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Resumen 

Se realizó la detección de aflatoxinas en 10 muestras (mani, ajonjoli, 
algodón, sorgo, maíz, arroz, soya, alimento concentrado, yuca y trigo) 
utilizadas como materias primas para la alimentación animal. La extracción 
de aflatoxinas se realizó con acetona al 70% y la purificación con acetzito 
de plomo a l  20%. La tipificación de las aflatoxinas se efectuó r o r  
Cromatografia de Capa fina (TLC), usando el sistema de so1veni.e~ 
c1oroformo:acetona 9:l (vlv), comparando los valores de Rf y l a s  
caracteristicas de fluorescencia con la de estándares purificados. Las 
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 mani y alimento concentrz.do 
presentaron todas las aflatoxinas analizadas. En la yuca y en el trigo no se 
detectó la presencia de aflatoxinas. 
Palabras claves: Aflatoxinas, alimentos, hongos, extracción. 

Abstract 

Ten samples (peanut, sesame, cotton, sorghum, corn, rice, soy, con- 
centrated feed, cassava and wheat) were analyzed for aflatoxin content. 
The chosen samples had, or was suspected to have had fungi growth. Ex- 
traction of aflatoxin was made using 70% acetone in water, and the re- 
maining impurities were cleaned with 20% lead acetate solution. Al'la- 
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 thin 
layer chromatography. Chloroform- acetone 9:l (vlv) was the solvent sys- 
tem used. Results showed that 80% of the analyzed sample contain a.9a- 
toxin. The estimated amounts of aflatoxin in samples ranged from 2 ú~ 76 
ppb. Aflatoxin B2 was the one with the largest incidence. While G2 Kvas 
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the one with the lowest incidence. Peanut and concentrated feed ha11 al1 
type of aflatoxin. While neither cassava nor wheat had a41atoxin. 
Key words: Afiatoxin, food, fungi, extraction. 

Las aflatoxinas conforman un 
grupo de micotoxinas producidas 
principalmente por hongos del 
genero Aspergillus (3, 7, 17). El 
conocimiento de los efectos que 
producen las aflatoxinas es de gran 
importancia en la producción gana- 
dera, ya que &as causan pe juicios 
económicos al disminuir el ritmo da 
crecimiento de los animales, ade- 
mAs de tener relación con la presen- 
cia de algunas enfermedades (1,6). 
Especfficamente se ha  comprobado 
e l  incremento  e n  e l  Indice de 
mortalidad en cerdos a los cuales 
se les suministró por un período de 
16 semanas, durante el crecimi- 
ento, una dieta contaminada con 0.2 
y 0.7 mglkg de aflatoxina B1 y G1, 
respectivamente, y se observó en 
6stos disminución del apet i to ,  
retardo en  el crecimiento y órganos 
internos aumentados de tamaño. 
Con otro grupo a1 cual se les 
suministró dietas mayores con 2.0 
y 4.0 mglkg de aflatoxina se observó 
una disminución brusca del apetito 
y necrosis hepática (1). 

Las aflatoxinas tienen nu- 
merosos efectos similares a los 
efectos de los antibióticos, actuando 
sobre diversos procesos bioquimicos 
en  los microorganismos, animales 
y plantas. Sin embargo, a diferencia 
de los antibióticos, 1:is aflatoxinas 
poseen un elevado podcr carcino- 
genico y efectos morbosos romo 
abortos, producción de crlas peque- 
ñas y debiles (7). 

La presencia (le aflatoxinz s en 
los alimentos los hace inadecu;idos 
para el consumo humano y animal. 
Muestras de carne. leche y huwos 
provenientes de animales alirzen- 
tados con raciones i~dicionada.' con 
aflatoxinas, han presentado las  
toxinas o derivados de ellas e r  sus 
productos (2, 6, 10) 

Las aflatoxina:; se producen en 
gran cantidacl de productos ag -Ice- 
las como el coco, manI, arroz, soya, 
sorgo, maíz, entre ot.ros (13, 14 ,  15, 
16). La cantidad de aflatoxinas 
presente e n  esto.: se encue.itra 
condicionada a fartvres de temy era- 
t,ura y hum~dati ,  condiciones esf.as 
est,rechamente vintt~latlas al c~ec i -  
miento de hongos (3,  10, 11). 

