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Estna :Lh\restligac;l.cn e reall =& en [ 8 Laboratorio e
Toxicologia Ade 1ex Facultad Ade Medlcina Vetarinaria ¥
Zootacnia. Se procgesaron 72 muestitras de malimento pRara pollo de
engorda , Prrovaeniaentes Ade 28 granjas e R prerlifeaeria de

Guadalajarsa.

) recuento dea hongos £ rrexml 1 =S Por 1a teEeaoniaca de
vaclado en place, paAara los aislamientos ee utlilizd agar pmpa
Gerxtrosa, ecton £ e identiflicaron pox =1l caractaristlaoan
macroscodpicoas y mloroscdpicas, con recuentos gue variaron de
100,00 — 217000,000 UFC, 1a determinacion da aflatoxinas sea

efectud por la tdéonicm de cromatografim en capa £insa.

Los raesultados Ffueron 1o sigulentes; el 94.4% de las
muestras presentaron hongos productores de aflatoxinams, el 785%

Fuaron positiﬁas a aflatowinas,del total Ade 1as muestras al

E£E8._.33% contenia aflmtoxinsa Bl' el ag.88g% B, ., el 25% G, Yy =1
a.32% G,, en congdentraciones oue varliaron de 67 & 162 ppb.
La humedmd Ffluctuds del 82 al 1=2.5% , 1a mayor incidaencia

fuingloa se presentd all 10%.

ElI alimento se clasificd en cuatro grupos, dependilendo de

lms ocondiciones de aAalmacdenamleanto y presentacidn:

Grupo 1: Alimento elaborado en la granija, almacenads a granal
Y prresentaclon en polvo-

CSrupoe 2: Alliments elaborado an la granda, almacenado a graneld
Y prasentacidon en migalas.

Srupo 3= Alimento comarcial , almacernadso (=3 2] costal b
Prasentaclicsn en polvo.

GSrupo a2z Aldimeanto comercial , almacaenado en comstall v

Presentacidn en migmajas.

®n el Grumpe a. e encontraron Ao muestras (als2s] Lenes
slguiaentes ecspecian fungilicas;y Asgspergilllus, Penlcillium Mg
Fusarium. BEn una de 1asd muestras se ldentilfiliacd Aflatoxins L2 3Y

Y G,-

En el Grupo 2 Aae encontraod Arpaeroaillue Penjicdllium,

Cladoesporium, Fusarium, Alternarlias, Trichoderma, Pascalomycess,

Eplcocoum, Rhizopus, Verticilliuvum, Abhsldias, Phoms , Mucor 3

Aflatoxinas B,, B,, Gy ¥ G,-

En = SGrupo 3 e anconteds Asparoglilluc . Poenicdlt ium,
Cladosporium, Fusarilum, Alternaria, Trichodexrms, Eplcoccum,
Rhizopus, Abmilidia, Phoma y Aflatoxinas B;,, B,, G, ¥ CG,.

En ol Grupa a = e encontrd Aspercagilllus, renicillilium,
Cleadosporitam, Fusarium, Altaernaxims, Trridchoderma, Rhizopus,
Verticillium, Absildilia, Phoma, Mucor y Aflatoxinas B,, B;, G, ¥

(=T



INTRODUCCTION

Es de todos sabido gue mediante los alimentos proporcionamos
los nutrientes indispensables para el desarrolleo y la reproduccidn
de 1los animales domésticos, sin embargo también existe 1la
posibilidad de aportar mediante el alimento, compuestos tdxicos y
microorganismos no deseables, reduciendo asi la productividad (36,

39, 48).

Dentro de los compuestos toxicos que contaminan los alimentos
encontramos las aflatoxinas que son un grupc de metabolitos

secundarios, producidos por algunas cepas de Aspergillus flavus y

Aspergillus parasiticus siendo, por su naturaleza ubicua de un

elevado riesgo de contaminacidén a productos vegetales (12, 14, 20,

31, 41, 43, 47).

Durante los dltimos 25 afios se han estudiado aproximadamente
200 metabolitos téxicos producidos por hongos, de los cuales las
aflatoxinas son las gue mds preocupan en la actualidad a la
industria avicola. En el Cuadro No. 1 se menciocnan algunos hongos
y aflatoxinas asociadas con diversos productos agricolas (12, 23,

30).



CUADRO No. 1

HONGOS TIPICOS Y MICOTOXINAS ASOCIADAS CON DIVERSOS

PRODUCTOS AGRICOLAS

MICOTOXINAS

HONGOS

LOCALIZACION

AFLATOXINAS

ALEUKIA TOXICO ALIMENTICIO
(AT A)

CITRININA

ALCALOIDES DEL CORNEZUELO

OCRATOXINA

PATULINA

ASPERGILUS FLAVUS*

A PARASITICUS*

FUSARIUM SPP.

FUSARIUM SPP.

CLADOSPORIUM SPP.

HONGOS NO IDENTIFICADOS

PENICILIUM CITRINUM*

P. VIRIDICATUM*

P. CITRE VIRIDE

CACAHUATE, HARINA, NUEZ
DE BRASIL, ARROZ, CEBADA
TRIGO, AVENA, PACANA.
ARROZ, CEBADA, TRIGO
AVENA.

GRANOS
PASTOS BERMUDA.

PASTO BERMUDA, CENTENO Y
ARROZ

CENTENO, OTROS GRANOS,
HIERBA Y OTROS PASTOS

PASTO FRESCO
NUEZ DEL BRASIL, FRUTAS

DE CITRICOS, CAFE Y
TABACO.

