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INTRODUCCION

Consciente del problema oue implica la conteminacibn -
del ambiente y dentro de &sta, el de la contaminacibn de sa-
limentos por micotoxinas (metabolitos tbxicos producidos —-
nor honeos) tratamos en este trabajo de aportar una pecuedia
parte de todo lo gue se puede lograr por reducir estas defi

ciencins.

El tema de las micotoxinss, y en especial el de 1lns a=-

flatoxinas (micotoxinas producidas por Aspergillus flavus -

Link y A, par=siticus Speare) me ha inguietado desde que ‘tu
ve las primeras noticias de su realidad., Se ha demostrado
que gstos metzbolitos t6xicos provocan dafios muy serios e =
irreversibles de acuerdo con su concentracibn, dosis y tipo
de organismo afectsdo. El hombre, sus animales domésticos
¥ en general, cualquier animal de sangre caliente que ingie
ra directa o indirectamente productos conteminados puede =

verse seriamente afectado.

La mayor incidencia de este tipc de contaminacibdbn se -
observa en paises con clima tropical y subiropical, aungue

también se ha detectado en zonas templadas,

Algo que me ha hecho sentir afn més de cerca €1 proble
ma, €3 su relstiva solucidn. el hecho de gque estos compues~-
tos influyen en el hombre, y afin mis las repercusiones —-

de tipo econbdmico y de salud en los paises subdesarrcllados.



.
México, por sus caracteristicas econbmico-sociales y ambien
tvles, es un medio propicio para la contaminacidén en el cam
po, atn antes del almacenamiento. En nuestro pnis no exia-
ten elmacenes suficientes que reunan las condiciones ambien
tales y sanitarias requeridas para prevenir el atague de ma

cro y microorgenismos.

Estando dentro del problema, este inicio pudiera ser -
el principio de futuros estudios mis completos y profundog

sobre el tema.

En le lucha por la descontaminscidn de las aflatoxinas
se han probado varias formas de inactivacitn. Solo algunas
han resultado técnica y econbmicamente posibles para su rea

lizaclfn a gran escale, tal es el caso de amoniaco y de la

fotodegradacibn.

Realmente se deben de encontrar nuevas y me jores for-—

mas de inactivacibn, pues las medidas preventivas no son su

ficientesn,

Los principales objetivos de este trabajo son los si-—

guientesst

a) Detectar un tratamiento guimico o natural, que reduzca -~
la concentracidn o inactive totalmente al t6xico, (Ya -

reportados con anterioridad).

b) Probar tratamientos en la inactivacibn de aflatoxini.s ——



gue no han sido reportados en la literatura.

c) wue el tmatamiento a usarse sea econbmico y de uso fh--

cil, para ocue en un futuro pueda usarse a escola comer--

cial.

d) Iniciar el nrinciplo de otros estudios mhs profundos so-

bre el tema,

e) Dar a conocer los resultados de estas investigzciones a

las nersonas interesadas.
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LITERATURA REVISADA

En el pasado decenic me ha visto claramente que las -
eflatoxinas y otraw toxinas ffingicae micotoxinas {cuadro -
#1) pueden contaminar segmentos de la cadena alimenticia -

humans y animal en medida desconocida (10,11},

El hongo respongable de la produccibn de aflatoxinas .

ea Acpergillus flavus, taxondmicamente nertenece gl grupo

Aspersillus flavus oryzae, familiat Moniliaciae, ordeun: Mo

nilialea y clase: Fungi imperfecti (18). No obstante ase -

sabe que la cepacidad de sintetizar estos compuestos egtén

también preéentes en Aspergillus perasiticus. (2, 3, 5, 7,

10, 12, 13, 20, 23)

Las condiciones amrbientales que favorecen el creci--—-

miento de Asvergillus flavus y la produccibn de aflatoxi—-—

nas son temperatura de 10° a 45° ¢ (6ptima 30°C) y humedad

relastive del 75% o m&s. (7, 9, 10, 12, 13, 18, 23)

Cuedro #l.- Algunas micotoxinas sndemAs de aflatoxines
(y sus fuentes fungales), presentes en el
medio humano y que pueden amenazar la sa-

lud del hombre (10).

Toxina Hongo

Citreoviridinase.ce.cessessccess Penicillium Citreoviridae

Citrilla. L3 B BN B B B BRI B BN B BN BN R B BB BN BN NN BN R N Penj—cj-llillm viridi_catum .

Penicillium citrinuwm,




CiclorT@tiNBceceevosecssvsssse Penicillium islandicum,

LuteOSr'Llirina. T RN R R TN NN PeniCillium iSlandiCU.m.

Maltoricin®..coecceeeerssene ASpergillus oryzae.

Patulinideo-vcosecrenvesssee.- Penicillium expansum, Penici-

}lium uriticae, Penicillium -

claviforme,

Toxina P Re..sesssessesnaces Penicillium rocueforti,.

RubratoxXinfecscececeascssees Penicillium rubrum.,

I

RUFO0LOXiNAe.esessasansssease Penicillium ielandicum.

