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RESUMEN
con el objeto de determinar el grado de contaminacién por
aflatoxinas Bl, B2, Gl y G2, asi como la identificacién y
cuantificacién de cepas fingicas productoras de dichas afla-
toxinas en el alimento para bovinos de la regién de Cuidad
Guzman, Jalisco se realizé el presente estudio en el labora-
toric de toxicologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad de Guadalajara. Se muestrearon un

total de +treinta explotaciones, obteniendo alimento tanto

para vacas lecheras como para ganado de engorda en sus dife-

rentes etapas. Una vez realizado el muestreo, se remitieron
al laboratorio para iniciar el proceso de identificacidn y
cuantificacién en un plazo no mayor de 48 hrs. para evitar
alteraciones de la muestra' y obtener asi resultados confia-
bles. Para hacer la determinacién del tipo de aflatoxinas se
utilizé la técnica de cromatografia en capa fina, en tanto
que la cuantificacioén e identificacién de hongos fué por la
técnica de vaciado en placa. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes; del totallde las muestras procesadas se obtu-
vieron recuentos de unidades formadoras de colonias (U.F.C.)
en la siguiente proporcién: Recuentos altos (1dild7U.F.c./g)
56.66%; Recuentos moderados (ldtl&sU.F.C./g) 36.66%; Recuen-
tos bajos (16%103U.F.C./g) 6.66%. Se aislaron un total de 148
cepas flngicas correspondiendo 1los porcentajes mds altos a

los siguientes géneros; Cladosporium spp., Penicillium Spp. Y

Aspergillus spp. Se detectaron 33.33% de muestras positivas a




aflatoxinas, dentro de las cuales se identificaron Bl, B2, Gl
y G2; todas en altas concentraciones, ademds se obtuvo un
46.66% de muestras con fluorescencia positiva que no corres

pendieron a los estdndares de aflatoxinas vy 20% de muestras

negativas.



INTRODUCTION,.

Una de las necesidades fundamentales del hombre a través de
su desarrollo evolutivo ha sido el alimento. En los paises en
vias de desarrollo al rededor del 85% de la alimentacién de-
pende de los productos agricolas. En términos generales se
considera que la dieta del hombre a nivel mundial, esté
constituida en un 70% por productos vegetales, principalmente
granos, y un 30% de productos de origen animal ( 10,22 ).
Estos granos y sus derivados son invadidos por microorganis— 
mos qgue producen compuestos toéxicos no deseables, reduciendo
as{ la productividad y a la vez su calidad nutricional. Den-
tro de éstas sustancias téxicas se encuentran las micotoxinas
que han sido objeto de amplias investigaciones en los tGltimos
diez afios, especialmente en relacién con sus efectos. Una mi-
cotpxiha se define como un metabolito tdéxico secundario pro-
‘ducido por un moho. Numerosas micotoxicosis afectan a los
animales‘domésticos, entre las mds importantes destaca la
- aflatoxicosis. En el cuadro No. 1 se presentan algunas mico-
" toxicosis importantes en Medicina Veterinaria ( 4,7,33,39 ).
'Las aflatoxicosis - animales son conocidas en México desde

X

: 1932,'Ernesto Dantes De La Vega quien describe algunos casos

~de intoxicacién en equinos por el consumo de alimentos conta-

minados con Aspergillus glaucus; sin embargo no fue sino has-
_ta 1960 cuando se consideré a las aflatoxinas producidas por

hongos del género Aspergillus como causa de procesos de into-



CUADRO No. 1
ALGUNAS MICOTOXICOSIS IMPORTANTES EN MEDICINA VETERINARIA.

TOXINAS HONGOQS ESP. AFECTADAS ENF. PRODUCIDA
AFLATOXINAS |Aspergillus |PATOS,PERROS,PA-- AFLATOXICOSIS,
flavus VO0S, VACUNO,SUINO|HEPATQOTOXICOSIS
CARCINOGENESIS,
HEMORRAGIAS,
BUTENOLIDA Fusarium VACUNO GANGRENA DE LAS
triciuctun EXTREMIDADES.
CITRININA Penicillum CERDOS, CABALLO, NECROSIS DE TU-
viridicatum |OVEJAS. BULOS RENALES,
EDEMA PERIRRENA
LESIONES HEPATI
CAS. :
DIACETOXI- Fusarium VACUNO DIARREA, REDUC-
SCIRPENOL tricinctunm CION LECHERA,
PERDIDA DE PESO
DERMONECROSIS,
GANGRENA.
ALCALOIDES Clavicegs CERDOS, VACUNOS GANGRENA SECA
DEL CORNE- purpurea Y AVES DE LAS EXTREMI-
ZUELQO DADES, HIPOGA--
LACTIA EN CERDA
ATAXTIA Y TEMBLO
RES.
CORNEZUELO, Clavicegs VACUNO, OVEJAS TAMBALEQ,ATAXIA
ACIDO LISER- Qasgall Y CABALLOS TEMBLORES, NER~-
GICO VIOSISMO, CON--
VULSIONES.
IPOMEARONA Fusarium VACUNO HIPERPLASIA
solani
OCHRATOXINA {Aspergillus |[CERDOS, RATAS, NECROSIS DE TU
A ochraceus RATONES Y COBAYOS|BULOS RENALES Y
Penicillum HEPATOSIS.
viridicatum .
ACIDO Aspergillus |CERDOS NEFRITIS, TIEM-
OXALICO niger PO DE COAGULA--
CION PROLONGADO
RUBRATOXINA |Penicillum |VACUNO, CERDOS HEPATOTOXICIDAD
rubrum HEMORRAGIA GE--

NERAL.




