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I. Introduccion

I.1. Las micotoxinas como metabolitos secundarios de hongos

Entre los microorganismos que tienen importancia econémica para el hombre, los
hongos filamentosos se caracterizan por su habilidad para producir una gran diversidad
de metabolitos secundarios. A diferencia de los metabolitos primarios, que son esenciales
para el funcionamiento de las vias metabdlicas, los denominados metabolitos secundarios
no tienen aparentemente un rol bioquimico definido, si bien algunos de ellos estdn induda-
blemente implicados en la competencia microbiana.

Muchas de estas sustancias producidas por los mohos han ofrecido importantes benefi-
cios economicos al hombre. Cabe citar entre ellas a algunas vitaminas, como la riboflavina
y la vitamina B,;, y otras sustancias como los alcoholes, cetonas y sus derivados quimicos
de importancia industrial.

Seguramente, la mas estridente explosion de los metabolitos secundarios fungicos ha
sido la produccién comercial de antibiéticos en el campo médico y veterinario, iniciada a
fines de la década del veinte con el trabajo de Sir Alexander Fleming en el “St. Mary's
Hospital”. A raiz de su observacién de que el crecimiento bacteriano se inhibia alrede-
dor de una colonia del hongo que accidentalmente habia contaminado las placas de agar
(Penicillium notatum), se descubrié el primer antibiético, la penicilina. La continuacién
de esos estudios anos mas tarde por Chain, que logr6 obtenerla en estado puro y su apli-
cacion clinica por Florey, impulsaron las investigaciones tendientes a la bisqueda de nuevos
antibidticos (von Zahn y Rheinholz, 1980).

Para poder ser utilizadas con fines terapéuticos estas sustancias deben poseer una
alta toxicidad para las bacterias y ser relativamente inocuas para los seres humanos y los
animales. Asi, muchos metabolitos fingicos prometedores como antibiéticos, demostraron
ser extremadamente téxicos para animales y dejaron de ser considerados como antibiéticos,
siendo reclasificados como micotoxinas. Tal es el caso del acido aspergilico, la gliotoxina
y la citrinina. Se fue perfilando de esta manera una nueva rama de la ciencia, actualmente
conocida como micotoxicologia, que cobré notable impulso a partir de 1960.

En esa época, la muerte de miles de pavos en Inglaterra causada por el consumo de
alimentos a base de mani proveniente de Brasil, tuvo tal implicancia econémica que motivé
la iniciacién de investigaciones en varios paises. Este sindrome se denominé inicialmente
“enfermedad X de los pavos”. Pronto se supo que el alimento contaminado contenia un
potente agente hepatocancerigeno, metabolito secundario producido por Aspergillus flavus
que fue denominado aflatoxina (Allcroft y Carnaghan, 1963 a, Sargeant y col. 1963). Se
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demostré por cromatografia planar que estaba formada por cuatro componentes, aflato-
xinas B, (AFB,), B, (AFB;), G, (AFG,) y G, (AFG,), relacionadas quimicamente
segun se observa en la figura I.1. La AFB, es el derivado hidrogenado de 1a AFB, y la
AFG, es el correspondiente derivado de la AFG, .

Allcroft y Carnaghan (1963 b), encontraron otros factores téxicos en la leche de vacas
que habian sido alimentadas con dietas que contenian AFB, y AFB,. Estas dos nuevas
aflatoxinas fueron denominadas AFM; y AFM, (figura I.1). Estos y otros é/ompuestos
relacionados fueron aislados de cultivos de A. flavus obtenidos en el laboratorio. La car-
cinogenicidad de varios de estos metabolitos esta asociada con la alta reactividad quimica
de la doble unién en el grupo dihidrofurano de la molécula de la aflatoxina. El anillo
difurano estd presente también en otras micotoxinas descubiertas con posterioridad, por
ejemplo las versicolorinas y la esterigmatocistina (figura 1.2), también producidas por A.
flavus, precursores biosintéticos de la AFB,, y las mas recientes descubiertas autocisti-
nas, producidas por A. ustus, y derivadas de una compuesto (figura 1.2) conocido como
esterigmatina (Heathcote, 1984).

Varios grupos importantes de micotoxinas producidos por diferentes tipos de mohos
fueron caracterizados luego del descubrimiento de las aflatoxinas.

Las ocratoxinas (figura 1.3), que ejercen su efecto en el rindn, son producidas por
diversas especies de Aspergillus y Penicillium.

Los tricotecenos (figura 1.4), son otro grupo de compuestos quimicamente relacionados,
producidos principalmente por especies de Fusarium, asociados con intoxicaciones humanas
y animales (micotoxicosis) en diferentes regiones del mundo. Constituyen una familia de
compuestos con estructura de sesquiterpenos caracterizados por un grupo epoxi entre C,
y Cis.

Otras especies de Fusarium producen zearalenona (figura 1.5), una toxina con efectos
estrogénicos en seres humanos y animales.
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FIGURA 16: Algunas caractersisticas de los metabolitos

secundarios.

Aunque las micotoxinas presentan estructuras quimicas muy diversas y una amplia
gama de efectos bioldgicos, todas ellas, por ser metabolitos secundarios de hongos, com-
parten ciertas caracteristicas que se esquematizan en la figura L.6.

A pesar de su diversidad quimica, la biosintesis de los metabolitos secundarios involu-
cra a un numero relativamente pequeno de precursores derivados de los intermediarios del
metabolismo primario (Steyn, 1980).
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FIGURA I7: Relacion temporal entre la formacion de

metabolitos secundarios y el crecimiento
activo.

En cultivos de laboratorio se puede observar que la biosintesis de un metabolito se-
cundario ocurre durante la fase estacionaria de crecimiento, y que practicamente no es
sintetizado durante la fase de crecimiento activo (figura 1.7).
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Sin embargo, este no es un modelo adecuado para explicar el comportamiento obser-
vado en la naturaleza. En estas condiciones, existe una interaccién mucho mas compleja
entre el hongo y el sustrato, ya sea que esté en un cultivo en el campo, en granos almace-
nados u otro tipo de alimento. La forma filamentosa de los hongos estd adaptada a crecer
tanto sobre el sustrato como a través del mismo por extension del extremo de la hifa. El
micelio es capaz de degradar las macromoléculas del sustrato y de absorber los productos,
utilizandolos para su crecimiento. La hifa es una estructura espacialmente polarizada y,
sobre un sustrato solido, partes del micelio pueden alcanzar el estadio fisiolégico de la fase
estacionaria, sintetizando y excretando micotoxinas, mientras que otras partes del mismo
micelio estan creciendo activamente y colonizando nuevas porciones del sustrato. En cul-
tivo liquido, la hifa también esta polarizada pero el medio es relativamente homogéneo.
En cambio, sobre un sustrato sélido, la region sobre la cual el hongo ha crecido es diferente
a aquella que ain no ha sido colonizada (Moss, 1984).

Algunos aspectos del metabolismo secundario permanecen aun poco claros. Parece
evidente que para que haya produccion de micotoxinas antes debe tener lugar el crecimiento
fingico. Pero también se ha observado que las condiciones ambientales que previenen la
produccién de toxinas no son necesariamente las mismas que limitan el crecimiento del
hongo. Si se desea evitar la presencia de estos metabolitos toxicos en los alimentos destina-
dos al hombre y a los animales, es preciso conocer los factores y condiciones que determinan
la producciéon de micotoxinas ya sea en el campo o durante la etapa de almacenamiento
de los productos susceptibles de contaminacién.

I.2. Factores que influyen sobre la produccién de micotoxinas

La produccién de micotoxinas estd condicionada tanto por el genotipo del microor-
ganismo productor, como por el sustrato y el medio ambiente en el cual esta creciendo.

Una caracteristica de los metabolitos secundarios es que frecuentemente son especificos
no sélo de especies sino también de cepas. Los distintos aislados de una misma especie
fungica pueden diferir en su capacidad toxicogénica asi como en el tipo y cantidad de
micotoxinas que producen.

Por ejemplo, de tres especies muy relacionadas de Aspergtllus: A. oryzae, A. flavus
y A. parasiticus, el primero de ellos no produce aflatoxinas y es ampliamente usado en
la manufactura de ciertos alimentos orientales (koji), algunas cepas de A. flavus son to-
xicogénicas, produciendo generalmente AFB;, y AFB,, y A. parasiticus es usualmente
toxicogénico y produce frecuentemente AFB;, AFB,, AFG, y AFG,.

En el género Penicillium, la mayoria de los productores de micotoxinas pertenecen
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a la seccion Asymmetrica (subgénero Penicillium, segin Pitt, 1979). Frisvad (1981) ha
demostrado que dentro de este subgénero se pueden distinguir cuatro grupos en base a
caracteristicas fisiologicas, semejantes a las que se aplican en bacteriologia, que presentan
buena correlacion con la produccién de determinadas micotoxinas. Es decir, puede ser
utilizado como un criterio quimiotaxondmico adicional para la identificacién de especies
dentro de este subgénero.

El género Fusarium comprende también numerosas especies productoras de micotoxi-
nas, que difieren en su potencial toxicogénico. Asi por ejemplo F. tricinctum es raramente
toxicogénico, F. poae lo es en algunos casos y F. sporotrichioides es casi siempre fuerte-
mente toxicogénico (Moss, 1984).

Hay algunas micotoxinas que son producidas por una amplia diversidad de especies
fungicas, por ejemplo la patulina que es producida por varias especies de Aspergillus,
Penicillium y Byssochlamys. Por otra parte, hay ciertas especies de hongos capaces de
producir varias micotoxinas, por ejemplo P. roqueforti que puede producir PR-toxina,
roquefortina e isofumiclavacina A o P. viridicatum, capaz de producir simultineamente
ocratoxina y citrinina.

Aun cuando una cepa fungica tenga el potencial genético para producir una micoto-
xina, el nivel producido dependera de los nutrientes disponibles en el sustrato. La inci-
dencia de aflatoxinas en maiz, arroz o semillas de algodén es mayor que en sorgo y soja
(Smith y Moss, 1985). Lo mismo ocurre con zearalenona, para la cual uno de los mejores
sustratos es el arroz, en tanto que su incidencia es baja en cebada, avena y soja (Eugenio
y col., 1970).

La presencia de ciertos nutrientes, por ejemplo Zn es esencial para la biosintesis de
aflatoxinas. Posiblemente estimule la glicélisis durante la fase estacionaria, asegurando la
produccién de suficiente CoA para que tenga lugar la biosintesis que se realiza por la via
de los policétidos (Smith y Moss, 1985).

Aun cuando el microorganismo disponga de todos los requerimientos nutricionales,
su crecimiento y la biosintesis de micotoxinas se veran notoriamente afectados por los
parametros ambientales, entre los cuales los mas importantes son la temperatura y la
actividad de agua (a, ). Estos parametros interactian y en general, a valores suboptimos
de uno de ellos, se reduce el rango del otro parametro dentro del cual el hongo puede crecer
y producir toxinas.

Cuando varias toxinas son producidas por la misma cepa, la temperatura puede in-
fluir sobre las cantidades relativas de las mismas. Una cepa de Fusarium graminearum
estudiada por Greenhalgh y col. (1983) tenia una temperatura 6ptima para la produccion
de zearalenona a 25° C, mientras que para deoxinivalenol era por lo menos 28°C.



Al estudiar la influencia de la temperatura sobre el crecimiento del Penicillium ci-
trinum y la produccién de citrinina en agar Czapek suplementado con extracto de maiz
(Montani y col., 1988 c) observaron que 30°C es la temperatura de maxima velocidad de
crecimiento asi como de acumulacién de citrinina.

El efecto combinado de a,, y temperatura muestra que las condiciones para la pro-
duccién de las micotoxinas son en general mads restringidas que aquellas que permiten el
crecimiento del hongo. En la figura 1.8 se esquematizan las condiciones de a,, y tempera-
tura para el crecimiento y la produccion de micotoxinas para varias cepas productoras de
patulina, acido penicilico y ocratoxina A (Northolt y Bullerman, 1982).

Otra observacion general es que existe una marcada interaccion entre la actividad
de agua limitante y la temperatura tal como se ilustra con los siguientes datos obtenidos
para la biosintesis de patulina y el crecimiento de Byssochlamys nivea en jugo de manzana
(Roland y Beuchat, 1984).

TABLA 1.1
Influencia de la temperatura y la a,, sobre el crecimiento y
la produccién de patulina por Byssochlamys nivea.

Minima a,, a
TEMPERATURA 21°C 30°C 37°C
CRECIMIENTO 0.915 0.886 0.871
PRODUCCION 0.978 0.968 0.959

El efecto combinado de la temperatura y la a,, sobre la produccién de zearalenona
por Fusarium graminearum fue observado también en maiz segun se ilustra en la siguiente
tabla (Montani y col., 1988 a):

TABLA 1.2
Influencia de la temperatura y la a,, sobre la produccién de zearalenona

por Fusarium graminearum en maiz.

TEMPERATURA 15°C 25°C + 15°C* 25°C
MINIMA a,, 0.97 0.95 0.90-0.95

* Se refiere a dos semanas a 25° C seguidas de ocho semanas a 15°C.
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Los datos referidos a valores éptimos y limitantes de temperaturas y a,, no han sido
aun evaluados para todas las micotoxinas de importancia ni para todos los alimentos.

Es dificil comparar resultados provenientes de diferentes laboratorios, ya que varian
las condiciones de cultivo (luz, oxigeno, pH) asi como los procedimientos analiticos. En
condiciones naturales, existe ademas la interaccién de factores biolégicos muy importantes,
que pueden influir sobre el crecimiento del hongo y su metabolismo.

Es importante tener en cuenta que:

* Generalmente se produce el crecimiento competitivo de varias especies
de mohos que conducen a la formacién de diferentes micotoxinas.

La presencia de dos o mas especies de hongos puede reprimir o aumentar la biosintesis
de una micotoxina. Se ha demostrado que el Penicillium purpurogenum que produce
rubratoxina puede favorecer la formacion de aflatoxina por A. parasiticus (Moss y Badii,
1982).

Por otra parte, la presencia simultanea de varias micotoxinas producidas por las di-
ferentes especies de hongos contaminantes puede conducir a una accién sinérgica en su
toxicidad, tal como se ha demostrado para ciertos pares de toxinas como acido penicilico
/ ocratoxina y aflatoxina / toxina T, (Moss, 1984).

* Las micotoxinas pueden ser producidas tanto en el campo como en pro-
ductos almacenados, en condiciones ecolégicamente diferentes.

La contaminacién de productos tales como mani y maiz antes de la cosecha puede
ocurrir en granos aparentemente sanos, como consecuencia de la produccién de micelio
proveniente de las esporas que infectan las superficies especificamente receptivas de los
estigmas en la etapa de floracion. Sin embargo, el dafio por insectos suele ser la principal
ruta de contaminacion en esta etapa.

Muchos son los factores que interactian en la formacién de micotoxinas en el campo.
La temperatura del suelo es muy importante para la formacién de aflatoxinas en maiz;
situaciones de stress, por ejemplo la sequia, predisponen a la planta a la infeccion por
hongos toxicogénicos.

El genoma de la planta también puede jugar un rol importante y es posible obtener

hibridos o variedades con mayor resistencia a la contaminacién (Mixon, 1977; Zuber, 1977).

* La agricultura moderna conduce a la aplicacién de un amplio rango de
biocidas, incluyendo insecticidas, herbicidas y fungicidas.

Se ha comprobado que algunos biocidas pueden inhibir la formacion de aflatoxinas
mientras que otros pueden incrementarla al menos en estudios de laboratorio. Los dcidos
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propiénico y formico, usados para controlar el crecimiento de hongos en productos alma-
cenados, pueden favorecer la formacién de aflatoxinas si se encuentran en concentraciones
inadecuadas. El dcido sérbico, usado como agente antifiingico en alimentos, puede también
aumentar la biosintesis de micotoxinas tales como aflatoxinas y toxina T, (Gareis y col.,

1984).

Semillas de girasol tratadas con fungicidas e insecticidas permitieron el desarrollo de
mayor cantidad de AFB; que en el control (Etcheverry y col., 1987).

A través de todo lo expuesto hasta aqui, se comprende la necesidad de profundizar en el
conocimiento de las complejas interacciones de todos los factores mencionados, conducentes
a la contaminacion de los alimentos y piensos con una o mas micotoxinas, que se pueden
resumir esquematicamente de la siguiente forma:

Cultivos
Dano por roedores, l Infeccién
- L _’ ‘_ ’ .
insectos, pajaros fungica

Genoma Genoma

— , .