La produccidli de aflatoxinas 
es dependiente de las diferentes 
condiciones ambientales. En  traba- 
jos realizados en los cuales se usó 
mani almacenado .ir! encontró que 
las aflatoxinas se pueden pro+ ucir 
en t r e  1 2  y 41°C.  dependiendo 
t,ambién de la hiirneclad r e l ~  tiva 
(mínima 8304) y el ~ s t a d o  de mritlu- 
ración de los granor; rla mant (4). Por 
estas razoncs hay vran posibilidad 
de encon t,rarlas eri los procl~ ctos 
agrícolas de la. refri6n Zulian;~, en 
donde los promed los de temy era- 
tura y humedad relativa s o l  de 
27.9"C y 76%, resprct:ivameníx~, las 
cuales permiten el crecimiento tiel 
hongo y la producción de sus nieta- 
bolitos. E s t ~  posi1)ilidad aumenta 
por el hecho de que muchos !ugares 
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de almacenamiento de alimentc s se El objetivo de este trabajc e s  
encuentran en las zonas adyacentes el de determinar aflatoxinas en  
al Lago, donde la humedad y la productos agricolas importantes de 
temperatura son óptimas Para  la la región, que sean p3tencialmente 
producción de aflatoxinas, pui?sto susceptibles a l  crecimiento de 
que la primera se incrementa por hongos y a la prodilcción de a l a -  
la cercania al Lago. toxinas. 

Materiales y métodos 

lego cac 
,a crom 
mente S' 

la placa 
atográf 
e saturó 

Detección de aflatoxinas 
(comparación de sistemas de 
solventes): Para la detección de 
aflatoxinas se empleó cromatogra- 
fía de capa fina (TLC). Utilizando 
cromatoplacas prepararlas de silica- 
gel de 20 por 20 cm con 0.2.5 mni 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 utilizó una jeringa T-Iainil- 
ton. Li se 11ev6 a la 
cámar ica, la cual 
previa con el siste- 
m a  de solventes. Concluido e l  
tiempo de desarrollo (le la crom;tto- 
placa, se dejó secar y se observó con 
luz ultravioleta de onda larga de 
366 milimicras, localizando ma.n- 
chas fluorescentes causadas por la 
presencia de aflatoxinas. Se utilizó 
para su cuantificaci6n (31 rribtodo de 
comparación en base a r~atroncs 
conocidos. 

En virtud de ser la bib1iogr;ifia 
muy  amplia  e n  relacihn a los 
s i s temas  de solventes,  este  se 
seleccionó mediante una priieb? en 
la cual se compararon cuatro siste- 
mas de solventes distintos (cuadro 
1). Tomando especi;il atención a los 
valores de Rf y a la buena separa- 
ción de las cuatro aflato-iinas, se 

escogió e l  s is tema clorofornio- 
acetona (9: l) ,  por ser el más indica- 
do de acuerdo a los par8meteos 
establecidos. 

Recuperación de afiatoxi- 
nas: Esta recuperación se realizó 
con la finalidad de comprobar la  
eficacia del m4todo drr extracción de 
aflatoxinas, el cual consistió e n  
agregar cantidades conocidas de las 
mismas y luego tratar su extracción 
por el metodo sugerido. 

Para la recuperación se pes6 
50 g de muestra, y SP le agregó una 
alícuota de 1.5 m1 d~ una soluc36n 
de cloroformo que contenia 4.3 l g l  
m1 de cada una de las aflatoxir~as 
(patrones). El volumen o alfcuota 
se mezcló bien con el alimerito 
asegurándose que quedara u n a  
distribución homogbnea del in6c:ia- 
lo. 

Las muestras luego de inocu- 
ladas con las cantidades conociclas 
de aflatoxina se sometieron al  
proceso de extraccifin, deteccióri y 
cuantificaci6n. 

Producción de Aflatoxin as: 
Para la producción (le Matoxirias 
se empleó el hongo Aspergilius 
flaui~s para-sificus copa No ATiX 
155 17, Colorado State Universi ty, 
Fortcollins Colorac'o. USA y se 
sigui6 l a  tbcnica ~ u g e r i d a  por 
Shotwell (14). 
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a. Inoculación: Las esporas del 
A. parasiticus se inocularon en  
tubos que contenian Agar Czapek, 
mantenihndose a una temperatura 
de 28°C a fin de lograr un buen 
crecimiento luego se mezclaron las 
conidias con una solución de Triton 
X-100. 

b. Fermentación: Para la fer- 
mentación se colocaron 50 g de 
arroz en un erlenmeyer el cual se 
humedeció con agua, dejándolo 
reposar por espacio de 2 horas. 
Luego se procedió a la inoculación 
con aproximadamente 0.5 m1 de la 
suspensibn de esporas. Al finalizar 
la fermentación, el medio de arroz 
tendria caracteristicas observables 
de crecimiento micótico. 

c. Extracción: La extracción de 
Aflatoxinas del arroz se realizó 
segiin l a  tdcnica descri ta  por 
W.A.Pons (9), p a r a  lo cual se 
eliminó el hongo por calentamiento. 
Procediendo luego a la extracción 
con cloroformo: acetona (1:l). Se 
centrifugó a 3000 rpm por 20 min y 
se filtró a traves de lana de vidrio, 
recolectándose el filtrado en un 
embudo de separación a fin de 
separar la parte clorofórmica, esta 
se fil tró a t ravds de u n  papel 
Whatman No 1, se concentró en un 
evaporador y luego se resuspendió 
en 10 m1 de cloroformo para su 
detección. 