CUADRO No.

1 ( Continuacién )

TOXINAS HONGOS ESP. AFECTADAS ENF. PRODUCIDA
ESLAFRAMINA |[Rhizoctonia |VACUNO, OVEJAS SALIVACION EXCE
leguminicola SIVA,LAGRIMEO Y
DIARREA.
TRICHOTHECE~ | Fusarium VACUNOS, CERDOS GASTROENTERITIS
NE TOXINA tricinctum Y AVES HEMORRAGIAS DI~
Tw2 FUNDIDAS , DEPRE~
CION HEMOPOYE--
TICA.
ESPORODESMI - P%htomzces OVEJAS Y VACUNO ECZEMA-FACIAL,
NA chartarum COLANGIOHEPATI~
TIS Y FOTOSEN--
SIBILIDAD.

TOXINA INDUC

Penicillum

OVEJAS, CERDOS

TEMBLORES, CON-

TORA DE TEM-{cyclopium y |Y VACUNOS VULSIONES, ATAXI

BLORES P. paglfans POSIBLE ESTIMU-
LACION DE MUSCU
LO LISO.

TOXINA DE Stachybotris | CABALLOS DEPRESION HEMA-

STACHYBOTRIS | atra TOPOYETICA, ES-
TOMATITIS,DER--
MATITIS Y MUER-
TE.

ZEARALENONA |Fusarium CERDOQS VULVOVAGINITIS,

( F2 ) graminearum CELO PROLONGADO

CELO ESPONTANEO
TUMEFACCION VUL
VAR Y ABORTO

4.




xicacién conocidos en Inglaterra como "enfermedad X de los

pavos",

Durante algunos anos el nombre de Aspergillus_flavus se ha-

usado para inculpar la produccién de aflatoxinas, pero en re-
alidad es un grupo de especies de héngos los que pueden pro-
ducir éstos metabolitos. En el cuadro No. 2 se presentan al-

gunas de éstas especies de héngos productores de aflatoxinas

( 5,19,20,31,41 )

A éstas aflatoxinas se les caracterizé en cuatro compuestos
gquimicos interrelacionados a los gque se les llamé B (blue) y
G (green) y los subindices 1 y 2 para cada molécula gquimica
relativa a su movilidad cromatogrdfica. Estos compuestos pue-
den separar 6 adicionar un radical alcohol, hidroxilo, oxi-
drilc o una doble ligadura lo qgue da diferentes propiedades a
cada uno de los compuestos. La aflatoxina M1l es un metabolito
de la Bl que se produce en el higado de un animal ¢ persona
gue ha consumido alimento contaminado. M1 es muy importante
porque se acumula en leche Yy huevo aproximadamente 24 hrs.
después de qgue el alimeto contaminado ha sido consumido (8,

22, 25, 26, 27, 29, 30, 35).

En la figura No. 1 se presenta la estuctura quimica de las
diferentes aflatoxinas. Las aflatoxinas pueden formarse, en

productos alimenticies antes y después de la cosecha. Se han



CUADRO No.

HONGOS PRODUCTORES DE AFLATOXINAS.

HoONGO

AFLATOXINA

Bl B2 Gl G2

INVESTIGADOR

Aspergillus flavus

. flavus
var. columnaris

A . oryzae

h. parasiticus

var. globosus

A. parasiticus

A, niger
A, wentii
B. ruber

A. ostianus

A, ochraceus

Penicillum puberanunm

P. variable

P, freguentaus

P. citrinum

Rhizopus sp.

X
X X
X X X X
X X X X
X
X
X X
X
X
X X X X
X
X
X
X X

Sargeant. 1961

Van Walbek 1968

Basappa 1967

Murakami 1966
Codner et. al 1963
Kulik y Holaday 1967
mismo autor
mismo autor
Scott 1967

Van Walbeek 1968
Hodges et. al. 19564
Kulik y Holaday 1967
mismo autor

mismo autor

Van Balbeek 1968.




FIGURA No. 1

123

ESTRUCTURA QUIMICA DE DIFERENTES AFLATOXINAS

AFLATOXINA BI

AFLATOXINA B2

OCH 3

AFLATOXINA GJ AFLATOXINA G2




encontrado cada vez con mayor frecuencia"en alimentos que se
guardan en condiciones de humedad y temperaturas favorables a
su desarrollo y en condiciones inadecuadas de almacenamiento.
La humedad del sustrato es el principal factor que regula el
crecimiento fungal y la ulterior formacién de aflatoxinas.
Otro factor de suma importancia dentro de la produccidén de
aflatoxinas es la temperatura, de las cuales se determina una
minima de 12°C, una méxima de 40 a 42°C y una 6ptima de 27 a
30°C, aunque algunos Fusaruim pueden ser activos a temperatu-
ras de 6 proximas a la congelacién, influyendo asi mismo el
tipo de almacenamiento y el tipo de alimento ( 4, 9, 30, 31,
34, 41 ).

