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I.- RESUMEN 

En el presente estudio se llevo a cabo la comparación de 

diferentes metodos para la detecccion y separación de 

Aflatoxinas como son: Cromatografia en Capa Fina Unidimensional 

y Bidimensional, Cromatografia en Columna y Cromatograf ia en 

Mi ni columna. 

Dentro del me 1 toda de Cromatografia en Capa Fina 

Unidimensional se probaron tres sistemas de solventes, donde 

las Af 1 ato>: i nas se aplicaron tanto en mezcla como 

i ndi vi dual mente, se encontr-0 que el mej ar sistema de sol ventes 

con que se logro la separación de las cuatro Aflatoxinas fue: 

Cloroformo-Acetona-Agua. 

En el m~todo e Cromatografia en CapD Fina Bidimensional se 

probaron seis sistemas de solventés, las Aflato>:inas fueron 

aplicadas en mezcla, de estos sistemas el mejor fue: I-

Tolueno- Acetato de etilo-Ac.FOrmico 901., Il- Acetona-

Cloroformo, se tuvo una e>:celente separación de las cuatro 

Aflatoxinas. 

Para la Cromatografia de Minicolumna se compararon seis 

diferentes m~todos, realizando la aplicacibn de AflatoHinas asl 

como tambi~n los sistemas de desarrollo por la parte superior 
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du la Minicolumna, por lo que el desarrollo fue de forma 

desc:.endente. En el metodo donde se empleó como sistema de 

desarrol 1 o He>: ano-Acetona y las adsorben tes fueron Al C:lmi na 

Neu+:ra, Florisil, Lana de vidrio se obtL\va separación de 

Aflatoxinas B's ( B , B ) y Aflatm:inas G's < G G ) , en los 
1 2 1 2 

ciernas sistemas sólo se determinó la pr-esencia de Aflato>:inas 

mas no sL1 separaciOn .. 

En la realización de Cromatografia de ColLlmna no se logro la 

separación de Aflato>:inas~ ya que el m~todo sOlo es eficiente 

para la purificaciOn de e>:tractos que contengan Aflato>:inas, 

por la que se decidiO no continuar con este m~todo. 
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II.- INTRODUCCIDN 

2.1- Historia 

El ter·mi110 Micolcrnicosis incluye a aquellas into>:icaciones 

causadas por· la i ngesti On de 81 l mentas cantami nadas con 

Micotoxinas~ el término d~ Micosis involucra una invasibn 

generali:zada de Lll"I hongo patligeno en teJ1do vivo. Una 

Micoti:.n:ina l?S un rnetBbol1to tó::ica pr·odw.::idu pc1- un hc111go. 

:....as Micoto>:in:as sun conocidas dt.:sde hace ye..\ b.astantt! 

tiempo~ ¿\Lu1qUL-: (~='.tas nCJ habi,;.o ~,ido bien def1nidac.:,, muchos 

problemas sido 

relatcionados en l.::i .. 1c..tualid.:od con la sintomatc,loqia que se 

presenta el ing~rir Micoto>:inas en la dieta lo que en su época 

no pudier·on ser 0~:pJ 1cados. 

Schaental d984' ( 1 ) • m1~nciona qui:::'.· t;:j1'"cic1 ~10..:. e. lo:· estudios 

cientlficos sobre l~~ M1cotaxir1u~ d~ los pa5~dos ~O aNos. es 

posible probar la Hib.o:rµrel.:\cu''m de cler-t11s enferrnedadl.~s y 

otros SL1cesos ,J,-o"scri te•-;: t-.~n el pasadc1 esp·::ci al men t.e en la 

Biblia, en relación .::1 la e¡:posi.c:il'Jíi a Micoto;:1nas coma pueden 

ser las JO Plagas de [giplo. y el caso de Job ~.Job fup un 

hombre mlly rico que vi.'1io aln::dt~do1~ d¿ los .~nos 5(;(l-4(i.) P1~L­

subi tami;~nts- perdió todos sus f:.1en1:=: a~i c1:ir..w td111bi er1 a su 
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familia qL1e.dand6 en lei pobreza por lo que se vio 1Jbligado a 

c•.:insumir ~1 imento~ que µrob¿\blemente 

t=-nmohecidos!' presentá.ndo los siguientes sintoin.:t~::,: 1) Oermati tis 

se•;er-a. 2>- D~sordenes gastrointestinales y di¿\rrea .3e•1er2. Los 

m.:<\J es de JLJb petrecen hfiber tenido ¿¡..l gunos ra.:::gos r_.n co1nún con 

la Pelagra, la." cual podría e:<plicar L.1 sintomatolch:J:fa l;;'n ba!C.t7 ct 

lln,':\ defir.:i enci ;:o nutric1011al, aunqLt•? lo ritás prc•bdbl1: es qUE• 

e<;:Lc.-s sintomas hayan sido una. manifc~!..=.tac1fJn rJe Mi.cot.o~;icosis 

aLtnada a t.1na. defic1er1cia ':itaminica.). 

Ergotis.r10, que es or-igin~do por lil ingestión de CE·nteno v otros 

qram::.s infestados c1::in el hongo !;!_~~!.f;~m.~ QL!C.Q.!:.!C.@t· 

Durante la Epuca Feudal ( IX-XllI) hllbCJ 1.1n periodo de 

erupciOn rt~ la enfermedad conocida como ''FLIPQO de s~n Antonio'' 

a ''Fueyc Santo'1 que CciUSO mil~s de n1uertus. 

gent12s fLu..::r-on -~-te:·ct,_~.das {:!.·l). siendo todus e~l0s brot< .. ··~ 

relacionados con granas contaminadas. 

M1coto·1cosis que ha af~cl~do ~;er1~mer1lf. 2 la 
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durante 1 a I I guerra Mundial y post-guerra 1942-1947, 

prir1cipalmente dL1rante 1944, cuando murieron miles de gentes, 

estas muertes han sida explicadas a trav~s de estudios 

extensivos en Rusia donde se indica que el origen de la 

enfermedad se siguiO hasta granos de cereales contaminados por 

un hongo que corresponde al genero Fusarium <2,4>. 

En los primeros meses del arto de 1960 se presento un brote 

de intoxicaciOn masiva de pavos en Inglaterra que fue reportada 

como una enfermedad de~conocida caracterizada por una rBpida 

deteriorizaciOn de la condiciOn de las aves con hemorragias 

sub-cutaneas y muerte. 

Un postmorten de los animales afectados demuestra que el 

higado de estos animales presentaba un color pAlido anormal y 

muestras de necrosis extensiva y proliferaciOn biliar. 

Este sindrome fue llamado ºEnfermedcJd X de los Pavos", 

también se presentben faisanes~ perdices y patos de un dla de 

nacidos. 

El factor com~r1 de estos brotes en aves fue la presencia 

de harina de cacahuate importada del Brasil~ en las dietas de 

los mismos. 

En ese mismo af'fo tambi ~n se reporto Llna enfermedad de agente 

etiolOgico desconocido en becerros y cerdos~ en ambos casas la 
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etiologia fue relacionada con la incorporación de harina de 

cacahuate dentro de las raci enes de 1 a ali mentac i On de 1 os 

animales. 

Toda esta serie de reportes de miles de muertes ha llamado 

la atenciOn en la comunidad cientifica y ha estimulado el 

interés en los efectos que produce la toxina. 

Coma resultado de estos bro"tes y la presencia en todos 1 os 

casos de harina de cacahuate se deci di O investigarla, en el 

Laboratorio Central Veterinario de Weybridge donde se llevó a 

cabo la e>:tracción de un meta.bolito tO>:icrJ cuya to>:icidad fue 

probada en patos de un dia de nacidos, 

postmarten de las aves (2,3,4,6,). 

con segui mento 

Despu~s de diversas estudios se encontrb que la toxina 

productora del slndrome era producida por el hongo 0§Q§C9i!!~§ 

de donde deriva el nombre de AFLATOXINA 

<AspergillusFLAvusTOXIN l (2,4l. 

En 1961 la enfermedad fue se~alada , por la ingestión de una 

to>:ina en alimentos para animales, producida por B.:..flªY!:!É y fue 

subsecuentemente 11 amada AFLATOXICDSIS ( 5 l. 

Las caracterlsticas de un brote de Micoto>:icosis han sido 

descritas por Feuell !1969), son las siguientes: 

a) Elevan los problemas veterinarios cuyas causas no son 
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:~cilmente reconocidas. 

b) l.,..·l i:·:-1fermedad n(J es transmisible de un animal a otro. 

e) El tratamiento con drogas o ant1biOticos es de muy paco 

efecto en el curso de la enfermedad. 

d) Estudio!;; cuidadosos indican una asoi::iaciOn con un alimento 

especifico prJr ejemplo: harina de cacahuate, ar-roz o maiz 

contaminado. 

e) La e:-:aminacitin de alimentos sospechosos revelan signos de 

actividad fungal. 

Los criterios anteriores son aplicables tanto a los animales 

como el hombre ( 2,4 ). 

Se ha visto que 1 os hongos son 1 a mayor causa del deterioro 

y da~o en cosechas almacenadas. El daNo fungal ataca a los 

granos y dietas balanceRdas cuar1do las condiciones del íl1edio 

ambiente son favorables p2ra su proliferación. 

Los factores que influyen en la formación de Aflatoxinas 

son: humedad, tempe1·-atu1-a~ aereación y SL!bstr·ato. Bajo 

con di ci ones de dl macen21j ea~:fJ.ªY:ll§ ~ 8;.E!~!:§Éit!.s!d§: pueden crecer 
o 

a nivel es de humf.~dad de 151. o mas a temperatLlra de 6 - 46 C y 

en un medio ambientr:? a.er~bu:c ( 5 , • 
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2.2~ Caracterlsticas 

1'1L1chos .-: hongo~< producen metabol i tos tó~: i cos denam1 nados 

Mic:oto}dn·as, -'qu·e r:aLtsan enfermedades graves '"' vece~ mortales si 

san ·i.nget~) d~s. 

de 1 a..: m~.-'.~. 

E}: i ste un A gran variedad de Mi c:oto;: i nas~ dentro 

importantes se puede citar la!;',: Tcn:j nas de 

faxinas de Pen1cillium y 

To}d·n~s de FL~sarium. En el CUADRO 1 se muestran algunas 

Mi_.:::ot:o~:inas~ orgc-.n1smc1 proclLtctor, alimentos sL1ceptibl~:s a sC?t· 

~tá~ado~ y alg1Jnos efectos tO>:icos. 

E~tre las Micotoxin~s de mayor impo1-tanciE actL1al1~0'lte para 

t=-1 h1.1mano e•:; tan 1 a'.! Af I.01b:1::i n~ ... ;, q1.1e son .neta.bol i t.os produ::i dos 

por· A.flavus ( 7 >. 

L~s Af1~to>:1n~s 3a ~:onsid~ran las m~s t0>:1ca~ de las 

~ic·~to~1nae. ha11 sido aisladas de: maiz, cacao, sorgo. trigo~ 

~vena, centeno,algodOn y cacahuate l 8 ). 

8l1rnentos de o~·i~Jt>n pt-cu:·rio como la lt:che~ ¡-,u-.:..:·10, c.:3r·nc- y ~Lis 

Se\r·gent, ,;s.:-10 y Col. prupusierari en 1963 1 as estr·L1clw-as de 

las G JL111tü c.on lc\s 
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CUADRO l. Micotoxinas Producidas por Diferentes Hongos y su Asociación 
con los Alimentos. 

TOXINA 

l. - Aflatoxina 

2.- Esterigma­
tocis tina. 

3. - Ocra toxina 

4.- Citrinina 

5. - Rubra toxina 

6;- Patulina 

1:- Cornezu~lo 

referencia ~o.23. 

ORGANISMO ALIMENTOS ATACADOS 

A.flavus Cacahuate y sus pro­
ductos, arroz, maíz, 
nueces, semilla de -
algod6n, coco, trigo, 
leche, queso. 

A.versicolor Cereales 

A. ochraceus 

P.citrinum 

P.rubrum 

P.expansum 
A.clavatus 
Claviceps 
ssp. 

Cereales 

Arroz 

Maíz 

Manzana, arroz, 
pienso 

ALGUNOS EFECTOS TOXICOS 

Carcinoma del hígado y del 
riñón, proliferaci6n del con­
ducto biliar, infiltraci6n 
grasa del hígado en los anima 
les. -

Hepatoma en las ratas. 

Enfermedades del hígado y del 
riñ6n en las ratas. 

Nefropatía en los animales. 

Jnfiltraci6n de gr~sa en el -
hígado de rata. 

Carcin6geno en las ratas. 

Gangrena. 



di hidraderivados 82 y G2 <FIGURA 1). 

La.s 1 et ras B y G les fL1er-on dadas por el col ar de 

fluorescencia que producen bajo la luz ultravioleta, B= azul 

(blue) y G =verde (green). 

La estructura qL\lmica de las Aflato>:inas poseen un 

esqueleto de Difurano-Cumarinas; la diferencia b~sica entre 

las A·flato>:inas B y G es el atomo e>:tra de O>:lgeno; la 

diferencia entre B y G y sus dihidroderivados es la presencia 
1 1 

del doble enlace en los e - e en la estructura dihidrofurano 
2 •p\ 

como s1~ aprec1 a en la FIGURA 1 ( 1, 6, 10 ) • 

La fOrmL1la molecular de la Aflato>:ina B fue establecida 
1 

corno e H O y de la Aflatoxina G como C H O ; las 
1 17 12 7 17 12 6 

Aflatm:inas E< y G fueron denominadas dj hidro derivados de los 
2 2 

compuestos anteriores siendo su fOrmul a mol ~cul ar C H O y 
17 14 6 

C H O respectivamente < 10 >. 
17 14 7 

Algunas de las propiedades 

f isicas de estos compuestas son resLlmidas en el CUADRO 2 

<6, 10). 

Las aflato>:inas se descomponer1 facilmonte cuando cst~n en 

solución y estos procesos se aceleran especial mente en 

presencia de la luz y calor. Tambien huy degradación al ser 

expuestas al aire. luz ultravioleta o luz visible ( 10 ). 

Diversos investigadores en 1963 detectarbn la presencia de 
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Flg. 1 ESTRUCTURAS DE LAS AFLATOXINAS 
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CUADRO 2. PROPIEDADES FISICAS DE LAS AFLATOXINAS 

AFLATOXINA FORMULA PESO PUNTO DE EMISION 
MOLECULAR MOLECULAR FUSION cO FLUORESCENTE 

B1 Cl 7Hl 206 312 268 - 269 425 nm 

ª2 C17H1406 314 286 - 289 425 nm 
N 
.-< 

Gl c17ll12°7 328 244 - 246 450 nm 

G2 C17H1407 330 237 - 240 450 nm 



un factor toxico en la leche la cual fue relacionada cuando 

el ganado ingirió alimento contamiminado can Atlato>:inas. 

