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0OBJETIVOS

Investigacion y cuantificacidon de af]étoxinas en
maiz de consumo nacional correspondiente a las -
cosechas que comprenden los ahos de 1975 a 1977,
incluyendo también muestras de maiz de importa--

cion.

Comparacidn de métodos quimicos para el analisis
del contenido de aflatoxinas, los cuales estan --

indicados para el uso en nuestros Laboratorios.

Hacer conciencia del peligro potencial que repre-
sentan las aflatoxinas, tanto en la salud humana

como animal, y sugerir medidas que puedan adoptar
se para evitar su formacidn en granos almacenados

Yy en campos de cultivo.




INTRODUCCION

Las Aflatoxinas son toxinas producidas por una serie de hon-
gos del tipo Aspergillus (flavus, fumigatus, etc.) y fueron

detectadas por primera vez en el afo de 1960 en un brote de
peste en pavos de una localidad de Ing]aterra, dada la natu-
raleza desconocida de dicha enfermedad se le 11amdé "Enferme-
dad pavo X". E1 origen del problema fué seguido hacia el -
alimento de mani ingerido por los pavos procedente del Bra--
sil, el cual resultd contaminado por el hongo Aspergillus -
Flavus (1).

Gracias a estudijos realizados en Estados Unidos, Inglaterra,
Yy Africa, se encontrd que varios derivados quimicos produci-
dos por este hongo eran los responsables de los sintomas de
Ta nueva enfermedad (1).

E1l termino de Aflatoxinas se deriva de Ta primera letra de -
Aspergillus, las tres primeras de flavus y la palabra toxina
se usa como término general para denominar estas toxinas, -
aunque se ha comprobado que no todas las cepas de A. Flavus

son capaces de producirla. (2)

Las cuatro aflatoxinas més conocidas se denominan Bl’ 82, G1
Yy 62 y esta nomenclatura obedece al color de su fluorescen--

cia azul (Blue) y verde (Green) que presenta bajo luz ultra-

(1) Aflatoxinas, Algunos Problemas y Progresos BIM, Boletin
Informativo Manisero. C6érdoba. Julio/Octubre 1971

(2) Mycopathologia et Mycologia Apllicata, Vol. 44 1971
Ocurrence of Aflatoxin Producing Strains of
Aspergillus Flavus Link in Stored Corn.




violeta en cromatografia en capa fina.

Normalmente la aflatoxina B1 estd presente en mas altas con-
centraciones, pero su proporcidén relativa varia de acuerdo -
a las condiciones de crecimiento y potencia del organismo -

(3).

Originalmente las Aflatoxinas fueron encontradas como conta-
minantes del manf, pero han sido descubiertas en distintas -
partes del mundo en avena, trigo, soja, sorgo granifero, he-
no, alimentos de semilla de algod6n, arverjas, arroz y otros
(1) y en vista de que el hongo puede crecer en tal diversi--
dad de cosechas, puede encontrarse presente en los campos de

cultivo, granos almacenados y productos envasados.

Existe informacidon respecto a que las Aflatoxinas producen -
cancer en varios animales, y se ha comprobado que se efectlan
cambios en los cromosomas de algunas plantas y animales que

pueden ser transmitidos a generaciones futuras.

Hasta la fecha no se ha comprobado el efecto de estas micoto-
xinas sobre nuestra salud, y solamente se han formulado hipd
tesis acerca del posible papel de estas sustancias en la in-

cidencia de hepatomas en ciertos grupos de poblacidén del mun

(3) Jones, B.D. Tropical Products Institute
G 70 Methods of Aflatoxin Analysis, April 72
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do, donde se encuentran mds expuestos al consumo de alimen--

tos contaminados con hongos y sus metabolitos.

E1l envenenamiento por Aflatoxinas ha sido observado en vacu-
nos, ovinos, cerdos, aves y animales de vida salvaje, y 1los
efectos pueden variar entre animales de parentezco cercano,-
particularmente se presenta mayor susceptibilidad en anima--

les jovenes. (Apéndice cuadros Nos. 1 y 2).

Pueden observarse lesiones hepaticas, cojeras, convulsiones,
hemorragias, falta de apetito y muerte. En especies muy
sensibles, dosis tan pequefas como 0.4 ppm pueden causar la

muerte (Apéndice cuadro No. 3)

En vista de la extrema toxicidad y carcinogenicidad, y de Ta
amplia distribucidon de las aflatoxinas, se ha invertido mu--
cho esfuerzo para un control efectivo de la distribucidon de

alimentos y forrajes que parecen contenerlas (2).

Esto ha creado la necesidad de desarrollar métodos sensibles
para la determinacidén de Aflatoxinas en productos agricolas
y se han desarrollado dos tipos bdsicos de ensayos para la -
deteccion del material téxico; pruebas bioldgicas y pruebas
quimicas (3), siendo la cromatografia la técnica mds utiliza
da, ya que posibilita su separacidén de los otros constituyen

tes presentes en las muestras alimenticias. Los procedi-
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mientos biolédgicos no han tomado suficiente desarrollo para

el uso rutinario.