Planta fungico

Interacciones .
. Interacciones
ambientales: — — ) .
, microbianas
temperatura, sequa
Herbicidas
Fungicidas —
Insecticidas
Crecimiento y
produccion toxina
Destruccion Degradacion
r o ’ . _’ ‘_ - .
fisico-quimica microbiana
Micotoxina
residual

1.3. Analisis de los factores que condicionan la acumulacién de aflatoxinas

durante el almacenamiento.

Las aflatoxinas son contaminantes de una gran diversidad de productos agricolas en
todo el mundo. Numerosos paises han establecido normas referentes a los niveles acep-
tables en alimentos destinados al hombre y animales. Su presencia crea serios problemas
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a los paises que como el nuestro basan su economia en la exportacién de su produccién
agropecuaria (Taller Conjunto FAO/OPS sobre Prevencion y Control de Micotoxinas en
América Latina y el Caribe, San José, Costa Rica, 23 de febrero de 1991).

Actualmente es ampliamente aceptado que el hongo productor de aflatoxinas, A.
flavus, desarrolla en los granos tanto en el campo como luego de la cosecha. Por lo tanto,
cuando se procura manejar el problema de contaminacién con aflatoxinas deben conside-
rarse las interacciones entre los aspectos relacionados con el campo y el almacenamiento.
Al parecer, los mismos factores ambientales que afectan a los hongos en condiciones de al-
macenamiento influyen en diversos grados sobre los procesos de infeccién / contaminacién
en el campo (Sauer y Tuite, 1986).

El control de los factores ambientales en el almacenamiento es mas factible que en
el campo. El medio ambiente en el cual A. flavus y el sustrato interactian es critico y
determina si tendrd lugar la contaminacién con aflatoxinas. Las investigaciones efectuadas
en el laboratorio identificaron como principales factores que afectan el desarrollo de las
especies productoras de toxinas en el almacenamiento a la humedad, la temperatura, el
inéculo y el tiempo.

Ya que el hongo parece degradar y sintetizar la toxina simultaneamente, pequenos
cambios ambientales podrian variar dramaticamente los niveles finales de toxina. En el
microambiente del sustrato almacenado, el establecimiento de una infeccion fungica no
solamente aumenta los niveles de humedad por formacion de agua durante la respiracion,

sino también aumenta la temperatura, ya que el proceso es exotérmico (Lillehoj, 1983).

Posiblemente el mayor riesgo de crecimiento de hongos toxicogénicos y produccion de
micotoxinas ocurrira durante el almacenamiento inadecuado de productos agricolas. En
algunos casos, ademas, puede producirse la rehumectacion de productos secados y alma-
cenados. Tal situacién puede ocurrir facilmente debido al ingreso de agua por goteras del
silo, o mas cominmente por condensacién. Los granos de cereales son a menudo mezclados
para reducir el nivel de humedad promedio. El almacenamiento de cereales depende no
sélo del nivel de humedad promedio sino también del contenido de humedad en las semillas
individuales. La inadecuada mezcla de unos pocos granos con contenido de humedad tal
que puedan soportar el crecimiento fingico pueden generar areas de crecimiento activo en
el material a granel (Smith y Moss, 1985).

La duracién del almacenamiento es un factor importante cuando se considera la for-
macion de micotoxinas. Cuanto mayor sea la retencidn en el silo de almacenamiento, mayor
sera la posibilidad de crear un medio ambiente con condiciones aptas para la proliferacion
de hongos toxicogénicos. La higiene de los silos rara vez se realiza pudiendo transcurrir

meses o anos sin limpieza de rutina (Smith y Moss, 1985).
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La literatura ofrece interesantes datos en relacién a la interaccion de factores bioticos
y abioticos que pueden contribuir a determinar la probable prevencién de la acumulacion
de micotoxinas en los diferentes sustratos que son analizados en esta tesis para el caso

particular de las aflatoxinas.

I1.3.a. Microorganismos productores de aflatoxinas.

Posiblemente la micota que se encuentre en y sobre los granos sea el factor biolégico
mas importante en cuanto a la posibilidad o no del crecimiento de A. flavus en un sustrato
almacenado. La naturaleza y extension de la contaminacion con hongos toxicogénicos
determinara la presencia o ausencia de micotoxinas en el producto. Si inicialmente estd
presente un pequeiio inéculo del hongo productor, las posibilidades de desarrollo de las
toxinas son reducidas (Sauer y Tuite, 1986).

Como ya se menciond, las aflatoxinas son producidas por especies de hongos es-
trechamente relacionados entre si, pertenecientes al género Aspergillus: A. flavus y A.
parasiticus. Estos mohos estan ampliamente distribuidos en los suelos de casi todo el
mundo y son contaminantes comunes de gran diversidad de productos vegetales. Muchos
autores se refieren a A. flavus como un grupo que incluye las dos especies. Los porcentajes
de cepas toxicogénicas informados por diversos autores son variables, pero indican que la
mayoria de los aislados son capaces de sintetizar uno o varios de estos metabolitos (Stoloff,

1977).

Fennel y col. (1973), observaron en sus investigaciones de poblaciones de A. flavus
obtenidas de productos contaminados con toxinas, que cuando se preparaban cultivos
monospdricos algunos carecian de la habilidad de producir toxina. En contraste, las cepas
de A. parasiticus excepcionalmente fueron no-toxicogénicas. Una vez aislados en cultivos
de laboratorio, las cepas de A. flavus pueden perder la capacidad de producir aflatoxinas,
mientras que A. parasiticus es un productor mas estable.

Bilgrami y col. (1988), observaron la pérdida del potencial toxicogénico de cuatro
cepas de A. flavus debido a repetidos repiques (subcultivos). Estas observaciones indi-
can una profunda diferencia en los determinantes genéticos en la producciéon de toxina
entre estas dos especies muy relacionadas. El misterio de esta variacion ha sido incremen-
tado marcadamente debido a que los alimentos contaminados con aflatoxinas generalmente
contienen AFB,; y AFB, predominantemente.

Schmidt y col. (1983) demostraron la presencia de elementos extracromosomales in-
cluyendo doble hélice de RNA, en una capa no toxicogénica de A. flavus. Cuando se traté
con cicloheximida o emetina, estas cepas se convirtieron en productores de toxina. Por lo
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tanto, los elementos genéticos que previenen la biosintesis de aflatoxinas pueden estar pre-
sentes en la propia cepa de A. flavus y quizds no en un sustrato. Los esfuerzos estan ahora
orientados a transferir estos elementos genéticos a cepas toxicogénicas para determinar
si ellos podran prevenir la formacion de aflatoxina por cepas normalmente toxicogénicas
de estos hongos. Si estas investigaciones son exitosas, entonces podria transferirse el ele-
mento genético inhibitorio a maiz via fusién de protoplastos, creandose una resistencia a
la invasion fuingica y producciéon de toxinas por los mejoradores genéticos.

Si bien las dos especies mencionadas han sido citadas como tnicas productoras de
aflatoxinas, ultimamente se han descripto otras especies con capacidad aflatoxicogénica.
Por ejemplo el A. nomius que es fenotipicamente similar al A. flavus y la separacion se
basa en la presencia de esclerocia indeterminada y de crecimiento a menor temperatura
(Kurtzman y col., 1987). Otra cepa de la cual se han presentado evidencias de su capacidad
para producir aflatoxinas es A. ruber que tiene implicancias en la higiene alimentaria,
especialmente en paises donde tales hongos son usados en la preparacion de alimentos
(Leitao y col., 1989).

I1.3.b. Influencia de la temperatura y el tiempo de incubaciéon sobre la pro-
duccion de aflatoxinas.

A partir de la identificacion del rol del A. flavus en la patogénesis de la “enfermedad
X de los pavos”, una considerable cantidad de informacién ha sido reunida sobre las condi-
ciones necesarias para el crecimiento y la produccién de aflatoxinas por las dos especies
reconocidas como productoras (4. flavus y A. parasiticus).

Sorenson y col. (1967) observaron el efecto de la temperatura en la produccién de las
aflatoxinas sobre arroz por A. parasiticus NRRL 2999. El rango 6ptimo de temperatura
para la produccién de AFB, y AFG, en las condiciones empleadas en el trabajo resulté ser
28°C a32°C. A las temperaturasde 37° C y 11 ° C sélo se detectaron bajas concentraciones
de AFB,. A las temperaturas mas bajas, por ejemplo 15° C, las concentraciones de AFB,
y AFG, se incrementan constantemente en funcion del tiempo, en tanto que a 28°C
y temperaturas superiores se observa que la concentracion de AFG,; decrece a medida
que se incrementa el tiempo de incubacion. Respecto de AFB,;, a 28°C y a 32°C se
llega a un nivel en el que se mantiene constante y a 34°C y 37°C alcanza un maximo a
los 5 y 3 dias respectivamente. La disminucién de las concentraciones se atribuye en el
trabajo a la posible degradacién de las toxinas por enzimas fiingicas que se activan a las
temperaturas superiores. La concentracion relativa de las toxinas se vio afectada tanto

por la temperatura, como por el tiempo de incubacion.
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Schindler y col. (1967) estudiaron el efecto de la temperatura y el tiempo en la
produccién de aflatoxinas por dos cepas de A. flavus en agar mosto. La temperatura de
maxima produccion fue 24°C y la 6ptima para el crecimiento correspondié al rango 29 a
35°C. El crecimiento maximo no implicé méixima produccién de aflatoxinas, y a ciertas
temperaturas (41° C) se observé un buen crecimiento sin produccién de toxina. Ambas
observaciones indicaron una diferencia en la inactivacién enzimatica para el crecimiento y
la produccion debida a la temperatura. Los autores también observaron que los cambios en
la relacion de AFB, a AFG, a ciertas temperaturas indicaban nuevamente la influencia
de la temperatura sobre la biosintesis de ambas toxinas.

Con respecto a la influencia del tiempo, observaron que a temperaturas menores de
18°C y mayores de 35°C no hubo produccion en cinco dias. Sin embargo cuando se
extendian los periodos a doce semanas, la produccién de aflatoxinas ocurria a temperaturas
que inicialmente habian sido inhibitorias. Para una de las cepas la produccién aumento
durante seis semanas, y al final del periodo la concentracion resultante era menor. Estos
resultados fueron de interés adicional ya que indicaron que las toxinas se metabolizaron
luego de alcanzado el maximo. Supusieron los autores que hubo coincidencia entre el
maximo de crecimiento y la iniciaciéon de autdlisis.

En relacién a las temperaturas limites, van Walbeeck y col. (1969) trabajaron con
cinco cepas de A. flavus en medios de cultivo liquido y sélido, a temperaturas de 7.5°C
y 10°C, semanalmente durante cuatro semanas. Informaron que dos de las cepas en
estudio, tenian capacidad de producir aflatoxinas a ambas temperaturas, alcanzandose

mayores concentraciones en medio sélido.

Diener y Davis (1966, 1977) informaron un minimo de temperatura para la produccién
en mani de 13°C después de 21 dias, a una humedad relativa (HR) 97-99%, aunque
se desarrollaron aflatoxinas en granos danados a 12° C. Ellos también determinaron una

temperatura maxima para la biosintesis de 41.5° C.

Schindler (1977), analiz6 la capacidad de 25 cepas de A. flavus y A. parasiticus para
producir aflatoxinas a temperaturas extremas (2-7°C y 41-46° C) luego de ocho semanas
de crecimiento en agar mosto. Concluyé que aunque algunas cepas fungicas eran capaces
de crecer a temperaturas menores de 7.5° C o mayores de 40° C, no tenian posibilidad de
producir aflatoxina en esas condiciones.

Park y Bullerman (1981), estudiaron el efecto de temperaturas ciclicas (5° C durante
12 horas y 25° C las otras 12 horas), comparado con temperaturas constantes de 15°C y
25°C, sobre la produccién de aflatoxinas por A. parasiticus NRLL 2999, en extracto de
levadura-glucosa. Las temperaturas ciclicas resultaron ser mas favorables que las cons-
tantes. Con respecto a las variaciones de ambas toxinas en funcion del tiempo, cuando se

incubé a 25°C, se produjeron dos picos (a los 12 y 21 dias) seguido de una disminucién
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en la concentraciéon. Las fluctuaciones pueden deberse a la degradacion de las aflatoxd-
nas durante ciertas fases del crecimiento. A las tres temperaturas, AFG; fue mayor que
AFB,, siendo superiores éstas diferencias a 15° C y 5-25° C, mostrando que la tempera-
tura juega un rol muy importante en la relacién entre ambas toxinas. Estas también se ven
afectadas por el tiempo de incubacion, observiandose a la temperatura ciclica disminucién
de la relacién de AFG; a AFB; con un aumento del porcentaje de AFB,; en funcién del
tiempo. A 15°C la relacion de AFB; a AFG, aumenté con el tiempo de incubacién.

Park y Bullerman (1983 a y b) estudiaron el efecto de temperaturas ciclicas (5-25° C)
y constantes (5, 15, 18 y 25°C) en la produccidn de aflatoxinas en arroz y queso por A.
flavus y A. parasiticus. Nuevamente observaron que la biosintesis de las toxinas por A.
parasiticus fue favorecida por temperaturas ciclicas respecto a las constantes. También
vieron un efecto de la temperatura en la relacién de AFB,; con AFG,, resultando mayor
AFB; a altas temperaturas y AFG; a las menores. La produccién de los metabolitos por
A. flavus fue maxima a 15° C y resultaron menos favorables las temperaturas ciclicas. Se
pusieron en evidencia, ademas, variaciones en la relaciéon AFB; respecto de AFG, pero
con un efecto contrario al de la cepa anterior, pudiendo concluir que la relacién depende
de la temperatura, del tiempo y de la cepa. Los mismos autores, al estudiar el efecto del
sustrato y la temperatura sobre la produccién de aflatoxinas observaron que los alimentos
con un alto contenido en carbohidratos pudieron soportar mejor la produccién de toxinas a
bajas temperaturas, mientras que en los alimentos proteicos (queso, soja, yogur) la sintesis
se vi6 inhibida a una temperatura de 15° C y 21 dias de incubacién.

Roy y Chourasia (1989) estudiaron el efecto de la temperatura sobre la producciéon
de aflatoxinas en semillas de Mucuma pruriens de uso medicinal en India. Los resultados
reflejaron que 25° C es la temperatura mas adecuada para la producciéon de AFB; en este
sustrato. Ademas de la temperatura, el periodo de incubacién tuvo una marcada influencia
sobre la produccion de aflatoxinas. A casi todas las temperaturas, el maximo se encontré
a las tres semanas de incubacion, luego la produccién decrecié indicando que parte de las
aflatoxinas habian sido degradadas o reabsorbidas por el hongo.

Siendo 25°C la temperatura senalada por la mayoria de los autores como la éptima
para la produccion de aflatoxinas en diferentes sustratos, esta es la temperatura selec-
cionada en el presente trabajo para estudiar la influencia de la actividad acuosa (a,)

sobre la produccién de aflatoxinas.

En relacion al tiempo, las experiencias se realizan a lo largo de un periodo de ocho
semanas, extension frecuentemente utilizada para el almacenamiento de granos que se
comercializan en grandes volumenes.
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1.3.c. Influencia de la actividad acuosa y su interaccion con otros factores que
regulan la biosintesis de aflatoxinas.

Los factores que afectan el crecimiento fingico y otros aspectos fisiolégicos como la
produccién de micotoxinas, interactiian de tal forma que simples aseveraciones tales como
“el rango 6ptimo de temperatura para la produccion de aflatoxinas esta entre 20 y 30° C”
o “la maxima produccién de aflatoxinas ocurre a los 12 dias” resultan ser inadecuadas
(Niles y col., 1985).

Para el andlisis de la influencia de la actividad acuosa (a,,) la tendencia de los tra-
bajos es incorporar la interaccion de varios factores y analizar el efecto de este parametro
combinado con la temperatura (T), el tiempo, la cepa y el sustrato. Esta informacién es

muy dificil de sintetizar debido a:

- las condiciones experimentales variables de un trabajo a otro;

- utilizacién de parametros no comparables para expresar la disponibilidad de agua en
el sustrato (por ejemplo: contenido de humedad, humedad relativa (HR) o actividad

de agua);
- diferentes periodos de incubacién;
- diversas especies y/o cepas utilizadas;

distintas condiciones del sustrato (entero, molido, roto, maduro, inmaduro y otros);

- diferentes técnicas de ajuste del nivel de a,, del sustrato;
- diversos tratamientos previos de las muestras (esterilizacién, desinfeccién superficial);

- preparacion del inéculo (medio de cultivo, tiempo de incubacién antes de preparar la

suspension de esporas, ajuste o no de la a,, del inéculo, volumen de inéculo y otros).

