Deuternomyceles; o sea, son hongos Aim-
penfectos, esta clase Aincluye varios miles de especies saprd-
§Ltas; otras son de gran AimportancLa porque causan engermeda-
des en el hombre, Los animales y Las plantas, algunos hongos

son de importancia Lindustnial (6},

Los microonganismos de ésta clase no posdeen © no se ~--
Les conoce su esdtado sexual o pengecto, tlenen micelio sepla-
do bien desarnnollado y oitras cacacteristicas semejantes a Los

hongos supeniones (1).

La clase Deuteromycetes comprende cuatro Srdenes, entre
£0s que estan Los Moniliales, este es el grnupo mds numeroso -
de su clase, pues comprende mds de 10,000 especied difenrnentes.
En esie onden, se encuentran La mayorfa de Los hongos que ata
can al hombre asf como también Los hay de importancia indus--

trnial como Penlcllflium spp. y Aspengillus, también Los hay §4i-

Loparndsitos muy Lmporntantes como Venticitlum, Fusarium, AlLten-

narnia (6). Algunas especies de Aspengillus y PendicllflLum ata--

can Los granos almacenados; y especies del paimenro producen -
aglatoxinas. Los dafios que hacen estos microonganismos en £0s

ghanos afmacenados consisien en: manchan La semilla, bafar el



poden germinaiivo y su valor nutaitivo; producir calentamien-
to del grano, y en algunos casos toxinas (1, é). Dentro de --

Las toxinas producidas comdnmente estfan Las AflLatoxinas.

Cantidades menores de un miligramo de aflatoxina B1 mez
clada con el grano, producen efectos patolbgicos en animales
susdceptibles. Las aflLatoxinas son £os agentes carcinogénicos
naturafes mds potentes que se conocen, por Lo que La phresen--
cia de estas toxinas hace que el grano sea AimpropLo para el -~

consumo humano y de Los animales. {(1,10].

La contaminacibn de Los alimentos pon mohos es un fenéme
no grecuente (7). Los primenos nepontes de daiios por aglatoxi-
nas fueron hechos en 1962 en Inglatenra, cuando se presentl -
una ghan mortandad de patos y otrnos andmales, segin Vaguedira
y Morales (17). Estos autores mencionan que este tipo de toxdi

nas sdon producidas porn £os hongos Aspengillus flavus y A, pa-

raslticus.,

Los primenos antecedentes de Lngestibn de alimentos con
taminados con aglatoxinas se remoian al afic 1954. En el que -~
Bunnside comprobé que eran t6xdicas para cerdos, que Lngirde--
hon atlimento balanceado derivado de cacahuate contaminado con

aflatoxinas. (14).

Los mateniales mds expuesios af ataque por hongos produc



tornes de aglatoxinas, son Los granos como mafz, sorgo, trndigo,
arnoz, oleaginosas, como semilla de algodén, cacahuate y s0--

ya. (17).

Las distintas especies de Aspergilllus que son comunes -

en granos almacenados, tilenen Limites de crecimiento que son
diferentes en cuanto al contenido de humedad. En mafz, trigo,
cebada, arnnoz y §rifjol, estos LEmites son aproximadamente -~

Los sdiguilentes: A, nestrictus, 13.0 a 13.5%; A. repens y A, -

ruben, 13.5 a 14.0%; A. ochraceus y A. candidus, 15.0 a 15,5%;
A. flavus, 18.5%.

Todas estas especies de Aspengillus pueden desdarrollarn-

se en contenidos de humedad RLigenamente inferiones o superio-
nes a Los mencionados, pero crecen mds fhcilmente y rdpidamen

te 84 La humedad se halla entre Las cifras indicadas. (5].

Temperatura.- Los hongos de granos almacenados chrecen -
mds ndpidamente en una temperatura de 25 a 30°C. su crecimien
to es muy Lento a 15°C., y casi cesa a ura Zemperatura de - -
10°C. S{ se nequiere almacenar grano con un contenido de hume
dad supenrior a 14 6 15%, es preferible almacenarlo a tempenra-
tunas tan bajas como sea posible. De esta manera el detendfono
por hongos send mds Rento, y el grano se podrd tenenr pon un -

tiempo mds Largo en ef almacén. (5],



Pana que haya produccibn de La toxdna, segidn Vaqueira y
Monates (17), debe haber una humedad relativa af 85% 6 mds, -
pero en un trabajo nealizado pon Boller y Schroeder (2] nrepoxr
taron una humedad nelativa 70-75%, para que haya una Lnfesta-

cibn del 15 af 30% de Los gnranos.