Ya que las aflatoxinas son muy estables al calor, no son nor
malmente destruidas por este proceso, pero se estan realizan
do estudios que involucran el uso de otros microorganismos,
métodos de extraccidén y métodos quimicos para destruirlas o
retirarlas de los elementos alimenticios; de todos modos, -
ninguno de estos métodos son factibles como un control de pro
cedimiento practico rutinario, y el mejor control que se pue
de tener es evitar su formacién mds bién que tratar su remo-
cidn después de su ocurrencia. Esto puede efectuarse me
Jor por: Ta regulacidon de cultivo, prdcticas de riego y con-
diciones de almacenaje para reducir al minimo el desarrollo
del hongo Aspergillus flavus.

Los fungicidas para el control de Aspergillus flavus no pare
cen ser practicos para la destruccién de Aflatoxinas (1).
(Apéndice Cuadro No. 5)

Las Aflatoxinas son producidas en pequefias cantidades dnica-
mente con prop6sitos experimentales. La produccidn es por
fermentacién en gran escala de sustratos s6lidos o medios 17-

quidos, de los cuales son extraidas y purificadas por cromato

grafia. Una produccién anual total probablemente no exce

da a los 100 gm.
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Biogimica de las Aflatoxinas y Mecanismo de Accibn

En relacién a los alimentos visiblemente mohosos, las proba-
bilidades de encontrar aflatoxinas son mayores, pero la se--
gregacidén de estos lotes no es garantia de la ausencia de -
contaminacidn por micotoxinas en lotes aparentemente de bue-
na calidad, y Tla dnica demostracidén cierta de su presencia -
en un alimento es el andlisis de las toxinas. La ocurren-
cia de A. flavus 6 A. parasfticus, 6 los recuentos elevados

de mohos, no pueden dar seguridad de la presencia de las to-

Xinas.

Se han destacado varios casos en los cuales las autoridades
Gubernamentales, han destruido cantidades importantes de gra
nos (mafz y sorgo) por haber encontrado aflatoxinas en nive--
les mayores que los recomendados por el grupo consultor de -
proteinas (P.A.G. de U.N.) y la Administraci6én de Drogas y -

Alimentos de Estados Unidos (FDA).

Varios de los cargamentos destruidos provenian del extranje-
ro y por condicib6n de importados fueron sometidos a andlisis
Existen evidencias de que. 1os granos nacionales pueden conte

ner cantidades aln mayores de aflatoxinas.
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E1 problema obviamente no puede resolverse mediante la des-
truccidén del grano en una regién que padece ya de desnutri
cién en un fuerte sector de la poblacidn; es necesario apli
car medidas de detoxificacidon o medios mds simples como la

mezcla de Totes fuertemente contaminados con lotes sanos pa

ra diluir las toxinas. (Apéndice Cuadro No. 7)

Cierto sector privado empresarial esta interesado en el con-
trol de las micotoxinas por las pérdidas potenciales en aves

de corral y ganado porcino (9).

Mecanismo de accién de Aflatoxinas (10)

Clifford y Rees (1966-1967) sugirieron que el mecanismo de -

accién de las aflatoxinas en el organismo es el siguiente:

- Penetra en las células y nlcleos de células y luego se com
bina con el acido desoxiribonucleico (DNA)

- E1 indice de sintesis de acido ribonucleico (RNA) esta con
secuentemente reducido é inhibido el acido ribonucleico men
sajejo (m-RNA)

- En unos quince minutos la sintesis de proteinas es bloquea
da a causa de esta inhibicidén del m-RNA y la mitosis es se

quida de muerte celular.

(9) Reslmenes Técnicos. Instituto Centroamericano de Investi
gacibén y Tecnologia Industrial ICAITI, Divisidn de Inves
tigacidon Aplicada. Estado Actual de la Investigacidn -
de Micotoxinas en Centro América. Afio 4 No. 1, Guatemala
Abril 1978.
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Las aflatoxinas son probablemente excretadas con ra;:dez; -
dentro de las 24 horas de ingestidén el nivel de las toxinas
en el organismo desciende por debajo del 1imite de deteccidn
(0.04 ppm en el patito). Los animales excepcionalmente -
susceptibles a las aflatoxinas metabolizan las mismas en el
higado, formando otros metabolitos que pueden resultar toda-
via mas toxicos que las mismas aflatoxinas; mientras que 10s
animales menos susceptibles probablemente metabolizan aflato

Xxinas en menor dgrado.