Eaterigmatosisting.......... Aspergillus flavus, Aspergi--

llus versicolor, Aspergillius

nidulans y Asvergiliug paragi

¥icus,

Tremorgens. ss s tv s s nsnceenen Eﬁpecies d'.e PeniCilllum Y &%—

pergilius,

VomitoXint,ecsecesessaoensesess Fusarium graminearum.

La presencia de hongos en algunes vroductos no indieca
necesariamente la existencia de toxinas, ya gue no todas -

laa cepas de Asvergillus flavus son tbxieces, Por otro la-

do, un aspecto saparentemente libre de microorganismos no -
significa que el material esté libre de toxinas. En algu-
nos casos, cereales que parecen ssnos y aptos para el con-
sumo suelen tener niveles significativos de aflatoxinas (7,

lO, 11' 18’ 23| 24).

Las afletoxinas pertenecen a un grupo de metabolitos
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Bis furanocumarinos, cristalinos y flucrescentes, son es——
tables hasta el punto en que no las destruyella cocecibn, =
En la sctualidad se conocen por lo menos ocho 2flatoxinas
diferentes; las cuatro mAs conocidas son: Bl v B2 (fluore-
scencia azul en luz ultravioleta) y Gl y G2 {(fluorescencia
verde)}. Bl generalmente ests en mayor concentracibn. (7 ,

10, 12, 13, 18, 23).

Los afletoxinas se han encontrado ens
a) Semillas olesginosas (cacahuate, semilla de algodbn y -
copral.
b) Alimentos a base de gemillas oleaginosas (cacahuate, se
mills de algodbn, copra, girasol y soysa).
c) Aceites vegetales brutoe (cacmhuate, oliva, coco).
dj'Cereales (meiz, sorgo, arroz, trigo, mijo, svena).
e) Alimentos a hase de cereales (meiz y sorgo).
f) Nueces (piztaches, almendras, nuez de nogal pecaneroc),
g) Frutas (higos).
h) En leche se ha encontrado un subproductor-de la aflatoxi

na Bl (aflatoxina M1) (11).

Efectos biolbgicos de las aflatoxinaes,.-—-
Lz aflatoxina Bl provoca aberraciones cromogbdmicas y
roture de las cadenas de ADN en las cé&lulas vegetales y ——

animales (23).

El higaedo es 1la meta predominante de las aflatoxinas.

Los animales joévenes de laboratorioc son mhs susceptibles -
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que los adultos a los efectos agudos y crbnicos, y los ma-

chos son mucho m&s susceptibles gue las hembras (cuadro ==

#2) (11).

Si bien el principal brgano de localizacifn de las a-
flatoxinas es el higado, se han encontrado del tipo Bl en
el corazbn, rinbn, tejidos cerebrales y la orina o heces -

de primates no humanos, asi como en personas. (11).

4

Estas toxinas podrian estar relacionsdas con una en-
fermedad gue produjo encefalopalia y degradacibdn adiposa -
de la viscera que ocasiond la muerte a centenares de ni--
fios en Tailandia. También en Checoslovaquia se han dado -
casos de defunciones de nifioa, encontrfindose aflatoxiness -
en los higados al momento de hacer las autopsias. TLa fuen
te.de la toxina en este caso fue un producto licteo conta-

minado, (11l).
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Cuadro #2.- Concentracibdn de aflatoxinas en la dieta

Especie Eded

?erneras en destete
Toros 2. afios
Vacas 2 afios
Cardés Recién
nacidos
Cerdosg 2 semanasg

Cerdos 4 a 6 semanas

Pollos

Pollo= 2 dias

New Hampshire

1l semana

que ocasiona toxicosis (11).

Aflatoxina Duracifn del
suministro.

(ppm)
0,22-2,2 16 semanas

0,22=-0.,66 20 semanas

2.4 7 meses
00234 4 dias
0.17 23 dias

0.41-0.63 3 a 6 meses

0.84 10 semmanas

0.2 40 dias

Efectos
Crecimiento len
to, muerte, le-—
siones hephti—
cas,

Lesiones hepiti
cas, enfermeda-
des clinicas.
Lesiones hephti
cas y enfermeda
des clinicas.
Crecimiento len
to.

Anorexia, depre
sidn, ictericis,
ascitis, y cre-—
cimiento lento.
Crecimiento len
to ¥y lesiones -
hepfticas.
Crecimiento len
%0 y lesiones -
hephticas.
Crecimiento ace

lerado,
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Ingetivantes,—

5¢ han descrito diversos métodos de descontaminacibn y
se han clasificado en tres categoriass principales:
a) Sepsracibn de las partes contaminadas del producto.
b) Extraccibn de las micotoxinas (con disolventes polares).
c) Inactivecidn de micotoxinas por métodos fisicos (c¢calor, -
ebullicibn, tostado, fotodegradacibn), cuimicos y biolbgi

COS.