En cuanto a La temperatura, Vaqueira y Morales (17) con
sideraron que una temperatura de 13°C, en adelante, favorece
La produccibn de agfatoxinas; por otra pante, Bollen y Schreo
den (3] encontraton que £a mauon producceldn de toxinas era a

35°C.

Tiempo de almacenamiento.- Mientras mds alto es el con-
tenido de humedad y La tempenratunra def gnrano, mas corlo es el
tiempo que ef grano puede tenense almacenado s4in el riesgo de
sen daiiado pon Los hongos de almacén. Los hongos se empiezan
a desannollan a Los 3 6 4 meses, cuando La humedad de Los gra-
nos estd entre 14 y 15% y a una tempenratura de 20 a 25°C. Cuan
do La humedad estd entre 13 y 14% el ghrano puede afmacenanse -
por un ano &4in que haya una péndida considenable en su cali--
dad; Los granos con humedad entre 12 y 13% pueden almacenanse
por vanios anos s4in niesgo de que haya daiio por hongos en el

almacén. (17).

Las primenas Anvestigacdonesd acerca de contaminacdién de-

bida a aflatoxinas en Montenney, N.L., fueron nealizadas en La
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Facultad de Agronomfa de £a U.A,N,L. con alimentos balancea-
dos para aves, conejos y puencos, se encontraron aflatoxinas
en mds de un 50% de Las muestras analizadas. Los niveles en--
contrados fueron desde trazas hasta muy altos (1111 p.p.b.}

La aflatoxina mds frecuente §ué £a B, (7).

Una de £as primenas Linvesiigaciones nealizadas en MExi-
co en cuanto al ataque de affatoxinas en malfz, fué realizado
en el Instituto de Biologla de La U.N.A.M. Este trabajo Lo ne
alizé La Biol. Martha Zenteno Zebada (18}, efla utilizdé el mé
todo de Pons y colaboradores para podenr obtenen éa toxina y -.

cuantigicarla pon medio de cromatogragfa en capa §ina.

En neciente trabajo presentado en Septiembre de 1978 -
por Mora Cepeda, G.F. {15) es un andlisis nealizado con una -
colecta de 25 vaniedades de mafz. Se encontré que un 25% de -
Las muestras contenfan aglatoxinas, en este estudio s6Lamente
se enconind £a afatoxina B, en cantidades que varian de 0-10
p.p.b. La mayornfa de Las muestras que se analizaron estaban -
Libnes de aglatoxinas, adn cuando algunas de effas mostraban
trazas. Las muestras que presentaron una mayor flounescencia

fueron el olote delgadito. (2}

En estudio recdiente que se nealizé en Montemrey y su --
Area metropolitana, sobre una colecta de 20 muesatrnas de mafz

de bodegas Conasupo, en tortillerfas, pequefios comencios y --



particulares, de Febrerno a Mayo de 1978; se hicieron pruebas,
encontrdndose Lo sigudiente: danos Ligenos al embrnibn por hon-
gos desde un 7.5% hasta un 54.3% y dados severos desde 0% has
ta 46.8%, Se determinf el ponrciento de genminacdifn, que fué -
desde un 13 hasta un 95, Se vidé que conforme aumentan £05'da—

fos al embridn, disminuye La germinacdbn y vicevernsa, (91.

La primera parte incluybé granos enteros y La segunda -~-
granos quebrados y basuna, se encontranron trhes muestras posdi-
tivas con 42 p.p.b. de B; en granos enteros y 75 p.p.b. en --
granos quebrados y baAu&a La primena; 17 p.p.b, de B, en gra-
nos quebrados y basura La segunda, y 9 p.p.b de B, en granos

enteros La tencena. (91).

Difernentes cepas de A. ffavus exhibiernon una amplia va-
niacibn en La produccibn de aflatoxinas en el mismo substrato.
Estas producdLan s6Lo aflatoxinas BJ Y 32‘ Sin embango, £as -~-

cepas de A. parasiticus producian consistentemente Las 4 afla-

toxinas BI' Bz, GJ Y Gz' Se puede aclanan pon estudios previos,
que A. fLavus era un contaminanie mds comdn en Las muestras de

mafz, comparado con A. parasiticus que se presenta nraramente, -

(91.