Por ello se procedera a describir suscintamente aquellos trabajos de interés para el
disenio del presente estudio.

Qasen y Christensen (1958), estudiaron la influencia del contenido de humedad, tem-
peratura y tiempo sobre el deterioro fiingico de maiz almacenado. Todos los hongos ino-
culados pudieron invadir, matar y decolorar el gérmen del maiz, cuando el contenido de
humedad era mayor al 14% y la temperatura superior a 10° C. Las bajas temperaturas
(5°C) tanto como la baja humedad (12%) fueron efectivas en prevenir el dafo.

Beuchat y Lechowich (1970), estudiaron la capacidad de tres clases de porotos para
soportar el crecimiento de A. parasiticus y la sintesis de sus toxinas. Los porotos fueron
acondicionados a 20, 25 6 30% de humedad e incubados a 21, 28 y 35°C durante 1,36 5
semanas. Se observéo maxima produccién en los porotos con 30% de humedad incubados a
28°C. El tiempo al cual se alcanz6 la mayor concentracién de aflatoxinas fue dependiente
del sustrato. La sintesis de toxinas se vié pricticamente inhibida en los sustratos con un
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20% de humedad.

Christensen (1970), observé el efecto de la humedad y el tiempo de incubacion sobre
la invasién fingica de semillas de sorgo. Cuando el contenido de humedad era del 14.5%
(75% de humedad relativa de equilibrio, HRE) o mayor, la invasién fingica y la disminu-
cién de la germinabilidad eran proporcionales al aumento de la humedad y al tiempo de
almacenamiento.

Trenk y Hartman (1970) informaron que se requieren temperaturas de 24°C y una
humedad mayor de 17.5% para la produccién de aflatoxinas en maiz. Compararon la
susceptibilidad de maiz recién cosechado y maiz secado y posteriormente rehumificado en
cuanto al crecimiento de los hongos productores de aflatoxinas. Concluyeron que el ultimo
sustrato esta mas expuesto a la invasion por hongos toxicogénicos y a la produccién de
toxina, implicando un peligro potencial en caso de exstir condiciones similares, debido a
filtraciones de humedad a través de goteras presentes en la estructura donde se almacena
el material. El rango de temperatura de 30 a 35° C fue en el que se produjeron los mayores
niveles de aflatoxinas.

Epstein y col. (1970) estudiaron el efecto de las condiciones ambientales sobre la pro-
duccién de aflatoxinas en maiz partido. Observaron la influencia del tiempo de incubacién,
la temperatura y la atmésfera sobre la produccién de AFB; y AFG, por A. parasiticus
2999 a una humedad relativa (HR) de 100%. A 28.8°C, AFG, alcanzé un maximo a las
56 horas, y luego disminuyé mientras que AFB,; se mantuvo constante y en menor con-
centracion respecto de AFG,; en todo el periodo. A 16°C, AFB, fue mayor que AFG,
mostrando la influencia de la temperatura sobre la relacién de ambas toxinas.

Boller y Schroeder (1974) estudiaron la influencia de la HR sobre la produccién de
aflatoxinas por A. parasiticus en arroz. El sustrato inoculado se incubé a 30° C a distintas
HR (70, 75, 80, 85, 90 y 100%) y se determiné el nivel de toxinas a 7, 14, 21, 28 y 35 6
42 dias. Observaron que entre el 15 y el 30% de los granos de arroz eran invadidos por A.
parasiticus cuando la HR estaba en el rango de 70 a 80% (14 al 18% de humedad). En el
arroz almacenado a todos los niveles de HR se detectaron aflatoxinas. Si bien solamente
se produjeron trazas de AFB,; después de 42 dias en el arroz almacenado a 70 y 75%,
cantidades detectables de AFB, fueron encontradas luego de 28 dias en arroz almacenado
a 80, 85 y 88%. Las cuatro toxinas sdlo se observaron en arroz almacenado a HR 90%,

luego de 28 dias y las cantidades maximas se produjeron a los 35 dias.

Llewellyn y Eadie (1974), evaluaron el potencial de semillas de girasol enteras y par-
tidas para soportar el crecimiento del 4. flavus y la produccién de aflatoxinas. Determi-
naron mayores concentraciones en las semillas partidas debido a la mayor disponibilidad
de nutrientes, cuando fueron incubadas a temperatura ambiente durante dos semanas. Los
autores senalan que las cantidades obtenidas son similares a las informadas en arroz en
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otros trabajos. Sin embargo, y tal como se indicé anteriormente, esta comparacién no seria
correcta ya que no se establecen claramente ni la a,, ni el contenido de humedad de las

semillas.

Ramboy col. (1975), observaron la mayor produccién de aflatoxinas por A. parasiticus
comparado con A. flavus en maiz esterilizado, almacenado en cultivos estaticos con 22 y
26% de humedad a 24 y 28 6 32°C y cultivos con agitacién con 26% de humedad a 26,
35 y 40° C durante 7 y 14 dias. El maximo de produccién por A. parasiticus se observé
con agitacién a una temperatura de 35% y luego de 14 dias. También se observd, en el
caso de almacenamiento estdtico, que la produccién de aflatoxinas por A. parasiticus tuvo
un maximo de produccién a 26% de humedad y 32°C. No se detecté la toxina a 30% de
humedad con ninguna de las dos cepas en el periodo en el que se realizaron los analisis.
Una humedad de 22% y temperatura de 24 a 28° C fue inhibitoria para la produccién de
aflatoxinas por A. flavus, que siempre produjo aflatoxinas en menor cantidad en todas las
condiciones.

Denizel y col. (1976), observaron que en pistacho no esterilizado una a,, 0.85y 29°C
fueron las condiciones minimas a la cual se desarrollé A. flavus y produjo toxina luego
de 8-10 semanas de incubacién. Se determiné la concentraciéon de AFB,; y AFG, en los
distintos componentes del producto (vaina, cascara y grano) a los 6, 9, 14 y 21 dias. En
la vaina, se detectaron las mayores cantidades de ambas toxinas. En este componente se
observaron concentraciones de AFG,; superiores a las de AFB, y la relacién de AFG, a
AFB, varié6 en funcion del tiempo. La concentracion de AFG, alcanzé un maximo a los 6
dias mientras que AFB,; fue mdxima a los 9 dias. En el grano, la formaciéon de AFB,; fue
mayor que la de AFG, , mientras que pequenas cantidades de aflatoxinas se detectaron en
la cascara, debido posiblemente a la baja concentracion de nutrientes. El crecimiento de
hongos xerofilicos competitivos (4. amstelodami) para a, 0.86 e inferiores inhibieron el
crecimiento de A. flavus.

Northolt y col. (1976, 1977) estudiaron el efecto de la @, y la temperatura sobre el
crecimiento de distintas cepas de A. flavus y la produccién de aflatoxinas en agar malta con
a, ajustada mediante el agregado de glicerol (MEG) y sacarosa (MES). La temperatura
minima para la produccion de aflatoxinas estaba entre 10 y 13° C y la temperatura 6ptima
era variable segun la a,,, €l medio y el microorganismo. El valor limitante de a, varid
con la cepa utilizada entre 0.83 a 31°C en MEG y 0.87 a 24°C en MES. Se observé una
a, optima de 0.97 6 0.92 a 31°C dependiendo del sustrato y la a,, optima aumento al
disminuir la temperatura.

Diener y Davis (1977) trabajaron con mani en diferentes condiciones (maduro sano,
maduro partido e inmaduro) tratado térmicamente para eliminar la microflora natural
e incubado a 30° C durante 21 dias. Observaron que la produccion de aflatoxinas por
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A. flavus alcanzé su valor maximo con una a, entre 0.92 y 0.99, mientras que la a,
limitante estaria en el rango de 0.82 a 0.84 segin las condiciones de la semilla. Cuando
se incubé a una a, 0.99 durante 21 dias las temperaturas limitantes para la produccion
de aflatoxinas fueron 12 y 43°C y el rango de mayor produccién se circunscribié a 20 y
35°C. Trabajaron también con dos variedades de mani, desinfectado superficialmente con
hipoclorito de sodio. Al incubar a temperatura de 30° C durante 21 dias en una variedad,
se observé aumento de produccion al aumentar la ¢, y en otra se vié maxima produccién
a a, 0.90. La a,, limitante, en estas condiciones, estaria comprendida entre 0.83-0.85.
Luego de 21 dias de incubacién a a, 0.98 las temperaturas limitantes obtenidas fueron
12.5y 42.5°C y la 6ptima en el rango de 25 a 30°C.

Winn y Lane (1978) estudiaron la potencial contaminacién con aflatoxinas de sorgo y
maiz con alto contenido de humedad. Los sustratos fueron inoculados con A. flavus y se
incubaron a 25 y a 30°C y se analizaron a las 48 y 72 horas. En todos los casos, a las 72
horas las muestras contenian mas toxina que a las 48 horas. Las maximas concentraciones
se observaron en sorgo entero y sorgo partido a las 72 horas y a 25 y 30° C respectivamente.

Sauer y Burroughs (1980), observaron que con un contenido de humedad menor a
16% en maiz (a, 0.86) no es probable el crecimiento fingico. Sin embargo, cuando la
humedad supera este valor el crecimiento de A. flavus y la produccion de toxina aumenta
notablemente. En ese rango aiin pequenos aumentos de la humedad son muy significativos

en términos del aumento del riesgo de contaminacién con aflatoxinas.

Chang y Markakis (1981), trabajaron con dos cultivares de cebada, con y sin cascara,
que fueron inoculados con A. parasiticus, almacenados durante 20, 30 y 50 dias con distintos
contenidos de humedad y a 25°C. La menor humedad en la que se detectaron trazas de
aflatoxinas en cebada con cdscara fue 16.5% en el periodo de 30 a 50 dias, y la maxima
produccion de AFB; se produjo luego de 50 dias y humedad de 24.5%. El valor mas alto
de AFG, se obtuvo a los 30 dias de incubacion con 24.5 6 21.5% de humedad. El cultivar
de cebada sin cdscara presenta un minimo de humedad del 19.2% para la acumulacién de
trazas de las cuatro aflatoxinas en un periodo de 20 a 30 dias. La maxima produccion de
AFB,, AFG, y AFB, se presenta a los 50 dias y 24.5% de humedad, y AFG, ala misma
humedad y 30 dias. Estudiaron también el efecto de la humedad sobre la produccién de
las cuatro toxinas a los 20 dias de incubacién a 25°C. A 28% de humedad, los cuatro
metabolitos alcanzaron la maxima concentraciéon en cebada con cascara, indicando que
habria una humedad maxima. Con el cultivar sin cdscara, se alcanzé un maximo de
concentracion de AFB; y AFB, con un contenido del 31% de humedad mientras que
AFG,; y AFG; lo presentaron para el 28%. Sin embargo, al fijar el tiempo de incubacién
los autores no estan comparando los maximos alcanzados en el periodo.

Chiou y col. (1984) estudiaron la influencia de los distintos componentes del mani so-
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bre el crecimiento y la produccién de aflatoxinas. La mayor produccién se observé a los
30 dias de incubacién y 28°C en el mani dentro de la vaina. La produccion de aflatoxinas
en el tegumento y cascara del mani fue menor, sugiriendo que puede deberse a diferencias
en la composicién del sustrato. El tegumento de mani mostré mayor crecimiento del 4.
parasiticus comparado con los otros componentes debido posiblemente a sus caracteristicas
higroscépicas. Sin embargo, la menor concentracién de aflatoxinas observada podria de-
berse a que después de tres semanas de incubacién, ya habrian sido degradadas. La falta de
datos en funcién del tiempo no les permite a los autores llegar a conclusiones exhaustivas.

Niles y col. (1985) estudiaron la influencia de la a,, del trigo y la cebada sobre la
produccion de aflatoxinas. A los 30 dias de incubacidn, la éptima produccién de aflatoxinas
en trigo se observ6a 25°Cy a, 0.925,0230°Cy a, 0.975. Las maximas producciones de
aflatoxinas fueron estimuladas por valores de a,, mayores a 0.90 en el rango de 25a 30° C.
Las combinaciones de temperatura y a,, que soportaron minima produccién de aflatoxinas
(< 3ppm) fueron 15°C y a,, 0.950;20°C y a,, 0.900;25°Cy a,, 0.875;40°C y a, 0.825
y 42°Cy a, 0.900. Significa que al aumentar la temperatura en el rango entre 15y 40° C,
disminuye el nivel de a,, (de 0.950 a 0.825) al cual se detectan las minimas concentraciones
de aflatoxinas. Pero a la maxima temperatura estudiada (42.5° C), el crecimiento fue muy
restringido y se detectaron trazas de toxinas (1ppm) a los niveles 0.900 y 0.925.

Koehler y col. (1985) estudiaron la produccién de AFB; por A. flavus inoculado
sobre caupi y un alimento preparado a base de esas semillas. Determinaron la influencia
de la temperatura (21, 30 y 37°C) y a,, (0.76 a 0.98) sobre la acumulacién de aflatoxinas
en funcion del tiempo (3 a 32 dias). En caupi las condiciones 6ptimas de mayor acumu-
lacién fueron a, 0.95, 30°C y 14 dias de incubacién. La concentracién maxima de AFB,
aument6 al vanar la a,, entre 0.89-0.95 a la vez que disminuyé el tiempo necesario para
alcanzar ese valor. Las condiciones limitantes fueron a,, 0.89 a 21°C y a,, 0.82 a 37 y
30° C, aunque no se estudiaron valores intermedios de a,, entre 0.82 y 0.89. En el alimento
las condiciones 6ptimas fueron a,, 0.96, 30°C y 20 dias de incubacion. En el alimento
adicionado con cebolla se vi6 muy favorecida la produccién de AFB,, alcanzindose las
mayores concentraciones con a,, 0.98, 21°C y 20 dias de incubacién. El valor limitante
de a,, fue 0.89 tanto a 21 como a 30°C y en general la acumulacién fue muy baja a 37°C
y a, entre 0.85y 0.93.

Moreno Romo y col. (1986), estudiaron el minimo contenido de humedad para el
crecimiento y la produccion de aflatoxinas por A. flavus en alimentos balanceados. El
minimo contenido de humedad para el crecimiento fue 16.5%. Muy poca cantidad de
aflatoxinas se acumuld 1 6 2 dias después de iniciado el crecimiento cuando el contenido de
humedad era del 17% o menor; por otro lado, cantidades apreciables se detectaron cuando

ésta era del 18% o mayor.
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Durakovic y col. (1987) estudiaron el efecto de la temperatura (15, 20, 30 y 40°C) y
el tiempo (7, 14, 21 y 28 dias) sobre el crecimiento y la produccién de aflatoxinas en maiz
entero y partido con un 40% de humedad. A 30° C ambos sustratos soportaron maximas
concentraciones de AFB, y AFG, observiandose mayores concentraciones de ambas toxi-
nas en el maiz partido. A 40°C se observé mayor cantidad de biomasa que a 30°C, sin
embargo, las concentraciones de aflatoxinas fueron considerablemente menores. Para los
distintos niveles de humedad, se determiné AFB, a los 14 dias y AFG,; a los 21 dias,
tiempos de mdxima acumulacién del grano con 40% de humedad. Esos datos los compara-
ron con la produccién a 70 dias, ya que consideraron que el tiempo necesario para alcanzar
el maximo es independiente de la humedad del sustrato. Las concentraciones de AFB,
y AFG; eran menores a 70 dias que aquellas observadas a 14 y 21 dias respectivamente.
Esto sugiere que los hongos pudieron haber metabolizado parcialmente o degradado las
aflatoxinas en un cierto periodo de crecimiento.

Trucksess y col. (1988), estudiaron la produccién de AFB,; por A. flavus sobre maiz,
soja y porotos Pinto, en funcién de la temperatura, a,, del sustrato y la presencia de
otros hongos toxicogénicos. Los resultados son dificiles de interpretar por la dispersién de
los datos, por ejemplo en porotos Pinto con a,, 0.88 y 26°C las cantidades detectadas
varian de 0.2 a 42 pg/g. Cuando se incubé a 26°C durante 21 dias y los sustratos se
inocularon sélo con A. flavus las a,, minimas fueron 0.89 para maiz, 0.88 para soja y 0.85
para porotos Pinto. Pero en maiz con a,, 0.94, no se detecto toxina y a 0.96 en las mismas
condiciones la concentraciéon de AFB; fue muy baja. Para la temperatura de 32°C y 21
dias los niveles minimos de a,, fueron 0.86 para maiz y 0.85 para soja y porotos Pinto.