Una vez que se establecen los factores ambientales adecuados
para la formacién de hdéngos, éstos produciran sustancias té-
xicas en el alimento, alterando sus propiedades nutricionales
con las consecuentes pérdidas econdmicas.

cuando los animales consumen las aflatoxinas éstas siguen una

ruta de distribucién en el organismo de los animales,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Cuando el alimento destinado para bovinos se encuentra conta-
mninado con héngos y aflatoxinas constituye un importante pro-
blema, debido a los efectos toxicos de éstos compuestos en el
organismo del animal.

Ademds ocasionan un serio problema de salud publica al en-

contrarse sus metabolitos en leche y tejidos.

La necesidad de contar con alimento libre de contaminacién

por héngos o sus metabolitos en la alimentacién del hombre y
los animales, es cada dia mayor, por lo gue es menester lo-
grar un control adecuado y establecer un sistema de vigilan-

cia para detectar niveles de contaminacién.

10



JUSTIFICACTIQOHN

-

Cuando las aflatoxinas son consumidas por 1los animales el °

compuesto 6 sus metabolitos, se difunden por todos los teji-
dos indicando rdpida absorcién. Aparecen en la orina, heces
fecales y pricipalmenete en la leche, constituyendo asi el
contaminante de 1los alimentos que son destinados para el
consumo humanc, gue tiehe gran importancia por presentar un

serio problema de Salud Pdiblica ( 20,21,29,34,41 ).

Los efectos de las aflatoxinas son variados en los animales, -

ésto depende de factores como: edad, sexo, especle, raza,
tiempo y grado de exposicién y el tipo de alimento. Los efec-
tos pueden ser del tipo de induccién de tumores para ciertas
especies de animales, mutagenicos y teratogenicds. Ademas
reduccién en la absorcién de nutrientes, trastornos en la
reproduccién, disminuye el consumo de alimento, se deprime el
sistema inmunocompetente de los animales y comc resultado una
alta mortalidad ( 5,8,21,22,29,33,34,41 ).

En el ganado productor de leche al ingerir dosis diarias de
2,300 a 4,200 ppb de aflatoxina B1, por un periodo de tres
semanas a un mes producen un deterioro marcado en la salud y
a la ver una reducclién en el consuno de alimento, por 1o gue
la produccién de leche se abate. En éste caso; la importancia
estriba en que la aflatoxina M1 es Un metabolito de la Bl y
es eliminada por la leche en proporcién de 300 mcg de Bl por

Kilogramo de aliemto a 1 ticg de M1 por litro de leche. Sus

11



efectos téxicos son similares a los de Bl 'aungue menos poten-

tes y de los cuales pueden resaltar sus efectos mutagénico,

hepatotéxico, inmunosupresivo y carcihogénico. En el cuadro
No. 3 se muestra el potencial mutagénico de diferentes afla-
toxinas.

Desafortunadamente uno de los mayores grupos consumidores de
leche como son los infantes y adolesentes, son tambien los

mds sensibles a los efectos de M1 ( 1,11,25,26,27,36 ).

Adem&s se ha reportado que cuando la aflatoxina Bl, es inge-.

rida por bovinos, ésta inhibe las bacterias ruminales, bajan-
do las concentraciones de dcidos grasoé volatiles,
acetato/propionato y reduciendo la digestibilidad de la celu-
losa ( 3 ).

Dada la poca informacién que existe en México y la importan-
cia sanitaria que representa éste problema, el presente tra-
bajo tienhe el fin de déterminar el grado de contaminacién con

aflatoxinas del alimento para bovino.

12



CUADRO No. 3

POTECIAL MUTAGENICO DE DIFERENTES AFLATOXINAS

AFLATOXINA ACTIVIDAD RELATIVA
Bl 100 %
Gl 3 %
M1 3 %
B2 0.2 %
G2 0.1 %

( 26 ).

13
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HIPOTESTIS . gIBLIOTECA CENTRA

Si se reconoce la flora micolégica productora de aflatoxinas
Bl, B2, Gl y G2 en alimento para bovino, entonces al aplicar
la técnica de cromatografia en capa fina se podrd identificar

y cuantificar el grado de contaminacién del alimento.



OBJETTIVOS.

re

OBJETIVO GENERAL,

Determinar el gradc de contaminacién por aflatoxinas Bl, B2,

Gl y G2 asi como 1la identificacién y cuantificacién de cepas

fingicas en alimento para bovinos.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.~

Identificar las cepas fungicas potencialmente productoras
de aflatoxinas Bl, B2, G1 y G2 gque se presentan en ali-
mento para bovinos.

Determinar la carga fungica del alimento para bovino,
mediante recuentos de unidades formadoras de colonias
{ U.F.C./g ).

Cuantificacién de aflatoxinas producidas en el alimento
para bovinos, por el métode analitico de cromatografia en

capa fina.



MATERIAL Y METODOS.