Rambo y cof, mencionados por Mirocha y Chaistensen (14]
cornoboraron La obsernvacién de Taubenhaus en el sentido de -~

que £a infeccibn de Los granos era debdida a A, flavus y A. ~-



parasiticus, y a su vez demostraron que La infeccibn del maiz

con A. flavus antes de cosecharn estaba nefacionado con ef da-

o de Los grancs debido a insectos.
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MATERIALES ¥ METODOS

MATERTIALES.- En el presente estudio se utilizaron 27 --
colectas de mafz def Programa de Mejoramiento de £a Facultad

de Agronomia de 2a U.A.N.L. del ciclo Verano, 1977,

Pana analizarn estas muestrnas en el Labonatonrdio se usaron

mateniales y reactivos quimicos.

METODOS.- Se utilizé el método de Pons y colaboradores -

(15) en el andlisis y cuantificacibn de Las aflfatoxinas.

EL método tiene vanrias ventajas:

A.~) Preparacién de La muestra:
l1.- Se procedibf a hacen una aplicacibn de insecticidas mala--
thion contna gonrngojo.
2.- Se molib6 La muestra primenamente con mantillo,
3.- Se procedid a moLen el grano nuevamente en un molino de -
Wiley, este se utilizé en un 50% de Las muestras.
4.- EL otrno 50% de muestrnas se moli6 en un molino de hanina de

malz,

B.-) Extraccibn de La muestra:
l.- Pesan 50 gns. de La muestra.
2.- Agnegan 250 mL. de acetona al 70% en agua.

3.~ Se agita por 30 minutos.
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4.- Se §iltra en forma noamal y se colectan 150 mL. aproxima-

damente.

C.-) Punificacibn del extracto;

Para esto se hizo Lo sigudentelN al extracto obtendido en
el paso anteaion se Le agnegf.
1.- Agua destilada y acetato de plomo y se evaporb a 175mk,
2,- AL extracto asl obtendido se Le agregd celite analftico y
8¢ f4Ltn6 al vacdo,
35.- Se procede a hacen 7 separacdiones con 50 mi, de clorogor
mo cada una, en donde se pasa La parte Lnfendon del Riquido a
un vaso de precipiiado.
4.- Se evapora hasta 3 mf,
5.~ Se procede a cofocar Los compuesitos del aparato "K' (co--
Lumna crnomotogrdfical que son §Lbra de viédnio, sulfato de so0-
dio anhidno, capa de 2 cms, de gel de sflice y otra delgada -~
de sulfato de sodio anhidro,
6.~ A La columna cromatogRafdica (tubo Butt) se vierte el ex-~
tracto, se Le agrega €ter etXilico que se elimina, se Le agne-
ga después 150 ml., de clLoroformo metanol al 3% recogdiéndose -
en un vaso de precipitado y se procede a una nueva evapora~ -
eibn a 5 mf. EL extracio estd Listo para su andlisds cuaniita

tivo,

D.-) Andlisis cualitativo:

1.- Preparacibn de Ras placas para cromotoghragia.
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2.- Se utilizan placas de 5 mm. de groson de 20 x 20 ems. el
espeson de Ra capa fué de 500 micrnas, con aplicadon (Desagal.
3.- Utilizamos siLlica gel def N2 7.

4.- Se activan Las placas a 110°C. pon una hona,

5.- Se defa enfrniar a temperatunra ambiente.

6.~ Se aplican muestras de 20 micholts. a cada 1.5 ems. y 1.2
y 5 crnolts. det standarnd (Aldrich Chemical Company Inc.) se -

apfican con michopipetas de 1.2 a 5 micrholts,.

Las concentraciones del asatandanrd son:
B, = 10 mgn. /mb.

B, = 4 mgr./mi,
G, = 10 mgr./met.
G2 = 3 mgn./mk.
7.- Connen Ras placas hasta una altunrna de 2 cms. del Ltope - -
utitizando como eluente cloroformo-acetona al 13%. Poner a -~
tempenaturna ambiente.
§.- Obsenrvar La {Lounrescencia en el cromato-vue con Luz ultra
violeta de onda Langa (366 nm.)
9.- Seleccionan Las muestras positivas pana andlisdis cuanitita

tivo,

E.-) Andlisis cuantitativo:
1.~ Preparan Las placas y efectuar el mismo procedimiento que
en el método anterion hasta el paso NZ 5,

2.- Colocar manchas sobre La placa de 20 microlts. del extnrnac
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to de La muestra y 1, 2, 5 microlts. standard con michropipe--

tas de 1, 2, 5 micrholtls.

3,- Efectuan el mismo procedimiento que se s{igudld en el and-

Lis4is cualitativo.

Para conren Las muestras y obsenvan La - -

gjluonescencia (pasos 7 y §).