Signos de envenenamiento por Aflatoxinas. (Apéndice cuadros-

Nos. 3 y 4)

Los animales jovenes y hembras gravidas son particu]armente

susceptibles a Tas aflatoxinas. Las sefales caracteris-

ticas de intoxicacidén por aflatoxinas son:

- E1 ”sfndrome hemorrdagico", observado principalmente en -
aves, terneros y cerdos' y

- Trastornos hepadticos graves, observados casi en todo ti-

po de ganado.

Los niveles de las enzimas en el plasma (como la fosfatasa

alcalina y Ta transaminasa glutamato-oxalato), tienden a au
mentar, pero la actividad de las enzimas hepaticas (como el
succinato-dehidrogenasa; adenosintrifosfatasa, fosfatasas -
dcidas y alcalinas y difosfatasa inosina) estdn reducidas.
Las aflatoxinas interfieren también el metabolismo de Tos -

minerales y vitaminas esenciales. Se han encontrado Tas
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siguientes condiciones adversas a consecuencia de una intoxi-

cacién por aflatoxinas en el ganado.

- Niveles menores de calcio, magnesio y fésfoto en la sangre
del ganado vacuno;

- Casi ninguna vitamina A en el higado, en donde normalmente
se almacena la vitamina A en cerdos y vacuno.

- Y disminucidon de la coagulacidn sanguinea, que sugiere al-

gin antagonismo con la vitamina K.

Se sabe también que las aflatoxinas son fuertemente carcinogé
nicas. Las truchas son particularmente susceptibles; desa
rrollando hepatdmas en menos de diez meses al alimentarlas -
con piensos que contienen de 0.5 a 2 mg., de aflatoxinas por -

kilo.

Los efectos carcinogénicos de las aflatoxinas en los animales

de laboratorio se investigaron extensamente,

La dosis carcinogénica de aflatoxinas para la rata es de unos
10 Ugm al dia - en comparacidn con 9000 Ugm. al dia de amari-
1To mantequilla o del amarillo metilo (dimetilaminoazobenceno)

que es-otra sustancia altamente carcinogénica.

La intoxicacidon por mohos y micotoxinas se trata en principio
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sintomaticamente; los posibles métodos de tratamiento son:

- Empleo de carbén animal para absorber Tlas toxinas;

- Empleo de estimulantes en casos de pardalisis;

- Empleo de purgantes y diuréticos para acelerar la excre-
sion;,

- Empleo de sedantes en casos de agitaciodn y

- Empleo de emolientes, agentes antiinflamatorios y antifer

mentativos en casos de inflamacidn gastrointestinal.

La primera medida mas obvia, es desde luego, la suspension -

del pienso contaminado.

En cuanto a la relaci6n que puede existir entre Tas Aflatoxi
nas y 1a salud del hombre, se han publicado muchos estudios

que dejan ver la relacidn que existe entre la ingestion de -
Aflatoxinas y la incidencia o prevalencia de cdncer primario

en el higado.

E1 nivel de Aflatoxinas y los rangos de incidencia de cédncer
en el higado, fueron positivamente correlacionados en Uganda,
Tailandia, Muranga, distrito de Kenya y Mosambique, en donde
se encontrd una alta frecuencia de contaminacidn de Aflatoxi
nas en muestras de alime ntos del mercado (Apéndice Cuadro -

No. 6)

Se pub1icaronA1os resultados de un estudio seguido durante -
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11 afios en 67 hombres que habfan inhalado particulas conta-
minadas con aflatoxinas mientras trabajaban en un molino -
triturador de mani y otras semillas oleaginosas. Dos de
65 hombres mayores de 39 ahos revelaron la enfermedad fatal
del higado durante su primera exposicién con Aflatoxinas Yy
11 revelaron cdancer en varios 6rganos. Al principio -
se pens6 que el cancer podia haberse originado en el higado
(posiblemente un carcinoma Cholangiocellular). Estos 13
hombres habian inhalado dosis de aflatoxinas estimadas entre
160 y 395 ug/M3/hombre/semana. En 65 hombres para con-
trol, se revelaron cuatro canceres, y ninguno muri6é de enfer
medad del hfgado. E1 exceso de cédncer observado en este
estudio no fué estadisticamente significante, pero el nime-
ro de sujetos fué insuficiente para excluir una significan-

te y positiva correlacidn.
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Precaucidén: = En Tla pulverizacidén de muestras secas pueden

resultar particulas que queden suspendidas en el aire y aun
que no haya presencia de toxinas, existe un peligro poten--
cial de inhalacién de esporas de mohos o0 respuestas alérgi-
cas al polvo inhalado; deberdn usarse entonces mascarillas

protectoras o recolectoras de polvo (4).