Se muestrearén en el Municipio de Cd. Guzman, Jalisco alimen-
to para bovino, obteniendo 30 muestras de alimento elaborado
y almacenado en la granja y/o alimento comercial, recolectan-
dolas en bolsas de papel de 2 Kg aproximadamente.
El tiempo que transcurrio del muestreo al andlisis para cuan-
tificar e identifiar los hongos asi como aflatoxinas no fué
mayor de 48 hrs. Las muestras se transportaron al laboratorio
de toxicologia del Departamento de Medicina y Salud Publica
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para las
siguientes determinaciones.
1.- Cuantificacién e identificacién de hongos, por la técnica
de vaciado en placa ( diagrama No. 1 ).
Los criterios que se utilizaron para la identificacidén de
hongos productores de aflatoxinas, se basdé en la observa-
cién macroscépica de las colonias fingicas y la prepara-
cién de frotis humedos a partir de microcultivos con el
fin de determinar la morfologia microscopica tomando en
cuenta :
a) Morfologia.
- Identificacién de hifas.
- Identificacién de esporas sexuales y asexuales.
- Identificacién de estructuras estromaticas.
b) Nutricién y crecimiento.

Para el aislamiento se utilizaron medios de cultivo

16



tales como; agar sabourad y agar papa dextrosa.

2.- Determinacién cualitativa y cuantitativa de aflatoxinas
Bl, B2, Gl y G2, la cual se realizé por el método de cro-
matografia en capa fina ( diagrama No. 2 ).

Para la identificacién de las cuatro aflatoxinas se baso
en la observacién de fluorescencia azul-verde bajo la luz
ultravioleta de onda corta ( 260 nm ) y onda larga ( 360
nm ) tomando como patrén el estandar de referencia, méto-
.do oficial de la Asiciacién Oficial de Quimicos Analiti-

cos de los E. U. A, ( A.C.A.C. ).

Por las caracteristicas descriptivas del trabajo no se utili-
z6 un método estadistico especifico .

( 2,14,15,16,23,24,25,28,32,38,42,43 ).
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17 CUANTIFICACION E IDENTIFICACION DE HONGOS
POR LA TECNIiCA DE VACIADO EN PLACA

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTYIVO

= <

1.000 ml. de

dawtileds

Hemogenicar

[ﬁ:

pEYT + G2
- Ertarilitar o121 'C
‘ durants 15 minutss

e
100 wl

—

PREPARACION DE LA SOLUCION DE ROSA DE BENGALA
0 g, de Boss
- M d,s/ 100 mL do ayue
hmﬁ dostiladn satéril

i cada 100 ml de medis

de sultive adiolonar =={> Canseyvar sh refrigervolén
1 ml, de cats solucisn

PREPARACION DE LA SOLUCION DE AMPICILINA !

£00 g de \ 10 ml. de agus
smpielline /

doetilade setirld

A cada 100 ml. de roedin
ds culyo adicionar 0.8 ml ConsetTar an refrigerackdn
de la solueisn de anpleiline



PREPARACION DEL DILUENTE DE PEPTONA

L & de peptons \ 1;000 ml.
d¢ cazcint | H / t ngua
i

A

\
é ) O
Toterilizar o 121°C

/ FRT + 0.2 \
ﬁ\ durante 15 minutos
’ Fofriar a Lempyersiura
m ambienle

RECUENTO DE HONGOS POR LA TECNICA DE VACIADO EN PLACA

10 g. de 1 m].
| muestra

t ml. 1 ml.

R & S 7 S
T

AGUA
PEPTONADA

0
0
Q

9 ml. 9 ml. B ml.

15 ml. de medio de
cultivo adicionado de Incubar de 3 a § dfas a 20°C
Resa de Bengala y

ampicilina

p—



MICROCULTIVO

I_Caja de petri de 100 x 20 mm ]

Lgasa doble —|

|
[ varilla de vidric en “V" _]

|
L portaobtejo desengrasadoe —|

I
[ eubreobjet.o—l

esterilizar a 121 C
duracte 15 minutos *

lcuadro de agar papsa dextrosa]

inocular con la cepa aislada
loe cuatro extremos libres
del cuadro de agar

10 ml. de agua destilada —l
esteril

§

incubar de 3 a § dias
a20°C

20



TINCION

Desechar el agar

1.- Retirar el
cubreabjeto

portaobjeto

2.~ Retirar el

Colocar una gota
de azul de lactofenocl

Sobreponerio en un
portaobjeto limpio

Colocar una gota de
azul de lactofenaol

Observar al mieroscopio

Sobre ponerle un
cubreobjeto limpio

21
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2:-DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE AFLATOXINA
B1, B2, G1 Y GZ2. POR LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

EXTRACCION
Muestra molida
|
tamizar en malia No. 20
|
i 50 g. de muestra
| \
i‘ 250 ml. de cloroformo | —= \ o—————— | 25 ml. de agua destilada
/ \

! agitar durante 30 minutos }

———

filtrar al vacio

separar el agua del
/ cloreformo

!

recuperar L00 mt.
del cloroforme

l

evaporar hasta un
volumen de 5 ml.