Para cue todo proceso de descontaminacibn se pueda apil
car a sran escala tiene que ser técnica y econbmicamente via
ble y debe de satisfacer los criterios siguientes:

a) Que dest;uya o inective la toxina (10, 11).

b) Que no produzca o deje en el producto finasl residuos t6xi
c6$ o cancerigenos, -

¢) iime destruys esvoras 0 micelios del hongo cue bajo condi-
ciones favorables proliferen y formen nuevas toxinss,

d) Gue se preserve el valor nutritive del producto (11).

Inactivacidn fisica.-

El contenido de aflatoxinas del aceite de cacahuate pue
de reducirse por filtrado con ayuda de un dispositivo suxi—-
liar, cue suprime la materia en particulas donde se encuen—-—
tran aproximadamente el 65% de las aflatoxinzs del aceite ==

(10).

Enn 1la India el aceite em destoxificado, usando frascos

de vidrio, para en ellos exponerlos a una insolscidn intensa
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por lo menos durante una hora. Al parecer la luz degrasda —-

las aflatoxinas (debe de observarse también la calidad del -

aceite pues este sufre fotogredecibn oxidativa) (10).

Lee determinbd el efecto del tostado en la destruceibn -
de la toxina presente en cacahuate, Lz reduccibdbn de afleto-

xina por este sistems fue de 45 a 83% (23),

Inectivacibn ovimics,-

Las aflatoxinas son sensibles z los tratamientos oxidan
tes y Aalcalinos. Ambos producen la ruptura del nnilleo lac—-
ténico de la toxina. Ia reaccidn no es especifica en los ——

dos casos. (10, 11, 23).

Las aflatoximas también se han reducido en presencia —-
del.insecticida Diclorves, Este insecticide aparentemente -
inhibibd 1a biosintesis de la estructura del ciclo del difu—-
rano (muy comfin en las aflatoxinas y en las versicolorinas),

(19).

A 2,5% de dimetil aulfbxido o mAs altas concentracionesm

previa inoculacibn de cacahuates con Aspergillus flavus, cau

@6 una inhibicibn de la pigmentacibn conidial normal y apro-
ximadamente del 62 al 64% de la produccibn de toxinas (1, --

17}.

Alrededor de dos tercios de aflatoxinas totales han si-
do removidas de maiz contaminado comercial por el tratamien—

to de agua con cal & ebtullicibn {(nixtamalizscibn)}, La afla--
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toxina Gl fue la gue mAs se redujo, pero la Bl se encontrsd -

en mayor cantidad en las aguas residuales (21).

Yang ha observado gue tanto el hongo como la toxina ———
fueron destruidos por blanqueadores comercizles y por el hi-

poclorito de sodio en un perfiodo de cinco dias (23).

Davis y Diener reportaron que las substuncias como el ~
fcido P. aminobenzoico, sulfato de potasio y fluoruro de po-
tasio inhiben tanto el crecimiento microbiano come la produc

cibn de toxinas. (23).

¥l agua oxigenada es usade en la India a2 eacala comer--—

/
cial en la destoxificacibn de aflatoxinas, en concentrados -
proteinicos de cacehuates destinados a la alimentacién hume-

na, (10, 12, 15).

Resultsdos obtenidos por Gardney en 1971 indican cue =——
hay reducciones en el contenido de aflatoxinas en cacahuates
de 121 ppb & niveies no determinables (trasas) y en algodén
de 359 ppm a niveles de 4 ppb. El inactivante cue usd fue -
el amoniaco (4, 10, 12, 23),.

Tamhién se ha comprobado destoxificacibdn de aflatoxinas
en tortas de prenssdo con metilamina (se ha detectado que -~
con eate producto hay degradecibn de éubproductos que pueden
ser dafiinos y ademfis se disminuye el contenido nutritivo)(9)

(10' 13' 23)-
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El Acido citrico y varias concentraciones 4e metanol re

dujo la concentracibn de aflatoxinas (8).

El aldheido cinnamico, componente de la canela y el eu-
genol extrsido del clavo de comer probaron ser jinhibidores -

del crecimiento de Aapergillus parasiticus y de 1la produc——

cibdbn de aflatoxinas (6).

e ha demostrado que tratando los alimentos con 2000 —-—
ppm de S02 o mhs e incrementando la temperatura se reduce -

grandemente el nivel de toxinas (9).

Afin P, H, de 4,5 concentraciones de acetato de sodio —
mayores o igualesflgr/looml de agua destilada, inhibié com--

pletamente el crecimiento de Asypergillus flavus y previno la

prodﬁccibn de aflatoxinas (5).

El &cido cafeinico parcialmente inhibib el crecimiento

de Aspergillus mnarasiticus y la produccidbdn de aflatoxinas en

un medio de levadurs sacarosa (yes). (20).

Un compuesto con gran actividad inhibitoria sobre Asper

gillus parazsiticus fue aislado de papa (Solanum tuberosum) .

El compuesto se puede extraer con acetato etilico. Al vnare—-

cer es un derivado del Acido cinndmico v estructuralmente es

muy similar al &cido cafeinico. (20).