Observaron que su composición quimica era muy semejante al de 

la Aflatonina~ por la que dedujeron que este compLtesto al que 

denominaron M era un hidroxilado de B por el metabolismo de 
1 1 

los animales C 6,10 ). 

2.3- Metabolismo y Efectos Bioquimicos 

La manera por 1 a cual 1 as Af 1 atm.: i nas son metabol í za.das por 

los animales es de inter~s en la investigaciOn, dentro de los 

mecanismos bioquimicos y sus efectos biológicos. 

El conocí mi en to de los prodL1ctos metabólicos y de los 

caminos bioqulmicos por el cual son producidos es esencial 

pa.ra la identificaciOn de la configuración molecular 

responsable de la actividad biológica, tal información es 

tambi~n indispensable para establecer las bases de varias 

caracter!sticas de la respuesta biolOgica, tal como 1 a 

relaciOn estructura-actividad, especificidad de tejido y la 
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di r •. rencia de especie en la respuesta entre otras . 

',d i nvt:osti gaci On cuantitativ3 de la excreciOn y el 

metabolismo de las Aflato>:inas ha sido grandemente facilitado 

por el aprovechamiento de material radioactivo. Estas tecnicas 

hacer1 posible determinar cualitativamente las cantidadas de 

co1npues~o o derivados et:c!-etados o retenidos por los animales 

(16). 

y col. ( 1967 i , investigar·on la exLr·eciOn y 
14 

distribución en el tejido de Aflato::ina B marcadci con C 
1 

ut1lizand~ dos diferentes tipos de marcado: Aflatoxina B 
1 

marcada en el grupo meto~:i con10 se ilustra en la FIGURA ~- y 

Aflato>:ina B marcada en los anillos carbono. 
l 

Los resultados 

de ambo~; tipos de marcado se muestr·an en las FIGURAS 3 y 4 

<16, 17, 18). 

La e~c1·ecibn tot&l Je los co1npuestas marcados en aínbas formas 

es de 70-80% a trav~s de orina, heces y CD eliminado 
2 

dLlrante 24 hr·s. L~ c:>:-:crcci ?.1n a tr a·1es d~ las heces fue 

signif1cativainente diferente en los dos co1npLteslos, cu1-ca del 

701. de la rea et i vi dad ad mi ni strada del compuesto marcado en el 

anillo aparece en heces y solo el 1.tl'il~ fue e~:creto?.do en heces 

poi~ la ruta marcado en t=l cctrbono meto'-t i. 
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FIGURA 2 

o 
11 o 

1 

ESTRCUTURA DE Al'B
1 

- c14 MARCADA EN EL CARBONO METOXI. 
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1·1 
Existe :.,t.ln'~·:-g·-~·an:-_·c:iif_E·renci.:1 en el <.:untenidc1 de e CD 

en an1 mal es dóSi f í ca dos c:cin el compuesto marcddo en el q1 ·upa 

m~~~x-~_.---'!~~;~-c:onti"E~me alrededor de 37~c de la dosis administrada y 

sol~ o~fa cte CD 
2 

fue eliminado en animales dosificadas cDn el 

c:o~puesto marcado en t:-1 anillo. 

Estas observaciones indican que la Aflro.tmnna B o SLI~ 
1 

metabolitus son eficientemP.nte e>:cretados par la rata despi:1 es 

de la dosis única • 

E~tl1dios de la excreciOn de Aflatoxina B 
1 

an1 l lo a través de la rut.~ intestinal sL1gi1?.re que la 

radlact1v1dad finalmente e>:cretada en heces es derivada de la 

exr:recilin bi l i.:..r ( 16. 18 ) . 

E;-:pt?t·imentCis con Aflato>1ina B radiactiva han demostrado 
1 

qL1e 1 as tatas e>: ere tan alrededor del 80/. y los ratone~: 

24 hr-!;' •• como se mLtestra en el CUADRO 

Una segunda di f·:·1-enci a d8 las r::.1spec i es estudiad as fue la 

Cdnt1d~rl de radiactividad presente en higada. 
14 

Mi entra.s qL1e 

el hfgado de rata retiene un 7.57% de e recuper·ada~ en el 

r~t6n es mucho menor tan solo de 1.51/.~ en el higado; un 

factor que puea~ sor relacionado~ la rns1stenci~ d~l ratón 
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CUADRO 3, COMPARACION PATOLOGICA EN ANIMALES ALIMENTADOS CON ALIMENTO CONTAMINADO 
CON AFLATOXINA. 

LESIONES EN HIGADO BECERROS GANADO CERDOS OVEJA PATO PATO PAYOS POLLOS VACUNO (1 día) ADULTO 

Necrosis aguda y Hemorragia + + + 

Fibrosis Cr6nica + + + o + 
"' ,..; 

Hiperplasia en Dueto Biliar + + o + + 
+ + + 

Oclusi6n Venosa + + o 

C6lulas Hep&ticas alargadas + + + o + + + 



carcin~g~nico de Aflatoxina B 1 16 l. 
1 

Se' con~c:e q~e ·1 as A f 1 ato>: in as producen un efecto determinado 

sobre e el sistema bioqulmico producienda ciertos c.;\mbios 

vi tal es~ 

En basP. a esto se ha desat-rol lado una hi pt.tesi s acerca del 

mP.canismn '"le acción pt:¡;- el cuc1l las Aflato>:lna~. interfi ere:::n en 

lF.•S actividades celulares. Se SLtgiere que la secL1encia ~n el 

c1.1al léPE reacciwnes causadi.:1s por las (1flatoHinas pLted~n ocurt-:ir 

de la siguiente manera 

~\.- Jnteracc10n de las Aflataxinas con el D~IA. trae como 

una falla en el proceso de duplicación y 

transr:ripciC•n .. 

b).- Int1ih1ciOn de la slntesis cie proteinas, debido a la 

fall~ &r1 la transcripc10n. 

En cor1si derac i ón ~ 1 os cambl 1.:is que pr-oducen las Aflato~: i nas 

rur.tn•;:o: 

J. - r~~·lal1ol is.na d~J DNA. 

Mucha d" la i nf arma..:.: i ón acerca de los efecto:: de li.1 

Hf 1 a-1_L1:.: in~ B en el metabolismo de DNA S•~ ha oLtenido de 
1 

t?' · í-'t-:>r-i menb.J5 en los cLiale<:> se estimCtla ¡,, sintes1s del DNI~ por 
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una hepatectomia parcial en ratas, induciendose asi la 

Aflatm:ina B 
1 

del tejido. Posteriormente al tratar 

a animales hepatectomizados trae 

con 

como 

consecuencia la inhibición de la regeneraciOn del tejido y por 

lo tanto la disminución de sintesis del DNA. 

2.- Metabolismo del RMA. 

La administración de Aflato):ina B a ratas provoca una 
1 

dramat1ca inhibición de la incorporaci.On de precursores¡ en el 

RNA nuclear. La ·~Iteración en el metabolismo del RNA nuclear 

se Acompaña de cambios en la mortologia del núcleo~ los cuales 

se hi\n observado al estudiar bajo el mici-oscopio electrOn1co 

~élulas hep~ticas de rata~ tratadas con Afia.toxina B • 
1 

Estos 

cambios morfológir.o~ solo se presentan en las intoHicaciones 

agudas. 

~.-Metabolismo de Prot1~inas. 

Se sabe que 1 as al ti.?rac jemes en la lranscripciOn 

t·eper·cuten en el procesü d~ síntesis de proteínas. Se ha 

dt?mos tr ada que la Aflc\to:,in.:-1 B inhibe la sintesis de 
1 

proteinas especificas mientras que la síntesis total de 

proteínas no es afectada < 16 ). 
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El modo de acción de 1 as AT lato};. i nas se ha estudiado y 1 a 

ma 1 .1...-1.!:t de las autores indican que su acciOn es a nivel dP. 

supresiOn de la sintesis de RNA mensajero y la sintesis de DNA, 

asi que su efecto primaria es en el nUcleo via inhibiciOn del 

precL1rsor en Rt~A, en consecuensi a hdy i nhi bici On de la sl ntesi s 

de proteinas, por lo que se inhibe la inclusión de aminoacidos 

al resto de la mol~cula o por inhibición de la RNA polimera~a 

en el reticulo enciopl~smico de la c~lula hepatica. 

La inhibición de la síntesis de proteinas y su relación con 

la falta de capacidad para movilizar grasas son posiblemente 

1 as causas para 1 as 1 esi ones primariamente hepat.i ca.s y una vez 

lesionado el hig.ndo los signos clínicos y lesiones asociadas 

derivan de el ( 5~.sJ; 

2.4- Efectos Bilogic:os de las Aflato><inas 

Las propi edade•=. tO:: i cas de 1 as Af 1 ato~: i nas se manifiestan de 

divers3s maneras dependiendo del sistema de prueba, dosis y 

duraciOn de e>:posiciOn. 
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s~ puede dividir eri: 1) To>:icidad aguda in vivo 2) 

To:: i ci di3d ~quda en cultivas celulares y embri anes 3) 

To>:icidad sub-aguda C 10 l. 

1. - To~d e i dad dí)Lldi:\ in vi va. 

Se ·ha comprobado que J as AflatoHinas son de tonicidad aguda 

r•:.ra di versa-:. especies animales. De las diferentes Aflatoxinas 

la B es la 1nas estudiada por presentar una potencia le tal 
1 

mayor y la letalidad in vivo para VC1.r1 OS animales 

exper1mentaleis. La Aflato}:ina B es la mas potente seguida 
1 

de·G , B , G en orden de disminución de potencia. 
1 ::? .., 

Lo5 pat.:.s de un dia de nacidos son la especie 

suceptible a la toxicidad aguda~ lA LO de patos de un di a 
50 

de nacidos es alrededc:ir de 0 .. 5 mg/~~9.• e'=', te valor es 

cans1deratilemente pequei'1o comparado con la rata y el HamstE::r-. 

En muchas especies animales la muerte por ínto>:icac10n con 

~Flato~ina ocurr-e dentro de las primeras 72 hrs., despu~s de 

la 3du1i ni str-aci On del compu8sto y los da~os qLle se 

presentan son : lesión en higado como signa patológico y 

hemorragia en el tracto int~stindl ( 1() ). 

[..CLtttler- en 1964 encentro que el pr i ric i pal cambio 

hic;talt.i91c:o en el hi gado de rata es el de~~rro11u de 
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nPr1·osis en la zona peri portal~ dentro de los primeros 3-4 di as 

de l~ ingestión con una marcada proliferación biliar Cll). 

En todas las especies estudiadas la sensibilidad disminuye con 

Ja edad. 

Newberne en 1971 sugiere que la to>:icidad aguda puede ser 

madi f i cada ya que determinó que l""atas mantenidas con una 

dieta marginal de colina por dos semanas son resistentes a la 

acciOn carcinogEnica de A·flato>:ina B en hl1Jctdo < 12 } • 
1 

2.- Toxicidad aguda en Lultivos celulares y embriones. 

Se ha demosti-ado que las t-'tflato::inas son letales en cultivos 

de c~lulas animales cuando se administran grandes dosis por 

tiempo prolongado. 

Los efectos tóxicos de la aflatoxina B han sido investigados 
1 

en varios sistenias de cultivos celulares in vitre y en huevos 

embr i onados, estos sistemas son m&s sensitivos que los 

sistemas in vivo en términos de la cantidad de toxina 

requerida para produci1- efectos determjnados. Se hú visto que 

a bBjas concentraciones de Aflatoxina 8 inhiben el 
1 

mi tót i ca en cél L\l as pul manar-es de embr i On humano 

prcu:~so 

Estudios in vitre sobre preparaciones de hlgado humano 

demuestran que se ve ser·iamente daf'fado por concentraciones de 
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afl.ttoxina entre 1-5 ug/ml .:..~i c1Jmo tambi~n afecta cultivos 

celulares primarios de embriones completos de patos y pollos 

13 i. A bajas concentr¿iciones de la. tmu na c:ausa 

efec:tus demostrables como la inhibic.iOn de la s:lntesis de 

protetnas. 

Se ha visto que en cultivos celulares y embriones la 

sen si bl l i dad se r-educe con l A edad y 1 os embri emes de patos de 

un di~ de nacJdos son mAs suceptibles que los embriones de 

pr>l 1 o ' 10, 14 ) • 

Toxicidad sub-aouda. 

sub-letales de la to>:ina 

desarroll6 Ltn 11ioderado dana 

patolC.yico. 

por var-ios dias o semanas, 

en el hlgadc• como signo 

l_a naturale~a de las lesiones hep~ticas y la variación de 

:,,_¡ aparición en d1ferent1::s especies domé~.ticas se resLtfllt.~n 

en '~· I ;.'t lt4[1RO 4. De acuerda al Cuadro se puede observar que el 

carnera &S el ~nico entre las ~species estudiadas que r~site 

:\ la to>;ina- También el de~arrollo de hiperplasia bil1~r es la 

l93i6n m~s observada 5, 10 ) • 

L.:1. to,-:icidad aguda y SL1baguda de las aflatm;inas varia 
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" PORCIENTO DE RECUPERACION DE c14 " 

Rat6n Rata 

Excreci6n Total •s9,9 •so.1 

co2 Expl usado 0.3 0.4 

Orina •34,5 •22.6 

Heces 55.7 57.1 

Intestino 0.75 0.8 

Colon 2.59 3.9 

Hígado •i. 51 *7. 57 

Riñ6n 0.1 0.37 

Esqueleto 4.17 6.35 

(*) mayor diferencia 

CUADRO 4. EXCRECION Y DISTRIBUSION EN TEJIDO DE RADIACTIVIDAD 

POR INYECCION INTRAPERITONEAL DE AFD 1 c14 MARCADO -

EN ANILLO. 
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cnr1siderablemente segCtn la especie, edad, se>:o y el estado 

nut1 J.t:.1onal de la espec:ie, la dosis de la Aflatoxina en 

cuestión, la durac:ion y rep~titividad de la exposicin 

( 14, 15 ) • 

2.5- Riesgos para el Hombre 

Basandose en 1 a premisa de que el hombre puede ser 

SL1ceptible a las Aflato::in¿\s se han redli::!¿\do muchos trabajos 

tendientes a reducir los niveles de e>:posiciOn humana. 

Para el hombre la hipótesis de la inducción de cancer en 

el higado por Micoto~inas requ1are d~ m~s pruebas aunque 

hay incremento en la evidencia circunstancial que la alta 

incidencia de enfermedad crónica er1 el hlgado 

partes del mundo puede ser relacionad~ a la ingestión en la 

dieta Ue Micolo:dnas. 

En el hombre no se tienen datos suf i ·=i entes y di rectos sobre 

los efectos de las Aflato::inas debido a la dificultad para 

eHpo11erlo al riesgo de ingerir alimentos que contengan 
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f=.••·"t·.;.nci'i\~5 tóxic:as en forma. experimental. No obstante se ha 

l:úw¡H ,-·..i-:":do que en los paises donde se ac.:ostL\mbt·a consumir 

alimento~ enmohecidos, la inc:idencia de cancer en el higado 

es muy alta y-'la ·presencia de Aflato:.1nas ha sido reqistr,Jda. 