Hay que tomar en cuenta que la contaminacién por Aflatoxinas
en productos particulares como granos y nueces puede variar

desde concentraciones grandes hasta concentraciones pequenas
Y gdeneralmente no estédn distribuidas de manera uniforme, por
lo que Ta preparacién de la muestra y el muestreo, deberan -
hacerse con este factor en mente, y considerando la posibili
dad de pequefias contaminaciones, deberd usarse toda la mues-
tra de laboratorio en la preparacidén de la muestra que se va

a analizar,

Debe tratarse hasta donde sea posible, la reduccién del ta-
mafio de particula y uniformidad en el mezclado para lograr
una distribucidn efectiva de la porcidén contaminada. Un
maiz contaminado (aproximadamente 0.5G), puede contener su-

ficiente cantidad de Aflatoxinas para resultar en un nivel
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significativo cuando se mezcle con 10.000 maices (aproximada-

mente 5k o 10 1bs.)

Para obtener = 1 pieza de mafiz contaminado en cada 50 G. de
porcién tomada, este Gnico grano debe ser reducido a 100 par
tes, y estas 100 partes deberdn ser uniformemente distribui-
das a través de la masa entera. Para alcanzar este gra-
do de reduccidn del grano, el maiz deberd ser pulverizado pa

ra que pase a través de un tamiz No. 20 (4).

(4) Methods of Analysis AOAC 12 th Edition 1975
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OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras que incluyen mafz nacional y de importacidn,
fueron tomadas en la Planta Almacenadora de Granos del Ins
tituto Regulador de Abastecimientos (IRA), situada en San
Martin, Km. 18 de la Carretera Panamericana que conduce a

San Miguel.

Treinta silos de 9 metros de altura con una capacidad de -
14,000 quintales cada uno fueron muestreados con sonda de
profundidad a 3, 6, 9, 12, 15 y 18 piés de altura, tomando

cada muestra de diferentes puntos del mismo.

Estas muestras parciales fueron mezcladas y homogeneizadas
para obtener una muestra total representativa del silo y -
de cada una de estas muestras se pesd una libra de maiz -

que constituia la muestra que seria analizada.

Las muestras fueron pulverizadas utilizando para ello un -
molino Thomas-Willer, Modelo 4 (Arthur H. Thomas Company),
hasta que atravezaron un tamiz No. 20 y luego homogeneiza-
das durante 15 minutos para lograr una mejor distribucidn
de particulas contaminadas. De esta muestra pulveriza-
da y homogeneizada se pes6é la cantidad indicada en cada u-
no de los andlisis.

Desplies de pulverizar cada muestra el molino se limpiaba -
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con corriente de aire a presidn para evitar contaminacién de

una muestra con la siguiente.



MATERTALES Y METODOS

La

Técnica a la minicolumna

En este método Ta toxina es extraida de Ta muestra usando
acetona: agua (85:15) como solvente de extraccidn, y las
impurezas son precipitadas con sulfato de amonio al 40%.
toxina es luego extraida de la capa aceténica por medio -
de benceno, el cual es colectado y evaporado en un vial -
Yy el extracto seco disuelto nuevamente en una mezcla de -
cloroformo: acetona (9:1). Este extracto se hace pasar
a travéz de Ta minicolumna, la cual se compara con un --
blanco y un standard.

(Apéndice pagina No.5 )

Técnica por cromatografia en capa fina previa depuracidn

por cromatografia en columna.

La toxina es extraida de la muestra usando una mezcla de
metanol: agua (55:45) como solvente de extraccidn y simul
taneamente algunas impureras y grasas son extraidas de -
la muestra por medio de n-hexano. La toxina extrafida
en. la capa metandlica es colocada en una columna cromato
grdfica usando celite como soporte, y los componentes -
grasos de la muestra eluidos con n=hexano.

Finalmente la toxina es eluida de la columna usando clo-

roformo: n-hexano (1:1) hasta colectar 600 ml, los cua--
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les son evaporados y el extracto seco disuelto en benceno.

extracto asi obtenido es aplicado en cromatografia en ca

pa fina y su Rf comparado con el de los standares de Aflato

Xinas.

(Apéndice pdgina No, 10)

Técnica por cromatografia directa en capa fina

La toxina es extrafda de la muestra usando como solven
te de extraccién una mezcla de acetona: agua (85:15) -
y las impurezas precipitadas con acetato de plomo al -
20%. Luego Tla toxina es extraida del extracto aceté-
nico usando cloroformo como solvente de extraccion, el
cual es colectado y evaporado en un vial de 4 dracmas.
ET extracto seco es disuelto en una mezcla de benceno:
acetonitrilo (98:2) y aplicado en cromatografia de ca-
pa fina, siendo comparado su Rf con el de los Standa--
res utilizados.

(Apéndice pagina No. 16)

Los calculos se hicieron usando la formula:

ugm/k = 1.67 (SxYxV)/ (XxW)

en donde:

S = ul de aflatoxina standar igual al desconocido

Y = concentracidn de aflatoxina standard en Ugm/ml

V = ul de Ta dilucidén final del extracto de la muestra



= ul del extracto de la muestra aplicada que did la -
fluorescencia igual al standard.