Los tratamientos de rocio de agum, HZ2 02 y Acido clor-—

hidrico han demostrado bajar considerahlemente los niveles -
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de aflatoxines en cacahuates espaficles sin chscara contamine

dos a propbsito (15),

El ozdno eg otro producto con el cual se pueden inhibir
laes afletoxinas en harina de semillas de algodbn y harina de

cacahuante (10, 12).

Finalmente se tiene noticia de que un tr-tamiento con -~
cloro en harins de émcahuate reduce la toxicidad en anade jas

pero no previene las lesiones del higado (10, 11, 12, 23).

Inactivocibn microbiolbgica.-
Otros procedimientos para destruir o inactivar las afla
toxinas son las basadas en la metabolizncibn de las toxinas

por otros microorganismos,

Pynisson y Robertson observaron que el protozoarioc del

género Tetrahymens pyriformis es capaz de disminuir el con—

tenido de aflatoxinas en un 58% en 24 horas y hacta 67% en -

AR horas (23).

La bacteria Flavobacterium auranticum insctivbd aflatoxi

nas en leche, aceite de meizn, soya y cacshu=te ( ).

No fue detectada la toxina a 85% de humedad relativa, -
cuando en arror fue inoculado al mismc tiempo con esporas de

Aspergilluerparasiticus y Aspergillus Chevalieri. La reduc-

cidbn fue del orden del 99% a 25°C, 200% a 30°C y 95% a 35° C

a 1004 de humedad relativa (2).

NeTrAf~ TTRRTY

Whintecra Bara

7

2
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Las cantidades de aflatoxinegs también fueron reducidas

como resultsdo de la competencia entre Aspergillus Parasiti

cus y Aspergillus candidus, (3).
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MATERIALES Y METODOS

Materinles.—-

Cajas de Petri, microscopio, porta objetor, cubre obje-~
toa, incubadora, frascos grlenmeyer, asa de transferencia, -
campana, mechero, perlas de vidrio, agitador, embudo Buchnenl
tubos Butt, vasos de precipitado, places de vidrio de 5 mm.

2 de A&rea), ocuba

de espesor, y 20 por 20 cm por lado (400 c¢m
de separacibn, autoclavée, papel filtro Whatman #4, cromato
vue con luz ultravioleta, mafz contaminsdo, cepas de Aspergi

llus flavus,

Reactivos.-

¥edio de cultivé Agar Czapek, acetona, agus destilada,
acetato de plomo, celite analitico, cloroformo, sulfato de -
godio anhidro, éter etflico, metanol, estandard de aflatoxi

nas, c¢al, limones, pastillas de bilis.

Métedos.—
BAsicamente podemos dividir el tr=bzjo en seis puntos.

ga) Aislamiento del hongo Aspergillus flavus,

b) Inoculacibn del hongo ea grano comercial.

¢) Utilizacidbn de los tratamientos en el gréno comercial tb-
xico libre de microorganismos,

&) Extracecibn de le toxina por el mé&todo de Pons,

e) Cuantificacibn de las toxinas por compsracifbn con el eg—-
tandard en el cromato vue con luz ultravioleta.

f) inf&lisis estadistico.

900628




Aislamiento.- 6~
En 15 cajas de Petri con medio de cultivo Agar Cza-
pek (Z4), fueron colocadas en cada una 10 semillass de maiz
comercial contaminado., Se incubd el material. Las prire=-
ras coloniess de microorganismos fueron identificadas con 1la
ayuda de un microscopio, y las claves de Barnett. En slou--

nas c=jas se identificaron honrsos gue se relacionaban con -

Aspergillus., Nuevamente estos microorganismos se sembrsron
en 10 crjas de Petri en el mismo medio de cultive. Ahora -
en 3 de las cajas se identificaron con la ayuda de las cla-

ves de Raper algunas cepas de Aspergillus flavus, Estas ce

pas fuercon resembradas en 10 cajas de Petri en medio de cul
tivo agsr czapek con antibibdbtico. Una ver aislado el hongo
ee dAejd ove creciera en una incubadora, para degpuds sena——
rar lags cepas mhs tbxicas del hongo, con la ayuda de uvna --—

l&mpars de mano de luz ultravioleta,

Inocculacibn del grano.-—

En 20 frascos Erlenmeyer, se colocaron en cada uno 130
gr de maiz comercial limpio, en una campana, cercs 8 un me-—
chero y con una asa fueron trasladadas cepas tbxicas a cada
uno de los frascos, se agregd agus destilada estéril para -
proporcionar suficiente humedad al ¢recimiento del hongo, —~
Todos los frascos fueron puestos en lavincubadora a 30°C v

tapados con algoddn.

Habiendo crecido el hongo en todos los frascos, se es~
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terilis® a 15 libras de presibn por espacio de una hora. Lo

anterior se hizo para matar el hongo y tener una cantidad -

estable de toxina.

Loa granos que estaban aglomerados por el mismo cslor
de la autoclave y el micelio producido fueron separados ma-
nualmente hasta de jarlo completamente limpio y seco. Este
grano fue puesto en una caja, se revolvid y fue gusrdado en

1la incubadora a 2800.

