Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1996, 13: 485-492
Presencia de aflatoxinas en algunos alimentos.!

Presence of aflatoxins in some feed.

Pedro Izquierdo C.2
Evelyn Rojas V.2
Lisbeth Rangel.2

Enrique Marquez 5.2

Resumen

Se realizé la deteccién de aflatoxinas en 10 muestras (manf, ajonjoli,
algodén, sorgo, mafz, arroz, soya, alimento concentrado, yuca y trigo)
utilizadas como materias primas para la alimentacién animal. La extraccién
de aflatoxinas se realiz6 con acetona al 70% y la purificacién con acetato
de plomo al 20%. La tipificacién de las aflatoxinas se efectué por
Cromatografia de Capa fina (TLC), usando el sistema de solventes
cloroformo:acetona 9:1 (v/v), comparando los valores de Rf y las
caracteristicas de fluorescencia con la de estdndares purificados. Los
resultados indican que el 80% de las muestras analizadas contienen
aflatoxina. La aflatoxina B2 fue la de mayor incidencia, mientras que la
G2 fue la de menor incidencia. La muestras de man{ y alimento concentrzdo
presentaron todas las aflatoxinas analizadas. En la yuca y en el trigo no se
detect6 la presencia de aflatoxinas.
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Abstract

Ten samples (peanut, sesame, cotton, sorghum, corn, rice, soy, ¢on-
centrated feed, cassava and wheat) were analyzed for aflatoxin content.
The chosen samples had, or was suspected to have had fungi growth. Ix-
traction of aflatoxin was made using 70% acetone in water, and the re-
maining impurities were cleaned with 20% lead acetate solution. Afla-
toxin B1, B2, G1 and G2 were identified by comparison of their fluores-
cence and Rf values with those of purified standards, by means of tain
layer chromatography. Chloroform- acetone 9:1 (v/iv) was the solvent sys-
tem used. Results showed that 80% of the analyzed sample contain a‘la-
toxin. The estimated amounts of aflatoxin in samples ranged from 2 to 75
ppb. Aflatoxin B2 was the one with the largest incidence. While G2 was
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the one with the lowest incidence. Peanut and concentrated feed had all
type of aflatoxin. While neither cassava nor wheat had aflatoxin.
Key words: Aflatoxin, food, fungi, extraction.

Introducci

Las aflatoxinas conforman un
grupo de micotoxinas producidas
principalmente por hongos del
género Aspergillus (8, 7, 17). El
conocimiento de los efectos que
producen las aflatoxinas es de gran
importancia en la produccién gana-
dera, ya que éstas causan perjuicios
econdmicos al disminuir el ritmo de
crecimiento de los animales, ade-
ma4s de tener relacién con la presen-
cia de algunas enfermedades (1, 6).
Especificamente se ha comprobado
el incremento en el indice de
mortalidad en cerdos a los cuales
se les suministré por un perfodo de
16 semanas, durante el crecimi-
ento, una dieta contaminada con 0.2
y 0.7 mg/kg de aflatoxina B1 y G1,
respectivamente, y se observé en
éstos disminucién del apetito,
retardo en el crecimiento y 6rganos
internos aumentados de tamafo.
Con otro grupo al cual se les
suministré dietas mayores con 2.0
vy 4.0 mg/kg de aflatoxina se observé
una disminucién brusca del apetito
y necrosis hepéatica (1).

Las aflatoxinas tienen nu-
merosos efectos similares a los
efectos de los antibi6ticos, actuando
sobre diversos procesos biogquimicos
en los microorganismos, animales
y plantas. Sin embargo, a diferencia
de los antibi6ticos, las aflatoxinas
poseen un elevado poder carcino-
génico y efectos morbosos como
abortos, produccién de crias peque-
fias y débiles (7).

Lapresencia de aflatoxinzsen
los alimentos los hace inadecuados
para el consumo humano y animal.
Muestras de carne, leche y huzvos
provenientes de animales aliren-
tados con raciones adicionadas con
aflatoxinas, han presentadc las
toxinas o derivados de ellas er sus
productos (2, 6, 10)

Las aflatoxinas se producen en
gran cantidad de productos ag-ico-
las como el coco, mani, arroz, sova,
sorgo, mafz, entre otros (13, 14, 15,
16). La cantidad de aflatoxinas
presente en éstos se encuentra
condicionada a facteres de temy era-
tura y humedad, condiciones estas
estrechamente vinculadas al ¢ eci-
miento de hongos (3, 10, 11).