Montani y col. (1988 b) estudiaron la influencia de la a,, sobre la produccién de
aflatoxinas por A. parasiticus en maiz acondicionado a a,, 0.87, 0.90 y 0.97 e incubado
a 30°C en funcion del tiempo. Observaron que la a, 6ptima fue 0.90 y la a,, minima
menor a 0.87.

Los valores de a, que tienen importancia en relacion al deterioro de los granos al-
macenados son mayores de 0.60 ya que debajo de este nivel no se produce crecimiento
microbiano. Los valores de a,, minimos para la produccién de toxinas son, por lo general,
mas altos que aquellos que inhiben el crecimiento de los microorganismos toxicogénicos.
En este trabajo se procedié a estudiar la influencia de la a,, sobre la acumulacién de afla-
toxinas partiendo desde los valores mas altos y con probabilidad de ser alcanzados durante
el almacenamiento hasta llegar a los valores limitantes.

Por otra parte algunos de los trabajos en la bibliografia consultada mostraron influ-
encia de algunos de los factores sobre las cantidades relativas de las aflatoxinas citadas.
Por ello se trabajo con una cepa de Aspergillus parasiticus, especie que ha sido aislada de
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granos almacenados en la Repiblica Argentina (Varsavsky y col., 1985) y que, tal como se
indicé en 1.3.a, presenta estabilidad en la produccién de AFB,, AFB,, AFG, y AFG,.

1.3.d. Influencia del sustrato.

La influencia del sustrato en relacién a la contaminacién con aflatoxinas ha sido
senalada por diferentes autores (Northolt y col., 1982; Beuchat y Lechowich, 1970; Truck-
sess y col., 1988).

Casi todos los productos agricolas pueden ser susceptibles del crecimiento fungico en
alguna etapa durante su produccién, procesamiento, transporte y/o almacenamiento, si se

presentan condiciones favorables.

Hesseltine y col. (1966) observaron el comportamiento de sustratos inoculados con
distintas cepas de A. flavus e incubados durante 6 dias a 28° C. Productos como sorgo,
mani, maiz y arroz no solamente soportaron el crecimiento de cepas de A. flavus sino que
también permitieron la produccién de cantidades apreciables de aflatoxinas. Por lo tanto
no deberia sorprender la presencia de estas toxinas en dichos productos, especialmente
después de largos almacenamientos, bajo condiciones conducentes al crecimiento fungico.
En soja, en cambio, el autor sugirié que por tratarse de un sustrato poco propicio, el
contenido de toxina fue muy bajo.

Los datos de incidencia de contaminacién natural con aflatoxinas en distintos produc-
tos y en diversas partes del mundo parecen indicar que el maiz y el mani son los alimentos
mas propensos, en tanto que otros cereales, generalmente de granos pequenos (trigo, avena,
cebada, arroz, mijo), presentarian menor riesgo de contaminacion a menos que sean someti-
dos a manipulaciones inadecuadas (Smith y Moss, 1985; CAST, 1989). Cabe senalar que

los trabajos de incidencia, en su mayoria, fueron realizados en mani y maiz.

Al seleccionar los sustratos empleados en el presente estudio, se traté de incluir cereales
y oleaginosas de importancia economica para nuestro pais (Anuario SIMA, 1990; Bolsa de
Cereales de Buenos Aires, 1984; Anuario Estadistico de Oleaginosas, 1984). Ademas se
consideraron sustratos con distintas caracteristicas fisicas (granos grandes y pequenos, con
o sin tegumento). También se tuvo en cuenta la informacién existente sobre incidencia de
contaminacién con aflatoxinas en la Argentina (Tabla [.3) y en el mundo a fin de trabajar
con granos que en la naturaleza parecen presentar diferente grado de susceptibilidad a la
contaminacion.

Maiz, sorgo y girasol fueron los sustratos seleccionados para analizar su compor-
tamiento en relacion a la acumulacién de aflatoxinas en condiciones ambientales contro-
ladas.
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El maiz es uno de los granos que se producen y comercializan en mayor cantidad en
el mundo. Cerca de la mitad de la produccién mundial corresponde a América del Norte,
pero también se obtienen cantidades apreciables en América Central y del Sur, Europa,
Asia y Africa. Los datos a nivel mundial sobre incidencia de aflatoxinas en maiz han
permitido comprobar la existencia de contaminacién en todas las dreas de produccién de
este cereal, a veces con concentraciones muy elevadas. En Estados Unidos, el 80% de la
exposicién humana a las aflatoxinas se estima que proviene del consumo de maiz y sus
subproductos (Smith y Moss, 1985).

El analisis de la distribucién de la contaminacién natural en granos de maiz indivi-
duales en la mazorca, muestran que es muy heterogénea y que esta en el rango que va de
400 a 80.000 ppb (Lee y col., 1980).

Los niveles de aflatoxinas son generalmente altos en maiz contaminado luego de la
cosecha comparado con el maiz contaminado en el periodo precosecha. Los niveles de
AFB, alcanzados son frecuentemente de 2.000 a 5.000 ppb en estados del sudeste de
Alabama (Davis y col., 1986).

Tal como se observa en la Tabla 1.3, en nuestro pais las aflatoxinas han sido detec-
tadas en el maiz en diferentes cosechas, tanto a campo como durante el almacenamiento.
También se han encontrado aflatoxinas en alimentos derivados de maiz (harinas) que son
principalmente destinados a la poblaciéon infantil. Cabe destacar, ademas, que este cereal
es de gran importancia econémica para la Argentina ya que representa la principal fuente
de ingresos por exportaciones (Bolsa de Cereales de Buenos Aires, 1984).

El sorgo generalmente es incluido entre los productos que son solo moderadamente
susceptibles a la contaminacién con aflatoxinas en el campo, pero cuando este producto es

almacenado en condiciones inadecuadas puede producirse contaminacion (CAST, 1989).

En algunos paises como Estados Unidos, la presencia de micotoxinas en sorgo repre-
senta un riesgo potencial para los animales debido a que la mayor parte es destinado a la
alimentacién animal. Un estudio de incidencia realizado por Shotwell y col. (1980), mostré
que de 197 muestras de sorgo provenientes de la cosecha 1975/1976 sélo cuatro contenian
aflatoxinas en pequenas cantidades (54 ng/g, 6 ng/g, 10 ng/g y 7 ng/g de aflatoxinas). Sin
embargo, la presencia de micotoxinas en granos en maduracién en el campo fue detectada
por McMillan y col. (1983), quienes analizaron muestras de 64 campos en Georgia entre
los afios 1980/1981 y observaron que un 56% de las muestras presentaban contaminacién
con aflatoxinas en niveles que variaron de 1 a 90 ppb.

En la Repiiblica de Sudafrica el sorgo es utilizado para la preparacion de cerveza.
Trinder (1988), investigé los niveles de aflatoxinas en productos de la industria cervecera
de su pais durante 5 afios. Aunque algunas muestras de malta de sorgo estaban alta-
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mente contaminadas con aflatoxinas, ninguno de los analisis realizados de cerveza mostro

cantidades significativas de aflatoxinas.

Los datos de incidencia de contaminacién con aflatoxinas en sorgo en nuestro pais
son escasos, si bien estas toxinas han sido detectadas en este cereal (Tabla I.3). Dadas
las condiciones en las cuales este producto suele almacenarse (monticulos a la intemperie)
existe un peligro potencial de contaminacién con micotoxinas. En relacion a suimportancia
econdmica este cereal alterna el segundo puesto con trigo en las exportaciones del pais.
Ademas se prevé un incremento en la produccién nacional de sorgo, ya que las épocas de
cosecha con respecto al continente europeo son opuestas y no existe un nivel apreciable de
reservas mundiales de este cereal. Por estas razones, y para contar en el estudio con un

grano de tamaifio pequeio, se seleccion6 también este cereal.

En relacién a las oleaginosas, los aspectos relacionados a la presencia de aflatoxinas
han sido extensamente investigados en productos tales como mani (Diener y Davis, 1966
y 1977; Varsavsky y col., 1985), semillas de algodén (Stoloff, 1976; Watson, 1984) y soja
(Elrlich y Ciegler, 1985; Nagarajan y col., 1973; Fernandez Pinto y col., 1991 b). En
cambio son escasos los estudios relacionados con el girasol, a pesar que éste ocupa el
segundo lugar en la produccién internacional de aceite y es la cuarta fuente de proteinas
provenientes de oleaginosas en el mundo (Nagarajan y col., 1974). Los escasos estudios
de incidencia realizados en el mundo indican la presencia natural de aflatoxinas en tres
paises. En Hungria, de 73 muestras analizadas el 9.6% contenia aflatoxinas; en Alemania
una de cuatro muestras analizadas estaba contaminada con 17 upg/kg y en Italia dos
muestras analizadas contenian entre 50 y 90 pg/kg (Chulze, 1985). En Estados Unidos,
se analizaron 89 muestras con sélo una positiva, conteniendo 8 ug/kg (Casper, 1981).

En nuestro pais (Tabla 1.3), en 300 muestras analizadas en diferentes cosechas prove-
nientes de las tres provincias de mayor produccién: Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe, se
encontré contaminacion con aflatoxinas con una incidencia que variaba de 4 a 28%. Los
niveles de contaminacién, generalmente, fueron menores a 20 pg/kg, a excepcién de tres
muestras de la provincia de Cérdoba (afo 1980) que contenian 70 pug/kg, 250 pg/kg y
357 pg/kg (Varsavsky y col., 1985).

El girasol es la principal oleaginosa producida en la Argentina, pais que aporta al
mercado mundial aproximadamente el 80% de subproductos oleaginosos, ocupando por
ello el primer puesto. Por eso, teniendo en cuenta que existen escasos estudios de este
sustrato, se considerd de interés incluirlo en el presente trabajo.
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TABLA 1.3
Contaminacién de Cereales y Oleaginosas en la Republica Argentina

ProbUCTO CARACTERISTICAS ANo N° DE % DE MUESTRAS  AFLATOXINAS
MUESTRAS POSITIVAS (rango ug/kg)
Mani(!) Confiteria 77/78 24 33 (4-76)
A campo 77/78 186 19 (30->1000)
Industrial 77/78 5 40 (22-40)
Pellets 77/78 49 326 (10-410)
A campo 77/78 72 16.7 (9- >1000)
Confiteria 78/79 35 0
A campo 78/79 182 6 (30->1000)
Industrial 78/79 3 0
Pellets 78/79 86 9.3 (5-135)
Almacenamiento 78/79 84 16.7 (9->1000)
Conlfiteria 79/80 47 6.3 (115-185)
Industrial 79/80 9 33 (100-1000)
Pellets 79/80 15 100 (20-360)
Maiz(V) A campo 76/77 50 10 (>5)
A campo 77/78 267 4.9 (>5)
Acopios 1981 53 24.5 (30-305)
Acopios 1981 41 34 (1.7-24.8)
A campo 83/84 87 334 (2-50)
A campo 86/87 70 11 (21-50)
Harina de maiz(!)  coccién ripida 1983 53 26.4 (3-40)
coccion lenta 1983 47 21.2 (3-40)
envasada
coccion lenta 1983 10. 20.0 (3-40)
sin envasar
Girasol(V) Almacenamiento 1978 50 4 (>5)
Acopios 1980 50 28 (20-357)
Acopio Cérdoba 1981 100 8 (12-28)
Acopio Bs.As. 1981 100 8
Sorgo(1) Almacenamiento 1983 24 4.1 (12-20)
(en monticulos)
Almacenamiento 1983 12 8.3 (30)
(en monticulos)
Soja‘?) Recién 1986 34 5.8 (Tx-14.5)
cosechados 1987 60 11.6 (4.5-36)

Tr: trazas (< lug/kg)

(1): Datos tomados del Taller Conjunto FAO/OPS sobre prevencién y control de micotoxinas en
América Latina y El Caribe, San José, Costa Rica, 23 de febrero de 1991.

(2): Datos tomados de Ferniandez Pinto y col. (1991 b)

28




I.4. Objetivos.

El presente trabajo tiene por objetivo el estudio de la influencia de la actividad acuosa,
el sustrato y el tiempo de incubacién sobre la acumulacién de aflatoxinas en cereales y
oleaginosas de importancia econémica para nuestro pais como maiz, sorgo y girasol.

Se analizardn los siguientes aspectos:

1. Efecto del tiempo de incubacion sobre la acumulaciéon de las aflatoxinas B,, B,, G;

yG2.

2. Influencia de la actividad acuosa en la acumulacién de aflatoxinas totales y en las

cantidades relativas de las cuatro aflatoxinas.

3. Comportamiento de los diferentes sustratos en relacidn a la susceptibilidad a la con-

taminacién con aflatoxinas.
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II. Materiales y Métodos

I1.1. Sustratos.

Se dispuso de granos de maiz, sorgo y girasol. El primero, proveniente de la zona
de Pergamino (Provincia de Buenos Aires) fue enviado por el Ing. E. Teyssandier del
Laboratorio de Semillas de Cargill. El sorgo y el girasol procedentes de la zona de Rio
Cuarto (Provincia de Cérdoba) fueron enviados por la Dra. S. Chulze de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto.

IL.2. Acondicionamiento de los granos.

Este proceso comprendié varias etapas que debieron cumplirse cuidadosamente segin

se describe a continuacion.

I1.2.a. Seleccion.

Esta etapa tuvo por objeto eliminar elementos extranos, granos partidos y/o deterio-
rados. Inicialmente se seleccionaron con ayuda de tamices de diferentes numeros de mallas
(5, 8, 12, 25 y 40 mesh) que se eligieron de acuerdo al tamaio del grano. Finalmente se
procedio a la seleccién manual, asegurando la presencia solamente de material sano.

I1.2.b. Desinfeccion.

Los sustratos fueron desinfectados superficialmente a fin de eliminar la micota conta-
minante, tratando de evitar tratamientos que pudieran alterar la viabilidad de los granos.

El material seleccionado se colocé en recipientes herméticos de 50 cm de didmetro
formando una capa delgada. Se agregé hipoclorito de sodio al 5% sumergiendo completa-
mente los granos, mezclando y agitando vigorosamente durante 5 minutos. Se enjuagé dos
veces con agua estéril, asegurando en cada etapa que los granos quedaran perfectamente
cubiertos. Aplicando la técnica descripta, se procedié a una nueva inmersion, durante 5

minutos, en etanol 70% y finalmente cuatro enjuagues sucesivos con agua estéril.

I1.2.c. Secado.

Esta etapa se realizé en equipo de flujo laminar de aire estéril, en ambiente previamente
desinfectado y calefaccionado. El material se dispersé sobre papel absorbente y se secé
bajo corriente de aire en repetidas secuencias midiendo la a,, al final de cada una de ellas,
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hasta alcanzar lo mas aproximadamente posible los niveles de a,, previamente establecidos.
Una vez logrado el nivel deseado, el material se dejé equilibrar en recipientes herméticos
a temperatura de refrigeracién durante una semana y se repitié la medicion de a,,. Los
valores finales de a,, alcanzados por los tres sustratos fueron 0.950, 0.925, 0.902, 0.868 y
0.851. Dentro de este rango se encontraron los valores de a,, imitantes para maiz y sorgo.
En el caso del girasol se detecté6 acumulacién de aflatoxinas en todos estos niveles de a,,
y por ello se realizé para este sustrato una experiencia mas al valor de a,, 0.827.

I1.3. Determinacion de la actividad acuosa.

Los valores de a,, se determinaron a 25°C utilizando un higrémetro eléctrico Vaisala
Humicap (manufacturado por Vaisala Oy PL 26 SF00421, Helsinki, Finland) con sensor
modificado por Driesen y Kern (Postfach 1126, Tangstedt, West Germany). Este fue
calibrado con soluciones salinas saturadas de a,, conocidas a 25°C (tabla II.1) y los
valores de a,, se calcularon a través de una recta de calibracién obtenida por cuadrados
minimos.

TABLA II.1

Valores de referencia de a,, que se adoptaron para las soluciones
saturadas a 25° C (Chirife y col., 1983).

Soluciones salinas saturadas a, (25°C)
(NH4)2SO4 (Merck N°1217) 0.802
KCl (Merck N°4936) 0.843
Cl,Ba (Merck N°1719) 0.902
KNO; (Merck N °5063) 0.925
K,SO, (Merck N°5153) 0.974

Las mediciones se realizaron en estufa de circulacidon forzada de aire a 25 + 0.2°C
fabricada por G.C.A. Corporation.