Se hicieron 3 muestreos (de 50 gr/muestra) para obser
var Bl la cantidsd de toxine era igusl en todo el grano ——-
(2600 gr). [Yos rezultados de estos muestreos fueron los ei
gulentest la.= 10000 ppb, 2a.= 10000 ppb y 3a.= 11000 ppbd.
Se hizo un nuevo muestreo y resultb ser igual a las dos pri

meras.,

Uso de los tratamientos.-

En frascos Gerber esterilizados se pusieron en cada ~-
uno 50 gr de maiz contaminado, a los cuales se les agplica«-
ron los siguientes tratamientoss
Al Agua con cal a ebullicibn (50 ml de agua y 20 gr de cal).
A2 Agua con cal ( 50 ml de agua y 20 gr de cal).

A3 Tabletas de Onotbn (Ingredientes en cadas tableta): 0.175
gr de pancreatina, extracto seco\de bilis de buey: 0.25

gr, hemicelulosa obtenida de Amspercillus orysae: 0,05 gr

Simethicone:s 0,025 gr y excipiente c¢. b. p. 10,8 gr.

Las tabletas fueron molidas hasta completar 20 gr y di-—
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iuidas en 50 ml de agua destilada en cada tratamiento.

A4 50 ml de zumo de limbn.
AS Testigo.,

Nota: Cadg uno de los tratamientos tuvo 2 niveles de tiempo

con 2 repeticionea (20 unidades experimentales).

Extraccibn de aflatoxinas por el WMétodo de Pons (uso -

de acetona scuosa) (1l6) en cada una de las unidades experi-

menteles,

Extraccibn,-
l,- Se pesaron 50 gr de muestra (mafz seco molido y conte-
minado) en un Erlenmeyer de 500 ml,
2.=- Se cubrid el fondo del frasco con perlas de cristal de
6 mm,
.— Se agregaron 250 ml de acetona al T0%.
4.~ Se taparon los frascos con tapones de polietileno.
5.~ Se agitd 1la muest}a en un agitador mecfnico por 30 mi-
nutos,
6o= Se filtrd a través de papel filtro Whatman #4 de 18.5
cm de dihmetro en un embudo de 100 mm de dif&metro, Se
cubrifé el embudo con un vidrio de reloj para minimizar
la evaporacifdn,

7.~ Se colects el filtrado claro en un frasco con tapbn de

250 ml,
Purificacibdn,—

8,~ Se midieron 150 ml del extracto obtenido en un vaso de
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precipitade de 400 ml.

9.~ Se agregaron 60 nl de agun destilada y enseguida 20 ml
de solucibn de acetato de plomo =zl 104,

10.,~ Se hirvid 1a maestra en un bafio a vapor hasta gue el —
volumen se redujo a 175 ml,

1l.,~= Al extracto crudo, hervido y enfriasdo se agregaron 3-4
gr de celite analitico como ayuda para filtrar.

12.- 3e agith biea y se filtrd a presibn reducida en un ma-
traz Kitasato con un embudo- Buchner al cue se le puso
un papel filtro Whatman #4 de 5.5 mm de difmetro.

13.~ Se 1lavb la torta de filtrado con 60 ml de acetona &l -
20%.

14,.,~ Se Jjuntaron el filtrsdo y 1l solucidn de lavedo y se -
‘virtieron sobre un embudo de separacibn de 250 ml,

15.= 41 filtrado se le agregaron 50 ml de cloroformo mgitan
do el embudo vigorosamente por un minuto para extraer
la toxina, |

16.- Se permitid que las fases se separasen y se transfirib
1la fase inferior {(cloroformo) a un vaso de precipitado
de 250 ml. _

17.~ 8e repitieron los pasos 15 y 16.

18,- Lss fases obtenidam se svaporaron en bafio maris hastsa
3 ml,

19.~ Se transfiri6 el extracto con no més de 10 ml de cloro
formo a una columna cromatogr&fica corta (tubos butt).

Preparascibn de los tubos butt.—
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"a) En 1la parte donde se reduce el tubo se le puso fi--

bra de vidrio como filtro y soporte.

b) Se afiadib una ligera capa de Na2 S04 (Sulfato de So
dio Anhidro Merck).

¢) También una cape de 4 cm de gel de silice.

d) Y finalmente otra capa de Na2s504 (Sulfato de sodio
anhidro).

Se percolaron 100 ml de &ter etilico a través de la co

lumma y fueron eliminados,

Se agregaron 150 ml de cloroformo metanol al 3%.

Se recogib el filtrado (cloroformo-metanol y aflatoxi-

nas) en un vaso de precipitado.

Se evapord a bafio marila en el extractor hasta 3 ml.

El extracto fue guardado en frascos especiales.

La muestra se diluy6 en 15 ml de cloroformo., (Cuadro =

#3).

ariflisis cuantitative en cromatografia de capa fine

26.-

Comparacibdn visual contra el estandard,.-

Se prepararon las placas para cromatografia de cepe fi

na de la =siguiente forma:

a) Se agitaron 50 gr de silica gel en iOO ml de agua ,
por 30 segundos en un vaso.

b) Se virtié la mezcla en un aplicador SJM pars TLC pa
ra una capa de 0,5 mm de espesor.

c) En 5 placas de vidrio de 20 por 20 c¢m se procedib &

correr la mezcla.
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d) Se dejaron secar las placas al aire por 60 minutos,

e) Posteriormente se secaron en una estufa de corrien-
te de aire a 10500 por 2 horas.

f) Se dejaron las placas en el desecador.