JUGO DE MANZANA, VARIAS
FRUTAS PROCESADAS

P. EXPANSUM
P. FELLUTANUM P. NOTALUM
P. IMPLICATUM P. PALITANS
P JENSII P. STECKH
P. LIVIDUM P. CORYLOPHILUM
A. CANDIDUS
A. NIVEUS
A. TERREUS
CLAVICEPS PURPUREA
FUSARIUM SPP.
ASPERGILLUS OCHRACEUS*
A. MELLEUS
A. SULPHREAS
P. CYLOPIUM
PENICILLIUM EXPANSUM* P. LEUCOPUS
P. CYCLOPIUM P. MELINII
P. CLAVIFORME P. NOVAE-ZEELANDIAE
P. DIVERGENS P. URTICAE (P.PATULUM)
P. EQUINUM ASPERGILLUS CLAVATUS
P. GRANULATUM A. GIGANTEUS
P. GRISEOFULVUM A. TERREUS
P. LANOSUM BYSSOCHLAMYS NIVEA
P. LAPIDOSUM




ACIDO PENICILINICO

RUBRATOXINA

SLAFRAMINA

EPORODESMIN A

STACHYBOTRYOXICOSIS

ESTERIGMATOCISTINA
DERIVADOS

TREMORGENGS

PENICILLIUM CYCLOPIUM*

P. ROQUEFORTI

GRANQOS, FRUOL,
TABACO

P. AURANTIC VIRENS P. SIMPLICISSIMUM

P. BAARNENSE P. STOLONIFERUM

P. FENNELLIAE P. VIRIDICATUM

P. JANTHINELLUM ASPERGILLUS OCHRACEUS
P. LIVIDUM A. ALLIACEUS

P. MARTENSII* A. MELLEUS

P. PALITANS A. SCLEROTIORUM

P. PUBERULUM A. SULFHREUS

SCLERQYTINIA SCLEROTIORUM

PENICILLIUM RUBRUM*

P. PURPUROGENUM

AHIZOCTONIA LEGUMINICOLA

PITHOMYCES CHARTARUM

STACHYBOTRYS CHARTARUM

(S. ALTERNANS)

ASPERGILLUS AMSTELODAMI

A. CHEVALIERI

A. FLAVUS

A. NIDULANS

A. VERSICOLOR'

BIPOLARIS SOROKINIANA

PENICILLIUM LUTEUM

ASPERGILLUS CLAVATUS P. PALITONS

A. FLAVUS P. PAXILLI

A. FUMIGATUS . PUBERULUM
PENICILLIUM CRUSTOSUM  P. VERRUCULOSUM

P. CYCLOPIUM ROSELLINIA NECATRIX

P. MARTENSH

CEREALES

GRANOS, OTROS GRANOS

TREBOL RQJO

PASTURAS

PAJA, HENO

GRANOS, PASTOS, CAFE
DIVERSOS ALIMENTOS

VARIOS MOHOS, ARROZ
ALIMENTOS COMERCIALES



TRICOTECENGS FUSARIUM AVENACEUM F. POAE
F. CULMORUM F. SOLANI
F. EQUISETI F. SPOROTRICHIQIDES

F. GRAMINEARUM

F. TRICINCTUM*

(F. ROSEUM, GIBBERELLA ZEAE)
F. LATERITIUM

F. MONILIFORME

. OXYSPORUM

PENICILLIUM CITREO-VIRIDE
P. ISLANDICUM
P. RUGULOSUM

ZEARALENONA FUSARIUM GRAMINEARUM

ARROZ

F. OXYSPORUM VARIOS GRANOS

(F. ROSEUM*)

F. SPOROTRICHIOIDES

F. MONILIFORME

F. TRICINCTUM

* LAS ESPECIES MAS IMPORTANTES PRODUCTORAS DE TOXINAS. (6)



Las aflatoxinas pueden formarse, en productos alimenticios
antes y después de la cosecha asi como durante su almacenamiento

(14, 18, 24, 26, 30, 35, 40).

Para que estas aflatoxinas puedan formarse se requiere gue los
hongos productores tengan condiciones de humedad y temperatura
optimos; La humedad del substrato es el principal factor dque regula
el crecimiente fungal y la ulterior formacidén de aflatoxinas. En el
Cuadro No. 2 se muestra los contenidos de humedad de diferentes
granos y semillas en las cuales se desarrollan diferentes hongos
(34). Otros factores de suma importancia dentro de la produccidn de
aflatoxinas es la temperatura dentro de las cuales encontramos; una
minima de 12° €, una 6ptima de 27-30° C y una mdxima de 40-42° C,
influyendo asi mismo el tiempo de almacenamiento, deficiencias en
la cosecha, aereacién insuficiente en el almacenaje, granos
gquebrados (comprimidos rotos), contenido de bidxido de carbono,
calidadlbiolégica de la semilla y tipo de alimento (13, 14, 18, 26,

34, 36, 40, 41, 49).

En condiciones favorables las aflatoxinas pueden llegar a
desarrollarse en forma elevada en 24 hrs., los niveles mdximos se

alcanzan de 7 a 10 dias (47).

Una vez que se establecen los factores ambientales adecuados
para la formacidén de hongos éstos producirdn sustancias tdéxicas en
el alimento, alterando sus propledades nutricionales con las

consecuentes pérdidas econdmicas.



CUADRO No. 2

Contenido de humedad de diferentes granos y semillas *
en equilibrio con humedades relativas de 65 - 90% vy
hongos que cominmente se les encuentra creciendo ba‘jo
esas condiciones de humedad.