!

purificar en columna




PURIFICACION EN COLUMNA POR LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Empaquetamisnte 4o la
oolumsa Algedén
-
0.6 g. de amllato de sodio anhidro
+
1 g de silice gal 80

5 mi. (70—250 mallas pars cromatogralla
a7 colmmna)

-
15 g. de rulfato de zodic anbidro

AN EEEER NN E NN AR S NAN]

e

Purificacién

6 ml del exiracte
5 ml de harane
% ml. de éter

\

desechar

i

R U YN NN AN URNE WU N}

/

% ml de mexcla de
cloroforme melanal
(97:3)

-

¢

Recupcrar en 500 mdl. de 1

elorof ke & aplicur & la
L cromaloplecs

e




$IBLIOTECA CENTRAL

DESARROLLO DE LA CROMATOPLACA

j 30 mi. de acelona

+
5 / 170 ml. de cloroformo
] *

3 ml. de agua destilada

14

sellar con grasa silicona

e ™

papel filiro 20 x 20

Dejur ¢l tiempo necesario

para que los solventes alcancen

i una altura de 15 cm. a partir del
punto de aplicacion

Retirar le cremetoplacd y dejar
wecar a lemperature amblente

¢

Obparvar s la Tus nlravicleta
para camprobar flugrescencia de
ls muestrs contra el eslindar

o

Determinar Rf de la muesira
contre el Rf del sstindar
madiante la férmuls

!

frente del soluto
M=

frente dal solventis

24



DETERMINACION .
PREPARACION DE CROMATOPLACAS

30 g. de xice gel

v
88 ml. de sgue destilada

agitar
&

aplicacion ¢h placas de cristal 20 x 20 x 0.3 mm.

(T

dejar 4 temperature ambiente
durante 30 minutos

!

activar en horno a 110 °C
durapte 80 minutos

APLICACION DEL EXTRACTO Y ESTANDAR A LA CROMATOPLACA

15 cm Frente del selvente

O O O O O O O O O _Z- 2.0 ¢m  Punlo de aplicacitn

Muestra 3.5 5 6.5 6.5 mecl
Eatapndar 5 35 565 5 1

25



RESULTADOS

Con base en el proceso experimental, se presentan a continua-
¢ién los resultados obtenidos en el siguiente orden; Primero
los recuentos de unidades formadoras de colonias, obtenidos
por la técnica de vaciado en placa; en segundo termino se
presentaran los resultados de 1la identificacién de hongos y
finalmente se presentara la determinacién cualitativa y cuan-

tificacién de aflatoxinas.

Del total de las muestras procesadas, se obtuvieron recuentos

de unidades formadoras de colonias ( U.F.C. ) en la siquiente
proporcién:

1.~ Recuentos altos ( 1P~ 10 U.F.C./q9 )} 56.66%

2.~ Recuentos moderados ( 10% - 105 U.F.C./g ) 36.66%

3.~ Recuentos bajos ( 10°-10° U.F.C./q ) 6.66%

( Ver grafica No. 1 ).

Se aislaron un total de 148 cepas correspondiendo a los si-

guientes géneros: Cladosporium spp. 25.67%, Penicillium spp.

21.62%, Aspergillus spp. 16.89%, Fusarium spp. 9.45%, Absidia

sSpp. 6.08%, Mucor spp. 4.72%, Trichoderma spp. 3.37%, Epico-

cum spp. 2.02%, Phoma spp. 2.02%, Paecelomices spp. 1.35% y

Alternaria spp. 0.67%.

( Ver grafica No. 2 ).
Se detectaron 33.33% de muestras positivas a aflatoxinas de

las cuales correspondieron los siguientes porcentajes a cada

aflatoxina en particular:
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Aflatoxina .
Bl 70%
B2 30%
Gl 10%
G2 40%

Todas ellas con una concentracién de 81 ppb ( Ver grafica No.
3 )I
Ademds se obtuvo un 46.66% de muestras gue dieron lecturas

con fluorescencia positiva que no correspondieron a los es-

tandares de aflatoxinas, y un 20% de muestras con lectura

negativa.
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DISCUSTIONES.

—

IBLIOTECA (fN'r';é}a’f’

Se conoce que el crecimiento de héngos en los alimentos, se
caracteriza por un aspecto algodonoso ¢ aterciopelado, o a
veces coloreado; generalmente el alimento enmohecido se dese-
cha como inadecuado para sSu consumo.

Si bien es cierto que algunos héngos son responsables de la
alteracién de ciertos alimentos, otros son utiles para la
elaboracién de diferentes alimentos o de sus ingredientes. El
presente trabajo, enfocé su atencién en aquellos hongos que
producen alteraciones a los alimentos, asi como a las aflato-
xinas, por ser consideradas las micotoxinas de mayor impor-
tancia en la produccién animal ( 1,13,15 ).

Los terminos "hongo" y "moho", se usan a menudo indistinta-
mente. En el mds estricto sentido de la palabra, el termino
hongo se refiere a un gran nimero de seres vivos que pertene-
cen al reino vegetal. Como ocurre con la mayoria de las plan-
tas, los hongos tienen una pared celular rigida y requieren
de oxigeno para su crecimiento; sin embargo, carecen de clo-
rofila y por ende son incapaces de 1llevar a cabo el proceso
de la fotosintesis. Debido a ésta falta de clorofila, los
hongos deben obtener sus nutrientes a partir de materia orga-
nica del medio ambiente ( 12,39,40 ).