En Uganda 'st" _reporto el caso de un ni No d~ 14 arto~ mL1e1'"lo de 

necrosfS· tÚ:ipttl-:íc:~ aql\da, con lesit.m similar pr-esentada pnr las 

patas·!' an'~l\Sis.súbsecuentes de la dieta 1.:onsumida poi~ Pl niha 

alta contarnin~ciOn par hongo~ y Aflatoxinas 

<6,.19) ;· 

En Tailandia l~ etiologia del síndrome de Reyf:~ ha sido 

vinculada con la in1)estitin de Afl.:\to::inas. El si ndrome de 

Reye se caracter·iza por una encef¿,lapatia. intillrac:iCm de 

grñ.sas de htqado al r·if'fon ha sido reproducida e~:nio.-rimentalmente 

en el mono m.";.'\CcH1Lle por alimentación con f.Hlato;·:inas. L¿\ 

evidencia SLtq1 ere quP- las 1~flato::1nas jueqar1 Llll papel 

im~¡ortante en la inducción de nbc1plasia hum2na ( b J. 

~studios PPiderniológicQs en la t-~~ión d0l eub-Sahara de 

~frica y ~si cuma 0n el sureste dP Asia y la 

del inenn mejor la pal01]énesis de la neoplasia y 

lndiil 

otras 

enferm&dades asociada~ a la ingestión de Aflato~ina y otros 

metabc1li tos fl.tn9icos carel nogénicos ( 20 ) 8 

En Ler11a, ~~wc1-:1la11d, T~1l.::1ndic-. y Mo:.:c:tml.Jiq11e .• donde li.\ 
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im:1dencia- de carcinoma hepé.Lico :~s. alta coinp¡~rad9 c:C\n otros 

los 

al i111entos. 

'I col. . ( 19/1 ) · há~ cii?mc;sfrad~ ~u~ del 40% de los 
, .. ·- ... _., :~·.;· __ ::::">~::~---~~- .. ·.-··" -

estud1·adO~ ·en··_Ugarid8 -·~~nt~nL:i."n Afl~to>:inas c¡Lle en 

Gn 'f7ilip1náS Cam"Pbéll (1970 .), andiJza la orina y l~s hece<:-= 

dt~ gent.r.:!:·que'._h~n cor~sLtinido ·mantequilla de cacahuab?. qLte se 

sabia c:ont...1mi nada c.:on Af l atox i nas, despue1s de 24 hr~:;. de 1 a 

ingt>stión, enc:ont.i-¿11do que Lma incidencia de 10-15 mcg dt~ 

Af J ato>:i na B 
1 

1 a orina \ .~ ) • 

r·esultaba en una AflatoH1na M detectable e11 
1 

C.1eritficos en Sudafrica han hechi.l 

significatlv::ls sob1-e el estudio de Micoto::1n.ols~ !':ln embaíLJO 

dt;. 

M 1 r: .·, 1. ", J r· ,~ ~- ~ 

DLlr'1nte 1980 

- 29 -



valorar l ~ prevalencia de tales contaminantes en prodL1cto~ de 

consumo agricola en el sur de Africa y ~levar el nivHl de 

conoc1mientos relacionados con este problemr: .. t?n otras c:iud¿1des. 

Durante el periódo de 1982-1983 1 800 muestras de consumo 

ag1-f col a incluyendo cere::\l es, heno y pi ens.os fue?ron 

e:.dminados~ encontrando qL1e el 27/. de tadds 1 as muestr<:\s 

anali:adas contenlan Aflat~J~:inas 8 
1 

21 ) • 

Hay por- lo tanto evidencias amplias de que el hombre es 

a,:puesto a la Aflato>:1nas en ~quellas ~re~s del mundo Gn los 

cuales el carc1.1uma hepAt1co es prev~lente. E~t3 e>:pOSlt:l.Dn 

rest.tl ta dir·ectam~nte de los p~oblemas de la cosecha y 

alm~cenamiento inadecuado de los diferentes productos agricolRs 

en general. 

2.ó- PrevenciOn de la ContaminaciOn de Alimentos y Forrajes 

por Micoto>:inas 

El descubri1niento de que las Aflato>:inas causan brotes de 

enfermRdades mortales en animales y es potencial~er1l·~ i)ali9ros~ 

para el t1ombr·e, estimulo la investigación cientific~ p~ra 
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d~'"'·C:ubrir la manera de prevenir y controlar la contaminación 

de:.- lus al 1 mentas y forrajes par M1coto:-:inas. 

Por muchas razones conviene prevenir la contaminac:iOn por 

hon1~as, a continuac:iOn se seNala.n las mas importantes 

- El ataque 

semillas. 

de 1 os hongos hace perder la viabilidad a las 

- Baja la calidad a la aceptabilidad por parte del comprador y 

del consumi dar de varios productos agri col as. 

- Las hongos son la causa mas frecuente de descompa51ción de 

productos agr i col as. 

- Se oca e i onan pfrrdi das ecanDmi e as cuando el ataque de 1 os 

hongos es e>~tenso, ya que en el peor de los casos hay que 

destruir toda la siembra. 

Antes de considerar las di versas medidas qLte se pueden 

tomar para prevenir la contamlnaciOn hay que mencionar los 

factores que en una u otra forma pueden contr·ibuir en el 

des ar rol lo de hanqos y en l <3 produc:ci On de 

cual es son 1 as 5i t]Lti entes 

Mlcoto>:inas las 

- Ht..tmedad El nivel de humedad de un producto puede deberse 

a 1 a humed2d natural del pr-oducto o a 1 a adquirida durante 

su almacenamiento con humedad ambiente ele:·vada. 
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- Temperafur-a ,'ambiente • - Como la~ cE·pas toxigénicc1s de los 

hongos se hallan mLly difundid~s cm la naturale~a esto 1.mplica 

un riesgo natural de contaminaciOn y proliferaciDn y por lo 

tanto una formación de toxinas la cual e!:-t8 dentro de un 
o o 

amplio r.:\111;¡0 de temperatura { 10 -40 e ) . 

- Infest3ci0n por insectos - Los ataquf:~3 de insectos pueden 

dar lugar al desa1-rollo de hongos y a la contaminación de una 

co~echa po.- Micwto},'.inas. 

La ir1festdc10n puede darse de das maneras : a) la cosecha 

atac~da por insectos se hace mas suceptible a la infeccibn 

por hongos~ b) los insec:tas mismos acarrean esporas de hongos 

y la~ introducer1 en lds semill~s ~tacaJas. 

La infestación puede tener lugar en CL1alquier· etapa desde 

antes de la cosecha hasta durante su almacenamiento ( 23 ). 

Las medidas de prevención de la contaíl1inaciOn por 

Micoto1:inas se dan d trav~s del control de factore~ como san 

lrl temperatura~ humedad asl como también la infestac10n de 

in-:;ec:tos que hacen a l\)S granos en general mas sucept1blcs pm· 

1 o cual san puntos importantes para la prevención del 

enmohecimientoª 

l.- Protección antes y durante el secado y el alíl1acE11am1er1to. 

- 32 -



·- ~~:,-::>·:.:~''.;)':·,~~','-- ":~,:," 

1 I I. - Bllei-i ali:na'cen·~~fen,~o~"-: 

r.,.. P1·oteC:dtin a~tes .y durante el secado .y el 

a Í m~cencimi en t'o. 

L.;.1s mr.:.j1 •18~ que se op 1 i can a pr·aductos que van a ser 

almacenados antes y después del secado, asi con10 durante el 

a.lm:1c:eno:u11ienb, contrtb1.1yen mucho a impedir la migraciOn de la 

prevenir asi &l al~que de hongos er1 generdl y la 

cons~cuente producciOn d~ Micotoxinas. 

La~ med11Jas de prot~rción m~s comunes son 

producto. 

IJ) una ventilaciOn adecuada para que el aire caliente y 

hr'1medo s.:.\l ya del depO~i to y 1 a humedad no se condense en 

las StlpE·t·ficies interiores del almac:en y VL1elva a humedeCer 

La sal i 1ja del ~iro calientu d1~l 

facilit~rA tan1bi~n el enfriamier1to del gra110 y reducir~de 

esa manera la fo1-rn~ciOn del mu~10 y la activ~dad de los 

insecto~. En e 1 {mus muy hL1medos la vent i 1 ac i On con aire 

ambiental puede ser peligrosa en este caso se ha sugerido 

el uso de aire refrigerada ( 23 ). 

. 3 3 . 



L~s medidas de protección son en realidad aplicaciones que 

no son nt:cesar i nmen te reglamentarias ya que son lógicas 

p1Jesto que algunos agricultores lo llevan a cabo sin te11er la 

necesidad de i nstrucc i On. 

II.- í-'t ."'1cticas de secado adecuadas. 

El secado después de la cosec~1a es obligatorio 

~ereales y semillas oleaginosas para con esta practica alargar 

s1J vida de ar1aquel y disminuir la posibil1dad d~ cor1tamir1~ción 

por hongos. En lw;lares donde l.:.t recolección se t-fectua en 

ti~1r•po sec.c t:·l proble:rn1::\ de la cont.:1m1naciC'm por l'lu:oto··:in~s 

no r.olc.r:'ln.:.o ¡irnporcicine: ._;lat-·mante'--~ sin embcirgo sr.- c0nvicn-tE' r!n 

Lm problema gr-ave en las zonas dor1de la cosec:..t1a se efectt1a en 

tien1po muy hómedo, en esos casos el secado del producto es 

un factor su1n ... 1mente imµortant.e µara rE"Eolver las problemas de 

Micotaxinas. 

En ~l secddo de '-)ranos y semillas cileagir1usas he:iy que 

controlar lo~ stquientes factores para evitar su contamin~ción 

por M1cotaMinas : 

3) Con\·1ene 110 demorar el secado despL1és de la cos0cha ~obr~ 

todo a alto~ niveles de humedad. 

b) Conviene que el secado s~a lo rn~s 
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secado prolongado al sol con humedad ambiente elevada es 

c~~;.o.sa de cantaminaciOn por mohos. 

e) Hay que evitar que los granos y semillas oleaginosas se 

rehumedescan dLwante el secada, fenómeno que p1..1ede suceder 

por dos moti vos 

La insLtficiente protecc1bn del producto contr~ la lluvi3 

durante el secado al sol. 

- Las telas de pl~stico con que se cubre la cocecha por la 

noche pueden provocar 1 a condensac.iOn del vapor de agua que 

se desprende de las semillas; ésta agua conden5ada puede 

volver a humedecer y asi prolongar el tiempo de secaclo 

requerido facilitando que el producto se enmohezca. 

d) Conviene socar los productos hasta niveles de humedad bajos 

antes de almacenarlos. 

En las ~!timos aNos en varias partes del mur1do, se han 

comenzado a emplear métodos de secado artificial, aunque 

resultan los costos muy elevados para un solo agricultor, por 

lo cual los secadores se instalan en cooperativas o como 

servicio pltblico ( 23 >. 

En paises sL1b-desarrol lados como Me>:ico los mt?todos de 

secado artificial se utili=ar1 muy poco debido a ld falta de 

recursos econOmi cos pot- lo que a nivel productor las 
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secado normalmente seguidas, consisten en 

_aH Lr:•1der_ el P,i:--Oducto sobre un pi so y e>: poner 1 o al calor del sol 

y .. ~-:--1.a:~· ·corr::-ien~es naturales del aire para conseg1Jir un secado 

uniforme, voltean el producto de un 1 ado para otro. 

111.- Almacenamiento. 

Es indispensable contar con buenos depOsitos para 

al rriac::enar conveni en temen te los cer-eal es y ciernas pr-oductas 

agr-icolas. Los dos principios b8sicos que sirven de guia 

para el almac.enamiento son: manter1er el prodL1cto seco y libre 

de in5ectos, hongos y roedores. Dentro de las recomendaciones 

para lograr· condicionRs Opti1nas de almacenamiento y evitar 

1~ contaminación por hongos ci;i.be mencionar las siguientes: 

a) Conviene que los sitios de almacenainiento almacenes 

abiertos, silos~ bodegas hechas de diferente material y 

forma)~ esten secos y na permitan 1 a entrada del agLttJ. ni 

por filtr~cibn ni por afloramiento (je agua del suelo, 

tambi~n es conveniente separar las pilas de sacos de gr·ano 

del suelo coloc~r1dolas sobre plataforn1~s. 

b) La temperatura y l~umedad relativa del almacOn 

mantenerse constantes. 

deben 

e> Con vi ene que 1 os productos por al mac:t1nar sean de alta 
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calidad siempre que sea posible; la ideal es que estén 

·~:,,~ntos de mohos, insectos y malos olores y qL1e hayan sida 

!:iecadas hasta el nivel de humedad recomendada. 

d) Tratar con insecticidas protectores las estructuras de 

a1macenam1ento y los cereales. Si hay indicios de 

infestación dentro del producto debe fumigar·se con 

productos eficaces contra todo los insectos. 

e) En loo; almacenes los d~Ncs de roedores habr-an de 

evitarse llevando a cabo las siguientes medidas: 

sliminaciOr1 d~ sus refLlgios, ob-3lt-L:cci0n de los agujeras, 

el saneamiento de los locales~ empleo prudente de 

1,..odentici das, trampas, 1 a apl i caci On de cebos venenosos 1?n 

envases y la fumigaciOn de las ratoneras. 

El almacenamier1to es de particLtlar impor-tancia ya que es 

necesario efectuarlo.. por lo qLte es necesario contar con 

buenos depOsitos para almacenar convenier1temente los cereales y 

demás productos. Por otra parte para tener las instalaciones 

de almacenamiento en Optimas condiciones se requiere de una 

inversiOn de capitRl de qu8 na suel12n disponer los paises como 

M~xico por lo que el alamcenamiento casi siempre se reali=a a 

nivel productor y can muct1as deficiencias ( 23 ). 

- 37 -



2.7- Destoxificacion 

En lo descrito anteriormente se han mencionado los 

elementos qut? f.:\VOrecen la pr-oliferacibn de hongos en los 

grcino: de al i m•~ntac l On y semiJlas oleagi11osas durante el 

cultiva, almacenamiento y/o manipulaciOn. No siempre podr8 

:5Eí posi bl ~ protegE·r toda!::. 1 os gri'\nos prciduci dos en un pai s 

según su!: recursos a nivel de al mact2nL1rni en to y produce t 6n. 

Ante el hecho d<:.' qL1e e::1sten gr·andPs cantidades d2 1~¡¡-,3nos 

cant~m.in~cfnc:;. se han yener:::.do una serie de investigaciones 

h: .. ·ndic>ntr:·,; .:., r~~d1 .. 1c11- o ~liminar el l"'ie590 al hL1manc- por consumo 

de 9rc:<nos contaminado5 sobre todo en aqL1el los 1 ugare~~ en que 

hay una sub-población de la mismas. Dicho material nec~sita 

un tratamiento especial para eliminar, destruir o inactivar l~s 

to~~1na~ <:CJntamina.doras. Un proceso de decontaíl1ina~i6n se 

la supre~1e:.n fisica de las unidades (gt-anos o 

semillas' contaminad~s~ mientras que destoxificaclOn es la 

~1~pr-es1~m dE· la to.--:ina del .interiur dt..~ lü uniddd o on su 

de~trucci6n. 