4.,- Cuantigicar pon La sigulente f6rmula:

p.p.b. Aflatoxina B, = V4. Cs. Sd. 1000

En donde Vs

Ca

Sd

W. X. 0.6

Microlts., de standarnd de aflfatoxinas en La
cual La mancha By, coincdide con £a mancha
B, de La muestra.

Concentracibn de aflatoxinas B,, en La sp0
Lucién standard [(mgrs/mt.)

Voldmen al cual se diluye el extracto de
La muestra pana andlisis de cromatologia
en capa 44ina en microlits.

Peso de £a muestra en gramos.

Micnotts. dez.extnaczo de muestra usado -

en Ras manchas.

En ef mismo procedimiento se usa para cal

culanr Las aflatoxinas BZ’ G, y 62'



14, -

RUSULTADOS ¥ DISCUSION

En el cuadro 1, aparecen Los nresultados del andldisis o<
parna aglatoxinas de Las 27 muestras que conresponden al pre--
sente estudio. En La Fig. I se presentan Las 19 muestras - -

(70.4%) que estaban £ibres de toxinas.

Tres muestras (11,1%) presentaron trhazas; o sea, una ~-
cantidad tan pequeda que no pudo ser cuantlficada, Las uyltic-
mas 5 muestras (18.5%) presentarnon cantidades mayores de afla

toxina B,.

tn el andlisis de cuantificacdidn de aflatoxinas que se
utilizé (16) usando en La cuba cLoroformo methanol al 3% panra
desarnollan el cromatograma, el cual da buenos nesultados, La
Fig. 2 muestra Las manchas y el Rf{ alrededorn de ,5, y en La -~
Fig. 3 se muesina £o que se encontrf en el presente trabajo,

La aflatoxina BI con una flounecencia azul,

AL connren La primenra placa con 11 muestras y 1 estdndan,
Las muesinas son del 1 af 11 (Cuadro 1}; se noté que La fLouxre
dcencda azul de La agaltoxina B, s4e manifests en Las muesinas
04, 05, 06, 08 y 11, mostraban un colon mas fuente que Las & -
hestantes, so0lo mostraron trazas y vor £o Lanto, se sepanranon

Las 5 muestrnas para un segundo andlisis y cuantificanr,
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AL cornen La segunda placa con 11 muestras y 1 estdndanr
(Cuadrno 1), se manifestsd que Las muesitrnas 12 a La 22 s6Lo phre
sentanon pocas Ltrazas, Las muestras 17, 19 y 22 se sepanaron
porn que su flounescencia estaba algo fuente de La agflatoxina

B; para un sdegundo andlisdis y cuantificanr.

AL connern Ra terncerna placa con Las 5 muestras que gal--
taban y 1 estdndanr de La 23, 24, 32 y 33, no manifestaron - -
presencia de aflatoxinas; pon Lo tanto, se descantaron para -

una segunda prueba.

Se hizo La segunda prueba, peno ahorna panra analizan Las
muestras cuantitativamente, o sea, un andlisdls cuantifativo.
De 4680 Las muestrnas que presentaron sintomas de La aflatoxdi-
na B, de fLourescencia azuf, se cofocaron manchas sobre La --
placa de 20 micrnolitrnos del extracto de Las muestras y 1, 2 y
5 mienolitrnos dekl esidndarn con micrnopdpetas de 1, 2 y 5 micro

Litros.

Las muestnas que se connlfenon en €sta cuarita placa son
La o4, 05, 06, 06, 11, 17, 19 y 22 pana ver cual de Las 8 mues~ -
tras presentaban RLos s4gnos mds marcados y poder cuantifdcan
de Las & muestras; solo 5 (04, 05,06, 08, 11) presentaron £a afla

toxina B, de colon azul fuente y €stas son Las que s van a -

1
cuantifican para ven cuantas p.p.b. de aflatoxinas B, Lenfan

Las muestrnas, de Las otras 3 muestras (17, 192 y 22}] s6L0 pre-
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sentaron thazas muy bajas de La aflatoxina, Ras otras tres --

aftatoxinas (B,, G, y G,) no se presentaron en Las muestras,
su presencda gué casi nula.

Todas Las muestras con toxinas tenlfan aflatoxinas ij -

por Lo tanto, como ya se Lnvestigf por parte de Calvent (41,

el hongo que mds prospend en Las muestras fué Aspengillus - -

glavus .

ey RTHONOLSY yOALOL I
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CUADRO N2 1.- Contendido de AflLatoxinas en Varniedades, Lineas
y Seleccdiones de Maiz (Zea mays L.] cultivadas
en Mantfn, N.L. 1977.