Los ingredientes para la elaboracién de piensos tales como el
maiz, trigo, centeno, cebada, sorgo y el mani entre otros,

constituyen excelentes medios de cultivo para el hongo. Estos
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hongos microscopicos, son los miembros del grupo que producen

problemas en la produccién animal. Por ejemplo el Aspergillus

fumigatus, Penicillum spp., y Fusarium spp. entre otros, pro-

ducen micotoxinas en los ingredientes alimenticios
(24,39,40).
Dentro de los resultados obtenidos se encontraron los si-

guientes generos; Cladosporium spp., Penicillum spp., Asper-

gillus Spp-. , Fusarium Spp., Absidia spp., Mucor spp- , Tricho-

derma Spp- ., Egicocum spp., Phoma spp., Paecelomices spp., V¥

Alternaria spp. Se considera que el total de cepas encontra-

das son productoras de micotoxinas, es importante sefialar que
el total de muestras examinadas mostré diferente grado de
contaminacién, y que segin el recuento de U.F.C. el 93.32%
estd entre recuentos moderados y altos, ademds de acuerdo al
numero de cepas identificadas, cada muestra estd contaminada
en promedio por cinco cepas diferentes de hongos. Estos datos
son de suma importancia para el analisis de los resultados
obtenidos en la determinacién de aflatoxinas.

Las cepas encontradas se pueden clasificar en hongos de campo
y hongos de almacen; entre 1los hongos de campo encontramos:

Cladosporium, Fusarium y Alternaria, que causan problemas a

las plantas y que son transmitidos de un ciclo a otro por las
semillas. Por otra parte Cristensen y Khuffmann en 1969 men-
cionan, que tambien los granos y las semillas son invadidos
por hongos cuyo habitat natural no es el campo sino el alma

cen, la bodega, el silo y 1las trojes, siendo principalmente
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especies de Aspergillus y Penicillum. La principal diferencia

entre los héngos de campo y los héngos de almacen son los re-
guerimientos de agua para crecer. Los héngos de campo requie-
ren humedades relativas de 90 a 100%, en cambic los de alma-
cen pueden crecer en humedades relativas de 65 a 90%, condi-
cones de humedad muy frecuentes en el almacenamiento de gra-
nos ( 18,24,37 ).

El género Cladosporium como ya sSe mencioné es un héngo de

campo, mds sin embargo se le ha encontrado en mazorcas de ma-
i1z que se almacenan con altos contenidos de humedad. Tiene 1la
capacidad de crecer a bajas temperaturas aun bajo 0oC, su ca-
pacidad toxigena no ha sido claramente definida. E1 Fusarium
para su desarrollo requiere actividad de agua de mas de
0.90%. Este género, tiene una gran variedad de especies de

importancia fitopatopatolégica. Este es junto con Aspergillus

y Penicillum, uno de los géneros mds importantes en la pro-
duccién de micotoxinas que afectan a los animales domésticos.
Al género Absidia y Mucor, se le encuentra como habitante del
suelo, y en materia orgdnica en descomposicién. Frecuentemen-
te se aisla de granos, alimentos balanceados y sus ingredien-
tes, esto concuerda c¢on nuestros resultados al encontrarlo
como contaminante del alimento para bovinos ( 24,37,40 ).

Dado que los alimentos para animales tienen los nutrientes
para cubrir las necesidades de 1los hongos, los factores am-
bientales de humedad y temperatura, son los principales res-

ponsables de acelerar su crecimiento y reproduccién ( 3,24 ).
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Se conoce que el cdlculo del grado del crecimiento de hongos
en alimentos y granos es wuna tarea muy dificil, ya que no
puede ser medido adecuadamente mediante la determinacién di
recta de ciertos cambios ocurridos en el alimento como resul-
tado de dicho crecimiento. No hay pautas establecidas que
indiquen cudl es un recuento normal 6 anormal. Algunas ¢granos
e ingredientes del alimento tendrdn casi siempre altos re-
cuentos comparados con otros, sin embargo, las siguientes son
normas aproximadas para la mayoria de los alimentos termina

dos; 102-10° recuentos bajos, 10*-10°

recuentos moderados, 106
-107 recuentos altos. Estas interpretaciones se utilizarcon
para determinar los factores de propagacién del alimento para
bovino { 2,17 ).

Pont et. al. en 1985 estima el grado de contaminacién de ma-
terias primas y alimentos balanceados mediante la cuantifica-
cién de esporas;

ALIMENTO GRADO DE CONTAMINACION U.F.C.

NCRMAL ALTA MUY ALTA
HARINAS DE ORIGEN ANIMAL:

PESCADO, CARNE, SUBPRODUCTOS <10,000 <30,000 >30,000
DE CEREALES:

MATZ,CEBADA,SORGO, TRIGO,AVENA

SUBPRODCTOS DE MOLINERIA. <50,000 <150,000 >150,000
PASTAS DE OLEAGINOSAS:

SOYA ,GIRASOL ,CACAHUATE ,ALGODON <20,000 <70,000 >70,000

ALFALFA <10,000 <25,000 >25,000



SUBPROD. INDUSTRIALES Y AGRICOLAS: .

PULPAS, ORUJOS <30,000 <70,000 >70,000
ALIMENTOS BALANCEADQS:

EN HARINA <20,000 <75,000 >75,000
GRANULADOS <20,000 <«<75.,000 >75,000

( 3.