= Gramos de muestras extraida por 20 ml. de clorofor-
mo (17.14 G. para 50 ml. y 6.86 G. para 20 ml. del
extracto aceténico).

.67 = 20 (de los extractos cloroformicos)

12

2 ul

1 ugm/ml.
100 ul.

6 ul

17.14 gm.

.67 x (2 ul. x 1 mgm/ml x 100 ul) / (6 ul x 17.14 gm)
.67 x (200/102.84)
.67 x 1.944

3.247 ugm/kilo en las muestras contaminadas.

18
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RESULTADOS

En Ta tabla de resultados podra observarse que:

1.

Solamente 4 muestras presentaron fluorescencia cuando -
fueron analizadas por la técnica de la minicolumna, 1o
cual no d& la certeza de la presencia de toxinas, pero

si la posibilidad de que esten presentes.

Por el contrario, de las muestras que no presentaron -
ninguna fluorescencia puede asegurarse que no contienen

aflatoxinas.

Usando la técnica por cromatografia en capa fina previa
depuracidon por cromatografifa en columna no pudo llegar-
se a ninguna conclusidén, ya que la interferencia de im-
purezas fluorescentes impidid su cuantificaciodn. De
este punto se habla mds ampliamente en la discusidn de

los resultados.

Se pudo comprobar que la fluorescencia que presentaban

2 de las 4 muestras era debida a la presencia de aflato
Xina Bl’ ya que al aplicar el método directo por croma-
tografia en capa fina pudo compararse el Rf de Tlos stag

dares con el de las muestras.

19

Las otras 2 muestras presentaban impurezas fluorescentes

que corrian hasta el frente del solvente.



RESULTADO DE LOS ANALISIS

METODO CROMATOGRAFIA EN METODO DIRECTO POR -
Minicolumna CAPA FINA PREVIA DEPURA CROMATOGRAFIA EN CA-
CION POR CROM.DE COLUMNA PA FINA

Negativo Negativo -
Negativo - -
Positivo * No pudo cuantificarse Negativo
Negativo - -
Negativo _ - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Positivo * No pudo cuantificarse 3.24 ugr/kT.
Negativo - -
Negativo - -
Negativo -- -
Negativo - --
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - -
Negativo - _ -
Negativo - -
Positivo * No pudo cuantificarse Negativo
Positivo * No pudo cuantificarse 3.24 ugr/k1
Negativo - -
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DISCUSTON

La primera técnica que se aplicé, o sea la de la minicolumna
no se hizo con el objeto de determinar la cantidad de toxinas
presentes en las muestras, sino para poder seleccionar las -
muestras contaminadas que darfan fluorescencias, de las no -
contaminadas. 0 sea que estd técnica fue preliminar a la
cuantificacién, ya que por ser bastante corta, sencilla y -
sensible, a cantidades pequefias de aflatoxinas, nos permiti-
rTa elegir Tlas muestras a las cuales se les aplicaria croma-
tografia en capa fina para cuantificar]as'comparando su fluo

rescencia con la de los diferentes patrones de aflatoxinas.

Cuatro muestras resultaron positivas, como puede observarse
en la tabla de resultados y a estas muestras se aplicaron -

las técnicas por cromatograffa en capa fina.

Se usaron 2 técnicas distintas para poder cuantificar estas
muestras positivas, la primera técnica era una adaptacibn -
de una técnica para mani, y la segunda una especifica para

mafz.

La técnica de cromatografia en capa fina previa depuracién -
por cromatograffa en columna es una técnica cara consideran-

do el gran consumo de reactivos que involucra, ademds de eso

UMIVERSIDAD D
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resulta demasiado larga para adoptarla como técnica de ruti-

na.

No fue posible durante el desarrollo de esta técnica hacer

correr en 1 hora, el solvente de elucidn, que es el tiempo
estipulado por Tla técnica sino, que esto tomd alrededor de 2
dias completos, en los cuales se corre el riesgo de evapora-
cién de los eluatos recolectados, debiendo dejar el recipien
te marcado con una linea para ver el nivel al que habianque-
dado las porciones recogidas, incurriendo a un error en la -

cuantificacion.

Otro de Tos inconvenientes que se encontraron en esta técni-
ca, fué en cuanto al volumen de eluatos que hay que evaporar
y 1levar a sequedad (600 ml.) que debe hacerse en un reci---
piente grande, al cual hay que lavar las paredes con una can
tidad pequena de cloroformo para recolectar en un vial de 4

dracmas.

Al correr Ta cromatograffa de capa fina se observé que las -
4 muestras que resultaron positivas_en Ta minicolumna presen
taban fluorescencias celeste en la placa, perolos Rf de esas
manchas fluorescentes no coincidiancon el Rf de los standa--
res de aflatoxinas. Todas las manchas fluorescentes co-

rrian hasta el frente del solvente y no era una mancha deli-
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mitada, sino que se extendia a 1o ancho de la placa de forma

irregular.