La produccién de aflatoxinas
es dependiente de las diferentes
condiciones ambientales. En traba-
jos realizados en les cuales se us6
man{ almacenado se encontré que
las aflatoxinas se nueden procucir
entre 12 y 41°C. dependiendo
también de la humedad relativa
(minima 83%) y el cstado de madu-
racién de los grano= de mani (4). Por
estas razones hay oran posibilidad
de encontrarlas en los prodvctos
agricolas de la repién Zulianza, en
donde los promedros de temyera-
tura y humedad relativa so1 de
27.9°Cy 75%, resprctivaments, las
cuales permiten el crecimientn del
hongo y la produccién de sus meta-
bolitos. Esta posibilidad aumenta
por el hecho de que muchos lugares
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de almacenamiento de alimentcs se
encuentran en las zonas adyacentes
al Lago, donde la humedad y la
temperatura son 6ptimas para la
produccién de aflatoxinas, puesto
que la primera se incrementa por
1a cercania al Lago.

El objetivo de este trabajc es
el de determinar aflatoxinas en
productos agricolas importantes de
la regién, que sean potencialmente
susceptibles al crecimiento de
hongos y a la prodvccién de ala-
toxinas.

Materiales y métodos

Deteccion de aflatoxinas
(comparacion de sistemas de
solventes): Para la deteccién de
aflatoxinas se emple6 cromatogra-
ffa de capa fina (TLC). Utilizando
cromatoplacas preparadas de silica-
gel de 20 por 20 cm con 0.25 mm de
espesor, sin indicador de fluores-
cencia. En estas placas debida-
mente preparadas se colocaron
cantidades que fueron de 5 a 25
microlitros de aflatoxinas, para lo
cual se utilizé una jeringa Hamil-
ton. Luego cada placa se llevé a la
caAmara cromatogréafica, la cual
previamente se saturé con el siste-
ma de solventes. Concluido el
tiempo de desarrollo de la cromato-
placa, se dej6 secar y se observé con
luz ultravioleta de onda larga de
366 milimicras, localizando man-
chas fluorescentes causadas por la
presencia de aflatoxinas. Se utiliz6
para su cuantificacion el método de
comparacién en base a vatroones
conocidos.

En virtud de ser la bibliografia
muy amplia en relacién a los
sistemas de solventes, éste se
seleccioné mediante una pruebe en
la cual se compararon cuatroe siste-
mas de solventes distintos (cuadro
1). Tomando especial atencién a los
valores de Rf y a la buena separa-
cién de las cuatro aflatoxinas, se

escogib el sistema cloroformo-
acetona (9:1), por ser el m4sindica-
do de acuerdo a los paramet-os
establecidos.

Recuperacion de aflatoxi-
nas; Ksta recuperacién se realizé
con la finalidad de comprobar la
eficacia del método de extraceién de
aflatoxinas, el cual consisti6 en
agregar cantidades conocidas de las
mismas y luego tratar su extracc6n
por el método sugerido.

Para la recuperacién se pesé
50 g de muestra, y se le agregé una
alfcuota de 1.5 ml de una solucién
de cloroformo que contenia 4.3 1g/
ml de cada una de las aflatoxinas
(patrones). El volumen o alicuota
se mezclé bien con el alimento
asegurandose que quedara una
distribucién homogénea del inécu-
lo.

Las muestras luego de inocu-
ladas con las cantidades conocicas
de aflatoxina se sometieron al
proceso de extracci6n, deteccién y
cuantificacién.

Produccion de Aflatoxinas:
Para la produccién de Aflatoxinas
se emple6 el honge Aspergilius
flavus parasiticus cepa N° ATCC
15517, Colorado State University,
Fortecollins Colorado. USA y se
sigui6é la técnica sugerida por
Shotwell (14).
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a.Inoculacién: Las esporas del
A. parasiticus se inocularon en
tubos que contenfan Agar Czapek,
manteniéndose a una temperatura
de 28°C a fin de lograr un buen
crecimiento luego se mezclaron las
conidias con una solucién de Triton
X-100.

b. Fermentacién: Para la fer-
mentacién se colocaron 50 g de
arroz en un erlenmeyer el cual se
humedecié con agua, dejandolo
reposar por espacio de 2 horas.
Luego se procedi6 a la inoculacién
con aproximadamente 0.5 ml de la
suspensién de esporas. Al finalizar
la fermentacién, el medio de arroz
tendria caracteristicas observables
de crecimiento micético.

¢. Extraccién; La extraccién de
Aflatoxinas del arroz se realizé
segn la técnica descrita por
W.A.Pons (9), para lo cual se
eliminé el hongo por calentamiento.
Procediendo luego a la extraccién
con cloroformo: acetona (1:1). Se
centrifugé a 3000 rpm por 20 min y
se filtr6 a través de lana de vidrio,
recolectdndose el filtrado en un
embudo de separacién a fin de
separar la parte cloroférmica, ésta
se filtr6 a través de un papel
Whatman N° 1, se concentré en un
evaporador y luego se resuspendié
en 10 ml de cloroformo para su
deteccién.