Aln cuando el 33.33% de las muestras se encontraron positivas
a aflatoxinas hay gue seflalr gue es un porcentaje elevado y
mas importante ain es, que el 70% de las muestras positivas
correspondieron a aflatoxina Bl, que es considerada la mas
importante por su toxicidad tanto en animales como en huma-
nos. La aflatoxina Bl es metabolizada por los bovinos y eli-
minada con 1la leche en forma de aflatoxina M1, lo cual
constituye un problema de Salud Publica ya que tiene efectos
mutagenicos, hepatotoxicos, inmunosupresivos y carcinigenicos
en cquien la consume, por lo que es recomendable establecer un
sistema de control y vigilancia estableciendo un limite maxi-
mo de concentracién de ésta aflatoxina en productos lacteos
destinados para consumo humano como de ha establecido en
otros paises ( 6,25,27 ).

De la misma forma, es recomendable establecer un sistema de
control sobre los granos e ingredientes utilizados para la
elaboracién de alimento para animales y su almacenamiento ya
gue las concentraciones de aflatoxinas encontradas represen
tan no solo un grave riesgo para la saludlanimal sino una

considerable baja en la produccién. Asi mismo hay que consi-
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derar el potencial productor de aflatoxinas de las cepas en-
contradas como peligroso, ya que el 93.32% de las muestras
mostraron alta y moderada contaminaciédn por hongos. De igual
forma se sugiere continuar las investigaciones en la identi-
ficacién de otros tipos de micotoxinas considerando gue un
46.66% de las muestras procesadas, mostraron fluorescencia
positiva que no correspondio a los estandares de aflatoxinas

Yy solo un 20% de las muestras fueron negativas.
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1.-

CONCLUSIONES

El 100% de las muestras analizadas, mostrd contaminacién
por hongos, correspondiendo el porcentaje mds elevado, a

los recuentos altos de Unidaes Formadoras de Colonias.

De las 148 cepas de hongos aisladas se identificé un to-

tal de 11 géneros distintos.

Del total de géneros identificados el 73.63% correspondié

a Cladosporium spp., Penicillum spp., Aspergillus spp., ¥

Fusarium spp., considerados todos como productores de

aflatoxinas y otros tipos diferentes de toxinas.

Se determind la contaminacién en el alimento analizado

con aflatoxinas Bl, B2, Gl vy G2 correspondiendo el mayor

porcentaje a la Bl.

Las concentraciones de 1las aflatoxinas encontradas, son
sumamente elevadas y se consideran en su totalidad fuera

de norma.

Se hace necesario una reglamentacién para el control y
vigilancia de la contaminacién por hongos y aflatoxinas

tanto en el alimento para consumo humano como animal.

37



1l.-

BIBLIOGRAFIA.

Abramson R.N., Sinha., J.T. Mills., 1982. "Mycotin forma-
tion in moist whweat under controlled temperatures®.

Mycopathologia No. 79. pag. 88-90.

Avicultura Profesional 1988. "Evaluacidén cuantitativa del
desarrollo de hongos en el alimento y en los granos. El

laboratorio avicola. Vol.6 No. 2 pag. 40-42.

Avila G.E., Armando Shimada.,Gerardo Llamas., 1990. "Ana-
bolicos y aditivos en la produccién pecuaria™. Sistema de
educacién continua en produccién animal en México A.C.

pag. 13-20.

Buck William B., 1981. "Toxicologia Veterinaria clinica y

diagnostica". Ed. Acribia. Pag. 322-323.

Burroughs M.J., 1986. "Aflatoxina y Aflatoxicosis grandes
preocupaciones para los fabricantes de alimentos".
ASA/México, departamento de ciencias e industria de los

granos del estado de Kansas, No. 39, pag. 1-2.

Brinton M.M., Herbert J.L., 1987. "Some views on the law

and aflatoxins", Technical report, No. 13 In A Series.

Castillo T.J., 1978. "Micologia General". Ed. Limusa Mé-

xico, pag. 38 - 39.

38



1BLIOTECA CENTRa!

8.- Campos N.G.E., 1978. "Aflatoxicosis en fos animales do-
mesticos". Memorias de la mesa redonda, llevada a cabo en
el auditorio del Instituto Nacional de Investigaciones
Pecuarias de la S.A.R.H. México-Toluca. Porcirama ano 8,

Vol. VII - No. 89, pag. 29-30.

9.-Castillo A.A., Sanchez G.J.I., Rosiles M.R., 1983. "Carac-
terizticas fisicas y niveles de aflatoxina Bl en gallinaza

y pollinaza de granjas de Texcoco Estado de México". Vete-

rinaria México 14, pag. 150-152.

10.- Church D.C., W.G. Pond, 1978. "Fundamentos de nutricién

y alimentacién de los animales". Ed. Limusa.

11.- Cieglera A., Kadis S., 1971. "Microbial toxins". Vol.

VI, Academic Press, New York and London.

12.- Garner R.J. 1970. "Aflatoxinas". 3er. Ed. Williamn and

Wilkins Baltimore.

13.- Campos N.G. "Problemas ocasionados por hongos y sus to-
xinas en la reproduccién de cerdos". Porcirama ano 7,

Vol. 7, No. 77, pag. 26.