31



II.4. Preparacion del inéculo.

En el presente trabajo se utilizé una cepa de coleccién, Aspergillus parasiticus NRRL
2999, productora de aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG, y AFG,, que se cultivé en tubos
con agar papa dextrosa inclinado (Merck N°10130) durante 7 dias a 30°C.

A fin de obtener la suspension de esporas necesaria para inocular cada uno de los
sustratos equilibrados a un determinado nivel de a,, se partié6 de quince tubos con el
cultivo de la cepa en estudio, a cada uno de los cuales se agregaron 2.5 ml de solucién de
lauril sulfato de sodio (Vilmax) 0.1% y CINa Merck N °6404 en concentracién adecuada
para alcanzar el nivel de a,, correspondiente al sustrato de acuerdo a los datos de Chirife
y Resnik (1984).

Luego de agitar cada tubo en Vortex durante un minuto se recogié la suspension de
esporas proveniente de los quince tubos en un recipiente estéril, a fin de obtener un in6culo
de partida de concentracién uniforme de 107 esporas/ml. Ese valor se determiné haciendo

recuento de esporas en una camara cuentaglobulos de Thoma.

I1.5. Inoculacién.

El sustrato equilibrado se distribuyé en bolsas de polietileno en porciones de 100 g
en el caso de sorgo y maiz y de 50 g para el girasol, teniendo en cuenta la diferencia
del peso hectolitrico de los granos empleados para no modificar la relacion volumen del
in6culo/volumen del sustrato. Luego de sembrar el material contenido en cada bolsa con
2.5 ml de la suspensién de esporas descripta en 11.4, se mezclé cuidadosamente durante
10 minutos. Se reunié el contenido de las bolsas de a pares repitiendo la operacion de
mezclado y asi sucesivamente hasta formar una unica muestra de partida.

II.6. Incubacién.

Los granos inoculados se distribuyeron en condiciones de asepsia en cajas de Petri,
pesando en cada una 20 g de sorgo o maiz y 10 g cuando el sustrato fue girasol.

Las cajas se ubicaron en la parte superior de bandejas metalicas diseniadas de modo tal
que permitieron colocar en la parte inferior recipientes conteniendo soluciones con valores
de a, iguales a los de cada sustrato, a fin de mantener constante la humedad relativa de
la atmdsfera que rodeaba a los granos durante todo el periodo de incubaciéon. Para dos
de esos niveles de a,, se dispuso de soluciones salinas saturadas (tabla II.2). En los otros
casos se emplearon soluciones de NaCl cuyas concentraciones se obtuvieron de Chirife y
Resnik (1984). En este ultimo caso, el contenido de los recipientes se renové diariamente
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para evitar variaciones de humedad relativa debido a modificaciones en la concentracion
de esas soluciones no saturadas. Las concentraciones de las soluciones empleadas para

mantener la atmdsfera de humedad relativa figuran en la Tabla I1.2.

TABLA 11.2

Valores de a,, de las soluciones para mantener la humedad relativa
del ambiente

Solucién salina Concentracién (% p/p)  aw(25°C)
CINa (Merck N°6404) 21.0 0.827
CINa 19.0 0.851
CINa 16.5 0.868
Cl.Ba S.saturada (~ 50) 0.902
NO;K S.saturada (~ 50) 0.925
CINa 8.0 0.950

Las bandejas se introdujeron en bolsas de polietileno de 40 micrones de espesor y se
incubaron en estufa a 25 + 0.5°C (Longhi Hnos., DBO 120). Se retiraron tres cajas por
cada nivel de ¢, cada 7 dias a lo largo de un periodo de ocho semanas. Se autoclavaron
a 121°C durante 15 minutos, y se guardaron a —18°C hasta el momento de su analisis.

IL.7. Determinaciéon de la concentracion de las soluciones patrones de aflato-

xinas.

Se realizé siguiendo la técnica de “Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
26.006-26.012, 1980).

II.7.a. Calibracion del equipo.

Se utiliz6 un espectrofotémetro (Marca Metrolab, U.V. 260) capaz de medir absorban-
cia en el U.V. (200400 nm), con celdas de cuarzo de 1 6 0.5 cn. Para su calibracién se
prepararon tres soluciones de dicromato de potasio en acido sulfurico. Para obtener la
solucion 1 se disolvieron 0.0454 g de dicromato de potasio en 500 ml de soluciéon de acido
sulfirico de concentracién 9 mmol/l (1 ml de acido sulfiirico concentrado (96%) en 21 de
agua destilada). Sabiendo que el peso molecular del dicromato de potasio (Merck N °4864)
es 294.2, la concentracion final resultante fue:
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[solucién 1] = (90.8 mg/1) / 294.2 = 0.3086 (mmol/l)

La solucién 2 se preparé tomando 25 ml de la solucién 1 y llevando a 50 ml con la
solucién de dcido sulfirico.
Para obtener la solucién 3 se procedié de la misma manera, partiendo de la solucién

2, resultando las siguientes concentraciones:

[solucién 2] = 0.1543 mM
[solucién 3] = 0.0771 mM

Se determiné la absorbancia (A) de las tres soluciones (tabla I1.3) a la longitud de
onda de maxima absorcién que se encontro en la zona cercana a 350 nm, usando la solucién

de acido sulfirico (9 mmol/l) como blanco.

TaBLA II.3

Absorbancia de las soluciones de dicromato de potasio

Long. de onda  Absorbancia  Absorbancia = Absorbancia
(nm) solucién 1 solucién 2 solucion 3
310 0.460 0.234 0.120
320 0.490 0.250 0.127
330 0.700 0.355 0.180
340 0.900 0.450 0.228
345 0.960 0.485 0.243
346 0.970 0.490 0.245
348 0.970 0.490 0.245
349 0.990 0.490 0.246
350 0.990 0.493 0.245
351 0.990 0.493 0.245
352 0.990 0.493 0.245

Las maximas absorbancias se observaron en el rango de longitud de onda de 346 a 352
nm y se tomaron estos valores como referencia para el calculo del coeficiente de absorcién

molar (E).

E = A 1000/c-1

¢ = concentracién en mmol/]
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1 = longitud del camino 6ptico

Para las tres soluciones se obtuvieron los siguientes coeficientes:

E(1) = 3208
E(2) = 3195
E(3) = 3177

El factor de correccién (CF) se calculé de la siguiente forma:

CF = 3160 / Ep = 0.989

Ep = promedio de E(1), E(2) y E(3)

Un factor de correccién (CF) cuyo valor esta comprendido entre 0.95 y 1.05 indica

una correcta calibracién del equipo.

I1.7.b. Cuantificacién de las soluciones patrones de aflatoxinas.

Las aflatoxinas cristalinas (AFB,; , Sigma N° A6636; AFB,, Sigma N° A9887; AFG,,
Sigma N°A0138 y AFG,, Sigma N° A0263) se disolvieron en benceno (Merck N°783) -
acetonitrilo (Merck N°30) en la relacién 98:2.

Se determiné la maxima absorbancia de las soluciones entre 345 y 357 nm utilizando
celdas de 0.5 cm o de 1 cm de acuerdo a la concentracion de cada solucidn.

En la Tabla I1.4 se presentan los valores de absorbancia (A) de las soluciones patrones
de las distintas aflatoxinas en funcion de las longitudes de onda ().

La concentracion de las soluciones se calculé aplicando la siguiente férmula:
[AFLA) pg/ml=A -PM -1000 - CF/E -1
donde

A = Absorbancia a la longitud de onda de absorcién maxima
PM = Peso Molecular de la aflatoxina en cuestién

CF = Factor de Correccion (obtenido en I1.7.a)

E = Absortividad en benceno—acetonitrilo (98:2)

] = longitud de camino éptico

Los valores de E para las soluciones de las distintas aflatoxinas se muestran en la

Tabla IL.5.
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TABLA I1.4

Absorbancias de las soluciones patrones de aflatoxinas

A A A A A
(nm) AFB; AFB, AFG, AFG,
345 0.840 0.620 0.680 0.126
346 0.860 0.630 0.690 0.130
347 0.860 0.640 0.700 0.130
348 0.870 0.650 0.710 0.135
349 0.870 0.650 0.720 0.136
350 0.870 0.650 0.730 0.140
351 0.860 0.640 0.740 0.140
352 0.860 0.640 0.740 0.145
353 0.850 0.640 0.745 0.145
354 0.850 0.640 0.750 0.146
355 0.850 0.640 0.745 0.150
356 0.850 0.630 0.745 0.150
357 0.840 0.630 0.740 0.150
TABLA 115

Absortividades de las aflatoxinas en benceno:acetonitrilo (98:2)

Soluciones E
AFB; 19800
AFB, 20900
AFG, 17100
AFG, 18200
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Las concentraciones resultantes de las soluciones patrones fueron:

[AFB, ] = 27.126 pg/ml
[AFB,] = 19.316 pg/ml
[AFG, ] = 28.450 ug/ml
[AFG,] = 5.379 pg/ml

Estas soluciones se guardaron a —18°C protegidas de la luz y la humedad y fueron
estables durante un afo. Las concentraciones de estas soluciones se verificaron anualmente,
procediendo tal como se expuso. A partir de las mismas, se prepararon las soluciones
patrones de trabajo correspondientes, que se renovaron quincenalmente, para obtener una

concentracion final de:

[AFB;] = 2.7 pg/ml
[AFB,] = 0.9 pg/ml
(AFG;]) = 2.9 pg/ml
[AFG,;] =1.1 pg/ml

I1.8. Método de analisis de aflatoxinas.

Se utilizé6 la modificacién de Quiroga (1985) del método oficial BF (AOAC, 1980
26032). Este método fue recomendado para maiz y sorgo por el Grupo de Trabajo de
Micotoxinas del IV Congreso Argentino de Microbiologia, Buenos Aires (1985). También
presenta una recuperacion adecuada para el analisis de girasol (I. Rizzo, Instituto Nacional
de Farmacologia y Bromatologia, comunicaciéon personal).

En el caso de las muestras de sorgo y maiz se trabajé con 20 g por caja. Los granos
se colocaron en una licuadora, se agregaron 100 ml de metanol (Merck N °15827) - agua
(60:40), 40 ml de hexano (Merck N°4367) y 1 g de NaCl y la mezcla se agité a alta
velocidad durante 1 minuto. Con respecto al girasol se trabajé con 10 g por caja y las
cantidades de solventes y sal utilizadas se redujeron a la mitad.

La mezcla se filtr6 a través de papel de filtro y se dej6 reposar hasta que se separaron
las dos capas. Una alicuota (25 ml) de la capa metanol-agua fue extraida en primer lugar
en ampolla de decantacion con 25 ml de tolueno (Merck N °8325) agitando durante 1
minuto, y luego con 15 ml del mismo solvente. Ambos extractos se recogieron en un balén
luego de filtrar a través de sulfato de sodio anhidro (Merck N°6649). El sulfato de sodio
se lavé con dos porciones sucesivas de 5 ml de tolueno que fueron recogidos en el mismo
balén. El extracto se evaporé en evaporador rotatorio (Biichi 011, Suiza) hasta sequedad.
Luego se redisolvié en un volumen adecuado de benceno-acetonitrilo (98:2) en el momento

37



de su cuantificacién por cromatografia planar en cada delgada. Se utilizaron placas de
silica gel G60 de 0.25 mm de espesor (Merck N°5721). A 2 cm del borde de la placa se
sembraron con microaplicador (CAMAG) 0.5, 1, 1.5 y 2 ul de la solucion patrén junto
con 2y 5 ul del extracto de la muestra a una distancia de 1.5 cm entre si. El solvente de
desarrollo fue cloroformo (Merck N°10130) — acetona (Merck N°14), 9:1.

Se trabajo a temperatura ambiente en cuba sin saturar. El tiempo de desarrollo para
que el frente del solvente alcanzara 10 cm de la linea de siembra fue aproximadamente
20 minutos. Las placas se examinaron en un cuarto oscuro a una distancia aproximada
de 30 cm de una lampara ultravioleta (Desaga U.V. 131.000) a 366 nm. En las condi-
ciones de trabajo descriptas se obtuvo una buena resolucion de las cuatro aflatoxinas. La
concentracion de cada una de ellas se determiné por el método de comparacién visual.
Generalmente un determinado volumen del solvente empleado para la redisoluciéon del ex-
tracto resultaba adecuado para la cuantificacién de AFB; y AFG,, mientras que para
cuantificar AFB, y AFG,, que se encontraban en menor concentracién, fue necesario
llevar a sequedad nuevamente y redisolver el extracto en un volumen menor.

La concentracion de cada aflatoxina en la muestra, expresada en ug/kg se calcul6

mediante la ecuacion

Vp -Cp -Md
Vm -P

Contenido aflatoxina (ug/kg) =

Vp: pl de solucién patrén de aflatoxina que iguala el extracto de la muestra.
Cp: Concentracion de la solucion patron de aflatoxina en ug/kg.

Md: Volumen en ul de la dilucién final de la muestra.

Vm: pl de muestra cuya fluorescencia coincide con la de Vp.

P: Gramos de la muestra original contenidos en el extracto final.

La confirmacién de las toxinas se realiz6 rociando las placas con solucién de icido
sulfurico al 10% y observando el cambio de coloracion de las manchas fluorescentes de azul
o verde al amarillo.
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ITI. Resultados y Discusion

III.1. Influencia de la actividad acuosa y el tiempo de incubacién sobre la
acumulacion de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG,; y AFG; en sorgo.

En este sustrato no se detecté produccion de aflatoxinas a los niveles mas bajos de a,,
(0.851 y 0.868) a 25° C. No se han encontrado en bibliografia datos relativos a los valores
de a, limitantes para la produccion de aflatoxinas. Christensen (1970), cuando trabajé
con semillas de sorgo observé que la minima humedad relativa a la cual sufrian invasién era
75% (14% de humedad) y temperatura de 27° C. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo permiten concluir que el valor imitante de a,, para la produccion de aflatoxinas
en el tiempo estudiado (8 semanas) estd entre 0.868 y 0.902.

En las figuras I11.1, II1.2 y II1.3 se presenta la variacion de la concentracion de AFB,,
AFB., AFG; y AFG; con el tiempo de incubacién, en sorgo de a,, 0.902, 0.925 y 0.950
respectivamente y a 25°C. Para cada tiempo se presentan las medias (valores unidos por
lineas) y medianas (puntos sin unir) de cada una de las toxinas. Dado que la media es
muy sensible a la presencia de valores extremos se analiza también el comportamiento de
las medianas. Cuando entre los valores observados no se presenta ningin dato atipico,
ambas curvas coinciden. Como se puede observar en las figuras la tendencia de las curvas

de medias y medianas son similares.

Para sorgo de a, 0.902 (Fig. IIL.1), se observa que las aflatoxinas AFB, y AFG,
inician su acumulacion entre los 14 y los 21 dias de incubacién, mientras que AFG, se
detecta en muy ba.ja§ cantidades y recién a partir de los 35 dias. En el periodo estudiado se
observa AFB, solamente a los 42 dias. En todo el tiempo de incubacién AFG; es mayor
que AFB; y ambas varian poco en sus concentraciones entre los 21 y 42 dias, para luego

disminuir al promediar las 8 semanas de incubacién.

El tiempo tiene una evidente influencia en cuanto a las posibilidades de acumulacién
de las aflatoxinas individuales en sorgo. Antes de los 21 dias no se detectan cantidades
cuantificables de toxinas. A este tiempo sélo se observan AFB, y AFG, (25 ug/kg y 52
pg/kg respectivamente), mientras que las cuatro toxinas se detectan en un tinico tiempo
(42 dias) en concentraciones relativamente bajas (6 pg/kg de AFG,, 10 ug/kg de AFB,,
27 pg/kg de AFB, y 55 pg/kg de AFG,).

A una a,, de 0.925 (Fig. I11.2), al cabo de 7 dias se detectan AFB; y AFG; mientras
que AFB; y AFG; se empiezan a detectar a los 11 dias. Luego se observa que la concen-
tracion tiende a aumentar hasta los 21 dias, disminuye entre 21 y 35 dias, para alcanzar
nuevamente un maximo a los 35 dias. A tiempos mayores se produce un decrecimiento de

la acumulacién de las cuatro aflatoxinas.
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Figura lil.1-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en sorgo, aw 0.902(25 C).
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Figura lll.2-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en sorgo, aw 0.925(25 C).
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Figura llIl.3-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en sorgo, aw 0.950(25 C).
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Estas observaciones estin de acuerdo con los resultados obtenidos por otros autores.
Park y Bullerman (1981), trabajando sobre un medio de cultivo también observaron dos
picos a los 12 y 21 dias de incubacién a 25° C, explicando que las fluctuaciones pudieron
deberse a degradaciones producidas en cierta fase del crecimiento.