Estas manchas fueron raspadas y redisueltas en el mismo sol-
vente, aplicadas nuevamente en capa fina con 10s mismos re--
sultados, siempre corrian hasta el frente del solvente en -

forma de una mancha irregular.

También fueron analizadas al espectro comparando su absorban

cia contra la de un patrdén de aflatoxina Bys v resultaron -

con diferentes absorbancias, 1o que indicaba que no eran afla
toxinas. Se trataba de impurezas fluorescentes que son -

extraidas por los mismos solventes especificos de aflatoxinas
(Apéndice Cuadro No. 8)

No pudo observarse por esta técnica ninguna fluorescencia que
tuviera el mismo Rf que los standares, por 1o que no pudieron

cuantificarse.

Al aplicar el método directo por cromatografia en capa fina -
los resultados fueron satisfactorios, y 2 de las 4 muestras -
originaimente con fluorescencia pudieron cuantificarse, ya -
que aunque siempre aparecieron las impurezas fluorescentes al
frente del solvente, también podian distinguirse las manchas

fluorescentes con el mismo Rf de los standares. Las o-

tras dos muestras solamente presentaron la fluorescencia de -

la impureza.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



lo.

Pag... 24

CONCLUSTONES

De acuerdo a los resultados puede decirse que la ca
lidad del maiz analizado, en 1o que respecta a conta
minacién con aflatoxinas, es satisfactoria, ya que de
Tos 30 silos analizados se encontré, en 2 de ellos, -
niveles inferiores a los 5 ugm/kilo, To cual no repre

senta mayor riesgo para el consumidor,

Ya que Tos 1imites de contaminacién por aflatoxinas -
en diferentes productos alimenticios varia segiln el -
pais, y los niveles fluct@an entre 0.005 y 0.2 mg/kiloy
0.03 ppm para alimentos humanos, podemos asegurar que
Tos niveles encontrados estan dentro de los Timites -

establec~-idos.

E1 método de la minicolumna nos servira para orien-
tarnos, en caso de dar fluorescencia positiva, de -
la presencia de aflatoxinas, pero deberd correrse -
cromatografia en capa fina para asegurarse de la -

presencia de las toxinas.

Las Condiciones de almacenamiento de estos granos -

analizados han sido adecuados para no permitir desa



rrollo de hongos.

5. Por la informacién recopilada en este trabajo pue
de tomarse conciencia del problema que representan
las aflatoxinas en la salud, tanto humana como a-
nimal, y aunque no pueda asegurarse que son carci
rogénicas en el hombre asi como en los animales,-
existe una extrecha relacién entre la incidencia
de cancer y la ingestidén de aflatoxinas segiln 1o

demuestran muchos estudios al respecto.

RECOMENDACIONES

1. Para andlisis rutinarios se recomienda el uso de -
la técnica directa por cromatografia en capa fina,
ya que 1os resultados se obtienen directamente y -

en un tiempo relativamente corto.

2., Ya que los resultados de Tas aflatoxinas son esti-
mados, no deben pipetearse nunca los extractos sos
pechosos de toxinas a menos que se haga con la ayu

da de una bomba de succidn.

3. Deberd tenerse siempre a la mano solucidén blanquea
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dora de hipoclorito de sodio, con la cual deberd la
varse el area de trabajo, cristalerfas, ropa e inclu

so manos después de terminar la jornada de trabajo.

Ya que Ta tendencia de Tos ingredientes a contaminar
se con hongos es directamente proporcional al conte-
nido de humedad y condiciones de almacenamiento (du-
racidén, temperatura y humedad) resulta de relevante
interés controlar estos factores, ya que es el méto-
do mas econdmico de evitar la formacién de hongos.

0 sea que como medida preventiva se sugiere almacenar

Jos granos a una humedad baja (11 a 13%).
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FORMULAS DE LAS PRINCIPALES AFLATOXINAS

OCH3

NOMBRE » + AFLATOXINA B1

FORMULA QUIMICA ; C17 le 06

PESO MOLECULAR : 312.3 Gm.

NOMBRE QUIMICO : ( 6 aR-Cis) (2, 3, 6a. 9a.,) Tetra. hidro
~4-metoxi~-ciclopenta ( C ) furo (3', 2':

4,5) furo (2,3-h) (2) benzopiran-1-1l-diona.