Un proceso d[_l decontc;mínaciñn debe sC?r vi.:;1ble de~de ~l 

punto de vistci tec:nico y econó1nic.:o. Ademas un proceso es 
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si _ cumple" con los siguientes criterios: 

t) i..1:tener el Valor ·fuitrft{Vo del producto, asI coma su 

aceptabilidad. 

2> Destruir las esporas fungales y los micelios que podrian 

en condic:iont?s favorables proliferar y formar 

to>:inas. 

3> Que destruya o inactive la MicotoHina. 

nuevas 

Los mt?todos especificas de destoH1 ficación consideran los 

pro1::esos de decantaminación que se htm probado a esc:ala 

industrial y asi mismo sor1 los procesos que mejor satisfacen 

los mencionados anteri Ot-mente ya que ~e han 

establecido unica1nente para destruir Aflatoxinas 23, 24 ) • 

Los métodos de dccontami naci On que e:d sten actualmente 

pueden clasificarse en tres categor1as : 

al• - Separación f i si ca del material contaminado c1:in 

Micoto::inas. 

b) .- Eliminación de Micoto:-:inu=: por- e>:ti-acci On con 

di sol ·1entes. 

e).- La inactivaciOn o degradación total de las 

Ni coto>;i nas. 
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a> .. - Separación fJsica del material cor1taminado con 

Micoto):inas. 

La infecciOn fungal de semillas o granos suele dar un 

colo1- caracterist1co a los mismos de ahl que la separacibn 

de las sYmillas mediante algunos m~todos constituye una 

sol1Jción eficaz. L,3 eliminaciOn de los granos de distinto 

color se practica yeneralmrante en el caso del cacahuate, de los 

granos d~ c.~fé y otros producto~ de tan1aNo análogo utilizando 

par- ... "l el lo Lln aparato electrbnico o rect.lr"r'"iendo a su 

el 1min.:1ciC.1-, manual o empleando ambo:. pror.:~dimientc,s para ttna 

s~paración efica~. 

Por lo q1Je respecta al trigo o mijo la eliminación de las 

•semi 11 as contaminadas se hace medidnte una tEcnica de 

flotación, que consiste:- en suspender los granos en una 

solución de clor-Lwo sOdico. Tambi~n se ha hecho Ltna 

separaclOn mediante la clasificacíún por aire. 

de Micoto>;inns por extracciones con 

disolventes. 

Los mejores disolventes de las aflatm:inas son los solventP.s 

polares. 51 s•"" emp 1 ea SL•sa caustica en un ref ini-.u.1o de ac.ei te 

QLit:ddn completamente eliminada~;:. las af 1 aten: i nas. 
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prifiripales ventajas de suprimir las aflato>dnas por extracción 

ca11 dir:.c.lventes polares son 

1) c:or1servaciOn de las propiedades nutricionales de las 

prote!na, 2> la supresiOn de la toxina en su forma 

primaria~ evitando da este modo la posibilidad de peligros 

debidos a productos de degradaciOn de las aflatoxinas (24,25). 

e).- InactivaciOn dí::' las aflato::inas. 

1) lnac:tivaci611 de las aflata>:inas mediante la luz 

2) InactivaciOn ter-mica de las aflato::inas 

3) Desto:·:ificaciOn con amoniaco 

4) Destoxificaci6n por medio de la nixtamali::aciOn 

5) InactivaciOn d~ las aflatoxinas usando metabisulfito 

de sodio. 

1>- InactivaciOn de las aflc"lto,:i11as medic.mte la lu;;::. 

La lLtz se ha empleado con buenos resultados para 

dest1-uir a·Flatoxinas er1 aceit~ de cacahuate sin refinar. En 

estudios recientes se ha demostrado qLte la luz visible es mas 

eficaz que la. 1 uz ul travi ol eta o 1 uz infrarroja para la 

destrucciOn total de las aflatotiinas. La inactivaciOn depende 
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de que se tomen las medidas r1ecesarias para Ltna e':posicibn 

ma~: i ma del aceite a 1 a 1 u: del sol durante una horc:.. La 

exposi c1 On debe hacerse por una hora dLtrante la parte mas 

so] eada del dia. cLtando las unidades lLn: seran del orden de 

50~ ú(H) bao;: tara para una destrucc i On tot.al ( 23 ) • 

En base a lo anterior la inactivaciOn cie afl~tox1nas 

mediante la Ju= es un proceso viable y económico que en 

paii:e-s subdesarrollados como M~x1co, puede ser Lttil1zada a 

nivel p~aductor ya que no tendrfa que hacer ningún 

dti:sembi:dso er.:onOm.i co puesto qLu? cnn sol o col (.Jcar 1 os gt wnos 

en una ~r~a e:.:puesta al sol lograrla la inactivación de las 

aflato~:ina!2 'r' la conservacibn de los grfino~,. 

2>- InactivaciOn Térmica de la Aflatoxina. 

En rec1entes estudios efectuados en el Instituto Central 

de Investii]aciOn TecnolCnjica Alimentaria de Mysure~ 

India ( ~::: ) , se reportó una destrucc i On de casi el 70/. de 

lb ~flAto~ina despu~s de cocer el a~t-o= bdjo presibn d~ vapor. 

Este proce~o puede ayudar a n11ni1ni=ar lus peligros da esta 

toxina en grado bastante considerable. 

El tostado en seco y tost~do con ac~~ite, en el cacat1uate 

reduce notablemente los niveles 
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en1-1"\ntrO un 65% de reducciOn l?n el n1 vel de aflatoHina B 
1 

med.i. t."1r.Le el tostado con aceite y de un 69í. de reducciOn con 

el tostado en seco. Por estos dos procesos se pudo lograr el 

grado de reducciOn en el contenida de af 1ato>t1 na 26 ). 

3)- Desto>:ificaciOn con amoniaco. 

Se ha desarrollado un procedimiPnto de destoxif icac10n del 

fRili z que se basa ~n el emplea de amani aco acuo=:o a la presi On 

atmosf~rica no plantea problem~s tecnológicos, pero el ma!:: 

obtenido se decolora quedando =:u uso limitado a los 

alimentos de animales. 

Se ha reportado un estudio en el cual se observó que el 

tiempo de e:{posición al amoni~co juega un papel importante ya 

que a mayot· tiempo se logra una buena desto,:ificaci6n. 

Cuando la aflatoxina se inactivc:\ con amoniaco es esencial que 

esta sustancia penetre en todo el grano. De este modo se logra 

un ambiente alcalino que lleva a la apertura del ani ! lo 

lactOnico, ec deci1- la pri11.~r6 elapa Je su ~e~tr·ucción. 

La aplicación práctica del metodo a gran escala en paises de 

de desa1'·Tollo plantea problemas tecnolOgicos de orden 

econOnomi ca que no deben al vi darsf.? de 1 os cual es es tan los 

sigui entes: 
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- lnstalaci6n para obtener amoniaco a presi6n. 

- Inversión de capital, mantenimiento del equipo. 

- Asegurar la ausencia de peligros de c:ontaminaci6n, por 

ejemplo: 1 as posibles escapes de amoniaco gaseoso, reqLti eren 

espec.:ial atención para evit¿1r· accidentes < 24,29 >. 

4>- Desto~·tificación por medio de la ni:-:ta.rnalizaciOn. 

El e1npleo de la ni~:tamalizaciOn es Ltn método que se encontra 

para la de~toxificaci6n de aflato~inas en maiz. 

La nixtamalL!aciOn en mai:: se e>:perimentó en dos form2.:. 

d1 ferente5: ni :-:t13mal i zaci On por 14 hor.;1s con reposo y 

niNtamal i::i\ciOn sin reposo. D12 los resultados obtenidos se 

ericontrO una pérdida total del 62% de Aflato}:inas con la 

n1):tan1~li::acibn, observando~e que l~ principal destrucción fue 

deb1da ~l tratan1iento térmico alcalino y ~ la cocción de la 

tortilla. ~lo se encotro d1ferenc1a en la utilizaciOr1 de 

n1xta~al!=ac10n con 14 horas de reposo y la ni>:ta1nalizac10n sin 

rt:-~oso. 

En base a lo mencionada anteriormente, la desto::ificaciOn por 

medio de la niHtamali~ación, es un proceso que puede ser de 

gran ayuda para contrarrestar el problema del 1n5(~ contaminado 

por aflalo::in .. ;.,;:, C '::.7 ) • 
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i.:.:'- InactivaciOn de aflato>-:inas usando metabisulfito de 

sodio. 

En estudios recientes se ha propuesto emplear metabisulfito 

de sodio par~ la inactivaciOn de aflatoxinas en maiz. 

Para este estudio se utili:O un lote de 150 ~g. de maiz libre 

de pesticidas. este fue inoculado con cepas de hongo del género 
oc 

Aspergillus paraciticus incubandose 30 dias a 25 La muestra 

inocul~da se trato con metabisulfito de sodio a concentraciones 

de 0.1, 0.3, y 0.S% con tiernpos de incubación de 5, 10, 15, 30 

di as; encontrandose que 1 a mej ar concentración Llti 1 iza da de 

metabisulfito de sodio fue de ..::1.3 y 0.5/ .. a tiempos de 

incubación de 15 y 30 dlas. 

Considerando el proceso anterior puede ser de gran ayuda para 

reducir la contaminaciOn de aflatofinas en granos ( 28 ). 

2.8- Cuantificacion de Aflatoxinas 

De lo e>:pLiesto y tomando en consideraci".m~ las condiciones de 

almacenamiento de granos y cereales en Mé}:ico, ademas del hecho 
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de que 1 as Mi e.oto:·: i nas se encL1entran en forma natL1r.:"1.l en el 

emdio ambiente~ se considera importante llevar a ~abo la 

detección cualitativa y cuantitativa de aflato:-:. i nas en 

productos derivados de cacahuate ~ l~cteos (pincipalmente 

leche). 

De lo anterio~ resulta interesantR el re~li~ar estudios 

tendientes a deta~tar cualitativamente, dentro de niveles 

:1propit.'\dos de con·fiabilidad, la presencia de t:!Stas sustancias 

f-.:n ali mcn tos; campa dentro del cual lus avances en nL1estro 

poi:;: -aon escasos :nendo sin embari:;}o de cier·tn importancia los 

t·esult~ctos de investigación efectuados. 

La ocurr·encie natural de las aflatoxinas en todo el muncio en 

d \ ferente~ articulas agr-lcolas justifica la necesidad 

desarrol l ::-,r un método du r-astreo rApido y sensitivo y 

conveniente para su detecc1bn. Las procedimief1tos cualitalivos 

mue~trein Stff prac:ticos~ simples~ econümicos, sensitivo~ y 

rápido,.. 

Ld iTu~tucJulogia inicial s~ estableció alrededot· de tecnicas da 

estimación semicuantitativas de aflato>dna B en prodL~ctos de 
1 

caca_huate. harina y mantequilla de cacahuate C 32 ). 

Sargeant y coi. (1961), mediantt-~ una e>:tracc1Dn e>:hau5tivt:.\ 

c~~n m~ta1lol y una purificaciDn p~rcial por transferencia en 
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r:l .roformo seguido de una cromatc:i1;¡raf i a .• observaron 1 as manchas 

fl1c·.'l"et.:t-ntes bajo luz U.V. que correspondla a aflat.:1:i;-~inas. 

Después de las observaciones iniciales de Sargeant y 

c:ol. (1961) propusieron e>:traccianes en so>:hlet con metanol para 

remover las aflatoxinas de productos de cacahuate daNados por 

el hongo, con una duración de cuatro a seis horas. 

Es de gran importancia mencionar que la primera purificacibn 

cromatogrAfica fue rnal1~ada por Coomes y Sanders an 1963~ 

quienes cromatografiaron un e:-:tr-acto primario parc1¿1.lmenLe 

pur1 ficado de productos dE: cacanL1ate E!n una columna dt? alúmina 

neutra para identificar aflatoxinas ( 30 ). 

Ionght y col. (!<764), sugir-ier-on una e>:tracciOn doble en 

so>rhlet con metano! una hora y cloroforino dos horas~ ya que su 

objetiva era recili¿ar una e~tt-acción en poco tiemp8. 

Mas adelante Pans y Goldblatt (1965), propusieren una 

e>:tracciOn con acelona:agua (70:30), usando un agitador 

mec~nico C 32 >. 

La separación de aflato>dnas por Cromataqr~dia t:-!n Capa Fina 

acoplada a sus propiedades fluorecentes bajo lu::: U.V. ha 

cimentado las bases para métodos analíticos e>:tremad8mente 

sensibles. 

Nessbitt y caJ. (.l962i logr·21-on r-..:i::;olvcr las aflc:1.to::inas sobre 
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crcimc\loplacas de alC:.tmJ na .empleando comcJ sístemu de desi'\rrollo 

clor-o-formo-metanol (98.5 : 1.5J. Simultaneamenle otras gt·L1pos 

de inve~tigadares introdujeran la cromatografla en sllica gel 

pat·a la separa.1:i6n de aflato}\inas < ~Jl ) • 

\Jc..:nder Zedji:::n y col .. (1962), repartan el aislamienlo, primera 

sobre una columna de s!lica gel s~QLtido por una cro111atografia 

en capa fina úe Kieselgel G, pasteri ormE•nte en column.:o. 

cr·om~tagr~flca sobre Kieselgel Celite y finalmente a lt·avés de 

Ltn ... oo\ co1uinnd corta de alt11111na '· 31 ). 

E,; i sten v.::11- i os métodos de cromc1 togr¿-: f l ct cr1 Capa Fina~ 

L1t1l1 ::ados par¿\ 1 a dete1'"1ninaci6n de af 1 ato:: i nas dentro de los 

e~:isten m~todos de cromatogra·fi~ ~n Ca.pa Fina 

ur1idimens1onal como cromatografia en Capa Fina b1dim~nsional. 

El mOtodo de cromatografla en Cap? Fina bidimension~l es drl 

importancia debida a que el an3li:::is v1 sual y 

Densitométrica de aflata:-:inas en alur.entos por c.rc.imato1~v·afia 8n 

C'J.pa Find a v~ces t·esulta dificil par la int2r-f<.?t-enci~1 de 

·::1..1~;tanc1as flLhJrecentes y e•stMs pueden set· elim1n:1das usc.-indo t?l 

m~todo de ct-omatograf la Pn Capa Fine..' b i di mensi anal 

La c:romatoqraf ! " en Capa Fina bidimPnsional parB la 

Jt::Lermin6c10n •1e afldto>:inas fLm priin~r-o introducida pot­

eeter-son y C1egler (1967) y mas tarde fLl~ empleac1a. con E»:itcl 
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por Schull'er y:col .• C1971) para mantequil]a de caca.hL1.3\te, por 

Yin y col._ (1971>., para harin~ de semilla de algodOn tostada, 

po« Alten1drli H972> para harina y leche en polvo < 35 >. 