HUMEDAD AVENA, ARROZ
RELATIVA CEBADA, CENTENO CARTAMO
MAIZ, SORGO CACAHUATE
TRIGO SOYA Y GIRASOL HONGOS
65-70 13.0-14.0 12.0-13.0 5.0 -6.0 ASPERGILLUS
HALAPHILICUS
70-75 14.0 - 15.0 13.0 - 14.0 6.0-7.0 A. RESTRICTUS
A. GLAUCUS
75 -80 14.5 - 16.0 14.0 - 15.0 7.0-8.0 A. CANDIDUS
A. OCHRACEUS
MAS 1.OS DE ARRIBA
80 - 85 16.0 - 18.0 156.0-17.0 8.0-10.0 A. FLAVUS
PENICILLIUM
MAS LOS DE ARRIBA
85-90 18.0 - 20.0 17.0-19.0 10.0-12.0 PENICILLIUM

HAS LOS DE ARRIBA

* Porcentajes de humedad con base a peso himedo. Las cifras son aproximaciones, en la préctica
se pueden esperar variaciones t 1.0%

FUENTE: CHRISTENSEN Y SAUER (1982) (36)

BIBLIOTECA CENTRAL



Las aflatoxinas mds comunes son; Bl, Gl, B2 y G2. La
aflatoxina Bl generalmente se le encuentra en mayor frecuencia,
siendo la mas téxica, caracterizadndose ademds por su elevada
hepatotoxicidad. Las cuatro sustancias se distinguen por su color
fluorescente al observarlas bajo la luz ultravioleta en donde B
corresponde a Azul (del inglés Blue) y G a Verde (del inglés

‘Green) su estructura quimica corresponde a la siguiente:

TP A\

AFLATOXINA B1 : AFLATOXINA B2

AFLATOXINA G1 AFIATOXINA G2




FUNDAMENTOS

Las aflatoxinas son un grupo de sustancias elaboradas por
hongos, y en pequeiias cantidades son tdxicas a los animales que las
ingieren y en algunos casos al estar en contacto con la piel (2,

24, 25).

Cuando las aflatoxinas son consumidas por los animales el
compuesto o sus metabolitos aparecerdn en la orina, heces fecales,
y principalmente en la leche, constituyéndose asi en contaminantes
de los alimentos gque son destinados para el consumo del hombre, por
lo que revisten gran importancia por presentar un serio problema de

Salud Publica (2, 12 18).

Con relacidén a los problemas gue ocasionan las aflatoxinas en
las aves los cuadros élinicos varian considerablemente, esto va a
depender de; la especie, edad, sexo, raza, dosis, tiempo de la
exposicidén y tipo de alimento que se administre (2, 15, 19, 24,
37).

Los efectos observados en las intoxicaciones por estas
aflatoxinas son miltiples y variadoes, entre ellos encontramos;
reduccién en 1la absorcidén de nutrientes, trastornos en 1la
reproduccion, disminuye el consumo de alimente, se reduce el
sistema inmunocompetente de Jlos animales, bajos indices de
fertilidad y como consecuencia una alta mortalidad (2, 11, 24, 25,

30, 37, 41, 55, 56, 61).



Hacia finales de los anos cincuenta se observd en los palises
anglosajones una hepatitis exudativa de origen desconocide que
afectaba a animales domésticos. En 1960 enfermaron y murieron
aproximadamente 100 mil pavos y entonces se conocidé en Inglaterra
la relacidn entre la enfermedad y el alimento enmohecido. Las
investigaciones intensivas que se realizaron en torno a este
problema permitidé concluir que la causa de la muerte de las aves

era una sustancia producida por el hongo Aspergillusg flavus por lo

gue se les llamd aflatoxinas, aludiendo a su origen y encontrando
que se trataba de una serie de compuestos toéxicos quimicamente
relacionados, los cuales varian en su toxicidad (2, 15, 23, 24, 30,

49, 61).

En los dltimos cincuenta afios numerosos casos se han estado
reportando en diversos paises, a consecuencia de los graves
preoblemas gue han ocasionado las diferentes micotoxinas, por

ejemplo:

En la India, se reportd una pérdida de 4 mil conejos gue se

le atribuyé al alimento contaminado con aflatoxinas (63).
En Finlandia, murieron en una granja 250 aves. Se encontrd
esterigmatocistina otra micotoxina en el alimento a razén de 4

mg./Kg. (55)-

En Rumania se informé que 8 cepas de Penicillium oxalicunm

produjeron dcido cecaldnico D, cuando se cultivaron en trigo (585).
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En Europa Oriental, en Ucrania, entre 1979 vy 1985 se
observaron brotes atribuibles a toxinas, en particular el &dcido

kéjico, formado por Aspergillug flavus aislado de salvado y soya

rolada (55).

En Alemania se detectaron por cromatografia de liquidos de
alta presidn, cantidades residuales de ocratoxina A en un 21% de
rifiones de cerdo en un rastro v en 25 muestras de sangre

recolectadas en un mes (56).

En Escocia se reportéd que 6 rifiones de cerdo se caracterizaron
por presentar lesiones a causa de ocratoxina, también se observd
gue en 5 rifiones examinados se determinaron sus concentraciones de

ocratoxina A, éstos tenfan residuos mayores a 10 mcg./Kg. {(56).