Otros autores observaron una disminucién de la acumulacién de aflatoxinas después
de un cierto periodo. Schindler y col. (1967), sugirié que la metabolizacién luego de un
maximo pudo deberse a la coincidencia de mdximo crecimiento e iniciacién de autélisis
provocando una fase de degradacién en el tiempo.

Marth y Doyle (1979) realizaron un anélisis critico de los factores que pueden con-
tribuir a la degradacion de las aflatoxinas presentes en cultivos de A. flavus y A. parasiticus
luego de cierto tiempo de incubacién. De dicho analisis surgen los siguientes factores:

a) La edad del micelio.

b) El micelio fragmentado es mas activo que el micelio intacto (algunas sustancias in-
tracelulares podrian ser responsables de la degradacién de las toxinas).

c) El sustrato que soporta mayor crecimiento de micelio también produce micelio con
maxima habilidad de degradar aflatoxinas.

d) La cepa mds productora es la que presenta la mayor degradacién.

e) La temperatura (maxima degradacién a 28°C siendo considerablemente menor a 7,
19, 36 y 45°C).

f) El pH (mdxima degradacién a pH 5.0 a 6.5).

g) Cantidad de aflatoxinas (mayor velocidad de degradacién a mayor concentracién de
aflatoxinas).

h) Cantidad de micelio (mayor velocidad de degradacién a mayor cantidad de micelio).

De acuerdo a lo expuesto, es evidente que durante el crecimiento fungico y la pro-
duccion de aflatoxinas existen dos procesos, uno de sintesis y otro de degradacién que
pueden ser simultineos en gran parte del periodo. El analisis realizado en cada tiempo,
evalua el efecto neto de ambos acontecimientos, que en este trabajo se denomina acu-
mulacién. Si la velocidad de produccién es mayor que la de degradacion, se observa un
aumento de la concentracién de las toxinas. En la situacién inversa, la toxina puede ser
metabolizada o reabsorbida por el mismo hongo que la produce a mayor velocidad, y se
presenta una fase de degradacion.

En sorgo de a,, 0.950 (Fig. IIL.3), a los cuatro dias de incubacion, ya se acumulan
cantidades considerables de toxinas en comparacién con aquellas producidas a los otros
niveles de a,,. Es la tinica a,, ala cual se detectan las cuatro toxinas antes de los 7 dias.
Winn y Lane (1978) detectaron aflatoxinas a las 48 horas en sorgo con un alto contenido de
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humedad (no especificado) e incubado a 25°C y 30°C a una humedad relativa ambiente
del 90%. Probablemente el nivel de a,, del sustrato sea superior a 0.950.

A partir de la primera semana, las cantidades de AFG,; a AFB,; guardan una relacién
que se mantiene constante (alrededor de 2:1) a lo largo de todo el periodo de incubacién.
Las cantidades relativas de AFG; y AFB, no se ven tan afectadas por el tiempo a este
nivel de a,, como a 0.925 (figura III.2). Por su lado, AFB, y AFG, varian poco con el
tiempo de incubacién y son mucho menores que las anteriores.

III.2. Influencia de la actividad acuosa y el tiempo de incubacién sobre la
acumulacion de aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG,; y AFG, en maiz.

Las figuras III.4 a III.7 ilustran la produccién de AFB,, AFB,, AFG; y AFG, por
A. parasiticus NRRL 2999 inoculado en maiz de a,, 0.868, 0.902, 0.925 y 0.950 respectiva-
mente en funcién del tiempo de incubacién y a 25° C. Las medianas y las medias presentan
mayor grado de coincidencia entre ambos valores respecto a lo observado en sorgo.

En estas condiciones no se detectaron aflatoxinas a a,, 0.851; por lo tanto el valor
limitante estd en el rango de a,, 0.851-0.868 a 25°C y durante 8 semanas de incubacidn.
Hunter (1969) observé que a a,, 0.84 y 25° no se detectaban aflatoxinas en maiz y si a
a,, 0.86 que coincidi6 con el valor informado por Sauer y Burroughs en 1980.

En el maiz acondicionado a a,, 0.868 (figura II1.4) se empiezan a detectar las cuatro
aflatoxinas en el intervalo comprendido entre los 14 y los 21 dias de incubacién, mientras
que los valores de mayor acumulacién se observan en el rango de 28 a 35 dias. Las can-
tidades de AFG, son pricticamente coincidentes con las de AFB, luego de los 42 dias y
hasta el final de la incubacién.

Con respecto al maiz de a,, 0.902 (figura II1.5), a los 7 dias de incubacién se detectan
las cuatro toxinas y se observa que AFG,; y AFB,; alcanzan un maximo a los 28 dias,
seguido de una fase de rapida degradacion que luego aumenta presentando un segundo
pico a los 49 dias. Estas fluctuaciones son semejantes a las observadas en sorgo de a,,
0.925 (figura II1.2).

En este valor de a,, se observa, al igual que en la curva correspondiente a 0.868 (figura
II1.4) una neta separacién entre la acumulacién de AFG, y AFB,, siendo la primera mayor
a la segunda en todo el periodo estudiado.

La variacion de las cuatro aflatoxinas en funcién del tiempo, en maiz de a, 0.925
(figura II1.6) muestra que la curva de AFB,; se acerca a la de AFG,; mientras que la de

AFG,. se acerca a la de AFB,.
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Figura lll.4-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en maiz de aw 0.868(25 C).
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Figura lll.5-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en maiz de aw 0.902(25 C).
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Figura lll.6-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en maiz de aw 0.925(25 C).
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Figura lIl.7-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en maiz de aw 0.950(25 C).
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En la figura III.7, maiz de a,, 0.950, las curvas de acumulacién de AFB, y AFG,; son
notoriamente semejantes en cuanto al perfil y a las cantidades acumuladas. Lo mismo se
observa en las curvas de AFB, respecto a AFG;. Ademis es interesante observar que
se produce un maximo al cabo de 2 semanas de incubacién, seguida de una degradacién.
Mashaly y El Deeb (1982), sugirieron que altas concentraciones de aflatoxinas podrian
estimular al hongo a degradarlas. El material que tiene mayor contenido de humedad es el
que presenta mayor crecimiento y esto explicaria la rapida disminucién de la concentracién
de las aflatoxinas en funcién del tiempo que se observa en figura III.7.

La acumulacién de AFG, y AFB, a a,, 0.950 es mucho mayor que en los otros niveles
estudiados. En cambio la acumulacién de AFG; y AFB; no se incrementa practicamente
respecto de los valores de a,, menores (0.925, 0.902, 0.868).

IT1.3. Influencia de la actividad acuosa y el tiempo de incubacién sobre la
acumulacién de aflatoxinas AFB,, AFB,, AFG, y AFG, en girasol.

En girasol, el nivel mas bajo de a,, estudiado fue 0.827, y debido a que no se detectd
ninguna de las toxinas durante el periodo de incubacion estudiado, se puede inferir que
la a,, limitante en girasol almacenado a 25° C se encuentra entre 0.827 y 0.851. No se
encontro en la literatura ningun valor de a,, limitante relacionado con este sustrato.

En las figuras II1.8 a II1.12 se presenta la acumulacion de las cuatro aflatoxinas en
funcion del tiempo de incubacién en girasol con a, ajustada a los valores 0.851, 0.868,
0.902, 0.925 y 0.950 respectivamente, a una temperatura de 25° C. En este sustrato al igual
que en maiz, se observa una mayor coincidencia entre medias y medianas respecto de lo
observado en sorgo.

En la figura II1.8, correspondiente a la minima a,, a la cual se observa acumulacion
de aflatoxinas (0.851), se destaca un largo periodo de latencia en la biosintesis, puesto que
las toxinas se comienzan a acumular en el intervalo comprendido entre los 28 y 35 dias.
Luego de alcanzado el maximo a los 42 dias, se presenta una rapida degradacion. Las
curvas de las cuatro aflatoxinas presentan un perfil semejante, siendo la acumulacion de
AFG, la mas importante.

El girasol con a,, 0.868 (figura II1.9) muestra que se inicia la acumulacion a partir de
los 14 dias observandose luego un aumento gradual de la concentracion hasta obtenerse un
maximo en los tiempos estudiados a los 49 dias de incubacidon. Las mayores acumulaciones
correspondieron a AFB; y AFG,. También se destaca a este nivel de a,, que los valores
de AFB,; y AFG, asi como los de AFB, y AFG, se presentan muy proximos entre si.
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Figura ll.8-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en girasol, aw 0.851(25 C).
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Figura llIl.9-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en girasol, aw 0.868(25 C).
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Figura IIl.10-Acumulacion de AFB1,AFB2,
AFG1y AFG2 en girasol, aw 0.902(25 C).
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Figura lll.11-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en girasol, aw 0.925(25 C).
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Figura lll.12-Acumulacion de AFB1, AFB2,
AFG1y AFG2 en girasol, aw 0.950(25 C).
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En la figura II1.10, correspondiente a a,, 0.902 se observa que al cabo de 7 dias es
posible detectar AFB, y AFG, y a los 14 dias también AFB, y AFG,. Los resultados
demuestran que este contenido de agua del sustrato es muy propicio para la biosintesis
de AFG; que alcanza cantidades significativamente mayores respecto de AFB;, compor-
tamiento realmente contrastante con el observado a a,, 0.868 (figura II1.9) en el que las
curvas de AFB, y AFG, se acercaban.

En la figura III.11, girasol de a,, 0.925, se observa un constante aumento de la concen-
tracion de AFB, y AFG, a lo largo del periodo de incubacién sin que se haya alcanzado
para estas toxinas la fase de degradacién que en general fue observada en todas las demas
experiencias con este sustrato. Para las otras dos aflatoxinas, luego de una maxima acu-
mulacion a los 35 dias y un decrecimiento a los 42 dias, se observa un nuevo incremento
en la acumulacién.

En la figura II1.12, girasol de a, 0.950, se observa que la acumulacién de AFB, y
AFG, se ven significativamente favorecidas respecto de AFB, y AFG, y muestran una
alta velocidad de acumulacién a partir de los 21 dias de incubacién.

II1.4. Definicién de los pardmetros cinéticos para el estudio de la acumulacion
de aflatoxinas.

Algunos autores, a fin de estudiar el efecto de diferentes sustratos o de distintos
componentes del mismo o bien el comportamiento de diversas variedades o hibridos sobre
la produccion de toxinas, realizan entre una a tres determinaciones en el tiempo: 7 dias,
Nagarajan y col. (1974); 2 semanas, Llewellyn y Eadie (1974); 21 dias, Diener y Davis
(1977); 48 y 72 horas, Winn y Lane (1978); 10 y 21 dias, Park y Bullerman (1983b); 20,
30 y 50 dias para comparar cultivares de cebada, Chang y Markakis (1980).

Cuando se analiza la acumulacién de aflatoxinas en funcion del tiempo (Fig. III.1 a
IT1.12) se observa que en ciertos periodos la concentracion es creciente y en otros disminuye.
Por ello no es adecuado la elecciéon de tiempos fijos para realizar este tipo de estudio. Es
conveniente elegir un periodo con una extension razonable en el tiempo, e incluir un niimero
suficiente de determinaciones que permitan tener conocimiento de la tendencia global de
la acumulacidn.

En relacién a la influencia del contenido de agua del material sobre la produccion de
micotoxinas, algunos autores extraen conclusiones comparando resultados obtenidos a un
unico tiempo. Diener y Davis (1977) estudiaron la acumulacién de aflatoxinas luego de 21
dias de incubacién en mani sano maduro, partido maduro e inmaduro en funcién de la a,, .
Chang y Markakis (1980), analizaron la influencia de la humedad sobre la acumulacién de
aflatoxinas en cebada al cabo de 20 dias. Niles y col (1985), estudiaron el efecto combinado
de la a,, y la temperatura sobre la produccién de aflatoxinas en trigo luego de 30 dias de
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incubacién. Durakovik y col. (1987) observaron el cambio en la acumulacién de AFB, y
AFG; en maiz entero y partido a contenidos de humedad de 20, 30 y 40% a los 70 dias
de incubacién comparado con los miximos de ambas toxinas obtenidos a 14 y 21 dias
respectivamente.

En la figura II1.13 se presenta la variacién de las aflatoxinas totales (AFT), suma de
AFB; + AFB,; + AFG; + AFG;, en funcién del tiempo de incubacién a los distintos
valores de a,, estudiados en maiz en el presente trabajo.

Como se puede observar, el tiempo necesario para alcanzar la maxima produccién
depende del nivel de a,, del sustrato. Un analisis a los 35 dias mostraria que la a,, 0.925
es la que presenta la mayor acumulacién, pero si el estudio se realizara a los 14 dias la a,,
de maxima acumulacion es 0.950.

La metodologia de un tnico tiempo (o pocos puntos en un periodo corto), no permite
conocer el comportamiento completo de la acumulacién y puede conducir a conclusiones
contradictorias o erréneas. Situaciones que en algunos trabajos mencionados se interpretan
como inhibicién o resistencia a la contaminacién (Nagarajan y col., 1974), pueden ser en
realidad un retraso en la iniciacién de la produccién debidas a que algunos de los datos
que se comparan corresponden a fases en las que prevalece o bien la degradacion o bien la
acumulacion.

De acuerdo con lo expuesto, conviene obtener las curvas de acumulacién. La evaluacion
de las mismas permite calcular los parametros cinéticos que se definen a continuacion y se

ejemplifican en la figura II1.14.

* P;: Periodo en el que se inicia la acumulacién de cantidades detectables de aflatoxinas.
La notacién (a,b] indica que la toxina comienza a acumularse en algiin momento
entre los dias a y b donde a es el tiempo de la determinacion anterior y b el
tiempo en el que se detecté la toxina.

* T,,: Tiempo en el que se alcanza el valor maximo absoluto en el periodo de incubacién.
Cuando éste es observado en mas de una situacion el T,, se obtuvo a partir
del promedio ponderado de los datos correspondientes y fue expresado con un
asterisco (*).

* A,.: Maximo valor de la concentracién de aflatoxinas alcanzado en el periodo de in-

cubacion estudiado.

Estos parametros seran aplicados en el presente trabajo para analizar la influencia de
la a,, el tiempo de almacenamiento y el sustrato sobre la acumulacién de aflatoxinas por

A. parasiticus.
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Figura lll.13-Acumulacion de AFT
en maiz a diferentes aw.
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Figura lll.14 - Definicion de los
Parametros Cineticos.
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II1.5. Influencia de la actividad acuosa sobre los parametros cinéticos en sorgo.

En las Tablas III.1 y III.2 se ilustra la influencia de la a, sobre los parametros
cinéticos definidos en III.4 ( P;, T, y Ay ). La minima a,, ala cual se produce biosintesis
de las aflatoxinas AFB,;, AFB,;, AFG; y AFG; en sorgo a 25°C es 0.902. A ¢, 0.868
y 0.851 no se detectaron aflatoxinas a lo largo de las 8 semanas de incubacién en las que
fueron realizados los analisis. En todos los casos se observa que a medida que disminuye
la a,,,la A,, es menor a la vez que aumenta el P;.

En cuanto al tiempo requerido para alcanzar el valor maximo (T,,) parece ser in-
dependiente del nivel de a,, para AFB,, AFG; y AFG;, mientras que disminuye para
AFB; al aumentar la a,,. Esta toxina es la se acumula en menor cantidad para los niveles

0.925 y 0.950. A a,, 0.902 se detecta sélo a los 42 dias.

Es interesante analizar el efecto de la a,, sobre los valores de A,,. Cuando la a,
disminuye de 0.950 a 0.925 se observa una reduccién de siete veces en la concentracion
maxima de AFB,, y casi nueve veces en AFG;. La reducciéon es de dos o tres veces
para AFG, y AFB; respectivamente. Cuando el nivel de a,, disminuye de 0.925 a 0.902,
se produce también una reduccion de A,,. En el caso de AFB;, AFG, y AFG, esta
reduccién (entre diecisiete a treinta veces) es mucho mayor que en el caso anterior, cuando
la a,, baja de 0.950 a 0.925.