NOMBRE COMUN
NOMBRE QUIMICO

SEGUN CHEMICAL
ABSTRACT

PESO MOLECULAR

FORMULA QUIMICA :

OCH3

: AFLATOXINA B

2

(6 aR-Cis) (2,3,6a, 8,9,9a) Hexahi-
dro-4-metoxi-ciclopenta (C) furo
(3',2':4,5) furo (2,3,h) ("2)benzopi-
ran--1,11 diona

314.3
Cyq H

0

14 76



O
Il ||
O O
O O OCH 4

NOMBRE COMUN : AFLATOXINA G1
NOMBRE QUIMICO
SEGUN CHEMICAL
ABSTRACt : (3, 4, 7a, 10a) Tetrahidro-5-metoxi-

1H, 12H furo-(3',2':4, 5) furo (2,3,h)
pirano (3, 4,c) (2) benzopiran 1, 12
PESO MOLECULAR : 328.3

0

FORMULA QUIMICA : Cqiy le 7



o 9
|l

NOMBRE COMUN : AFLATOXINA G2

NOMBRE QUIMICO

SEGUN CHEMICAL

ABSTRACT : (7aR-Cis) (3,4,7a,9,10,10a) Hexahi-

dro-5-Metoxy-1H,12H-fuso (3',2': 4,5)
furo (2,3-h) pirano (3,4-c) (2) ben--
zopirdn 1-12 diona

- PESO MOLECULAR : 330.3

FORMULA QUIMICA : C H

17 0

14 7



Pag... 5

TECNICA DE LA MINICOLUMNA (5)

Reactivos:

__ Solventes acetona, Cloroformo y Benceno calidad reac

tivo, envasado en recipientes de vidrio.

Florisil 100-200 mesh (Fisher Scientific Co. No. F -
101) desecado a 110°C durante 2 horas.

Alumina neutra 80-100 mesh Brockman activity 1 (Fi--
sher Scientific Co. No. A 950) desecada a 110°C du--
rante 2 horas.

Silicagel E Merck No. 7734 desecada a 110°C durante
2 horas.

Tierras de diatomdceas. Celite 545 (Jhons-Manville
Corp.)

Solucidon standard de Aflatoxinas (By, BZ’ Gy, G2).

NOTA: La Alumina, Florisil y Silicagel deberd mantener

se endesecador.

Preparacion de la columna:

Colocar en el extremo de un tubo de vidrio de 3mm.
de diametro interno y 23cm. de Targo un tapon de -
5mm. de 1§na de vidrio. Con la ayuda de una cucha
rita y un embudo, agregar en elsiguiente orden:
lo.) 5-7mm arena granulo fino

20.) 5-7 mm. florisil 100-200 mesh



30.) 19-20mm silicagel

40.) 10-15mm aldmina

Compactar un poco después de cada adici6én para formar

capas finas.

Extraccién de las Aflatoxinas

De una muestra representativa perfectamente mezclada,

que deberd pasar por un tamiz No. 10, pesar 50 G y co

locarlos en el vaso de la licuadora.

Agregar unos 10 G de celite como auxiliar de filtra
cién y 150 ml. de acetona-agua (85:15). Licuar -
por 3 minutos a alta velocidad.

Filtrar por gravedad através de un papel filtro de
poro grueso de 18.5cm. de didmetro colectando de -
60-70m1. del filtrado.

Transferir 50ml. del filtrado a un beaker de 250 ml.
agregdr 20 ml. de la solucién de sulfato de amonio
al 40% y 130ml1. de agua destilada, agitar y dejarlo
reposar por 2 6 3 minutos.

Agregar unos 10 gm. de Celite, agitar y filtrar -
a través de un filtro de 18.5cm de didmetro de poro
grueso.

Transferir 100 ml. del filtrado a un embudo separa-

dor de125 m1. con llave de teflédn. Agregar 3.0 ml
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de benceno medidos con pipeta, tapar el embudo y agitar vi-

gorosamente por 60 segundos. Dejar en reposo.

Luego que las fases se hallan separado, descartar la ca
pa acuosa inferior, agregar 50 ml. de agua destilada a
la capa de benceno y rotarlo suavemente para lavar, evi
tando que se forme una emulsidn.

Nuevamente descartar la capa acuosa. Transferir el
extracto bencé&nico a un vial y evaporar a sequedad en -
bafio de vapor o por corriente de nitrédgeno.

Disolver el residuo en 3.0 ml. de cloroformo-acetona - -
(9:1)

Preparar un blanco en idénticas condiciones usando un -
mafz que no contenga aflatoxinas y que halla sido proba
do por métodos oficiales.

Preparar tamb{én un Standard, pero antes de la extrac--
cidén con acetona, agregar el material 1ibre de toxinas
0.5 ml. de solucidén standard de aflatoxina a una concen

4

tracibn de 0.5 ug/ml en caso de maiz.

Andlisis Cromatografico:

Usando jeringa, transferir una alicuota de 1.0 ml. de -
blanco, muestra y standard en series de columnas prepa-
radas que han sido colocadas en posicién vertical y de-

jar que corran completamente.
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- A cada columna agregar 1.0ml. de cloroformo-aceto-
na (9:1) ydejar correr.

- Observar fluorescencia bajo luz U/V/ de onda larga.
La presencia de aflatoxinas en la muestra, forma una
banda fluorescente en la parte superior de la capa de
Florisil, claramente distinguible por comparacibébn con
el blanco.