14.- Fernandez Escartin, 1981. "Microbiologia sanitaria agua
y alimentos". Vol. I Universidad de Guadalajara, pag.

109-140.

39



15.-

l16.-

17.-

lg8.-

19.-

20.-

21.-

220_

Fraizer W.C., Westhoff D.C., 1993. "Microbiologia de los

alimentos". Ed. Acribia S.A. Zaragoza Espafia, pag.15-21.

Garcia Aguirre Genoveva, 1989. "Manual de metodos para
el analisis de micotoxinas en granos". Universidad Na-

cional Atonoma de México, pag. 13-64.

Hernandez G.M., 1992. "Determinacién de especies fungi-
cas y aflatoxinas B1,B2,Gl1 y G2 en alimento para pollo
de engorda, en granjas de la periferia de Guadalajara".

Tesis de Maestria, pag. 2~9.

Jones F., 1987. "Consequenses of Moulds in Feeds". Feed

International, Vol. 8. No. 3, pag. 28-29.

Lieter Peter, Hans-Diafer Munch., 1981."Microbiologia de

los alimentos vegetales". Ed. Acribia.

Linder E., 1989. "Toxicologia de 1los alimentos". Ed.

Acribia Zaragoza Espaiia, Pag. 83-85.

Montemayor A., 1993. "Micotoxinas, su importancia en
salud humana y produccién animal®™. Agrocultura No. 20,
pag. 20-21.

Moreno M.E., 1989. "Hongos y micotoxinas en granos alma-
cenados". Curso de actualizacién sobre micotoxicosis

aviar, Pag 23-24.

40



24.-

25.-

26.~

27.-

28.-

29.-

30.-

Montemayor M.D., 1994. "El muestreo y el analisis en la
correcta determinacién de su concentracién en los granos

y alimentos". Agrocultura, pg. 40-41.

Moreno Martinez E., 1988. "Manual para la identificacién

de hongos en granos y sus derivados". Universidad Nacio-

nal Autonoma de México

Miller B.M., 1987. "aAflatoxin-M1". Technical report,

No.7 In A Series,

Miller B.M., 1987. "Tipes of Afatoxins", Technical re-

port No. 10 In A Series.

Miller B.M., 1987. "Aflatoxin M1 Revisited". Technical

report No. 15 In A Series.

Osuna S.0., 1990. "Problemas encontrados en el diagnos-
tico de micotoxicesis: Muestreo, Métodos analiticos y
referencias cientificas", Universidad de Colombia, pag.

18-21.

0.P.S., 1979. "Criterios de salud ambiental II micotoxi-
nas, Organizacién Panamericana de Salud Publica cienti-
fica". No. 453, pag. 4,11.19,20,35.

Pefla D. Silvia, Ma. Del C. Duran De Bazua, 19%0. "Efecto
téoxico de las aflatoxinas en la dieta". Ciencia y Desa-

rrolle, vol. XVI, No. 94, pag. 61-64.

41



31.- Peraza C., 1962. "lLa aflatoxicosis en las aves domesti-

cas", Avicultura Técnica, aho XIII, No. 104, Pag 2-5.

32.~ Pigja A.C., Roberto Cervantes 0., "Manual de micologia
Veterinaria". U,N.A.M., pag. 1-6.

33.- Romo D.P., 1992. "Resultado de 1investigacién sobre
ingredientes, micotoxinas, equipo y enfermedades". Tec-
nologia avipecuaria, afio 5, No. 59, pag. 41-42.

34.- Rosiles M.R., 1981. "Consideraciones generales sobre
algunas micotoxinas". Memorias del primer curso de ac-
tualizacién en toxicologia™. Veterinaria México F.M.V.Z.
U.N.A.M., pag. 1-4.

35.~- Rosiles M.R., Lopez R., 1977. "Sindrome estrogénico de

origen alimenticio en cerdos". Veterinaria México 8,

pag. 123-125.

36.- Rosiles M.R., 1978. "Estudio de las aflatoxinas en ensi-

lado de maiz". Vereinaria México 9, pag. 163-165.

37.- Sanchis V., Vihas I., Jimenez M., 1982,
"Mycotoxin-Producin fungi isolated form binstored

cornY. Mycopathologia No. 80, pag. 89~92.

38.- Sigurd Funder, 1968. "Practical micology manual for

identificacién of fungi". Hifner publishing company inc.

42



42.-

43.-

Waytt R.D., 1990. "Importancia de los hongos en la salud

aviar", Avicultura profesional, Vol. 8, No. 2, pag.

48-50.

Veltman U.R., 1984. '"Reduccién de los efectos de las

micotxinas mediante 1la nutricién". Industria avicola,

Vol. 31, No. 5, pag. 15-18.

Wagstaff W.R., 1990. "Hongos y micotoxinas en alimentos
para cerdos". Tecnologia internacional, afio 1, No. 2,

pag. 16-18.

Williams-Sidney, 1984. "Official Methods of analisis of
the associatién of official analytical Chemist". Chapter

26,

Wyatt R.D., 1988. H¥"Comparacién de las técnicas de luz
ultravioleta y E.L.I.S.A, para contaminacién por aflato-
xinas en el maiz". Avicultura profesional, Vol. 6, No. 3

pag. 109-110.

43