Por todo lo expuesto surge que pequenas variaciones de la a, pueden ejercer un
marcado efecto en la acumulacion de aflatoxinas en este sustrato. Esta caracteristica es
importante durante el almacenamiento, ya que la presencia de zonas de alta humedad

generaria contaminaciones peligrosamente altas en forma localizada.

II1.6. Influencia de la actividad acuosa sobre los parametros cinéticos en maiz.

En las Tablas II1.3 y III.4 se presentan los parimetros cinéticos en funcién de la
actividad acuosa para AFB;, AFB;, AFG; y AFG; en maiz. La actividad acuosa mas
baja a la que se produce toxina es 0.868 mientras que una a,, de 0.851 resulto inhibitoria
para la biosintesis de aflatoxinas en el periodo estudiado.

A la actividad acuosa 0.868 se presenta un retardo en la iniciacién de la acumulaciéon
de todas las aflatoxinas en este sustrato (P; 14 dias) respecto de los valores obtenidos a
los niveles mayores de a,,.

La A,, aumenta con la a,, siendo la magnitud del incremento dependiente de la
toxina. Por ejemplo, la A,, de AFB; en el rango de a, 0.868 a 0.950 muestra un
aumento de nueve veces y para AFB, y AFG; fue de 4.2 y 4.7 respectivamente. Por su
lado AFG, presenta un comportamiento diferente, ya que no se observa una disminucién
al variar entre 0.950 a 0.868. Este resultado indicaria que el agua disponible del sustrato
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Tabla lll.1-Parametros Cineticos de AFB1 y AFB2

en sorgo.
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0861 9= ===c= cccce ecaea-
0868 3 ~c-cce  ccecce ccea-
0.902 (14-21] 36 64
0.926 (0-7] 36 1080
0.960 (0-4] 36 8100
Sorgo - AFB1
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0861 9 scme-e ececae ece--
0868  ~ec=c cecmee eceee-
0.902 (36-42] 42 24
0.926 (7-11] 36 87
0.960 (0- 4] 21 288

Sorgo - AFB2
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Tabla lll.2-Parametros Cineticos de AFG1 y AFG2

en sorgo.
aw Pi Tm Am
(dias)  (dias) (ug/Kg)
0861 = =---= ccccc ccea-
0868 ---== cccce ceee-
0.902 (7-21] 39. 86
0.926 (4- 7] 36 1623
0.960 (0- 4] 36 13260
Sorgo - AFG1
aw Pi Tm Am
(dias)  (dias) (ug/Kg)
0861 9 ~--=e- e;cee  ceeea-
0868 2 ~--==- c-eee  eeeea-
0.902 (28-36] 36 11
0.926 (7- 11] 36 226
0.960 (0- 4] 36 430

Sorgo - AFG2
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Tabla 1ll.3-Parametros Cineticos de AFB1y AFB2

en maiz.
aw Pi Tm Am
(dias) (dias)  (ug/Kg)
0.861 meme mmmme ea-ee
0.868 (7-14] 32- 2900
0.902 (0-7] 28 6400
0.926 (0-71 36 10800
0.960 (0-7] 14 27000
Maiz - AFB1
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0861 = ~==-=  ecemee ceee-
0.868 (7-14] 36 604
0.902 (0-7] 42+ 773
0.926 (0-7] 42 2060
0.960 (0-7] 28 2637




Tabla lll.4-Parametros cineticos de AFG1 y AFG2

en maiz.
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0861 = =--e= ceecen  ee-a-
0.868 (7-14] 28 6600
0.902 (0- 7] 36+ 10120
0.926 (0- 7] 36 16280
0.960 (o- 7] 14 31600
Maiz - AFG1
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0861 = ~--== cc-e- eeee-
0.868 (7-14) 36 2600
0.902 (0- 7] 36 2270
0.926 (0- 71 42 3900
0.960 (o- 7] 28 3600

Maiz - AFG2
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afecta de diferente manera la biosintesis de los cuatro metabolitos producidos por A.
parastticus.

Para las cuatro aflatoxinas, los valores menores de T, se observan al nivel mds alto
de a,, (0.950).

IIL.7. Influencia de la actividad acuosa sobre los parametros cinéticos en gira-
sol.

En las tablas III.5 y III.6 se presenta la influencia de la a,, sobre los parametros
cinéticos de la acumulacion de AFB;, AFB,, AFG, y AFG, en girasol. Un pequeio
aumento en la a,,, de 0.851 a 0.868, tiene un efecto marcado en la concentracién maxima
alcanzada (A,.), Que muestra un crecimiento de 10 veces para AFB,;, 5 para AFB,, 4
para AFG,; y 2.5 para AFG,;. Sin lugar a dudas la a,, 0.950 es la que presenta la mayor
acumulacién con un crecimiento de la A,, desde la a,, menor (0.851) a la mayor (0.950)
que varia de 8 para AFG, a 21 veces para AFB, . Las variaciones para los valores de A4,,
de las actividades acuosas intermedias no presentan una tendencia definida. Los T, de las
cuatro aflatoxinas son altos, mayores a los 40 dias para casi todas las actividades acuosas,
excepto el T,, de AFB, y AFG, a a, 0.950 que son de 28 y 35 dias.

IIL.8. Comparacion de los parametros cinéticos de acumulacién de aflatoxinas
totales en girasol, maiz y sorgo.

La acumulacion de las aflatoxinas totales se obtuvo sumando las concentraciones de-
tectadas de AFB,;, AFB,, AFG, y AFG, en cada tiempo estudiado. De acuerdo a esta
definicion el P; resulta ser el periodo correspondiente a la toxina detectada mas precoz-
mente.

Para cada uno de los niveles de a,, considerados se analiza comparativamente el P;,
T,. y An entre los tres sustratos, correspondiendo la parte superior de las figuras II1.15 a
111.19 a los dos primeros parametros y la parte inferior a la acumulacion maxima de AFT.

La menor actividad acuosa a la cual se observa produccion de aflatoxinas es 0.851 y
solamente ocurre en girasol (figura II1.15). Los valores de P; y T,, son bastante elevados
(35 dias y 42 dias respectivamente) y la cantidad maxima acumulada es 540 pg/kg, in-
dicando que en estas condiciones ambientales la biosintesis de aflatoxinas esta totalmente
restringida en maiz y sorgo, siendo los valores observados en girasol relativamente bajos.

En la tabla II1.7 figuran los valores de a,, minimos encontrados en bibliografia para
la acumulacién de aflatoxinas en productos agricolas. Para la construccion de la misma se
han considerado solamente aquellos trabajos en los cuales se habia informado el nivel de
a, del sustrato o aquellos en los que el mismo pudo ser calculado en forma aproximada.
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Tabla lll.5-Parametros Cineticos de AFB1 y AFB2

en girasol.
aw Pi Tm Am
(dias) (dias)  (ug/Kg)
0827 9 —-==== =mece  cccaa-
0.8651 (28-36] 42 640
0.868 (7- 14] 49 6400
0.902 (0 -7 42 4060
0.926 (0 -7 61 6400
0.960 (0 - 71 28 13800
Girasol - AFB1
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0827 = ---== <c==e=  e-==-
0.861 (28-36] 42 192
0.868 (7 -14] 49 960
0.902 (7 -14] 42 960
0.926 (o - 7] 66 960
0.960 0 - 7] 49 2660

Girasol - AFB2
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Tabla lll.6.Parametros Cineticos de AFG1 y AFG2

en girasol.
aw Pi Tm Am
(dias) (dias) (ug/Kg)
0827  meecee  cmeee | eeee-
0.861 (28-36] 42 1264
0.868 (7 -14] 49 6060
0.902 (0 - 7] 42 8840
0.926 (0 - 7] 61 7600
0.960 0 - 71 36- 20240
Girasol - AFG1
aw Pi Tm Am
(dias) (dias)  (ug/Kg)
0827 = —---e=  eeeee eee--
0.861 (28-36] 42 630
0.868 (7 -14] 66 1288
0.902 (7 -14] 42 2160
0.926 (0 - 7] 66 1760
0.960 (0 - 7] 49 4293

Girasol - AFG2
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Figura ll.15.Parametros Cineticos de la
acumulacion de AFT en los distintos
sustratos a aw 0.851.
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Figura lll.16.Parametros Cineticos de
Acumulacion de AFT en los distintos
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Figura lll.17.Parametros Cineticos de

Acumulacion de AFT en

los distintos

sustratos a aw 0.902.
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Figura lll.18.Parametros Cineticos de
Acumulacion de AFT en los distintos

sustratos a aw 0.925.

Tiempo (Dias
80 )

Girasol Maiz Sorgo
Material
B i Tm
Aflatoxinas(mg/Kg)
60
50
40
30
20
10
0 n ' 1 1 1
Girasol Maiz Sorgo
Material

C3 Am



Figura lll.19. Parametros Cineticos de
Acumulacion de AFT en los distintos
sustratos de aw 0.950.
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TABLA II1.7

Valores limitantes de a,, parala acumulacion de aflatoxinas

en diferentes productos agricolas

* (valores estimados)

Producto Hongo a,, min T Referencias
Trigo A. parasiticus 0.90 20°C Niles y col. (1985)
Avellanas A. parasiticus 0.70 20°C Sanchis y col. (1988)
Caupi (poroto) A. flavus 0.89 21°C Koehler y col. (1985)
Maiz A. parasiticus ~0.90* 24 a28°C Ramboy col. (1975)

A. flavus
Maiz A. flavus 0.87* 24°C Trenk y Hartman (1970)
Maiz A. flavus 0.86 25°C  Hunter (1969)
Soja A. parasiticus 0.865 25°C Fernandez P. y col.(1991 a)
Trigo A. parasiticus 0.875 25°C Niles y col. (1985)
Arroz A. flavus 0.85 25°C  Boller y Schroeder (1974)
Maiz A. flavus 0.89 26°C  Trucksess y col. (1988)
Soja A. flavus 0.88 26°C  Trucksess y col. (1988)
Porotos pintos A. flavus 0.85 26°C  Trucksess y col. (1988)
Maiz A. flavus 0.86 28°C  Sauer y Burroughs (1980)
Pistacho A. flavus 0.85 29°C Denizel y col. (1975)
Arroz A. parasiticus 0.80 30°C Boller y Schroeder (1974)
Mani(esterilizado) A. flavus 0.82-0.84 30°C Diener y Davis (1977)
Mani(desinfectado) A. flavus 0.83-0.85 30°C Diener y Davis (1977)
Maiz A. parasiticus < 0.87 30°C Montani y col. (1988 b)
Caupi A. flavus 0.82 30y37°C Koehler y col. (1985)
Trigo A. flavus 0.825 40°C  Niles y col. (1985)
Trigo A. flavus 0.90 425°C Niles y col. (1985)

Se observa que la a,, limitante depende de la interaccién entre los factores que integran el

triangulo sustrato, cepa, medio ambiente.

No se han encontrado en bibliografia datos referidos a los valores de @, limitantes
para la produccién de aflatoxinas en sorgo y girasol. A la temperatura utilizada en el
presente trabajo (25°C), Hunter (1969) reporté un valor limitante de a, 0.86 para la
acumulacién de aflatoxinas en maiz que es similar al obtenido en este trabajo. El unico

72




valor que llama la atencién por ser mucho menor que los observados por otros autores y
los de este trabajo es el obtenido por Sanchis y col. (1988). Estos autores, trabajando con
avellanas a 20° C encontraron una produccién de 12 ppm a a,, 0.70. La medicién de la
a, se realizé antes del agregado del inéculo. Este consistié en una suspensién de esporas
cuyo nivel de a,, no fue ajustado al del sustrato. Seguramente entonces la muestra varié
su a, localmente luego de agregado el inéculo, de alli el nivel de acumulacién observado
en el trabajo.

Con respecto al maiz y girasol de a,, 0.868 (figura III.16) se observa que los valores
maximos de aflatoxinas totales (AFT) son semejantes como también los periodos necesarios
para que se inicie la acumulacion; sin embargo el tiempo para alcanzar el maximo (T),)
€s menor en maiz que en girasol.

Los parametros obtenidos para las AFT en maiz, sorgo y girasol de a,, 0.902 (figura
I11.17) muestran que el girasol y el maiz empiezan a acumular toxinas dentro del mismo
periodo, mientras que se presenta un retardo de dos semanas para el sorgo.

Las acumulaciones maximas de AFT son semejantes en maiz y girasol mientras que
la observada en soja es mucho menor. El tiempo necesario para alcanzar el valor maximo
de AFT en sorgo es intermedio entre aquel que corresponde al maiz y al girasol siendo el
de este ultimo el mayor.

A a, 0.925 (figura I11.18) se empieza a detectar toxinas en los tres materiales dentro
del mismo periodo. En girasol se observa que transcurre el mayor tiempo para alcanzar el
valor maximo con respecto a los otros sustratos. En el maiz se acumula mas que en girasol
y en este mas que en sorgo.

La actividad acuosa més alta estudiada (0.950), muestra resultados interesantes al
comparar los tres sustratos (figura II1.19). En maiz se acumula mayor cantidad de AFT,
y este valor se alcanza en el menor tiempo; significa que presenta la mayor velocidad de
acumulacion, mientras que la menor se registra en sorgo.

En la figura I11.20 se presenta la relacién de las A,, de las AFT entre los distintos
sustratos en funcién de la a,,. A medida que aumenta la a,, en el rango 0.868-0.925,
aumenta la relacién de AFT acumuladas en maiz respecto de girasol. A 0.950, a pesar de
ser mayor las AFT en maiz respecto de girasol, la relacion tiende a disminuir.

Cuando se compara el sorgo con respecto al girasol, se observa que a medida que
aumentala a,, la relaciéon también se hace mayor, si bien la cantidad de AFT acumuladas
en girasol siempre es superior. El sorgo, por lo tanto, a todos los niveles de a,, estudiados
resulta ser un sustrato poco propicio desde el punto de vista de las maximas cantidades

acumuladas.
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Figura Ill.20-Acumulacion maxima
de AFT.Relacion entre materiales

|
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III.9. Comparacién entre girasol, maiz y sorgo de las acumulaciones maximas
de AFB,, AFB,, AFG, y AFG,.

En las figuras II1.21.a y II1.21.b se presenta la acumulacién maxima de AFB; y
AFG; en los distintos materiales a los diferentes niveles de a,, estudiados. Se observa
que AFB, a a, 0.868 (figura III.21.a), se acumula dos veces mas en girasol que en maiz.
Al aumentar la actividad acuosa este dltimo resulta ser el sustrato mas favorable a la
acumulacion de esta toxina. La concentracién acumulada en sorgo siempre es menor que
en los otros dos sustratos.

La figura II1.21.b muestra que para todos los niveles de a,, se acumula mayor cantidad
de AFG; en maiz que en girasol, siendo este efecto mucho mas marcado a a,, 0925y a
a, 0.950. En forma similar a lo observado para AFB, , la menor acumulacién de AFG,; se
observa en sorgo aumentando a medida que se incrementa la a,,.

En la figura I11.22.a se observa que la a,, 0.925 resulta propicia para la acumulacién
de AFB; en maiz mientras que a los otros niveles de a,, se acumula menos en ese sustrato
que en girasol.

En la figura II1.22.b se observa que la acumulacién de AFG, en maiz es mayor que
en girasol en el rango de a,, 0.868 a 0.925. A a,, 0.950 el girasol resulta ser el sustrato
en el cual la acumulacion de esta toxina es mayor. Cabe destacar que a a,, 0.868 el com-
portamiento de los sustratos en relacién a la acumulacién de AFG, es diferente respecto
de lo observado para las otras aflatoxinas, ya que a esta a,, se incrementa notoriamente

la acumulacidon en maiz.

II1.10. Relaciones entre las acumulaciones maximasde AFB,, AFB,, AFG, y
AFG, para los distintos materiales.

Las figuras I11.23.a a II1.25.b presentan las relaciones de la acumulacién maxima de
las cuatro aflatoxinas tomadas de a pares a las diferentes actividades acuosas de girasol,
maiz y sorgo.

En la figura II1.23.a se puede observar que para los tres sustratos en estudio y todos los
niveles de a¢,,, AFG,; aventaja en sus acumulaciones maximas a AFB; excepto en girasol
de a,, 0.868, dondela A,, de AFB, resulta mayor. En sorgo se observa una disminucion
de la relacion de AFB; a AFG, a medida que aumenta la a¢,,. En maiz esta relacién

presenta un incremento a medida que aumenta la a,,.
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En girasol de a,, 0.851 (figura I11.23.b), las cantidades acumuladas de AFG, respecto
de AFB, son semejantes y la relacién se reduce bruscamente con un pequefio aumento de
la a,, de 0.851 a 0.868. En maiz, esta relacién disminuye a medida que aumenta la q, .
En sorgo, AFG, es menor que AFB,; en todos los niveles de a,,, y la mayor relacion se
presenta para a,, 0.950.