Extracción de aflatoxinas 
en alimentos: 

a. Preparación de las mues- 
t ras :  Diez mues t ras  diferentes 
(mani, ajonjolí, algodón, sorgo, 
maiz, arroz, soya, alimento concen- 
trado, yuca y trigo) fueron seleccio- 
nadas para el ensayo. Se realizaron 

ocho analisis por muestra. 
Las muestras de alimeritos 

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. Extracción: Se tomar011 50 
g de muestra a los cuales se les 
añadió 20 m1 de acetona al 70%, se 
hornogenizó y se transfirió 2. un  
erlenmeyer con tapa, se agiM y se 
filtró, colectilndose el sobrenadan- 
te. 

c. Purificación: Este proce se 
realizó siguiendo las recome:rida- 
ciones de Pons (9), para ello a una 
parte del sobrenadante de la extrac- 
ción se le agregó acetato de plomo 
al 20% y se centrifugó a 200 rpm 
por 20 min. El sobrenadante se 
transvasó y resuspendió en acetona 
y de nuevo se centrifugó. Al sobre- 
nadante se le agregó c1oroform.0, se 
agitó vigorosamente, se dejó e n  
reposo y se filtró a trav6s de lana 
de vidrio con sulfato de sodio 
anhidro. La solución de clorofi~rmo 
se evaporó al vacio y se resuspendió 
de nuevo en cloroformo para si-i pos- 
terior analisis por crimatog<afia 
CTLC). 

Ánálisis estadístico: Los 
datos obtenidos fueron analizados 
utilizando el paquete estadj stico 
SAS, mediante el procedimiento 
PROC GLM (12). Debido a las ca- 
racteristicas intrínsecas de cada 
muestra y a que el principal inter6s 
fue detectar la  presencia de afla- 
toxina, no se realizaron compara- 
ciones entre las cantidades tletec- 
tadas por muestra. 
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Cuadro 1. Valores promedios de los Rf encontrados al separ.ar 
muestras purificadas de aflatoxinas usando cuatro 
sistemas de solvente. 

Sistema de 
solventes 

Tipo de Aflatoxina 

B, B2 G 1 G2 

Cloroformo: Acetona 9: 1 0.56 0.50 0.45 0.30 

Cloroformo: Acetona:2-Propano1 0.72 0.69 0.65 0.61 
825: 150:25 

Resultados y discusión 

Comparac ión  d e  los siste- 
m a s  d e  solventes utilizados p a r a  
la detección d e  afiatoxinas:  El 
cuadro 1 muestra los valores de Rf 
encontrados a l  separar muestras 
purifica-das de aflatoxinas prove- 
nientes de alimen-tos y patrones 
usando cuatro sistcm:is de solventes 
diferentes. 

Los resultados registrados en  
este cuadro son el promedio de diez 
repeficiones demostrAndose de esta 
manera que el sistema de so1vent;es 
cloroformo-acetona (9: 1) fue el más 
apropiado pa ra  l a  deteccióri de  
af la toxinas  ya  q u e  produjo Rf 
constantes y muy aproximados a 
los valores indicados por el Ins- 

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

Tipo de Porcentaje de Muestras de 
Aflatoxina Recuperación (%) Alimentos 

R l ,  B2, (31, G2 70 Soya 

n i ,  B2, G l ,  G2 65 Maní 

B 1, B2, G1, G2 85 Algodón 

R l ,  B2, G1, C2 3 5 Sorgo 
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tituto de Productos Tropicales (9, 
además la  separación es  buena 
dando como resultado manchas 
circulares bien definidas e indepen- 
dientes. 

Recuperación de Aflatoxi- 
nas: En el cuadro 2 se observan los 
porcentajes de recuperación de 
af latoxinas.  De los resul tados 
hallados se puede inferir que el 
metodo de extracción usado per- 
mite recuperar por lo menos un 
75% de l a  aflatoxina agregada, 
valor este bastante aceptable si se 
considera que otros mtltorlos repor- 
tados por la literatura (5) señalan 
que a partir de un 65% es bueno y 
puede ut i l izarse con bas tante  
confiabilidad. 