£) Se marcht una linea a 2 cm del tope de 1la placa (A
partir de aqui se procedid a aplicar las muestras y
eatfindares en la placal,

27.= En 1la parte medias de la placa fueron inyectadas con ——

micropipetas las diferentes cantidades de estandard —-—

{1, 2, 5 ml), aplicéndose posteriormente a ambos lados

de los patrones las muestras problema (unidades experi

menta}es) a un volumen de 15,“} de los 15 ml de dilu~—~
cibn. (Croguis: Pig. #*1). |

28.- Se corrieron las placas en un tanque de demsarrollo has
ta una altura de 14 cm usando como eluente cloroformo
acetona al 13%,

29.,- Pinmlizads la cromatografia, las fluorescencias fue-—
ron observadas bajo la luz ultravioleta de onda larga
en Cromato Vue (336 nm).

30.-~ Se compararon las intensidades de las manchas de las -
muestras con las de las manchas del estandard (patrén).

3l,- Para calcular las ppb de aflatoxinas en las muestras —
<a hizo lo siguiente:

prb de aflatoxinas Bls Ve ® Cs X 3D X 1000
W X x x 0.6

Donde:

Vs: Son microlitros del estandard de aflatoxina en 1a
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cual la mancha B*1 coincide con la mancha Bl de la

muestra,

Cst Concentracibn de aflatoxina Bl en 1» solucibn es—-
tanderd de aflatoxinas (microgramos/microlitros),

5% Voluvren a8l cual se hizo la dilucibn de la muestra
(extracto) en microlitros,

W ¢ Peso de la muestra en gramos (50 gr).

X * Microlitros del extracto usado en las manchas,

El disefio estadistico que se usb fue el de completamen
te al azar con arreglo factorial {2 niveles de tiempo y 2 -

repeticioneas). En total fueron 20 unidades experimentales,

MUESTRAS
MUESTRAS S TANDAED

g 2ok ooh ol af ey e okt

j &
1 2 3 4 5 6 7 B8 9 10 11 112 13 14 15 16 17

CROQUIS: Cantidades de toxina, en crbmatugrafia de capa fina pa-

ra sy visualizacldén en cromato vue.
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Contenido aprox, Volumen de dilucibn
de aflatoxina Bl : en ml,
en ppb.
0 - 1P 0.25
10 - 20 0,5 - 1,0
20 - 50 1.0 - 2.5
50 = 100 2.5 - 5.0
100 - 150 5.0 = 7.5
150 - 200 T.5 - 10.0
200 - 300 10.0 - 15.0

Cuadro #3.~ Volumen de 4ilucibn utilizados para esti~-

mar ¢l contenido de aflatoxina Bl, (1&)
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se observan en el cuadro #4,
en el cuel se muestran todos loe trAtamientos (unidades ex

perimrentales) con sus respectivas crntidades de aflatoxi—

nas en ppm,

Segfin el anAlisis estedistico (cuadro #5), los produc

tos usndos fueron buenos inhibidores, pues hubo diferencic

altamente sigrnificativa entre éstos,

El tiempo no influyb en el experimento, ni hubo in——-

teraccidn productos/tiempo.

.B1 orden de los productos seghn su eficiencia es el -
siguientes
l1.- Asua con cal a ebullicidn (nixtemalizacibn).
2.—~ Afun con cal a temperatura ambiental.,

3.,- Chpsula de bilis y zumo de limbn,.

El zumo de limén y la chpsula de bilis se comportaron
eatadisticamente igual, igu=lmente sucedibd con los dos tra

tamientos de cal. {(Comparaciones de meédias, anexo).

En la grafica #1 se muestra el comportamniento prome—-—
dio de los productos, mostrindose la disminucidn de los ni
veles de aflatoxinas por los tratamientos y comparfndoge —

con el testigo,
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En le gr&fica #2 se observa lo cue ya estadisticamen-
te se habia analizado. ©Los niveles de tiempo no influve-—-

ron significetivamente en el comportamiento de los produc-

tos usados,

En las grificas 3 a 5 se observan los porcentajes de

reduccibn de aflatoxinas comparadas con el testigo prome—-—

diado.

i
Los promedios de reduccidn son los siguientes:

Arua con cel a ebullicibn: 95.7% (Grifica #3).

Agua con cal a temperatura ambiental: 94.1% (Gr&afica #4).
Zumo de limbn: 63.5% (Grafica #5).

CApsula de biliss 63.5% (Grafica #6).