El m~todo de cromatograf!a en Capa Fina bidimensional de 

puntos anti di ~gonal es es reportado por Bel j aars y col. ( 1973) 

( 36 ) • 

Sin embargo posteriormente se pensO en desarrollar un metodo 

c:romatoqráfico que fuera simple y rapido para la determinación 

de aflato}:ina.s~ pcw lo que surgió el método de cr-omatogrt1fia t::n 

f'h. ni ce,.l umni"~ .. 

El u~o de pequeNas columnas cramatogra·f lcas <Minicolumnas) 

0~1-a ld Jetecc10n de aflatoxinas en alimentos y forrajes fue 

introducida en 1968 por Holaday, l~ cual fué usada para 

dc•tec:.tar aflato::in:i.s en cacahuate de-" unt:\ mF1.nera simi1ar a la 

técnica tradicional de cromalogr~fia en Capa Fina( 4~ J. 

La M1nicolumna consiste en un tLtbCJ dE· vidrio peqL1eNü (apro:-:. 

4mm de d1cimetro interio1·>, ¿l cual es rellenado ~on una o 

·.1cirios t1pt1s de ad<.::orbentes, como pueden -;~'er-: Flot·i;;iJ. Silic~1 

gel para colllmna, Alúmina (8cida, bBsica y neutra), Celuli..:isi.\ y 

Arena, los cuales son desarrolladas con un sistem~ rle solvente 

.:.H..JccLtado y posterio1-mente 5e observa bajo luz U~ V. < 32 ) • 

En l S·7:? CL1c.ul 1 u y col. reportaron Lln método de r- :1.stn':'o para 
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J~ detección de aflatoxinas por Minicolumna en semillas de 

aly::uJón en el mismo at"lo Velasco hizo una nueva modificaciOn a 

la técnica de Holaday, el cual los resultados sugirieron que 

era una t~cnica mAs sensitiva, al no obtener falsos negativos 

en el estudio por lo que fue tomado cuma Llíi método oficial de 

la A.O.A.e. ( 38 ). 

En 1973 Velasco continuo con los estudios para determinar la 

rapidez y la suceptibilidad a trav~s de la cual las aflatoMinas 

pueden ser dtectad6s en los tubos de Minicolumna { 36 ). 

Smith en 1972 reporto la detecciOn de 5ppb de aflatoxina en 

mai:: y !Oppb en alimentos para anim¿-1les por medio de 

cromatografla en 11inicolumna { 37 ). 

El procedimiento cromatogréfico de Minicalumna para la 

detecc i 6n de 1 a contami nac i 01'1 de af 1 a.to;: i nas ha ~ido de uso 

general en un gran numero de 1 aburator i os y ha si do de buen 

é>:ita~ aplicado a varios productos agricolas. 

Las principales vAntajas del método de Minicolumna sobre 

crom.::<togt-afi.::\ en Capa Fina son: dismiouciñn del tiempo de 

desarrollo, equipo y operaciOn simple, bajo costo por muestra. 

Probablemente la desventaja sea la baja suceptibilidad en la 

detección de aflato>:inas ( 36,39 >. 

En las ~ltimas década5 se ha estado utilizando para la 

- 50 -



di=-t. r-minacibn de aflatoxinas un metodo que ofrece un sistema 

ín._,t: Lil11ental para mejorar la e>: actitud y prec.isiOn cm la 

determ1naciOn de aflatoMinas en varios productos agricc1las, 

este metodo e~. el llam.::\do Cromatogra.-fia de L!qLddos <HPLCl. 

GerAld J. y col. (1977>, reportar-on el desar·rollo de un 

mt~todo de analisis para la deter:ciC:.n de ilflato>:inas en 

cantidades de subpicogranios, basanoase en HPLC, LISdndo 

conjuntamente un fluor6metro laser que consiste en 1 a 

detección de fluor·ec:encia inducier1du rayos lase1- } (47' 48, 49). 

La DE·tecc)On y Cuanti.f.1cc"\C·~011 de la-;; A.flato~:inas es llevada a 

cabo bajo baju luz U. V. de ond¿' larga (365nm), comparando 

contra unc:1 CLtrva estandar de referenc:-i a. 

La Cuantificación tambi~n so puede hacer por medio de un 

DensitOmetro de placa que leer·a Area y densidad bptica de las 

mar1c.has f 1 uorecentes de 1 as Af 1 ato:: i n¿1s de una muestra y de un 

Estándar ( 5~ ). 

En caso de no cor1tar con un Densi tómeb·o, se puede usar Lln 

patrbn de manchas antidiaganales, como lo desarrollo Beljaars 

en 1973 36 ) como se muestra en la FIGURA J. En el CUADRO 

J~ se muestran algunas caracteristicas de m~torlos usados para 

la detetrminaciOn de Mir:ato>:inas en alimento=- cam1.:l son: amplitud 
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ÚP apl1caciOn, ·confian=a, limite de detección, costo de equipo 

y un•l ,J•.l~.Lble automatización < 54 ). 

a 

A . 
A= extracto 
B= estándar 

FIGURA 5 

Categoría Amplitud de 
ªElicaci6n 

Minicolum- limite 
na 
CCF amplio 
HPLC amplio 
GLC limite 

1 

11 
1 

!"/ 
!~ . ! ~ 

l 1 ! 1 ~ 

1 ~ 1 

muestra 
de aflatoxina 

Confianza Limite de 
detecci6n 

moderada moderada 

alta bajo 
alta bajo 
alta bajo 

Costo de Automa-
eguiEo tización 

bajo No 

bajo No 
alto parcial 

alto Earcial 

CUADRO 5. Comparaci6n de algunas características de varios mé­
todos para la detcrminaci6n de Micotoxinas en alimeg 
tos. 

- 52 -



JI!.- O B J E T l V O S 

Comparacián de diferentes sistemas de desarrollo para la 

separac-ciór. de afalto::inas por : 

Croir.atoy~·afia en Capa Fina Unidimensional y Bfdimcinsional. 

Crom,,togr~~fia en Mhicolumna. 

1:r-r·mato9r·.afi.:.. ele Colum11-1. 

de una técnica factible d~ ser utilizada 

rut.inar1amente. 
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IV.- M E T O D O L O G 1 A 

En el presente trabajo se utilizaron metodos de Cromatograf!a 

en Capa Fina Unidimensional y Bidimen!:>ional, Cromatograf!a en 

Minicolumna y Columna, coma se indica en la FIGURA 6. 

---·-----f"'I.- Cromatogt-afla en Capa Fina * 

. Un_idimensional Unidimensional 

Ac:eti 1 adr:\ sin Acetilar Acetilada sin Acetilar 

F' eparaciOn 

d<?------..II.- Cromatografia en MinicolumnC\ * 

Est~ndar-es 

L~nc- Cromatografla en Columna 

FIGURA 6. 

* Utili:ando sistemas de solventes indicados en Cuadros 6 y 7. 
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Se probaron aplicación de 101:; estándar·es 

de aflatoxinas, diferent~s concentraciones para determinar la 

concentraciOn mln1ma requerida para observaci6n cualitativa. 

Las aplicaciones a probar fueran: 2;.11, 3j.d, 4j-tl, 5j+ll, de lc1 

cual Ja ,,p;icacion optima fue Ja de 3)-11 (Conc:.9.3ng/}1n· 

Al real.1.zar· Cromatografia en Cara Fina Un1d1111•.:·nsional, p¿,1-a 

la sepa~aci6n y determinaciOn de aildtoNinas, se utilizarón 

tres diferentes mezclas de solventes los cuales se indican en 

el CUADRO 6. En el se seNalan las diferentes aplicaciones de 

sistem~.:; se empleo la aceti !ación .. 

la reali-:aciCin de Crr.Jtnatografia c:n Capü Fina 

B.1.d1mens1onal ~e probaron seis diferentes mezclas d~ solventes~ 

los cuales se 1nuestran i~n el CUADRO 7. En est.e melc1do 1 as 

aplica~10nes de Ja n1u~stra siempre tu~1-on er1 me~cla y eí1 

algLmos casos se utili::O lt..'\ acetilaciOn. 

1.- ME::.-tadologla de Cn1matoyra+ia en Cnpa Firrc..h 

a>. Cromatograf i a CCF 

Un Ldl men·o i cmr.11 ) ~ 

Si:- pr-epareo.n l i'\S pl Ctcas rle Cromatograf i a con Si 1 i ca gPl 6üG 
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CUADRO 6. SISTEMAS DE SOLVENTES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA 
DE CAPA FINA UNIDIMENSIONAL PARA SEPARACION DE - -
AFLATOXINAS. 

SISTEMAS 

ETER-METANOL-AGUA (82. 5: 5: 12, 5) 
ETER-METANOL-AGUA (82. 5: 5:12. 5) 
ETER-METANOL-AGUA (82. 5: 5: 12. 5) 

ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA(l0:2:1) 
ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA(l0:2:1) 

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88:12:1.5) 
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88: 12: l. S) 

NOTA: M=Mezcla de Aflatoxinas 
S=Aflntoxinas Separadas 
Sa=Aflatoxinas separadas acetiladas 
Ma=Mezcla de aflatoxinas acetiladas 

M 

X 

X 

X 

Ma s Sa 

X 

X 

X 

X 

"' "' 



CUADRO 7. SISTEMAS DE SOLVENTES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA DE 
CAPA FINA BIDIMENSIONAL PARA SEPARACION DE AFLA TOXINA. 

SISTEMAS S/A C/A 

A) 
12 F-rente: ACETONA-CLOROFORMO (1:9) X 22 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA (10:2:1) 

A) 12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO (1:9) X 22 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA (10: 2: 1) 

B) 
12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88:12:1.5) X 2~ Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO (90: 5: 5) r-..,, 

C) 
p Frente: BENCENO-ETANOL-AGUA (45: 35:19) X 22 Frente: BENCENO-METJ\NOL-AC.ACETICO (90:5:5) 

D) 12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER (5:1:4) X 22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AC. ACETICO (93. 7: 3:3.3) 

E) 1e Frente: DIETIL ETER-METANOL-AGUA (94:4.5:1.5) X 2g Frente: CLOROFORMO-ACETONA (90:10) 

lg Frente: TOLUENO-ACETATO DE ETILO-AC. 
F) FORMICO 90% (5:4:1) X 

,!!? Frente: ACETONA-CLOROFORMO (1:9) 

NOTA: S/A= Sin ·acetilaci6n 
C/A= Con acet il aci6n 



o 
(l). ~~·, mm de espesor). se activan a 100 C durante uni:\ hora. 

Po'.~i.1-;:(·.iormente se dejan enf1'"iar, se m.:ircan las dislanc.:ias a la 

cual deb<? correr el solvente, despLtés se aplica el estandar· de 

aflata:.<ina, se introducen las placas en la camara de desarrollo 

que contiene la mezcla da solvente a utilizar. El tiempo de 

desarrollo es de 20 - 30 min. se sacan lc-:.,.s plac:;s de la C~\m¿u·a 

de desarrolla y se observan bajo luz U.V. en un lugar obscuro. 

b). Cromatografla en Cap~ Fina BidimGnsional CCF 

Bidimensional 

Se preparan las placas CromatogrAfica~1 de la forma descrita 

anteri orrnente. Ya preparadas las placa~, sA meten en una 

cAmara de desarrollo con un ler. sistema de solventes, despues 

las placas se SC'\ca.n, se esperfl. a que se evaporen los solventes 

y son nuevamente introducidas en otra chmara de desarrollo 

conteniendo un 2o.. si =•tema de sol ventes (1 as placas son 

introducidas a la cámara del lado posterior, FIGURA 7.)~ el 

tiempo de desarrollo total es de 60 - 70 min. las placas son 

observadas bajo luz U.V. 



1 
a 

A FIGURA 7. 

e). Metodologia de la Acetilaci6n. 

- Se apl iCMl 3 ji! de muestt-;;. ien la placa y se deja secar .. 

- Se:.• .=op 1 ican 2 ¡11 de anhidrido acF.itic.o y 1 pl de HCL al 32/. en 

el mismo pLtnto. 

- Se deJa rc~ccion~r durante 10 min. en ld obscuridad. 
o 

- Se mete al horno a 60 C durante 10 m1n. 

- Se desar·rollan las placas. 

tl.- t1etadologi.o:i. de Croma1agraf!a en Min1columr1a. 

Se emplean tL1bo~ de vidrio de apro>:imad2ment~ =~ cm de 

longitL1d, 0.8 1nm de diAmetro exterior y 0.6 mm de di~metro 

interno. E~tas Minicolumnas son empacad~s de la siguiente 

mant·r-.:1: se t.ap-i el e::termo inferior can lana de v.ldr10. se 

Ctgregari los Ji.Tt:renl·t-s tipos de adsorbent~:? como se 1 J ;_11=tr·.:..:i en 
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lA~. L.AMINAS 15 - 20, se tapa la Minicolumna con lana de vidrio. 

No UPWe haber ninguna separación en la Minicolumna al momento 

de empacar, posteriormente se aplica la muestra por la par·te 

superior dF.! la Minicolumn¿< y se aplica el sistema de solventes 

de 1 a mi :ima manera, se espP.ra a que drene todo el sistema de 

solvente, e inmediatament~ son e!-:t~minadas bajo lu:::= U.V. en un 

lugar obscuro. El tiempo de de~arrolla de la Minicolumna es de 

5 - 10 min. 

111.- Metodolagla de Cromatografla en Columna. 

Se emplean Columnas Cromatograficas de 15 mm de diám. int. 

Estas Columnas son en1pacadas con los diferentes tipos de 

adsorbente, posteriormente se aplica la mLu:.>stra y se aplica el 

sistema de solvente, se eluya e inmediatamente se observa baJo 

luz U.V. el tie1npo de desarrollo es de 15 - 20 min. 

IV.- Anblisis de resultados. 

Los resultados obt~n1dos fueron ev~luados pot· An~lisis de 

Varianza para un diserto c1Jmpletamente al azar con el siguiente 

modelo estadlstico lineal: 
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de sol vente. 
Yij U+ll!:i +Eij 

j 1,2, ... 20 repe-

ticianes. 

Y = el R en l~ j-~sima repeticiOn en el i-~simo sistema. 
i j f 

U es 1~ inedia gencral. 

~ = es el efecto del i-ésimo sistema de solvente. 
i 

E .=.;:: el error al•?ator10 en la j-t?!3ima rC?peticiOn en el i-úsima 
i j 

sistema. 

Este d1seNo fue aplicado dentro de cada m~todo de CCF. Las 

mc--!d i as f Lteron compar·adas por- el meto do de rango estud i anti ;:ad o 

de TL1~·ey (0MSH> con un nivel de confi an.::a del 95/ ... 