Prodiicción d e  Aflatoxinas: 
Las cantidades de aflatoxinas produ- 
cidas en los procesos de fermentación 
de acuerdo a la técnica de Shotwel 
(16) se presentan en e1 cuadro 3. Las 
estimaciones se realizan de acuerdo 
a las recomendaciones sugeri-das por 
Pons (9). Los resultados demues-tran 
que las aíiatoxinas G1, R1 Y G2 se 
encuentran en cantidades similares 
y tienden a ser mayores a las canti- 
dades encontradas de cafiatoxinas B2. 

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

tiva para la producción de a f  a -  
toxinas, encontrándose que l a  
concent,ración relativa de la afla- 
toxina B l  y G1 fue apreciablemerite 
superior a los otros tipos. 

Detección de ~ f l a t o x i n a s  en 
algunos alimentos: La extracción 
y detección de aflatoxinas se realizó 
en muestras de materias primas en 
las cuales había indicios o se observó 
crecimiento de hongos. Es decir, que 
no fueron muestras al azar sino que 
deliberadamente se tomaron miies- 
tras sospechosas. 

En el cuadro 4 se puede apre- 
ciar que s610 dos de las muestras 
ana l izadas  no presentan a l la -  
toxinas de ningGn tipo. El 60% de 
las muestras poseen aflatoxina B 1, 
70% aflatoxina B2, 60% G1, m-.en- 
tras que la G2 sólo fue detectada 
en el 20% de muestras analiza~las. 
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 maní y en 
el alimento concentrado se detec- 
taron todos los tipos de aflatoxinas. 
En l a s  mues t r a s  de ajonjcli y 
algodón se detect.aron todos los 
tipos de aflatoxinas, con la excep- 
ción de la G2. En el maíz solo se 
detecM la aflatoxiria B1 y B2. En 
la soya s61o se detect6 aflatoxina B2 

Cuadro 3. Estimación de las cantidades de aflatoxinas 
producidas en los procesos de fermentación. 

Tipos de Cant~dad 
Aflatoxina P I ) ~  

B1 1 13 
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Cuadro 4. Concentraciones de aflatoxinas en ppb encontradas 
en los alimentos estudiados. 

Tipo de Aflatoxina 
Muestra B , B , G ,  G ,  

Mani 50 7 12 :I 
Ajonjolí 6 3 6 ncl 

' Algoclón 58 12 11 nci 
Sorgo n d nd 14 nd 
Maiz 75 4 nd ni1 
Arroz nd 2 nd ni1 
Soya nd 2 6 nll 
Concentrado 18 3 6 :3 
Yuca n cl nd nd nd 
Trigo n d nd nd n d 

y G2, en  el arroz sólo se detect6 la 
aflatoxina R2, mientras que en la 
yuca y el trigo no se detccM presen- 
cia de ningiin tipo de aflatoxina. En 
sorgo s610 se encontró la aflatoxina 
G1, otros trabajos en sorgo mues- 
t r a n  que l a  presencia  de es ta  
aflatoxina normalmente está acom- 
pañada de alguna otra, como la B1, 
(16). 

Tres de las muestras anali- 
zadas  (manf,  algodón y mafz) 
p re sen tan  concentraciones de 
aflatoxina B1 iguales o superiores 

a los 20 ppb, lo que e s  indicat i~o de 
una proliferación masiva de hclngos 
productores de estas toxinas. Izstos 
resul tados concuerdan coii los 
reportados por otros investiga11ores 
(8) y sugieren que en  nuestro raedio 
existe el  hongo productor 3e l a  
aflatoxina. Conociendo los reclueri- 
mientos ambientales de humedad 
y temperatura para el crecimiento 
del hongo se podría inferil. que 
nuestra regi6n e s  una zona poten- 
cialmente importante en la produc- 
ción de aflatoxinas. 

Conclusiones 

De este estudio se concluye que 
es  abundante la presencia de d a -  
toxinas en algunos alunentos que se 
utilizan para la formulación de ali- 
mentos para animales, como por 
ejemplo: sorgo, maíz, algodón y maní. 
Esto podría ser más grave aún si se 
considera que se ha comprobado la 
presencia de un tipo de aflatoxina en 
la leche de los animales alimentados 

con este tipo de alimentos; esto 
representa un doble peligro toinando 
en cuenta que la ingesta de proluctos 
lzicteos a edades tempranas es alta, y 
que la susceptibilidad de los riiios a 
las aflatoxinas es t;mbi6n alta 

En Maracaibo existen bias las 
condiciones favora5les para que se dt! 
un buen crecimiento del hongc~ en los 
distintos alimentos por diversas 
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razones, entre las cuales está su los en las riberasdel Lago, todo lo cual 
transporte por vi a marítima, la los hace muy susceptibles a la presa-  
conservación y almacenamiento en si- cia de datoxinas. 
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