En Rusia se encontraron 22 muestras de alimento conteniendo

acido kéjico, sustancia elaborada por hongos del género Aspergillus

flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus y Aspergillusg

nidulans. (56)

En Carolina del Norte, uno de los estados del suroeste de los
Estados Unidos productores de maiz estimaron gue las pérdidas
atribuibles directamente a la contaminacién de hongos productores
de aflatoxinas, en ese dgrano fue cerca de los treinta y dos
millones de ddélares en 1977. Los costos asignados por la misma

razon en Georgia en 1978 estuvieron cerca de veintidds millones de
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délares sdlo para el maiz. Las pérdidas de Georgia inducidas por la
contaminacién del cacahuate con hongos productores de aflatoxinas

entre 1972 y 1973 se calcularon en doce millones de ddélares (39).

En algunas dreas de 1los Estados Unidos dltimamente 1la
produccioén de aflatoxinas en maiz en el campo ha sido un serio
problema particularmente en leos estados del sureste en donde el
maiz es ampliamente utilizado en la alimentacidn del ganado vacuno,

lechero y de carne, cerdos y aves (39).

En México, se ha venido observando en algdnos municipios del
estado de Jalisco: Tecolotldn, Juchitlédn, Ameca, El1 Arenal,
Tenamaxtldn, Techaluta, Atoyac y Amatitldn. La causa mds viable de
las muertes en estos casos, es el envenenamiento por maiz
enmchecido, el gue produce una neurotoxina por el crecimiento del

hongo Fusarium moniliforme sobre el maiz. Se ha demostrado en

muchas partes del mundo que la ingestidén de dicho maiz enmohecido
por eguinos, es causa de Leucoencefalomalasia con signos clinicos
tales como; temblores musculares, debilidad, inestabilidad en el
paso, caminar en circulo, imposibilidad para tragar y marcada
depresidén, la muerte puede ocurrir de 48 a 72 hrs. después de ser
ingerido el alimento. A éste sindrome se le conoce localmente como
" Reldmpago " caracterizado por signos de encefalitis y un alto
porcentalje de muertes. Se descarta la encefalitis dado gue en la
época en que se presentaron los casos los vectores (mosquito) no se

encuentra presente en el medic ambiente (7, 9, 10).
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En el estado de Sonora, 1977 Se menciona un brote de
hiperestrogenismo en porcinos. Se identificdé Zearalenona en el
alimento, y se logrd reproducir el problema en ratas gestantes. En
1978 se mencionan algunos casos de aborto causados por aflatoxinas

en bovinos y en un bisonte (15).

Se han detectado un gran numero de toneladas de maiz

contaminado con aflatoxinas procedentes de Tamaulipas*

Aungue se carece de investigaciones cientificas sobre eventos
de intoxicacién aguda y crénica de aves en nuestro pais, los
reportes y evidencias c¢linicas, asi como los niveles de
contaminacién comprobados en alimentos pecuarios indican que la
aflatoxicosis representa un serioc problema para las especies

productivas y por ende para los consumidores.

* FPerifiodico BE1 S0l de Maxioco, 22 de Junio de 1990
A " " y 26 de Junio de 1991
Perfodlcoe El Naciornal , 27 de Junilio de 1 991

ParfTodlao 1 Hermaldaoa, 5 e Tunilo de 1991



HIPOTES SIS

El insuficiente control de calidad en los ingredientes para
la nutricidén animal y las deficientes técnicas de almacenamiento
y manejo aunadas a las condiciones climdticas imperantes en
nuestro medio, hace que se esperen elevados niveles de
contaminacién por aflatoxinas en las raciones destinadas a las

aves.

13



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la flora micoldégica y aflatoxinas presentes en

el alimento para pollo de engorda.

OBJETIVOS PARTICULARES

A) Identificar las especies fungicas mé&s frecuentes en
alimento para pollo con especial atencién a las productoras

potenciales de micotoxinas.

B) Determinar la carga fingica de los alimentos mediante

recuentos (UFC/qg).

C) Cuantificacién de aflatoxinas Bl, G1, B2 y G2 en alimento

para pollo de engorda por cromatografia en capa fina.

D) Determinar la proporcidén en que se presentan las cuatro

aflatoxinas en alimentos para pollo de engorda.

E) Determinar la correlacién entre presencia de hongos y
aflatoxinas con la presentacién del alimento (migajas-polvo) y

el tipo de almacenamiento (encostalado-granel).

14



MATERIAL Y METODOS 15

Este trabajo se llevd a cabo en 28 granjas para pollo de

engorda de la periferia de Guadalajara.

Se obtuvieron 72 muestras de alimento terminado de las cuales
25 fueron de iniciacién, 10 de desarrollo y 37 de finalizacidn,
recolectadas entre el mes de junio y agosto. Estas fueron tomadas
de comederos, telvas y almacenamiento (encostalado y a granel)
formando muestras compuestas de aproximadamente 2 kgs. Se
transportaron en bolsas de papel al Laboratorio de Toxicologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

de Guadalajara, para la realizacidén de las siguientes pruebas:

1) Determinacién de humedad. (Diagrama No. 1)

2) Cuantificacién e identificacién de hongos. (Diagrama

- No.2)

3) Determinacidn cualitativa y cuantificacidén de aflatoxina

Bl, Gl1, G2 y B2. (Diagrama No. 3)

NOTA: Las muestras se trabajaron por triplicado.

Por las caracteristicas del trabajo descriptive, no se utilizo

un método estadistico egpecifico.