En el método de CCF bidimensional se utili;:b el pr·aducto del 

~~lar de R ob~~n1do par el f1·ente 1 y el R del frente 2. En 
t f 

el n1étorlo de CCF Lmidimensional se ut1lizD el R pa .. -a an~li:.:c.:ir 

f 
los rEZL1lt~Jos oblenidos. 
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V.- R E S U L T A D O S y DISCUSION 

Las ob~ervaciones generales del método de CCF Unidimensional 

en el qLte usaron tres sistemas de sal ventes, se presentan en el 

CUADRO 8. Los resu1tados de R obtenidos utilizando este 
f 

metc..ido se muestrd en 1?1 CUADRO 9 .. 

El sistema ETER-METANOL-AGUA propuesto por Cauder-ay ( 1981) 

46 ) , empleó la acetilaci.ón para CCF unidimen5ional para 

confirmar la identidad de Aflatoxina B 
1 

AFB l y Afl atm:ina 
1 

G e AFG ). En el presente trabajo se utilizó este sistema de 
1 1 

desarrollo para Aflato>:inas AFL's coma con 

acetilación como sin acetilación , encontrandose qu~ al aplicar 

AFL~s individualmente con acetilación, la AFB corrió menos que 
1 

la AFB y la AFG corr10 n1enos que la AFG , por la tanto los 
2 1 2 

val ores dP. R de ,C1FB y AFG .san mc-?nores que 1 os de AFB y 
f 1 2 

AFG , normalmerit8 las AFB y AFG p1-esentan R m.:.\yor· que.· AFB y 
1 1 f 2 

AFG respectivamente. Las observaciones real1~adas coinciden 
2 

con lo de-:;crito por Cauderc1y <1981), aunque también observó que 

los valores e R de AFB y AFG disminuyen en compara.e i ón con 
f 2 2 

los valores de r¡ obtenidos en condiciones normal e5, el aLttor 
f 

atribuye este fenómeno al cambio d<? superfi c..:1 e en el gel, 
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CUADRO 8. OBSERVACIONES GENERALES DE LOS SISTEMAS EMPLEADOS EN 
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA UNIDIMENSIONAL 

SISTEMAS 

ETER-METANOL-AGUA 

ETER-METANOL-AGUA 

ETER-METANOL-AGUA X 

ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 

ACETAO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X 

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA 

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA 

NOTA: M= Mezcla 
Me= Mezcla acetilada 
S= Separadas 
Sa= Separadas acctilada~ 

X 

M Ma S 

X 

X 

X 

Sa OBSERVACIONES 

Pequeña separaci6n de 
AFL's y el Rf es bajo. 

X Casi no hay separación 
el R es bajo y hay -­
descbmposici6n de AFB 1 y AFG 1 . 

Solo hay separac16n -­
entre AFB

1
, AFB 2 y AFG's 

Se tiene un R alto -­
pero no hay s~paraci6n 

Hay separaci6n entre -
AFB'syAFG's 

Buena separaci6n entre 
las 4 AFL's 

Excelente separaci6n-­
cntre las 4 AFL's 



CUADRO 9. Rf's PROMEDIOS OBTENIDOS EN CADA SISTEMA DE SOLVENTE CON 
EL METODO DE CCF UNIDIMENSIONAL 

SISTEMA M Ma s Sa VALORES DE 
AFB1 AFB 2 

ETER·METANOL-AGUA X 0.30 0.28 
ETER-METANOL·AGUA X 0.30 o. 25 
ETER-METANOL·AGUA X 0.21 0.24 

ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X 0.76 o. 76 
ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X 0.87 0.85 

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X 0.67 0.62 
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X 0.5 0.46 

NOTA: M= Me:cla de aflatoxinas 
Ma= Mezcla de aflatoxinas acetiladas 
S= Aflatoxinas separadas 
Sa• Aflatoxinas separadas acetiladas 

Rf' s 
.l\.FG1 

0.11 
0.18 
0.13 

o. 68 
0.76 

0.54 
0.37 

AFG 2 

0.17 
0.13 
0.12 

o. 68 
o. 74 

0.47 
0.33 

.... 
"' 



debido a ln ¡-e,;\cc.ión. La e>:plicaciOn que podemos dar al 

f e:inOmeno de qLte AFB 1 corren menos se a tri bu ye ü la 
1 y AFG 

adiciOn de un grupo acetal a la molécula~ lo qLte pr-ovoca un 

aumento en su peso molecular si en do SLI movilidad menor~ asi 

como la pC1lar.1.,1ad de las AFL's pudo habt=rse visto rnodific::::ida 

por lo tanto la d1st.:lncict recorrida ser.ñ meonor y su R ser-a 
f 

menor r:p.1e bajo condiciones normales (sin acetilació11 ). 

A pe~ar dp tomar las pr·ecauciones de aislar la cA1nara de la 

11.1;! durante la acetilación como lo sugiere Cauder~y (1981). se 

tuv0 una 1jescompasición de las AFB y AFG . 
1 1 

Al aplicar las AFL~s sin acetilación indiviualmente y 

des ... "\rrollarlas ccin t?l sistema de solvente se observó quP hay 

una pequ~na sepa1-ac16n entre las AFL's, aunque s~ obt.Ltvi eran 

valores de R mer1ores a los reportados por Cauderay ctq81), al 
t 

desar-r-ollar las AFL~s en condiciones normales (sin acetilac:ibnj 

lo cual ~e explica ya que Cauderay ( 1981 > empl!OD doble 

des~r-1-ollo y en este caso se utili~O un solo desarr·ollo, ~a que 

al intentar El doble desarrollo~ el corrimiento de las AFL's 

no fue uniforme, como se observa en la FIGURA 8. 
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o 
A~a,, D 

A;'b1 0 
A'4¡,. 

FIGURA 8 

1í1111c.1 
d<-1 

Sol~•tf<. 

Al ser aplicadas las AFL~s en mezcla sin acetilac:ibn se 

obtiene una separac:i ón solo entre AFB y AFB ' pero entre 
1 2 

Aflatm:inas G's ( AFG's ) ' como se pLtede ver en la LAMINA 1, 2 

y "· Con el objeto de observar si se logra Ltna mejor 

separac:i Dn para este sistema se podri a sugerir el desarrol o del 

sistema por mas tiempo, para lograr la separación de AFG~s .. 

De acuerdo a lo ~nteriormente descrita se puede decir que el 

metodo de acetili1ci6n no es de gran utilid¿,d para los 

propósitos de este trabajo ya que si se tienen las AFL's en 

mezcla no se podrla determinar bien su seParaciOn para su 

identiftcacibn~ por lo que si hay descomposición de AFB y AFG 
1 1 

interferirian AFB con AFG y AFG como se observa en la 
1 1 2 

LAMINA 2. 
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·sISTEMA UNIDIMENSIONAL 
E ter - Metano!- Agua sin Acetilación 

1-------------- --

AFB1 
f) AFB2 Gil . AFG1 • 

LAMINA No. 1 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
E ter- Metano! - Agua con acetílación 

i---- -~-- -------.- - ---

AFB1 
s 
6) 

AFB2 
€> 

AFG1 
(J} 
o 

LAMINA No. 2 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
Eter - Metano! - Agua sin Acetilación 

>---·-~- --------

~AFB1 
SAFB2 

gAFG 

@AFB1 
fiDAFB2 
@AFG 

LAMINA No. 3 
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El analisis estadistico realizado para los resL1l tados 

obtenidos de este método, se tienen que e>:1sten difert:!ncid.s 

signif ico?\tivas P ~ 0.05 ) entre las cuatro AFL's al ser 

aplicadas individualmente sin acetilación~ lo cu~l concuerda 

con lo observado en las LAMINAS 1,2 y 3. 

No se tuvo difet·encia significativa ( P > 0.05 ) en AFL.~s ef1 

mezcla sin acetialciOn, sin embarga se tuve diferencia entre 

AFB y AFB . 

Para las ArL's aplicadas indiv1dualment~ co11 acetilaciOn no 

SF ti~ne diferencia signiticativ~ ( P ) 0.(•5) ~ntre ninguna, 

esto puede ser debido a la variabilidad que se tiene en la 

distanc1d recorrida por las AFL's en las diferentes placas lo 

cual concuorda con las observaciones visuales. 

E1 5istama ACETATO DE ET!LD-ISDPRDPILD-AGUA fue utilizado 

pc•r P;.:.lerson 'r Ciegler <1977> ( 50 ; , pi\ra CCF bidimensional 

con el ObJeto de separar AFL's. En el presente trabajo se 

c0ns1derO este s1st~n1a par·a CCF unidimensional. En este sistema 

~e 1~ncantrO que casi no hay separación visible entre las AFL's. 

aunqu~ estas recc1rren una distancí~ mayor que el sistema 

ar1ter1or~ cc~o se ilustra en las LAMINAS 4 y 5. Al aplicar 

' AFL's en me=cla no hay si=para:cion 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
Acetato de Etilo - lsopropilo - Agua sin Acetilación 

AFB1 
(l1) AFB2 

~ 

LAMINA No. 4 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
Acetato de Etilo - lsopropilo -Agua sin Acetilación 

----------------

AFB 
@ 

~FG 

LAMINA No. S 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
Acetona - Cloroformo -Agua sin Acetilación 

---- -- -- -- -- -- -- -

AFB1 
~ 

AFB2 
® AFG1 

{Í~ 

LAMINA No. 6 
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL 
Cloroformo-Acetona· Agua sin Acetilación 

@AFB1 
~AFB2 
~AFG1 
©AFG2 

@AFB1 
E0AFB2 
~AFG1 

. AFG2 

Q)AFB1 
C!l!JAFB2 
í}iAFG1 

AFG2 

LAMINA No. 7 
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AFI~ .. AFG , solo separa AFB's y AFG's por- lo cual esta mezcla 
2 

de ~oiventes unicamente servirla como prueba presuntiva de la 

presencia de AFB's y AFG's, m~s no de las cuatro AFL's. 

Este hecho se encuentra reforzado por el análisis 

estadlstico del cual se observa que no se encontraron 

diferencias signii1cativas ( P > 0.05 entre AFB y AFB , AFG 

y AFG , pero si entre AFB' s y AFG' s ( P :> 0.05 l. 
2 

1 2 1 

El sistema CLOROFORMO-ACETONA-AGUA fue empleado por Haleem y 

col. (1977) < 51 >, para desarrollar un método rApido y simple 

para la sepr.\raciOn de AFL~s. En el pn~sente estudio se encontró 

que al aplicar las AFL's tanto en mezcla como individualmente 

se obtienID una buena separación de las cuatro AFL's como puede 

observarse en las LAMlMAS 7 y 6, siendo los valores c.h~ R 
f 

presentados en el CUADRO ~ 

Estos resultados corroboran lo encontrado por Haleem y col., 

en cuanto a que es un bue'n sistema pa1-a 1 a separc:.\ci ón de 

AFL's. 

El an~lisis estadlstico de los resultados muestran que hay 

diferencia significativa C P ~ 0.05 ) para las AFL's ~plicadas 

individualmente, pero can AFL's aplicadas en me=cla no se tuvo 
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d1 ferend"' < P >- o. 05 > entre 1 as c•.<atro AFL' s, LAMINAS 7 y 6. 

Aunque vi sLtal 1nente si se observa separación entre ~1FB y i·FB 
1 .2 

HFG y AF13 este se puede deber " la variabilidad que t?xiste 
1 2 

er1tre la distancie\ recorrida por las AFL's en Ltna misma placa, 

ya que se observa un ccrri mi en to no parejo al centra de J. a 

placa F!GUF<A 9, 

a 
o o 

<> o o 
o o o 
o 

o 
o 

FIGURA 9 

los tres sitemas de solvente utlizados en CCF 

se empleo el misnio tiempo de desarrollo 

Lbserv~noobe diferentes separaciones entre las AFL's, de estos 

resultados es muy e 1 aro qL1e de los ti-es si st.emas probados el 

mao; eficic>nte fue el sistema CLOROFORMO-ACETONA-AGUA, aplicando 

AFL's t..:1nto en me::clci coruo individi.talmente, aunqL1~ 

estadi~ticam~r1te no se encentro diferencia significativa p~ra 
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e~tP sistema al aplicar las AFL's en mezcla~ por las razones 

exµ• esr:.\das anteriormente, lo cual podrla corregirse tal vez 

permitiendo un mayor tiempo de desarrolla y realizando menos 

apl i caci enes de AFL's en una sola placa para evitar 

interferencias entre ellas. 

Las observaciones generales del n1~todo de CCF bidimensional 

en el que se usaron seis sistemas de solventes se presentan en 

el CUADRO 10. Los resultados de R obtenidos L1ti l i:::ando este 
f 

metodo se encuentran en el CUADRO 11. 