Biblioteca Agronomia UANI
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Cumdro #4.- Resultados del estudio sobre innctivacibn -

de aflatoxinas en partes por millén (1979),

Inactivantes Tiempo Repeticibn P.P.M. de afla=-~
(dias) toxinas.
1 1 L B B B N I R R R R ) 1025
a) Agug con cal 2 245 00 0 8vpawssa 1.25
1 LR LB BB R R RO I 0-025
3
2 '--I....-.‘.. 0.225
1 L A RN 0‘500
1
b} Agua con eal g 2 eesercncnai., 0.025
ebullicitn 3 1 ...-;.-...." 1.250
2 S & &0 50080080 0l225
ltiiolol...l.. 5-000
1
2 - 8 9P 8O vetesoTe P 3‘750
¢) Limbn
3 1 e 8 8 s Esrerreaee 5-0000
2 5 & & 0 » P F s By Pe 9 3.750
l ..-.Q-"'...‘ 5‘000
1
2 * 0 I NE Ta PR 3.750
d) Chpsulss de bilis ,
1.000t.¢|l0l|. 5.000
3 .
2 L B IR T I I Y 30750
1 1 *® ® & W O WS oS seve 124500
2 * ¢ o @ o8 ST F S e 12.500
e) Testigo
g 3 1 & & & 8 &0 8 P a2 e e 11-666
2 eeeeenennan. 10,000



Cuadro #5.—- Anflisis de varianza del estudio sobre i--

nactivacibn de aflatoxinas. (Datos del cua

dro #4).
Fovo G’.La S.C. C'M. ¥ F‘- Te&rica
calculada 0.05 0.01
Medisa 1 373.3862528 3173.3B62528 722.0910019 242 6056
Inactivantes 4 J 327.0582612 81.7645653 158,.1243456 5.06%% 1 KANK
Tiempo 1 1.0736926 1.,0736926 2.0764121 242 6956

Interaccibn 4

Error

Total

10
20

3.1964464 0,7991116 1.5454004 5.96 14 .54
5.170903 0.5170903
336.4993032

#* pDiferencia altamente significativa,
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DISCUSION

El tratemiento de nixtamalizacifn aue ya se na repor-
tado con anterioridad fue el que mis redujo la concentra—-
¢ibn de eflatoxing BL (21). ELl agua con cal al ambiente -
creo cue hubiese bajado en las mismas proporeionses cue el
anterior, pues es el mismo reactivo, solo que el primero -
con lz reeccibn mAs acelerada por el calor. Frobablemente
si el segundo hubieras permanecido en niveles mayores de —-
tiempo se habri{a abatido afin més la concentracibn de toxi-

nas,

Betudisticamente los tratamientos resultaron ser bue-
nos destoxificentes pero el tiempo no influyb en el experi
mento, Pudiera ser coue usando niveles mayores de tiempo -
21 hubiera algo de interferencia e interscciétn. Sblo rue
esto dejaris el grano muy hfimedo {(por el tiempo de contac—~
to con el trautamiento), y serta un tanto dificil al momen-—
to de moler antes de la extraccidn. Posiblemente con unsa
licuadora especial donde no sea necesario «ue el grano es-—

t& seco se pudiera llegar a realizar la extraccibn.

E1l Acido citrico ha sido ya reportado en la litermstu-
re como buen inactivante (& ). Baséndonos en esto, el li-—-
mbnn, uno de los tratamientos gue por supuesto contiene &ci
do citrico, pudiera ser un buen prospecto en la destoxifi-

cacibn de aflatoxinas, pero con mayor tiempo de contacto -
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en el producto contaminado., No s86lo =e podria usay en ——-

moiz, sino también en cacehuates y otras bayas comestibles

nueeces, etc,

Po; otra parte creemos cque el tratamiento con clpsu--—
las de bilis pudiera ser obtro buen destoxificante, ya no -
sobre un producto contaminado, sino prbbablemente dentro -
del propio sistema digestivo, Una de las principzles fun-
ciones del higado es la de excretar 1s bilis {(la cual ayu~
da en la digestidn). Claro gue en el sistema digestivo ocu
rren muchas reacciones interactuantes, nero creemos gue a
pesar de esto, dehe de haber un buen porcentaje de destoxi
ficacibn, dentro de nuestre cuerpe. Tia pancreatina, otro
de los componentes de esta clpsula pudiera tanhién de al--
gin modo reducir la toxina. No sabemos en qué medida ni -
éuél de los ingredientes fue el gue mAs inhibid, pero lo -

que s8{ szbemos es gue ahi se encuentra un destoxificante.
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CONCTLUSIONES

Los productog usades redujeron considersblerente la ——-
concentrecidn de aflatoxinas.

El tiempo no influyd en el experimento,

No hubo interaccibn productos/tiempo.

El mejor trataﬁiento como .se esperaba fue el de nixtama
lizneibn, reduciendo la concentracibn de ofletoxinas en
un G6%.