DIAGRAMA No. 1

1- DETERMINAGCION DE HUMEDAD 16

OHAUS
TARA — 1p
-
/-'—’_\ - 05 g
- . - ]
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*
Le. muestre pe mantuvo durente 10 min. y se tomé I lecture

DIAMGRAMA No. 2
2.- CUANTIFICACION E IDENTIFICACION DE HONGOS

FREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

ptpem——— S — ———
S50 g. de Agar 1,000 ml. de
papa dextrons agua
Homogenimr
p—
TH 7+.2

]

durante 15 minutes

Raterilizar a 121°C

I

100 Conwervar s 45C

P -




PREPARACION DE LA SOLUCION DE ROSA DE BENGALA

B0C g. de Roma

100 ml ds sgus
& hengals \ / dostiladn ewtéril
A oada 100 m] de medio

de sultive pdlolonar — Conserrar sn refrigemelsn

1 ml. de sots soluelén [
T

PREPARACION DE LA SOLUCION DE AMPICILINA

200 myg. de \- / 10 ml, de agus
smplollina deutilade ewtbril

A cads 100 ml d»s medln ﬁ
de oultlre adisionar 0.5 conuervar en refrigerscdén
de 1z solucidn de ampioilina

'P"—_\

S—

S

PREPARACION DEL DILUENTE DE PEPTONA.

1 g. 48 peplona 1,000 ml.

de esxueinas -\ / de agus

pH 7+.2

E]ﬁ Belerilizar & L21°C
- durante 15 minutes

e T I
g ml
90 ml Bufriar » tempsratura
ambiente

0
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RECUENTO DE HONGOS POR LA TECNICA DE VACIADO EN PLACA

10 g, de
muestra
AGUA
PEFTONADA
< =
20 ml.
-~
1 ml,
E——
_l
10

15 ml, de medio de
cultivo adicionado de

Rosa de¢ Bengala ¥
ampicilina

1 ml. { mL 1 ml.
P e Y
1 ] S
9 ml. 9 ml. 9 ml.
! | |
1 ral. 1 mi. 1 mi.
) e 0
10 * 10 10 *

Incubar de 3 a § dias a 20C
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INTERPRETACION DE RECUENTOS DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

10

10

10

AISLAMIENTO

- 10 - > Recuentos Bajos
5

~ 10 @ == > Recuentos Moderados
7

- 10 -—-—-- > Recuentos Altos

Identificar las cepas

por sus caracteristicas

macroscopicas
I
|
|

aislar la cepa en agar

dextrosa
]
f
|

Incubar de 3 a 5 dias

a 20 °cC

19



MICROCUDLT

esterilizar a 121 °C

durante 15 minutos

I v o

Lgaja de pspri de 100 x 20 mmJ
I
{ g as a doble _W
— I - —
(_ varilla de vidrio en "V© I
]
[ﬁ portaobjeto desengrasado ]
I
l cubreob]eto

I

{cuadro de agar papa dextrosa

inocular con la cepa aislada

los cuatro extremos libres
del cuadro de agar.

|
10 ml. de agua destilada

estéril

incubar de 3 a 5 dias
a 20 °C

20
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3.- DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE AFLATOXINA BI, B2, Gl Y G2.

EXTRACCION
250 ml. de
cloroformo

DIAGRAMA No. 3

Muestra molida

CLamizar en malla No.

20

50 g. de muestra

25 ml. de agua

destilada

{agitar durante 30 minutos |

| filtrar al vacio |

7

22

separar el agua del

cloroformo

recuperar 100 ml.

del cloroformo

¢

evaporar hasta un

volimen de 5 ml.

L

purificar en columna




PURIFICACION EN COLUMNA

Empaquetamtento ds 1a
columuoe

PURIFICACION

Algodén
-,
0.5 g. 4¢ wuifato de sodic anhidro

+
1 g. de siiion gel 80
{70 = 230 malisy pars sromastogralis

sn sohimna)
-+

1.5 g de sulfate de wodic snhidro

prr e gLl

/

y

5 ml. del extracic
5 ml. de hexano ~— d@eaechar
5 ml. de bter

5 ml de mexola de
sloreformo metanol
{978}

RECUPRRAR

l

evaporar & nequedad

\

Reguspender an 500 mol é»
sloroformo al spliear a la
eromatoplaoa

23



PREPARACION DE ESTANDARES DE AFLATOXINA BY, B2, G1 Y G2

Exddndor
-
2.5 ml. Benoeno mé&s acostontrilc (98+2) aghar en roriex por
Ao —
un minuio, donde uyna concenrackén de 2,000 meg/ml,
S .
TOMAR
Aforar o 10 ml. con benceno més ocetontirlo [98+2) agltar
0.4 mi. por un minute, donde uno concentracién de 20 meg./mi.

Aforar a 10 ml. oon Benoenc més scetonitrilo (98+%2),
TOMAR

agitar por un minuto dande uns conesnirasién de 10 mog/ml
5 ml,

Repetir 1o anterior con eads unoc de loe esténdsren.

SOLUCION DE TRANSFERENCIA DE ESTANDARES

TONAR BL 50 mol.

B2 10 mal. \

Gl 50 mol

Completar a 1,000 mel
G2 10 mol

24



DETERMINACION
PREPARACION DE CROMATOPIACAS

80 g. de pilice gel ﬁf“"f: ‘ Er"( ’fi 9_ A
| \ P |
66 ml. de sgun destiladea

I
agitar

|
eplicacion en places de cristel 20 x 20 x 0.3 mm.

!