Para todos los sistemas bidimensionales probados las .AFL's 

se aplicaron siempre en mezcla~ ya que si se aplican 

individualmente serla m~s dificil determinar el valor de R , ya 
f 

que sus Frentes variariar1 FIGURA 10. E~:iste otra sistema de 

aplicaciOn donde se aprovecha al mAximo la superficie de la 

placa, sin embdrgo la aplicac:iOn es complicada y se reqLliere de 

e.D:periencia FIGURA 11. C 34,35 ). 
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CUADRO 10. OBSERVACIONES GENERALES DE LOS SISTEMAS EMPLEADOS EN CROMATOGRAFIA 
DE CAPA FINA BIDIMENSIONAL 

SISTEMAS 

12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO 
A) 22 Frente: ACETATO DE ETILO -ISOPROPILO-AGUA 

1 ~ Frente: ACETONA-CLOROFORMO 
A) 22 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 

12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AGUA 
B) 22 Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO 

12 Frente: BENCENO-ETANOL-AGUA 
C) 22 Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO 

12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER 
D) 22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AC.ACETICO 

12 Frente: DIETIL ETER-METANOL-AGUA 
E) 22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA 

1 2 Frente: 1;JLUENO-ACETATO DE ETILO-AC.--
F) F"k;•l!CO 90% 

22 Frente. ~LETONA-CLOROFORMO 

NOTA: S/A• Sin acctilaci6n 
C/A= Con acetilaci6n 

S/A C/A 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

üBSERVAC IONES 

Hay una leve separaci6n entre 
las 4 AFL' s 

Solo hay scparaci6n entre 
AFB' s y AFG' s 

Hay separaci6n entre las 4 -
AFL' s 

Solo hay separaci6n entre 
AFB' s y AFG ' s 

Hay separaci6n entre AFB's 
y AFG' s 

Hay separaci6n entre AFB
1 

y - -
AFB 2 , pero no entre AFG's 

Hay una excelente separaci6n­
entre las 4 AFL' s 



~-'~ 
':.A.-' ,:_,.::¡1 

~)~~ 
CUADRO 11. Rf's PROMEDIOS OBTENIDOS DE CADA SISTEMA DE SOLVENTES CON EL METODO "'e:;;..., 

li::t ---" DE CCF BIDIMENSIONAL. Cl::ll 
~-~ CCll 

SISTEMAS S/A C/A VALORES DE Rf's 
!1:;2 :5 AFB 1 AFB 2 AFG 1 Al'G 2 e,., 

lg Frente: ACETONA-CLOROFORMO o.so 0.4S 0.33 0.29 ~L.>.i! 
A)- X ~ 2g Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 0.78 0.74 0.70 0.64 = 

lg ACETONA-CLOROFORMO 0.4S 0.4S 0.29 0.29 E!!5 
A)- Frente: 

X ~ 2g Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 0.76 0.76 0.70 0.70 :.:> 

B)- l9 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X O.S9 O.SS 0.46 0.41 
2g !'rente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO 0.2S 0.22 o .17 0.14 

C)-
l g Frente: BENCENO-ETANOL-AGUA 

X 0.9S 0.9S 0.89 0.89 
2g Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO O.S2 O.S2 0.37 0.37 

O> ..... 
D)-

lg Frente: CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER X 0.43 0.43 0.24 0.24 
2g Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AC.ACETICO 0.38 0.38 0.23 0.23 

E)-
12 Frente: DIETIL ETER-METANOL-AGUA 

X o. 41 0.31 0.20 0.20 
2g Frente: CLOROl'ORMO-ACETONA 0.73 0.69 0.60 0.60 

12 Frent0: TOLUENO-ACETATO DE ETILO-AC. - - o. 4 s 0.36 0.26 (). 19 
F)- FORNICO 90% X 

zg Frente: ACETONA-CLOROFORMO o. 51 0.49 o. :17 0.3S 

NOTA: S/A= Sin ncctilnci6n 
C/A= Con ncctilnci6n 
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FIGURA 10 FIGURA 11 

El S!SIEMA rl bidimensional fue propuesto por Peter-son y 

Ciegler (1967) 50 >, para separar AFL"s de impLlrEZ.i:\S de 

e;: tractos de pi antas asi como también p.:-~ra mejorar Ja 

separa.ci On dt? las AFB"s y AFG"s. Para este sistema se 

encentro que hay una leve separciOn entre las CL1atro AFL"s, 

c:\LinqL1e 1 a separación entre AFB y AFB as! como AFG y AFG es 
1 2 1 2 

mLtV peqLtef"fa y la separación entre AFB'" s y AFG's es mas clarc1., 

por lo c:u¿..l este metodo no se podr-ia sttqerir como tEcnica de 

separaciOr1 entre las cuatro AFL~s, pero si para confirmar la 

presencia de AFB's y AFG's LAMINA B. 

Al realizar el analisis estadistico se encontró diferencia 

s1gn1ficativa ' P ~ 0.05 ) entre AFB y AFB , pero no entre 
1 2 

AFG y AFG , lo cual ref•Jerza las ob~ervaciones visuales. 
1 2 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

1° Frente Acetona - Cloroformo 

2° Frente lsopropilo - Acetato de Etilo - Agua 

iJlAFB1 
~FB2. 

JAFG1 
""FG2 

LAMINA No. 8 
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Se decidiO intentar Lttilizar la acetilaciOn de las AFL's en 

un ~~1..;!..ema bidimensional en base a lo sugerido anter·iormente en 

CCF unidimensional por Cauderay (l'iB!l ( 46 >. Para este 

propOsito se utilizó el SISTEMA A bidimensional, tomando las 

precaucioneJZ de aislar lcis camaras de lr"::\ lu.::! para ev1 tar 

degradacion<~S dP- las AFL's lo que ~.e i::btiPne es una muy buena 

separación entre las AFB's y AFG's aunque na se observa 

separación alguna entre AFB y AFB ~ y AFG y >1f'G , por lo que 
2 1 2 

se considera que el empleo de la acetilación no es recomendable 

para d1ferenci3r entre las cuatr·o AFL's tan solo entre AFB's y 

AFG's ver LAMINA 9. Estad•ticamente se encontrO que hay 

diferencia significativa ( P 2 0.05 ) entre AFB's yAFG's. 

Con el propOsi to de obtener una buena seoaraci On de las 

AFL's se diseNo el SISTEMA B bidimensional en1pleando como 

primer sistemü de desarrollo CLOROFOMO-ACETONA-AGUA, < Haleem y 

c13J. 1977 51 >, en base d los buenos resultddos de 

separaci On entre 1 HS cuatro AFL ~ s en CCF uni di mensi anal, 

obtenidos en el presente trabajo y como segundo sistema de 

desarrollo qLte decidio utilizar fue también empleado por Haleem 

y col. en 1977, para una recromatcgraffa. 

Como se puede observar en la LAMINA 10, 1 a separa.e i On entre-
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

1º Frente Acetona-Cloroformo 

2° Frente lsopropilo-Acetato de Etilo-Agua con 
acetilación 

~AFB 

LAMINA No. g 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

1° Frente Cloroformo Acetona - Agua 

2° Frente Benceno Metanol - Ac Acético 

~WAFB1 
""AFB·2 

(.~AFG1 
AFG2 

LAMINA No. lU 
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la_s cuatr:o,AFL~s~ es bastante buena, sobre todo entre AFB , AFB 
1 ., 

'I :r~~G 1_s, er1t"r."e AFG y AFG la separaciOn es muy pequ~ffci~ üunque 
1 2 

vi si ble. 

En be-se a que 1 as AFL ~ s corrieran mas con el primer sistema 

de solvente q1.te con el segundo se podr:fa, SL1gerir en Lttili:zar 

c1..1mo sistema da desarrollo el pri11t8ro que l?S 

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA y obtener as! una mejor separación de 

l~s cuatro AFL~s. 

En el anBlisis estadistico reali:::'.ado se muestra una 

d1ferc11ci~ signiticativa < P ~ O.u5 ) entre AFD y AFB , pero 
1 2 

entre AFG 1 5 aunque visiblemente si hay diferencia entre las 

CLlatro AFL"sr debiJo tal ve= a la variabilidad que existe en la 

distancia recorrida por las AFL~s, por lo que se sugiere que si 

se reali:an mayor n~mero de repeticiones del tratamiento, tal 

~e2 s~ pued~ eliminar esa variabilidad o corri~nda 1nás tiempo 

los ft·ent~s de solventes. 

t··or lo antc::rior :;e esti¡na que este sistem .... " pui:..:de set· 

adecu::i.t .. 1!:1 para la separaciOn de lcis cuatro AFL~s. 

lo~ SISTEMAS C y O bidimensional~s ft1eron suger i CHJ~ por 

Alll?n Lewia en 1974 34 >, con el abJeto de eliminar 
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i nt'l'.•rferencias fl1...torescentes de higo , encontrando que no eran 

efi • ~ r?ntes para sus propósitos. En el presente trabajo se 

probaron ambos sistemas para observar la eficiencia de la 

separación entre las cuatro AFL's estudiadas <B , 
1 

observ~ndose que hay separac16n entre AFB·' s y 

B , G 
2 1 

AFG's, 

G ) ' 
2 

pero 

individualmente en ambos sistemas. En el SISTEMA C se observó 

el color flLtorescente qLte producen las AFL~s br"ljo luz U.V. que 

fue muy definido~ color d~ul de las AFB's y calor verde de las 

AFG's. 

Para el SISTEMA D se puede ver que ninguna de 1 as dos 

mezclas de solventes desarrollan las cuatro AFL~s, por lo que 

no son de utilidad para Jos objetivos planteudos en este 

estudio~ aunque padrla ser de utilidad para la identificación 

de AFB's y AFG's ya que tiene una mejor separaciOn en 

cornparaciOn can el sistema C ver LAMINA 11 y 1'.2. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el anBlisis 

estadistico, no se tiene diferencia significativa C P 0.(15 ) 

entre las cuatro AFL's solo entre AFB~s y AFG's, esto coincide 

con lo observado para ambos sistemas. 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

1er Frente : Benceno - Etanol -Agua 

20 Frente: Benceno - Metano! - Ac. Acético 

AFB 
fi:G(!J) 

AFG 

LAMINA No. 11 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

1° Frente Cloroformo - Acetona - Dietil eter 

2° Frente Cloroformo - Acetona - Ac. acetico 

LAMINA No. 12 
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Beljaars (1973> 3~ l, utilizo el SISTEMA E bidimensional 

par~ determindr solo AFB m~s no para separar las cuatrll AFL's. 
1 

En el presente trabajo se decidió probar el sistema con las 

cuatro P..FL's y los resLtltadas obtenidos pueden observarse en !a 

LAMIHA 13~ en esta abser·vamos una separaci On entre AFB y AFB 
1 2 

las AFG'=:, pero no entre AFG y AFG • Este sistema serla 
1 2 

Otil para diferenciar entre AFB's y AFG 1 s y entre AFB y AFB • 
1 .., 

El anAl1sis esta.dist1co de este s)stemd lfl'-lüStr·a una 

di ferE:-ncia significativa ~ F' 2: 0.0::'5 ) entre AFB y AFB , pe1··0 
1 2 

no ~ntre AFG's, rusultado que coincide con lo ob~~rvado 

o/lSuMlment.i:?. 

F'or ftltimo se probó el SISTEMA F bidimensional el cual fue 

propuesto par· Allen Le•1is <1974> ~4 ), para eliminar 

este slster11a fL1e adecuada 

pc~ra ::Rt~ propósito=:. Al Lltil12ar estf:! si'O:.tema en l~ prf::i~;entt: 

inve~tiga~iOr1 s~ encontró que la separación entre las AFL's 8S 

e .. ..:.elt:nt.e ver LAMINA 14. ALtnqtte con el prim~t- sistema de 

sol •.rente r10 se deo;;:arrol aron íllLIChü 1 a=. AFL~ s y con el se9Lindo se 

desarrollaron mAs~ ambos ~istemas san eficientes al separar las 

En ba!~e al analisis estadistico ~e tiene d1fert-r:-:·ia C P 2: 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

10 Frente Dietileter • Metanol-Agua 

20 Frente Cloroformo - Acetona 

0AF81 

@AF82 

CDAFG 

LAMINA No.13 
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SISTEMA BIDIMENSIONAL 

10 Frente Tolueno - Acetato de Etilo - Ac. formico 90 % 

2ºFrente Acetona - Cloroformo 

OAFB1B 

@AFB2 
©AFG1 

SAFG2G 

LAMINA No. 14 
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t). (1r::1 entre AFB y AFB , pero entre AFG's .• aLmque 
1 2 

osLidt~licamente no hay diferencia ( P < 0 .. 05) entre las cuatro 

AFL's, debido tal vez a la variabilidad que e>:iste de la 

distancia recorrida por las AFL's, este sistema se considera 

eficiente, se puede observar en la LAMINA 14. 

Para la realizaciOn de la Cromatografla en Minicolumna se 

compararan seis diferentes m~todos sugeridos en la 

bibliografla. 

La aplicación de las AFL's asi como t.ambit!n los sistemas de 

solventes se hizo por la parte superior de la Minicolumna por 

lo que el desarrollo es de forma descendente. 

Se utilizaron siete MinicolLtmnas p~rd cada método estudiada 

las AFL~s se aplic~ron solas y en mezclas quedando las siete 

Minicalumnas d~ la s19Ltiente manet'"a: 1) fllanco, 2) Mnico)umna 

can 4 ;.11 dl::r. AFB''s, 3) Minicolumna can 4 )-tl de~ AFG's, 4) 

ri-licolL1mna con 4;.tl de la mezcla de AFL"s 1)-11 de e/u ), 5) 

Minicolt1mna con 8 ~\l de l~ m~~cl de AFL s, 6) M1nicolumna con 

12 )-11 de la me:: el a d~ AFL' s, 71 MinicolLlmna con 16 j-11 de la 

mezcla de AFL's. 

En esta etapa cie estu inve:.tigaciOn SI:? cor1tc.1bc.. tan S(Jlo con 

una cantidad mínima de estAndares de AFL~s por lo cual l~s 
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determinacione.; -fueron .realizadas una sola vez, razOn par la 

cual no se·· pr:e~entar:'on mas qLle observaciones preliminares un 

estudio C:onci uS'i vo nci puede presentarse para esta parte del 

estudia. 

Los metodos A,B,C,C,D,E,F, fueron sugeridos par diferentes 

aularec; c:.6,40 .• 41,42,44)' quienes las emplc~ran basicamente 

p~ra confi1-mar la presencia de AFB's. En el presente trabajo 

se:-- decidiO observar la pos1b1lidt1d de qLte estos sistemas 

pudi e:--an ser einpl eados para la sepat-aciOn de las cu,;:¡,tro AFL~ s. 

El ME íODO A f c1e emplea do por Shotviel 1 y Stubb 1 efi el d ( 1973l 

41 >, el CLtal es Lln metoJo oficial d•-.: 1¿1 A.O.A.e., fue 

e111p l eados pqr el 1 as par· a detectar ni ve] es de AFB en mal z. En 
1 

el presentt? trcthc,:..jo se pt-obaron las sieb2 Mi.nic:olumnas ya 

1ne:•nc1onada,_;, obst2rvándose.• p-:isteri.orrnente b¿-tjo lu:: U.V. después 

de dt:?sarrol lar L.• Minicoluinn.:.l, L1na b¿111da flucir-esce'·ntE azul muy 

tenLt~ en la parte superior de la capa de alOrnina y esto 

q11e se trdta dt.· un.;. interft=-rencici en las Minicolumnas de AFB"s 

y AFG' s. Pat·a las Minicolumnas donde las AFL~s se aplican en 

me~c:ta en d1fer:·nte concentración se obser·.ta u11a fluo1 escenc1d 

.11u-, tenue 1.:-n l<"'.:1 capa de Sil 1cct gel, casi r1D hay d1ferenc:1a .=-~n 
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la t:nn.alidad de la fluorescencia azul:i ya que se esperaba que 

esl t l uore5c:enci a fuera de menos a mas conforme aumentara la 

concentr ac i On. 

Por lo anterior este metodo no es eficiente para la 

sc-?paraci On de AFL~s~ pero si para la confirmacibn de las 

mismas, LAMIMA 15, ya que salo se ve la flum-f~scencia azul, la 

cual enmascara a 1 a verde qL1e corresponde a 1 as AFG' s. 

El METODO B fue sugerido por Holaday (1976) (40 ) , como un 

procedi1niento r~pido y económico para cu~ntificar AFL~s. 