AFLATOX T NAS
Muestra NE N ombarne BJ B, GI G2
01 Pinto Amanikio - -- -- -
02 Pinto Amanillo - -- o —_—
03 Pinto Amanitlo -- s &5 e
04 Mezclado con blanco 2.5 - _— —_—
05 Pinto Amarnillo , 6 i =g i
0é Pinto Amarnitilo Gde. .1 - S -
o7 Amarillo - -- - o=
08 Amanil o 4.1 -- - - —
09 Pinto Monro -- - - .
10 Garueso — - . .-
11 Grueso 2.5 -~ -e -
12 Grueso 4meses -- s & -
13 Grande 6 Grueso ~- - - - -
14 Grueso OLote Col. - ~- - _—
15 OLote Colorado - _— -y -
16 OLote Col. Chico - -~ -- -
17 OLote Cof. Delgado -- - _—
1§ BLanco - - - -
19 BLanco * e %% i
20 BlLanco - -- -- e
21 BLanco - - T -
22 BLanco P, Amanillo * .- — —
23 Breve Padilla ~ - - = = i
24 Breve Padilila - - g —
30 BLanco Del LLano - .- -- -
32 Blanco Grueso -- & = = —
33 0OLote Colorado - - - -

* Thazas.

Las muesitnas 25 al 29 y 31 no fuenon obtendidas

zadas,
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Fig. N2 1.- Determinacifn de Aflatoxinas en colectas de Mailz
¢
Tarndfo Almacenado con 27 Vardiedades,

Sin AfLatoxinas

70.4%
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Masaru Manabe y Masahire Nakano. Econtraron que en una
s0lucibn de Methanol al 3% eno Lo Gptimo ya que el Rf alrede-
dor de 0.5% se presentan Las aflatoxinas claramente que s0n -

8,, By, G,, G,; como Lo muestra La figura # 2. (13]

En La fALgura # 3, muestra Ras manchas del standar usado

en Los andlisis hechos, Abnil de 1979.

FIGURA # 2 FIGURA # 3
i.ﬂT J.o.‘.
[
051 :
1 ! B
.l5 _ 5, ° 0.5 . 1
B
.GI 0 2
¢ %, &y
® .G
[ 2
]
i i i | [ i = : f ' }
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5
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CONCLUSTIONES ¥ RECOMENDACIONLS

EL estudio es pequerio y el ndmenrno de muestras y obsenva

ciones también es neducido.

EL trabajo es una continuacdbn de una sendle de thabajos
que se han nrealizado en La Facultad de Agronomfa de £a U,A.N,L.
Lo que podemos concludin del presente estudio es que el contend
do de aglatoxinas es muy bajfo, Adﬂo de presentd La aflatoxina

B, con fLourescencia azul.

Se negistné un promedio de 3.1 p.p.b, En Las 5 muestras
que se encontﬁd La aflatoxina con una mdxima de 4.1 p.p.b, -~
(Pinto Amanillo) (06} (08} y un mLnimo de 1.6 p.p.b, (Pinto -
Amaritlo) (05]).

Hasta La fecha no hay ningln método de control que eli-~

mine Los hongos una vez que €s1t08 han infectado La semilfla,

Se aconsefa en primen Lugan, almacenar La semiflfa con ~
una humedad tan baja como sea posible, de tal manera que se -

prevenga £a infeccibfn y desarrnollo de Los hongos de granos al

macenados.

Es sumamente Amportante hacen ef almacenamiento bajo con

diciones de poca humedad, que ayuden a prevenin el ataque dek
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grano por Aspengillus y Penicillium, el gnrano debe de almace-

nanse con una humedad de alrededor de 12% pana no corner nin-

gan niesgo de detenloro por hongos.

Peben evitanse Las mezclas de granos con digerentes con
tenidos de humedad, pues esta prlctica de almacenamiento no -
produce ningln beneficio en La prevencibn del ataque de hongos

def gnano.

Debe negdistrarnse frecueniemente La temperatura del grano
en difenentes partes del almacén, pues asi se puede detectan -
Los Luganes en donde La tempernaturna se estd elevando y Ltoman -

precaucdones.

Es de gran impontancia ejencen un control estricto dunran
te La cosecha, almacenamiente y procesos fundamentales en pro-
ductos tales como cereales y oleaginosas, ya que debido al - -
grnan consumo que Se hace de ellLos, podrlfan sen vehfculos poten

ciales de €ste Lipo de toxdinas,
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