(777770

dejor v temperature embiente
durente 30 minutos

|

activer en horno s 110C
durente 60 minutos

APLICACION DEL EXTRACTO Y ESTANDAR A LA CROMATOPLACA

16 cm.
000000000 [ s

Muestre 8.6 ] 8.6 6.6 mal

+

Esténdar 6 0.6 6 8.5 6 1

25



DESARROLLO DE LA CROMATOPLACA

90 ml de scetone
.'.

.

170 ml de cloroformo
+

3 ml de sgue deptilode

ilt
Bellar con grass pepel filtro 20 x 20 cm

pilicone

O -— e —— D[lllll]!!l!!i!!liilli!\-l

AN

V

Dejar el tiempo necepsrio

pere que los polyentes selcencen
uni slture de 16 ¢m. & partir del
punto de splicucidn.

Relirar le crometoplace ¥ dejer
pecar & temperature embiente

}

Obrerver v In luz ultreviolets
pere compurar fluorescencia de
le. muesire contre el enténdar

|

Determinsr Bf de ls muestra
contra el Bf del esténder
mediente lo férmuls;

frente de soluto

Rf = frente de polvente

26



DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

mg/kg = {( Sx Y xV){XxW)

En donde;

S = mel. de la solucién estandar igual a la de la muestra
del problema

Y = Concenlracion del estandar meg/mil.

V = mcl de la dilucioén final del extracto de la muestra

X = mecl. del extracto de la muestra oblenida

W = gramos de la mueslra aplicados a la columna

(3, 7, 20, 21, 22, 40, 43, 50, 54, 57, 59, 60, 64)
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RESULTADOS

"Se ailslaron 518 cepas correspondiendo a los siguientes

géneros; Asperglllus 94.4%, Penicillium 75%, Cladosporium 33.33%,

Trichoderma 30.55%, Phoma 25%, Alternaria 22.22%, Rhizopus 22.22%,

Epicoccum 8.33%, Paecelomyces 2.7%, Verticillium 2.7%, Diplodia

2.7%. (Grédfica No. 1)

Del 100% de las muestras procesadas se obtuvieron recuentos de
Unidades Formadoras de Colonias de la siguiente manera; Recuentos
Altos (10° - 107 U.F.C./g) 8.33%, Moderados (10" - 10° U.F.C./G)

88.88% y Bajos (10° - 10® U.F.C./g) 2.77% (Grafica No. 2)

La humedad gue favorecid a la produccidén de hongos fue del 10%

(Takla No. 1).

Se detectaron 54 muestras positivas a aflatoxinas con los
siguientes porcentajes relativos a cada aflatoxina en particular;
B, 58.33%, B, 38.88%, G, 25% v G, 8.33%, con una concentracidn que

varié de 67 a 162 ppb (Grdficas 3 y 4)

La humedad gque presentd mayor niumero de muestras como hongos

productores de aflatoxinas, fue del 10% (Grdfica No. 5)

El alimento se clasificd en cuatro grupos, dependiendo de las

condiciones de almacenamiento y presentacién:



Grupo 1 Alimente elaborado en la granja, almacenado a granel
Yy presentacién en polvo.

Grupo 2 Alimento elaborado en la granija, almacenado a granel
Yy presentacidén en migajas.

Grupo 3 Alimento comercial, almacenado en costal vy
presentacidén en pelvo,.

Grupo 4 Alimento comercial, almacenado en costal vy

presentacidén en migajas.

En el Grupoe 1 se encontraron dos muestras con las siguientes

especies fungicas; Asperdillus, Penicillium y Fusarium. En una de

las muestras se identificéd Aflatoxina B, y G,, (Grafica No. 6).

En el Grupo 2 se encontrd; Aspergillus, Penicillium,

Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Trichoderma, Paecelomyces,

Epilcoccum, Rhizopus, Verticillium, Absidia, Phoma, Mucgor vy

Aflatoxinas B,, B,, G, ¥ G,, (Grdfica No. 7).

En el Grupo 3 se encontrd; Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Trichoderma, Epicoccum,

Rhizopusg, Absidia, Phoma y Aflatoxinas B,, B,, G, y G,, (Grédfica No.

8).
En el Grupo 4 se encontrd; Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Trichoderma, Rhizopus,

Verticillium, Absidia, Phaoma, Mucor y Aflatoxinas B,, B,, G, y G,,

(Grafica No. 9).
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GRAFICA No. 1

FRECUENCIA RELATIVA DE LOS DIFERENTES
GENEROS IDENTIFICADOS EN ALIMENTO PARA

POLLO DE ENGORDA
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GRAFICA No. 2

RECUENTOS DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS EN ALIMENTO PARA POLLO DE
ENGORDA
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TABLA No. | 32

ESPECIES DE HORGOS IDENTIFICADOS EN RELACION A LA HUMEDAD DE LA MUESTRA

* HUMEDATD

ESPECTIE 125( 12 {11.3{11.2[11.1| 11 |105(10.3{10.2;10.1} 10 [ 98| 97 | 95| 9.2 89
Aspergillus spp. 2141212 |6 6 10 ! 418
Penicillium spp. 4 | 111 4 611|812 215 2
Cladosporium sSpp. 1131 21{155 4 1 2 1|1
Fusarium spp. 1 1 4 1 1142
Trichoderma spp. 171 2 6 1 2
Rhizopus spp 3 3 1 3
Phoma spp. 11212 1 2 4
Mucor spp. 1 1 1 2
Alternaria spp. 2 i 2 1 2
Paegcelomices spp. 1 1
Epicoccum spp. 112 1 1 2
Verticillium spp. 1 1
Absidia spp. 1 1 2 1 2 1 1
biplodia spp. 1 1