La figura II1.24.a muestra que AFG;, siempre es menor que AFG; en todos los sus-
tratos y para todos los niveles de a,, estudiados. En maiz de a,, 0.868, relacién mas alta
de la figura, la A,, de AFG; es casi la mitad de aquella alcanzada por AFG;. A la a,
mas alta (0.950) la acumulacién de AFG, resulta poco favorable con respecto a AFG; en
sorgo.

En la figura II1.24.b la relacidn de los valores de A,, de AFB, a AFB; muestra que
esta ultima es siempre mucho mayor. A a, 0.851 la acumulacién de AFB, se ve mas
favorecida con respecto a AFB,; en girasol. Lo mismo ocurre en sorgo a a,, 0.902. En
este sustrato ademas, la proporcién va disminuyendo con el aumento de la a,, .

En la figura II1.25.a se observa que la A,, de AFG, es siempre mucho mayor que
la de AFB,. La figura II1.25.b muestra que la A4,, de AFB; es mucho menor que la de
AFG; con excepcion de sorgo a a,, 0.902 en el cual AFB, duplica en valor a AFG,.

Los resultados observados en las figuras anteriores permiten afirmar que tanto el sus-
trato como la actividad de agua influyen sobre las cantidades relativas de las cuatro afla-
toxinas producidas por A. parastticus.

Otros autores observaron también variacién de las cantidades relativas de las afla-
toxinas en funcién de distintos factores. Entre estos mostraron tener influencia sobre la
relacion de AFB; a AFG,, el tiempo (Schindler y col., 1967; van Walbeeck y col., 1969;
Denizel y col., 1976; Park y Bullerman, 1981), la temperatura (Epstein y col., 1970; Park
y Bullerman, 1981) y el sustrato (Denizel y col.,, 1976). Estos ultimos observaron que
dicha relacion variaba segun cual fuera la fraccién constituyente del pistacho considerado
(vaina, céscara o grano). Por su parte, Chang y Markakis (1981) mostraron variaciones
en la relacién de AFB; a AFG, y de AFB; a AFG, debido al efecto de las diferencias
entre los cultivares de cebada.

Al respecto es interesante también analizar la variacion de la relacion entre la concen-
tracion de AFB; respecto de AFT a lo largo del periodo de incubacién para cada uno de
los sustratos y de las actividades de agua estudiadas (Tabla III.8).

En girasol AFB,; varia entre el 21% al 56% del total de las cuatro aflatoxinas, valor
que depende tanto del nivel de a,, como del tiempo de almacenamiento. En maiz, la
amplitud del rango es un poco menor; AFB; varia entre el 19% y el 46% del total. En
sorgo la variacién es del 0 al 63%.
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TaBLA II1.8
Rango de las relaciones de acumulacién de AFB, / AFT

Qy Girasol Maiz Sorgo

0.851  0.21-0.36

0.868 0.27-0.56 0.19-0.30

0.902 0.24-048 0.22-0.36 0.00-0.43
0.925 0.34-0.52 0.24-0.42 0.23-0.49
0950 0.27-0.47 0.27-0.46  0.24-0.63

Estos resultados muestran que la relaciéon de AFB; a AFT es variable.

Como es sabido, la AFB; es mucho mas téxica que las demas aflatoxinas. Este
hecho en conjuncién con los resultados obtenidos permite realizar una evaluaciéon de las
legislaciones o regulaciones vigentes en diferentes paises respecto de los niveles maximos
de aflatoxinas permitidos en alimentos.

En la Tabla II1.9 se presentan a modo de ejemplo, las legislaciones vigentes en algunos
paises de America Latina y del Caribe. En la misma se distinguen tres modalidades en
relacién a los niveles maximos. Algunos paises estipulan un valor mdximo para la suma
de las cuatro micotoxinas (B; + B, + G; + G3), otros se refieren a un valor maximo
de AFB,, en tanto que Chile y Argentina plantean un nivel para AFB; y otro para las
AFT.

De acuerdo con los resultados observados en el presente trabajo, estos niveles no serian

equivalentes pues sdlo en algunas situaciones AFB, es la cuarta parte de las AFT.

En El Salvador, por ejemplo, la legislacion establece un maximo de 10 ug/kg de
AFB; para alimentos para animales y 20 ug/kg de AFT para alimentos para humanos;
podria darse el caso de aceptar alimentos para humanos con una contaminacién de AFB,
mayor que el limite permitido en alimentos para animales.

Evidentemente, para unificar una legislacién sobre micotoxinas en América Latina y
el Caribe es necesario considerar las diferentes relaciones en que podria encontrarse una

de las aflatoxinas respecto de las otras.
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TaBLA II1.9

Niveles maximos de aflatoxinas en América Latina y el Caribe*

PAIS NIVELES PRODUCTOS
(ng/kg 6 /It)
Argentina 5(B;) 6 20 (B;+B2+G;+G3)(a) Mani, mais y subproductos
0(B,)(a) Alimentos para bebés
30(B,) Harina de soja
0.05(M,) Leche fluida y en polvo
Bahamas(!) 20(B;+B3;+G,+G3) Alimentos y granos
Barbados 20(B;+B;+G,;+G3) Otros alimentos
50(B,+B;+G,+G,) Alimentos balanceados
Belice 20(B;+B;+G1+G3) Maiz y mani
Brasil 30(B;+B3;+G,+G3) Alimentos para humanos
Colombia 20(B,+B2+G;+G;) Alimentos para humanos y
aves y semillas de sésamo
30(B,+B2+G1+G;) Cereales (sorgo, mijo)
50(B,+B,+G;+G;) Alimentos para bovinos
Costa Rica 35(B,+B;+G,+G;) Mais para consumo humano
50(B;+B;+G,+G,) Mais para consumo animal
Cuba 5(B;+B3;+G;+G3) Alimentos para humanos y piensos o
materias primas destinadas para
alimentacién animal, cereales y mani
Chile 5(B,) 6 20(B,+B,+G;1+G;) Alimento para animales
20(B,) 6 50(B;+B2+G,;+G;) Ingredientes p/alimentos animales
El Salvador 20(B;+B;+G;+G;) Alimentos para humanos
50(B,;) Alimentos p/animales de un solo componente;
balanceados p/bovinos,caprinos y ovinos
20(B,) Balanceados p/porcinos y aves de
de corral y alimentos suplementarios
para ganado bovino de ordeiie
10(B,) Otros alimentos para animales
Guatemala 20(B;+B;4+G,+G;) Mais, frijoles, porotos, arros y sorgo
(Mani, mantequilla de mani,
concentrado para animales)?
Honduras 1(B,) Maiz/cereales en granos o molidos

0.01(B,+B,+G,+G,)é 0.02(M1)

Alimentos para bebés

1(B;) 6 5(B2+G1+G3) Otros alimentos

(Continia)

(a) Valor propuesto.

* Tomada del documento “Taller Conjunto FAO/OPS sobre prevencién y control de
micotoxinas en América Latina y el Caribe”, San José, Costa Rica, 23 de febrero de
1991.
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(Continuacién Tabla II1.9)

RSN

o

Niveles maximos de aflatoxinas en América Latina y el Caribe

PAIS

Jamaica(*)

México(®

Peru(®)

Repiiblica
Dominicana

Surinam

Trinidad y
Tobago(®)

Uruguay

Venezuela

NIVELES
(pg/kg 6 /1t)

20(Bl+Bz+G1+G3)

20(B,+B3+G1+G3)
0(B,+B3;+G,+G;)
200(B1+B3+G1+G3)

IOO(Bl +B3+G1+G3)

10(B1+B2+G1+G2)
10(B,)

20(B;+B3+G,+G3)
0(B,+G,)

20(B1+B2+G1+Gz)
0(B;+G,)

30(B,+B;+G,+G;)
5(B1)

10(B1+B2+G1+G2)
10(B,)

0(B:)

0.5(M,)
20(B;+B2+G,+G3)
5(B1+B;+G14+G;)

de 90 dias para engorde.
No hay normas nacionales. Se usan las propuestas por el Codex Alimentarius.

Esta norma se encuentra actualmente a nivel de discusion final por la Comisién Venezolana de Normas

Industriales (COVENIN).

PRODUCTOS

Alimentos y granos

Alimentos para humanos

Alimentos p/ ganado lechero y aves
Cereales p/alimentos balanceados
de bovinos y porcinos de engorde(%)
Cereales p/alimentos balanceados
para porcinos en crecimiento
Alimentos y piensos

Productos complementarios de los piensos
p/animales productores de leche
Mais de importacién

Maiz y subproductos, mani, soja
Tomate y subproductos

Maiz de importacién

Mais y subproductos, mani,
soja,tomate y subproductos

Mais, piensos para animales

Mani y subproductos, legumbres

Alimentos y piensos

Productos complementarios de los piensos
p/animales productores de leche

Manteca (mantequilla)

Manteca (mantequilla)

Piensos

Harina de arros(®)

. No tiene reglamentacién nacional pero utilisa normas FDA.
. Valor guia hasta la aprobacién de la norma guatemalteca.
Esta en consideracién la norma que permite disminuir de 20 a 10 ug/kg para alimentos de humanos.
Estos limites son dados para balanceados donde el cereal no supere el 10% del total y se toma un término
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IV. Conclusiones

El analisis de las curvas de acumulacién de aflatoxinas a 25° C en funcién del tiempo
para los tres sustratos estudiados a distintos niveles de a,, permite inferir que:

- Una tnica determinacién de la concentracién de aflatoxinas después de un determinado
periodo de incubacién no es indicativa de la capacidad del sustrato para permitir la
acumulacion de estas toxinas bajo diferentes condiciones ambientales.

- La obtencién de las curvas completas de acumulacién de las toxinas en un periodo
de tiempo razonable es necesaria a fin de extraer conclusiones valederas acerca de
la influencia de cualquier factor, relacionado con el medio ambiente, la cepa y/o el
sustrato.

- Los tres parametros cinéticos definidos en el presente trabajo (P;, T, A, ) son
adecuados para la comparacién de la influencia del sustrato, y de la a,, sobre la

acumulacion de aflatoxinas.

El estudio comparativo de los parametros para los tres sustratos a los diferentes niveles

de a,, permite extraer las siguientes conclusiones:

- En relacién al periodo de iniciacién (FP;): se observa que disminuye con el aumento
de e, para las aflatoxinas (AFB,, AFB,, AFG, y AFG;) en todos los sustratos
estudiados. En girasol y maiz las cuatro toxinas iniciaron su acumulacién a cada nivel
de a,, dentro del mismo periodo; en sorgo se observaron retrasos en la aparicion de
algunas de ellas (AFB, y AFG;) al disminuir la a,, en el rango que permitié la
acumulacién de aflatoxinas (0.950 a 0.902).

— Con respecto al tiempo necesario para alcanzar la maxima acumulacion (7y,), se ob-
servo que en todos los niveles de a,, los T,, de girasol son mayores que los observados
para los otros sustratos (a,, > 0.868). La maxima acumulacién de todas las aflatoxi-
nas se alcanza en girasol después de los 40 dias, a excepcién de AFB, y AFG, a q,
0.950. En maiz se observa una notable disminucién del T, de todas las aflatoxinas
para el mas alto valor de a,, estudiado (0.950). En sorgo, en cambio, los valores de
T,. para las cuatro aflatoxinas no se modifican sustancialmente al variar la a,, .

— En cuanto a la acumulacién maxima de AFT (A4,,) se observa que aumenta con la
a, para todos los sustratos. En sorgo, a todos los niveles de ¢,,, la A4,, fue menor
respecto de los otros dos sustratos. A a,, 0.868 y 0.902 los valores acumulados de
AFT en girasol y maiz son similares. Sin embargo, al aumentar la a,, se alcanzan
valores de A,, mayores en maiz que en girasol. El mayor valor de A,, se observé en
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maiz de a,, 0.950.

— En relacién a las A,, de cada una de las aflatoxinas se pudo observar que para todas
ellas la A,, en sorgo fue menor que en los otros dos sustratos a todos los valores
de e¢,. La A,, de AFB; en maiz es mayor que en girasol excepto para a,, 0.868.
Para AFG, la acumulacién maxima en maiz resulté mayor que en girasol a todos los
niveles. El cociente de las A,, de AFB, y AFG; en maiz y girasol depende de la
ay -

- Las acumulaciones maximas de las cuatro aflatoxinas producidas por la cepa utilizada
en el presente estudio (Aspergillus parasiticus NRRL 2999) guardaron el siguiente
orden en todos los sustratos y a todos los niveles de a,,: AFG; > AFB, > AFG; >
> AFB,, excepto en el caso del girasol a a,, 0.868 (AFB; > AFG,) y sorgo a a,,
0.902 (AFB, > AFG,).

- Al analizar las relaciones entre las concentraciones de AFB, respecto de las totales
en cada punto de la curva de acumulacién, se observé que la misma es variable y el
rango de variacién es dependiente del sustrato y del nivel de a,,.

Las caracteristicas del sustrato determinan la facilidad con que los hongos pueden co-
lonizar a los granos, el tiempo requerido para detectar las toxinas, las cantidades maximas
que se pueden acumular, el tiempo necesario para alcanzar ese valor y los valores de a,,
minimas para la produccién de aflatoxinas.

— En el girasol se observé acumulacién de aflatoxinas a un nivel de a,, 0.851 que re-
sulté inhibitorio para los otros sustratos. En las condiciones del presente trabajo

(T = 25°C, periodo de incubacién de ocho semanas), la a,, limitante se encontré en-

tre 0.827 y 0.851. Sin embargo, en este sustrato se observé un retardo en alcanzar los

valores de acumulacién maxima, probablemente debido a la presencia de tegumentos
que ofrecerian resistencia a la colonizacién fingica.
~ En el caso del maiz el valor de a,, minima se encontré comprendido entre 0.851-0.868.

A niveles de a,, superiores a 0.868 este cereal fue el sustrato que presenté la mayor

velocidad de acumulacién, ya que se alcanzaron las mayores concentraciones en el

menor tiempo.

- El sorgo ofreciéo la mayor resistencia a la acumulacién de aflatoxinas ya que fue el
sustrato en el cual se detectaron las concentraciones mas bajas a todos los niveles de
a, . La actividad acuosa limitante se encontré entre 0.868 y 0.902, siendo probable-
mente cercana a este ultimo nivel, de acuerdo a la escasa acumulacién observada en

el mismo.

Ynires .
Aef Lo
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V. Tablas de Datos

Para cada sustrato se presentan los valores obtenidos por triplicado de cada toxina
(ug/kg) a los diferentes valores de a,, en funcién del tiempo.



DIAS

aw=0.902

AFB1

WN=N
OUVNNONOOOO

36
208
305
740
216
540
270

95

13

474
1800
1360
2700
2638
4050
3250
3240
3600

AFB1

108
1080
270

13

474
1800
1350
4050
4050
8100
3250
3240
3600

Sorgo

AF

88

Bl

38
304
190
835

95
540
270

13

405
1800
1350
2040
2025
4050
3250
3240
3600

AFB2

OCOoOUVOOCOOO0O0O0O

14
48
192
192
96
193
241
192
192

AFB2

N
COPLOOOOOOO

192
288
193
193
241
192
192

AFB2

COO0O0OO0O0O0O00O00OO0

192
192
193
193
241
192
192



DIAS
aw=0.902

AFG1

1012
190
1264
760
202
38

253
4210
3900
5700
5700
7590
7600
5060
6320

AFG1

67
460
420
1280
150
1012
760
202

38

o

253
4220
3800
7590
7590
13260
7600
5060
6320

Sorgo

AFG1

89

101
632
420
1253
150
1523
760
202
38

253
3800
3800
5700
5700
7590
7590
5060
6320

AFG2

CO®®NOOOOOO

402
429
376

AFG2

=
OCOWHOOOOOO

32

115
22
225
108
21

22

216
322
215
430
402
429
376

AFG2

OONMPOOOOOO

32
11
132
22
215
107
21

22

11
216
268
269
430
402
430
376



DIAS

aw=0.868
0

7

14

21

28

35

42

49

56

aw=0.902
0

7

14

21

28

35

42

49

56

aw=0.925
0]

7

14

21

28

35

42

49

56

aw=0.950
0o

7

14

21

28

35

42

49

56

AFB1

10
651
2900
2900
1785
1290
1440
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