El segundoc mejor trstamiento fue el de agua con cal, a

temperatura ambiental, reduciendo la concentracibn de »
flatoxinas en un 94%,

Los tratemientos de jugo de limbn y 1la chpsula de bilis
redujeron cada unc en un 63.5% la concentrmcibn de afln
toxinas,

Los dos tretamientos de cal (a ebullicidn y =1 ambien—-
te) se comportaron estadisticamente igu=nl,

Los tratamientos de Jugo de limbn y c¢hpsula de bilis seo

comportaron estadisticamente igual.
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RECOMENDACIONES

Algunas partes de este estudio, tal como los tratoe——
mientos de bhilis y lim6n podrian repetirse, con més tiempo

de contacto con el producto contaminado.

Reapecto a 1la hipbtesis planteada en la discusibn so-
bre le destoxificacibn a nivel de los propios brganocs Jdel
cuerpo, podrisn ser ﬁeras conjeturas, pero se pudieran rea
lizar bioensayos con =2nimales, d4ndoles en 1l# racibn o in-
yectfindose una cantidad estimada (csleculads) de aflatoxi—-
nas porteriormente habria que operar y extraer del hisndo

les aflatoxinas acumuladas. Sabiendo ests cantidad sabria

mog el porcentaje de inactivacibn en la digestibn,

Para futuros trabajos sobre inactivantes creo gue se
deben hzcer por lo menos tres repeticiones por producto, -
para disminuir el error experimental y aumentar l1o0os grados

de libertad.

Ea recomendable gue el personal gue se dedigue a rea-
lizar este tipo de trabajos, tome las precsuciones debi~—-
das. 3erfa dbueno usar bata deaechable, guanfes guirtrgi—--
cos, mascarilla, mantener esterilizado el lugar de trabajo
lavar y esterilizar los materiales ‘usados; también es pre-

ferible no comer ni:-beber en estos lugares,

Para una mejor integrecién en el estudio de este pro-

blema, seria bueno tembien que se prosiguiera ent
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a) Confirmacibn de resultedos, por medio de pruebee biolb-—
gicas con patos de un dia de nacidos.
b) Asefurarse de qué es lo que sucede con las aflatoxinas
(por 1o menos pare Bl) cuando es usado un inactivante.
¢) Determinar el valor nutritivo de los productos tratados

con destoxificantes.

Pinalmente pora abatir atin mhs toda contaminacibn por
hongos ¥y otros micro y macroorganismos es necesario inter-
venir en los diferentes puntos de la produccibn, comercia-
lizacibn, elsboracibn y distribucibn de los productos aque
pueden contaminarse, y sobre todo mantener en bSptimas con-

diciones de limpieza, humedad y temperatura los almacenes,

Biblioteca Agronomia UANL
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RESUMEN

Aspergillus flavus se aisld para conteminar maiz lim—

nio, de esta forma fue como se obtuvieron cantidades rela-
tivamente constantes de aflatoxines dentro del producto =--

inoculado.

Se hicieron cuatro muestras para ohservar si las can-—
tidades de toxina estaban en la misma proporecibn en todo -
el greno (2600 gr). Tres de las muestras fueron iguales ¥y

la otra sblo interfirié en un 10% més.

De los 2400 gr restantes se tombd un kilogramo para po
ner los tratamientos. Fueron 20 unidades experimentales -
gue se usaron a manera de muestras (de 50 gr cada una). Se
probaron 5 tratamientos con 2 niveles de tiempo (24 y 72 -
horas) con dos repeticiones cada uno. Los tratamientos fue
ron: agua con ¢al a ebullicibn, agua con csl al ambiente,

cipsula de bpilis, 1limbdn y un testigo pera comparsr.

Tanto para el muestreo cbmo para el experimento se u-—
tilizd el M&todo de ?ona para lae extraccibn de la toxina -
(*acetona acuosa"), y para la cuantificacibn se hizo en --
cromatografia de capa fina, comparando la fluorescencia —-
del estandard con la de las muestrai/en un cromato Vue de

luz ultravioleta.

El disefio estmsdistico que se usd fue el de completa--—
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mente al szar con erreglo factorial,

Todos los tratamientos {productos utilizados) resulta
ron ser buenos inhibidores. El tiempo no influyd en el ex—
perimento, ni hubo interaccibn productos/tiempo., E1 me jor

tratamiento fue el de nixtamalizaciﬁn.
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APERDICE
Comparaciones de medias por el Método de Tukey.

l.- Se ordenan las medias de mayor a menor,

AS: 11,665

A3: 4,375

Ad: 4,375

Al: 0.6875

AZ2s 00,5000
2.~ Se cazleuls Sy= CfE = _0n5110903 = 0,129272575 = 0,3595449
3.~ Se saca de las tablas g3;( , p, n2)= 30.05, S5{trat),10(g.1.¢e)

= 4,65

4.~ Colcular B¥= (S¥) (qa)= 0.3595449 x 4.65= 1.671883585,

11.665 - 4.375 ¢ 7,29 1,671883585 #
4.375 - 4,375 1 0 1.671883585 =
4,375 - 0,6875 3.687 1.6718R3585 ¥
4.375 = 0.5000 : 4,875 1.671883585 #
4.375 = 0.6875 : 3,687 1.671883585 ¥
4.375 - 0.5000 : 4,875 1.6718R3i585 £
0.6875- 0.5000 0.1875 1.6718835R5-=

e

*r
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