Al desarrollar este metodo, en las Mi ni columnas prepa1·adas 

para este sistema, se observo una banda fluorescente azul en la 

parte superior de la all.unina neutt-i.::1 y lma banda flLmrescente 

muy tenue de r:oJor ver-de e.•n la interfase florisil-all.tmina, para 

el bl¿1nco ninguna de estas dos bandas se pres~ntan, lo CUdl 

i11dica que si hay separaciOn entr·e las AFB's yAFG~s. Se 

observa diferencia en la tonalidad de la fluorescencia~ lo que 

indica qL1e va de menos a mas, conforme 'la aumentando la 

concentración!" por lo que este metodo puede se1~ apropiado para 

determinar las AFB's y AFG's ver LAMINA 16. 
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A Cloroformo-Acetona { r+g) 

Lena de vidrio 4mm 

Al203 neutra 10·15 mm 

Silicagel 2cm 

Florisil 5·7mm 

Arena 5-7mm 

Lana de vidrio 6mm 

LAMINA No. 15 
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B Hexano-Acetona (8+2) 

Lana de vidrio 4mm 

Al2 03 neutra 15 mm 

Florisil 15mm 

Lana de vidrio Gmm 

LAMINA No. 16 
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El METODD C flle realizado por Velasc:o y vlhiten <1973) (36)' 

ellos indican que el método sirve para cuantificar la presencia 

de AFL' s desde 4 ppb ~ aunque se sugiere que para mayor 

eficiencia es necesario qLte s1:?a mayor a 5ppb. En el presente 

trabaJO se observo en la ~linicolumna de AFB's una banda 

flLti:wcscentc a::ul en la íntet-fase~ Sjlica gel-florisiJ. en la 

MinicolL1mna de AFG 1 s se observa una banda fluorescente muy 

ten1.1e de color verde en la interfase que la l·lin1columna 

r;;1ntei-ior y en las /'linicolumnas que ccmt1enf.?n la me::cla de AFL's 

con di ferer1le concentrC1ci üne:;:.. se ti f.:!IH~ una banda f 1 LlorescentP 

a:::L•l en la misma interfase Silic."l gel-florisil por lo qL1e },;\ 

fluoresc~ncia de color a:::ul est~ sobre la fluorescencia de 

colar verd~. La tonalidad de color va de meneo a mas conforme 

va aumentando la concentrac10n, esto se comparo con el bidnco 

el CLt~l no pres~ntD ninguna fluorescencid. 

De lo anterior se deduce que el m~todo no es eficiente p~ra 

! ,, •:3:F:op1M-ación dt_~ AFL·'·:~ '/3. que ias CUC.\.tt-o r1Fl .. s se E-ncuentran 

l?n un 1;11 !"" m-:i pu:1to~ s1 n emb¿u-40 el u1élodu put.-dt.: ser· aprop1 ado 

para confirmar Ja presencia de AFL's LAMINA 17. 

El MEfODO D fLte empleado como prl\c:tica de Ta1-:icalogla de 

~limenlos ~n el Laboratorio de Toxicolagia de la Facultad de 
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C Cloroformo-Acetona (9+1) 

Lana de vidrio 4mm 

Al2 03 neutra 15mm 

Silicagel 15 mm 

Florisil 6mm 

Arena 6mm 

Luna de vidrio 6mm 

lamina No. 17 
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D Cloroformo-Acetona ( 9 + t) 

Lana de vidrio 4mm 

Al2 03 neutra 15mm 

Florisil 15mm 

Lana de vidrio 6mm 

LAMINA No. 18 
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Q1d111tca en e.u., el cual fue utiliza.do para determinar AFL's. 

En ·.~t presente trabajo se encontrO que en las Minicolumnas de 

AFB' s y AFG' s se vi su ali zO una banda f 1 uorescente de color- azul 

en la interfase alúmina ncutra-f larisil y en las Mi ni columnas 

con AFL's en me.::cla. se observo una bandd fluorescente en la 

misma interfase que en les Minicolumnas ar1etriores~ por la qLte 

se infi~re que las AFB's y AFG' s estan en el mismo pLmto. 

Estas Min1columna~ fueron cott1par·adas con un blanco, el cual nu 

presQnt.o ningLina fluorescencia. La tonalidad de la 

fluorescencia va dto' 1ncno:; a maE, lo que indica que es de 

acLterdo ,!\l aumento de 1 a cc1ncentración. 

Por 1 <J an ter i i.:ir se puede decir que estt? método no es 

eficiente para la sep¿ración de AFL's, pero si para confirmar 

la presencia de AFL's. 

El ME TODO E e~~ propuesto par Vel asco el cL1al fue 1...1t i 1 i = c:\do 

para la detecc10n de AFB por medio del fluoró1netro de Velasco 
1 

( 1977) ( 42 ) • En l~ presente investigacib11 se encontró un 

banda fluorescente de color azul en la capa de florisil en la 

Minicolumna de AFB~s, en la Minicalumna de AFG~s no se observb 

ninguna fluorescencia. En 1 as Mi ni columnas qLtP. contienen la 

mezcla de AFL~s con diferentes concentraciones se observa una 
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banda a;:ul f 1 uoreScente,-~ r:tten:so:'-qye. va de menos a mas, esto fue 

con el blanco el cual no presenta n1 ngLtna 

f l 1Jorescenci a. 

E·:~11~ método solo sirve para dete~minar la presencia de 

AFB~-:::- pero no pi\ra la separac.iOn de ellas LAMINA 19. 

El METO DO F f Lle emp Je ad o por Romer ( 1975 ) 39 ) ' y 

posl~r-i or·mente fue corrobur .~do por Shotv1el 1 !' Shannon y GaLll den 

(1976> (4 1lJ. Romer lo utili=O para la detección de li:.s cL1atra 

1'.\FL ·s dt-"?tectando de 10 -- :o mcg:'l:g Je mezcla de AFL~ s. ;.u 

emplear este método se cibser·vó una banda flL1orescente B.::'.L1l 1nuy 

inten<r.u en la interfase de Silicci a~l-flor·isil Qn la 

~linicolumn¿ d8 AFB's y en la MinicolL11nna do AFG~s se detecta 

una fluor~~cencia tenue solo que no se d1sting~ el calor verde 

En la~, M1n1culumnas que contienen la 

(11~2.:clú de AFL ·s ClJn diferente canc:entr~c10n se ob~>Er'la una 

bandci fluor·es1..~2nte a:.ul intensa en la 11i1..::;1na interfasE• qLn.· va. de 

1l'E'n.:i;; a 1r1;:1.s. fattnque ca1nparbndolo con los metodws. antL·t· iores en 

este se logra una banda fluorescente azul muy visible en la 

M1nicolun1na que contiene la menar conc·entrcciOn poi· lo qLte este 

métad.J salo e~ :1til para detectar la pre~~r1Li~ d~ ArL·s m3s no 

p.~ra SL1 seµaración LAMINA 20. 
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E Cloroformo-Metanol(96+4) 

LAn• de vidrio 4 mm 

Alz~ neutra tSmin 

Sillc•gel 15 mm 

Arena 5·7mm 

Floriall 5·7mm. 

Arena 5·7mm 

L•n.o de vidrio 6mm 

LAMINA No. 19 
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F Cloroformo-Acetona (9+1) 

Lana de vidrio 4mm 

Sulfato de calcio anhidro 8·10mm 

Al2 03 neutro 8·10mm 

Silicagel 16·20mm 

Florisil 8·10mm 

Sulfato de calcio anhidro 8·10mm 

1 ana de vidrio 6 mm 

LAMINA No. 20 

. 103 . 



Pt~ra la realización del Método de Cromatografia de ColLtmna, 

se l.~t.1l1zaron metodos donde empleaban adsorbentes iguales a los 

descr1to5 en Cromatografia de Minicolumna, observandose que al 

aplicar las AFL~s, desarrollarlas con el sistema de solventes y 

posteriormente observarlas bajo luz U. V. se tuvo que no habla 

AFL~s en la CoJumna, ya que se drenaron junto con el solvente 

( 45 ) • 
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VI • ..: e o .N e L u s I o N E s 

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se 

puede concluir lo siguiente: 

1. - El sistema ETER-METANOL-AGUA empleado CCF 

uní di mensi anal encontró que al aplicar 1 as AFL' s en mezcla se 

b.tV'O Lma separación de AFB y AFB • pero no entre AFG's, por-
¡ 2 

ltJ que '5i. se dejara desarrollar el sistema de solvente por mé.s 

tiempo, tal ve~ se logre una separaciOr1 entr·e l~s AFG~s. Sin 

embargo se tuvo separación de las AFL~s a.l aplicC\rlas 

i nd i v1 clual mente. 

2.- El método de .:..cetilaciOr1 Lttili..:o.do en CCF unidimE:-nsional no 

fue de gran utilidad pard la separa~ión de AFL's, ya que se 

tuvo descc11nposi ci ór. de AFB y AFG , a pesar de tomar la~; 

1 1 
f.:•1-eC~Lt'2-lUne~ de ¿.ic.lar la cAinara de Ja lLt::! dLW.::tnte la 

aceti.lac.íón. 

El sis(;.;ma ACETl'.TO DE ETILO-ISOPf.:OPILO-AGUA uti li~ado ero 
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crF uni dimensional ·scil o·· es .. e ap:rop·i:adÓ ... para • determinar 1 a 
. . ' - . . . _,· ., . - . ~· .. _ . 

pr1... ... :.:'ú..:ia ,·de."AF~·,.~-.\/ A.FG'~~-· ITl~s- no pa1-a .la separaciOn entre 

4.-· De los tres sistemB.s empleados en CCF unidimensional el mas 

eficiente para la separación de las cuatr·o AFL's fue el sistema 

CLORUFDRMD-ACETONA-AGUA, con apl i caci 6n de AFL' s tanto en 

mezcl~ como individualmente. 

5. - El sistema A bi di mensi anal presento una peqL1erta separaci On 

entre las cuatro AFL' s, siendo mas clara la separ·ación entre 

AFB" s y AFG' s, por 1 o tdnto este metc1do no s1~ podri a sugerir 

como técnir.a dt::- separación de las cuatro AFL·'s, pero si para 

confirmar la presrancia de AFB's y AFG'~. 

6.- Con el sistema B bidimensional se encontró ur1a buena 

S<?paraciQn entre las CL1atro AFL~s sobr~ todo entre AFB Y AFB , 
1 2 

~or lo qLte se con!5idera que e~te sistema es adecuado pcira la 

separaciOn de las AFL~ :;: .• 
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7. - Los sistema,;. e y 'ó t}¡:dim.in;;{6~aies no fueron ·. . ·: . - ' .. 
eficientes 

para la Sep-ara~i6n :cie ~aS -cuatro· AFL:os, por lo que nC" so.-1 de 

utilidad ·para ,los 'objetivos planteados en este estL1dio. 

B.- El siste1nd F bidimensional fue el sistejna mas eficiente 

para los propósitos de este trabajo, ya que se observó la 

~eparación de 1 as cuatro AFL' s que fue e~:celente, aunque 

eGt~distJcamente no hubo diferencia significativ~ entre las 

cuatro AFL's debida tdl v~= a la v~riabilidad que eAiste ~n la 

distancia recorrida por las AFL~s. 

9.- En el método B de Crornatagrafl~ en Minicolumna se encar1trb 

separ-ac10n üe ~1FB's y AFG's, y:-1 que se observó una banda 

f~.uorescer1te de color azul propl a de AFB~s y una banda 

fluon?st:ent.e dE~ cc1lor v•.,-rde propia de las AFG~s. por lo tanto 

eet·~ mét0do es adecuado para la deter1nir1aciOn d& AFB's y AFG's. 

10.- Con los ~~todos~. C, D~ E y F de Cromatagrafia en 
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pei·n ria la separacion ·de AFB's y AFG's. 

11. - Con el inetodo de Cromatograf i a en Columna no se tuvo 

rest•ltados favorables, con respecto a la separacibn de AFL's, 

l=!ebido a qtle este mCtodo es empleado para la pu1 .. 1ficaciOn de 

extractos de muestras que contengan AFL's. 

12.- Con los metodos de CCF tanto unidimensional como 

bidimensional se observa que las AFB y AFB ~ siempre se 
1 2 

desarrollaron mas y se~ tLtVO mejor separación entre ellas que 

las AFG·'s, ya que las AFG y AFG si empre separaron poco. As! 
1 2 

como t amb i en se encentra en ambos métodos separaci 6n entre 

AFB's y AFG's. 

13.- Con respecto a los métodos cromatogr~ficos empleados para 

la determinaciOn y separacibn de AFL' s, el metoda de CCF tanto 

unidimensional como bidimensional, fue uno de los metodos m¿s 

eficientes para la sepa.ra.ciOn de AFL' =: y el metodc1 de cromato-

grafía de mini columna es ~ti! como prueba presuntiva para la 

dete1~minaciOr. de la presenc:ia de AFL·s ademas de ser muy 

~apida. 

- 108 -



VII.- A N E X O S 

APARATOS : 
al.-Pl~cas de vidrio para Cromatografla en Cap& Fina de 20 x 

20 cnt. cubiertas con una capd de Silica gel de ~25mm. de 

l::.'Spt.?$ar, act1vadas a 11i:1ºc d1..1r.:\nte 1 hr. 

b).-Equipo Stand~r para Cromatografia 1?n Capa Fina 

c).-Lampara U.V. longitud de onda larga y anda corta de 4 

Wdtt Fisher Scient1fíc Co. ~lo.1198420. 

dl. -Tubns de v1 drio. par¿• Cromalogr-,:i.fia en MinicolLtmne. con 

un diametra interno de t).6mm por 2ücm de longitud. 

el.-Tubos de vidrio para Cromatagrafla en Columna. 

f>.-Material comOn de laboratorio. 

RE ;;er !IJOS : 

lsop1-r.pilo~ Clor·o+or-"'º• Aceton?., Benceno 1 Ac.;':\cP.t1co, 

Dietil eter, Tolueno, ~c.fOrmico 90%~ Hexano. 

b).-Sil1~A gel 60G para Cromatografla 8n capa fir1a E.Merck 

No. 77c~4 • (163-1). ~Oümm (malla 70-2::>0>. 
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, > .-Sllica gel 60G p«ra Cromatograf!a en Columna E.Merck 

No. 773.1. 

dl. -Flori sil E. Mercl< No. 12518 O. 150-0. 250mm <malla 60-100) 

,-,).-Alumina Neutra E.Merck No.1077 0.063-0.200mm <malla 70-

230). 

fl .-Sulfato de calcio anhidro. 

gl .-Arena. 

h).-Lana de vidrio. 

i).-Est~ndares de referencia de Aflato>:ina B , B, G , G 
1 2 1 2 

Canc. 8-10mcg/ml), preparadias en Benceno-Acetoni tri 1 o 

(98:2) como se indica en el m~todo 26.00: del A.O.A.CR par~ 

tener lng/ml de Aflataxina. Almacenar las estAndares de 

Aflatoxinas diluidas en L1n refrigerador. 
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CUADRO GENERAL DEL ANAUSIS E"S'fADISTICO 

SISTEMA Fe. 

Bidimen- 62.3800 
5íonal 13.5266 

e 39 1'18.9044 

D 2 59 81.8032 

E 3 39 ,;9_ 76 

F 3 39 40.26 

Unidimen- A 3 79 99. 02 
s1 onal B 3 67 27. 6908 

e _, 46 67.9621 

NOTH: G.L. /ti·at. = grados de l iber-tad por tratam1 entt.1. 

G. L. /tot. = grados de l i be1-tad totales. 
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