Extracciéon de aflatoxinas
en alimentos:

a. Preparacién de las mues-
tras: Diez muestras diferentes
(mani, ajonjoli, algodén, sorgo,
mafz, arroz, soya, alimento concen-
trado, yuca y trigo) fueron seleccio-
nadas para el ensayo. Se realizaron
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ocho an4lisis por muestra.

Las muestras de alimentos
fueron preparadas de acuerdo a la
metodologia sugerida por Pons (9).
Para lo cual en principio se molie-
ron en un molino de Wiley a fin de
lograr una mayor uniformidad en
la textura de las mismas.

b. Extraccién: Se tomaron 50
g de muestra a los cuales se les
afiadié 20 ml de acetona al 70%, se
homogeniz6 y se transfiri6 & un
erlenmeyer con tapa, se agité y se
filtrg, colectdandose el sobrenadan-
te.

¢. Purificacién: Este proce so se
realizé siguiendo las recomeada-
ciones de Pons (9), para ello a una
parte del sobrenadante de la extrac-
cién se le agregé acetato de plomo
al 20% y se centrifugé a 200 rpm
por 20 min. El sobrenadante se
transvasé y resuspendi6 en acetona
y de nuevo se centrifugé. Al sobre-
nadante se le agregé cloroform.o, se
agité vigorosamente, se dejé en
reposo y se filtré a través de lana
de vidrio con sulfato de sodio
anhidro. La solucién de cloroformo
se evapord al vacfo y se resuspendié
de nuevo en cloroformo para su pos-
terior andlisis por cromatografia
(TLO).

Anadlisis estadistico: Los
datos obtenidos fueron analizados
utilizando el paquete estadistico
SAS, mediante el procedimiento
PROC GLM (12). Debido a las ca-
racteristicas intrinsecas de cada
muestra y a que el principal interés
fue detectar la presencia de afla-
toxina, no se realizaron compara-
ciones entre las cantidades detec-
tadas por muestra.
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Cuadro 1. Valores promedios de los Rf encontrados al separar
muestras purificadas de aflatoxinas usando cuatro
sistemas de solvente.

Sistema de
solventes

Cloroformo:Metanol

97:3

Cloroformo: Acetona 9:1

Cloroformo: Acetona:2-Propanol
825:150:25

Benceno:Etanol:Agua
46:35:19

Tipo de Aflatoxina
B, B G G

0.74 0.71 0.60
066 050 045 0.39
072 069 065 0.6t
0.32 .0.30... 0.28 .. 0.32

Resultados y discusiéon

Comparaciéon de los siste-
mas de solventes utilizados para
la deteccion de aflatoxinas: El
cuadro 1 muestra los valores de Rf
encontrados al separar muestras
purifica-das de aflatoxinas prove-
nientes de alimen-tos y patrones
usando cuatro sistemas de solventes
diferentes.

Los resultados registrados en
este cuadro son el promedio de diez
repeficiones demostrandose de esta
manera que el sistema de solventes
cloroformo-acetona (9:1) fue el mas
apropiado para la deteccién de
aflatoxinas ya que produjo Rf
constantes y muy aproximados a
los valores indicados por el Ins-

Cuadro 2. Porcentajes de recuperacion de aflatoxina agregada
en las muestras de alimentos.

- Tipode ~ Porcentajede =~ Muestrasde
Aflatoxina Recuperacién (%) Alimentos o
B1, B2, G1, G2 70 Soya

B1, B2, G1, G2 65 Mani

B1, B2, G1, G2 85 Algodén

}_31, B2,7C>}l, GZ 35 Sorgo
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tituto de Productos Tropicales (5),
ademas la separacién es buena
dando como resultado manchas
circulares bien definidase indepen-
dientes.

Recuperacion de Aflatoxi-
nas: En el cuadro 2 se observan los
porcentajes de recuperacién de
aflatoxinas. De los resultados
hallados se puede inferir que el
método de extraccién usado per-
mite recuperar por lo menos un
76% de la aflatoxina agregada,
valor este bastante aceptable si se
considera que otros métodos repor-
tados por la literatura (5) sefialan
que a partir de un 65% es bueno y
puede utilizarse con bastante
confiabilidad.