TOTATL 4 18| 9 | 8 | 24| 8 124 | 122911379 |9 |5|25]5




GRAFICA No. 3

PRESENCIA DE AFLATOXINAS EN ALIMENTO
PARA POLLO DE ENGORDA
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GRAFICA No. 4

CONCENTRACION DE AFLATOXINAS
EN EL ALIMENTO PARA POLLO DE ENGORDA
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GRAFICA No. §
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PROPORCION DE HONGOS POTENCIALMENTE
TOXIGENICOS caspercitivus) EN RELACION
A LA HUMEDAD
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TABLA No. 2

FRECUENCIA DE AFLATOXINAS EN EL ALIMENTO
EN RELACION A SU PRESENTACION Y ALMACENAJE

COMERCIAL ELABORADO
P P
& S =y
ENCOSTALADO GRANEL ENCOSTALADO GRANEL

7 % SN 0 \/_/\ N N N

POLVO MIGAJAS POLVO MIGAJAS POLYO MIGAJAS POLYO MIGAJAS
B, 8 10 1 g
B, 6 6 15
& 2 1 3
B s 4 4 1 9

TYVHINZD VO1L0rTad

9¢



GRAFICA No. 6

GRUPO No. 1
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GRAFICA No. 7

GRUPO No. 2
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GRAFICA No. 8

GRUPO No. 3
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GRAFICA No. ¢

GRUPO No. 4
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DI sSCUSTOHN

El presente estudio enfocd su atenciodon a las aflatoxinas, por
ser consideradas las micotoxinas de mayor importancia en la
producciodon animal. Con este enfogque nos interesd prioritariamente
determinar la frecuencia con que los alimentos para aves se

encontraban contaminados con honges del género Asperdgillus.

Encontramos dque practicamente en la totalidad de las muestras
(94.4%) fue posible aislar este tipo de hongo, por lo gque pudiera
considerarse ubicuitario. En trabajos anteriores =e han reportado

altos indices de Asperdillus vy Penicilliium en granos almacenados,

en donde 59 especies del género Aspergillus fueron productoras de

sustanciag tdéxicasg (51).

Aunque no todas las cepas de Aspergillus sean aflatoxigénicas
deben de Considerafse en su totalidad como potencialmente
toxigénicas, por lo tanto el manejo adecuado de raciones e
ingredientes serd una de las medidas mds eficientes para prevenir

la producciodn de aflatoxinas.

El gue se aisle e identifigue la cepa de Aspergillus no
significa gue el alimento esté contaminado con las toxinas, por lo
gue la produccidn de este metabolito depende del ambiente. Ila

temperatura optima para la produccidn de la toxina no debe



coincidir necesariamente con la temperatura Jdptima para el
crecimiento del hongo. Por ejemplo, la produccion de aflatoxinas se
lleva a cabo mds intensamente entre 28 - 32 "C, sin embargo el
crecimiento del hongo se favorece entre 36 y 38 "C. Las aflatoxinas
son por lo tanto relacionadas con produccion y manejo en climas

tropicales y subtropicales (28).

Entre las cepas aisladas con potencial de produccidn de

micotoxinas se encontraron; Penicilli

111lium, Cladosporium, Fusarjium y

Alternari en frecunencia elevadas. La frecuencia del género
Aspergillus en gque se encuentra en alimentos es considerable. En
trabajos anteriores se ha reportado que en granos almacenados se

aislaron cepas fungicas correspondientes a: Aspergillus,

o
-

enicillium v Fusari (51).

i

|

Por razdén de la distribucidn ubicuitaria de los hongos vy
esporas existe en cualquier momentc la posibilidad de una

recontaminacion.

Para la elaboracidn de ciertos alimentos, estos son sometidos
a tratamientos térmicos, para dar una presentacién al producto como
en el caso de migajas, que correspondieron al 78% de las muestras
estudiadas. Estas al ser sometidas a temperaturas de 82 a 83 'C
(180°F) (5), se espera que sus recuentos microbilianos sean bajos.
Sin embargo se encontrd gue el 89% de éstas presentaron recuentos
moderados, los gue son explicables por contaminacidén secundaria

asociada al inadecuado manejo.
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BIRIIOTE 4 cvom:
“SLIOTECA CONTRAL
El mayor numero de muestras presentaron una humedad del 10%,
las cuales presentaron especies fungicas productores de
micotoxinas. En investigaciones anteriores se ha determinado que la
humedad inferior al 13% presentan un minimo desarrollo fungal (4).

Sin embargo se menciona que el género Aspergillus flavus se

desarrolla a una humedad del 10 al 14%, y que los hongos de campo

pueden sobrevivir por afos en granos secos (16).

Muchas esporas tienen la capacidad de germinar en granos con
contenido de humedad del 14.5% (aproximadamente el 75% de humedad
ambiental en superficie de los granos). Durante el crecimiento se
produce humedad ambiental relativa que trae como consecuencia la

germinacién de otras esporas (27).

La presencia de cepas de Aspergillus en los alimentos, si bien

tienen relacién con su calidad y podrian ser potencialmente
riesgosas, no significa necesariamente que estén presentes las
aflatoxinas y viceversa, pueden estar presentes las aflatoxinas sin

estar los hongos.

Diferentes condiciones se han demostrado:

- La relacidén de aflatoxinas B, y G, no es constante.
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- Un gran crecimiento de hongos en alimentos no tienen
necesariamente por consecuencia una elevada produccion de
toxinas.
- Existen sustratos sobre los que Crecen bien cepas
aflatoxigénicas, sin embargo no producen toxinas.
- Existen sustratos sobre los gue crecen cepas productoras de B, y

G, que sin embargo solo producen G,.

La aflatoxina identificada con mayor frecuencia es la B,
(58.3%) lo que coincide con otros trabajos efectuados (1, 29, 33,
44, 45, 52, 58). En el 29% de las raciones para aves muestreadas se
comprobd la presencia de aflatoxinas (46). En otros estudios se
encontraron 23,000 esporas por gramo de alimento para ave y se

identificé, 2Aspergillus flavus. Se cuantificé la presencia de

aflatoxinas, resultando la B,:<<0.05 ppm, G, 0.05 ppm (53). En
Alemania se determinaron <c¢riterios para evaluar alimento
contaminado con aflatoxinas que va desde débilmente positivas (0 -
0.1 mg/Kg) hasta initil como alimento para animales (> 2 mg/Kg

alimento (8).

Siguieron en frecuencia decreciente B,, G , ¥ G,. Es necesario
enfatizar gue la aflatoxina B, es la micotoxina mas cuestionable
desde el punto de vista sanitario. Esta aflatoxina es uno de los
agentes carcinogénicos mds potentes que existe en la naturaleza,
considerada tanbién como; hepatotdxica, mutagénica, y teratogénica.

Siendo la G,, B, y por ultimo la G, en donde su toxicidad es menos



aguda gue las otras aflatoxinas. Por ejemplo; en el caso de la

potencialidad mutagénica gue presentan las cuatro aflatoxinas es

o

relacidén a su porcentaje de actividad: Aflatoxina B, 100%, G, 3

r

B, 0.2% vy G, 0.1% (33, 62, 32)

Las concentraciones de las aflatoxinas encontradas son
sumamente elevadas y se pueden considerar en su totalidad fuera de
norma. Si bien no existe normatividad al respecto a nivel nacional
se considera vdlido lo recomendado por la Organizacidén de las
Naciones Unidas para la Agricultura y Alimento ( FAO ) que fija
como limite mdximo de aflatoxina la cantidad de 20 ppb. que ha sido

adoptade peor la mayoria de log paises ( 4, 38 ).

Las concentraciones de aflatoxinas variaron de 67 a 162 ppb.,

por lo gque se rebasd de 3.3 a 8 veces la norma internacional.

La compesicién de microflora de los alimentos cambia
constantemente desde la produccidén hasta su empleo, en dependencia
de humedad del substrato, de la humedad ambiental relativa y de la
temperatura. Por lo anterior se Jjustifica la clasificacion de

hongos de campe y hongos de almacenamiento.

En los cuatro grupos de alimento se identificaron hongos de

almacén; Aspergillus, Penicillium, ‘Trichoderma, Paecelomices,

Rhizopus, Verticillium, Absidia, Phoma y Mucor, estos pueden crecer

bajo condiciones en gque normalmente se almacenan los granos y las

materias primas que se utilizan para la elaboracion de alimentos
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pecuarios ( 34 ), a la vez se encontraron hongos de campo solo en

los grupos 2, 3 y 4; Cladosporium, Fusarium, Alternaria vy

EpicocgEEJ estos pueden sobrevivir por anos en granos secos, pPero
mueren rdpidamente en granos con un contenido de humedad en
equilibrio con humedad relativa superior al 70 % ( 16, 34 ).
Encontrando en los cuatro grupos de alimento un mayor numero de
hongos de almacén. Esto nos revela el inadecuado manejo de estos

alimentos.

La frecuencia de aflatoxinas B,, B,, G, y G, vario, aungue no
de una manera muy marcada con respecto a los grupos de alimento; el
grupo 1 presentd una diferencia marcada en relacidén al grupo 2,
obteniendo mayor numero de muestras contaminadas en este grupo. El
grupo 4 no presentd diferencia en relacidén al grupo 3, en ambos

grupos se presentaron muestras contaminadas con aflatoxinas.

El grupo gue menor numero de muestras contaminadas presentaron
fue el grupo 1. Las cuatro aflatoxinas pueden estar presentes
simultdneamente aungue no necesarlamente y sus concentraciones
relativas y su presencia pueden variar segun la cepa fungal y el
substrato. Por ejenplo; Hesseltne ( 1970 ) comprobd gque la mayor
‘parte de las cepas fungales que producian aflatoxina G, producian
también B, pero no todas las cepas productoras de aflatoxinas B,

forman G,.
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CONCLUSTOHNES

Mds del 90 % del alimento para pollo de engorda incluido en

este estudio se encontrd contaminado con hongos productores de

N

aflatoxinas y en mds del 70 % se demostrd la presencia de

aflatoxinas.

El que se afsle e identifique la cepa de Aspergillus no

significa que el alimento este contaminado con las toxinas, por que
la produccién de este metabolito depende de las condiciones

anbientales.

El alimento que es sometido a temperaturas elevadas ( 82 a 83
“C. ) contienen recuentos microbianos moderados en un 89 %, los gue
son explicables por contaminacidén secundaria asoclada a un

inadecuado manejo y a una distribucidén ubicuitaria de los genogs y

esporas.

La humedad del 10 % contenida en el alimento aunada a la
temperatura cdlida del verano y otono de la zona metropolitana de
Guadalajara, representan factores d&ptimos para el desarrollo

fuingico.

Las concentraciones de las aflatoxinas encontradas son

sumamente elevadas y se consideran en su totalidad fuera de norma.
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