Produccion de Aflatoxinas:
Las cantidades de aflatoxinas produ-
cidas en los procesos de fermentacién
de acuerdo a la técnica de Shotwel
(16) se presentan en el cuadro 3. Las
estimaciones se realizan de acuerdo
a las recomendaciones sugeri-das por
Pons (9). Los resultados demues-tran
que las aflatoxinas G1, B1 Y G2 se
encuentran en cantidades similares
y tienden a ser mayores a las canti-
dades encontradas de aflatoxinas B2.

Estos resultados concuerdan
con los reportados por otros investi-
gadores (3, 16, 8) y permiten conclu-
ir que la técnica utilizada es efec-

tiva para la produccién de af a-
toxinas, encontrdndose que la
concentraciéon relativa de la afla-
toxina Bl y G1 fue apreciablemente
superior a los otros tipos.

Deteccion de aflatoxinas en
algunos alimentos: La extraccién
y deteccién de aflatoxinas se realiz6
en muestras de materias primas en
las cuales habfa indicios o se ocbservé
crecimiento de hongos. Es decir, que
no fueron muestras al azar sino que
deliberadamente se tomaron mues-
tras sospechosas.

En el cuadro 4 se puede apre-
ciar que sélo dos de las muestras
analizadas no prcsentan afla-
toxinas de ningan tipo. E1 50% de
Ias muestras poseen aflatoxina B1,
70% aflatoxina B2, 60% G1, m en-
tras que la G2 sélo fue detectada
en el 20% de muestras analizadas.
Estos resultados demuestran que la
aflatoxina de mayor incidencia en
este caso es la B2, mientras que la
de menor incidencia fue la G2.

En las muestras de manf y en
el alimento concentrado se detec-
taron todos los tipos de aflatoxinas.
En las muestras de ajonjcli y
algod6n se detectaron todos los
tipos de aflatoxinas, con la excep-
cién de la G2. En el maiz solo se
detect6 la aflatoxina B1 y B2. En
la soya s6lo se detect6 aflatoxina B2

Cuadro 3. Estimacion de las cantidades de aflatoxinas
producidas en los procesos de fermentacién.

~ Tiposde ~ Cantidad
Aflatoxina ppb
o .

B2
G1
G2

m
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Cuadro 4. Concentraciones de aflatoxinas en ppb encontradas
en los alimentos estudiados.

__Tipo de Aflatoxina

Muestra B,
Mani 50
Ajonjolf 6
Algodén 58
Sorgo nd
Maiz 75
Arroz nd
Soya nd
Concentrado 18
Yuca nd
Trigo nd
nd= no detectable

y G2, en el arroz s6lo se detecté6 la
aflatoxina B2, mientras que en la
yucay el trigo no se detect6 presen-
cia de ningn tipo de aflatoxina. En
sorgo s6lo se encontré la aflatoxina
G1, otros trabajos en sorgo mues-
tran que la presencia de esta
aflatoxina normalmente estd acom-
paiiada de alguna otra, como la B1,
(16).

Tres de las muestras anali-
zadas (manf, algodén y maiz)
presentan concentraciones de
aflatoxina B1 iguales o superiores

B, G, G,
7 12 ¢
3 6 nd
12 11 nd

nd 14 nd
4 nd nd
2 nd nd
2 6 nd
3 6 2

nd nd nd
nd nd nd

alos 20 ppb, lo que es indicativo de
una proliferacién masiva de hongos
productores de estas toxinas. [Sstos
resultados concuerdan con los
reportados por otreos investigadores
(8) y sugieren que en nuestro raedio
existe el hongo productor de la
aflatoxina. Conociendo los recueri-
mientos ambientales de humedad
y temperatura para el crecimiento
del hongo se podrfa inferir que
nuestra regién es una zona poten-
cialmente importante en la produc-
cion de aflatoxinas.

Conclusiones

De este estudio se concluye que
es abundante la presencia de afla-
toxinas en algunos alimentos que se
utilizan para la formulacién de ali-
mentos para animales, como por
ejemplo: sorgo, maiz, algodén y mani.
Esto podria ser més grave atn si se
considera que se ha comprobado la
presencia de un tipo de aflatoxina en
la leche de los animales alimentados
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con este tipo de alimentos; esto
representa un doble peligro tomando
en cuenta que la ingesta de productos
lacteos a edades tempranas es alta, y
que la susceptibilidad de los rifios a
las aflatoxinas es también alta

En Maracaibo existen todas las
condiciones favorables para que se dé
un buen crecimiento del hongo en los
distintos alimentos por diversas
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losen las riberas del Lago, todo lo cual
los hace muy susceptibles a la prescn-
cia de aflatoxinas.

razones, entre las cuales estd su
transporte por via maritima, la
conservacién y almacenamiento en si-
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