Si la fluorescencia de la muestra es menor que el =--
standard, esto indica que el contenido de aflatoxinas

es > 5 ug/Kg en maiz



REPRESENTACION ESQUEMATICA DE  rés-.
LA MINI COLUMNA

3 mm

53 Cm ~10=15mm ALUMINA

~19-20mm SILICAGEL
@ ~5- 7mm FLORISIL
il =5 —7mm ARENA GRANULAR FINA
/ ~5mm LANA DE VIDRIO
\//
—

FIGURA N2|
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METODO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PREVIA DEPURACION

POR COMATOGRAFIA EN COLUMNA (6)

Aparatos:

- Agitador mecédnico de alta velocidad a prueba de explo-
cion.

Viales de 4 dracmas de capacidad con tapas de rosca
Agitadora de tubos

Camara de Tuz U.V.

Centrifuga

Equipo para cromatografia en capa fina (placas de vi--
drio 20x20, aplicador, cabina desecadora con drierite
o silicagel, tanque revelador, jeringa graduada en mi-

crolitros).

Reactivos:

- So]ventes:lacetona, benceno, cloroformo, etanol 95%
calidad reactivo o redestilado, n-hexano, alcohol me
tilico.

- Solvente de extraccidn: Mezclar 550 ml. de alcohol -
metilico y 450ml. de agua destilada, guardar en fras
co ambar.,

- Solvente de columna de elucidon: Mezclar vollmenes i-
guales de cloroformo y n-hexano, Guardar en frasco

ambar.
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- Solvente revelador: Cloroformo-acetona. Mezclar -
900 ml. de cloroformo y 100 ml. de acetona. Guardar
en frasco ambar.

- Auxiliar para filtrar. Celite 545

- Perlas de ebulliciodn

- Algoddon absorbente purificado

- Silicagel GHR

- Standares de aflatoxinas Bl’ 82, G, y GZ'

1
Procedimiento

Pesar 100 Gm. de la muestra y transferirla cuantitativamente
al vaso de la licuadora, agregar 200 ml. de hexano y 500 ml.
del solvente de extraccién (alcohol metilico-agua). Licuar

a alta velocidad por 3.5 minutos.

- Inmediatamente después de la extraccidn y antes de que va-
ya a ocurrir cualquier separacidn, transferir una porcion -
del extracto,perfectamente homogenizado a una botella de cen
trifuga descartando el remanente.

- Centrifugar por 30 minutos a 1800-2000 r.p.m. No se to-
me encuenta cualquier turbidez que se presente en el meta--

nol acuoso (capa media).

Particién . en columna cromatografica

- Con una pipeta volumétrica, transferir 50 ml. de la capa -
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acuosa de metanol a un beaker de 600-1000 ml., agregar -
5ml1. de agua destilada y agitar.

Agregar 55 Gm. de celite y mezclar con una espatula hasta
que la mezcla sea uniforme cuando se presiona contra el -
fondo 0 Tas paredes del beaker,

Colocar un tapdén de algodén de 1.5 pulgadas de diametro -
al inicio de Ta columna cromatogrdafica. Transferir la -
muestra uniformemente mezclada a la columna en 3 porcio~-
nes empacando con una varilla de vidrio para obtener una
columna suave.

Lavar el beaker que contenia la muestra y el celite con -
hexano y agregar este lavado a la columna. Lavar la co-~
lTumna con un volumen total de 500ml. de hexano, eluir a -
un un flujo de 20-60mi/minuto.

Cuando el hexano de los Tavados Tlegue a la parte superior
del celite, cambiar el recibidor y descartar el hexano co
lectado. Lavar el beaker que contenia el celite con la
muestra conr2 porciones de 100ml. de cloroformo: n-hexano,
agregando los lavados a la columna.

Agregar solvente de elucidn (cloroformo:n-hexano) y eluir
las aflatoxinas hasta colectar 600ml. en el recibidor.

No debe permitirse que Ta columna se seque durante la elu
cion.E1 tiempo total deberad ser menos de una hora.
Agregar varias perlas de ebullicidn al recibidor y evapo-
rar casi a sequedad en bano de vapor evitando sobrecalen-

tar el extracto seco. Lavar las paredes del beaker con
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un chorrito fino de cloroformo y transferir cuantitativa
mente a un vial de 4 dracmas.

- Agregar de 2 a 3 perlas de ebullicién al vial y evaporar
el cloroformo preferiblemente bajo corriente de nitrédge-
no. Sellar el vial y reservarlo para cromatografia en

capa fina.

Cromatografia de Capa Fina

Preparaci6n de Jas placas: Pesar 30 G. de silica Gel en -
un erlenmeyer de 300ml. agregar 60ml. de agua destilada, ta
par y agitar vigorosamente por 1 minuto. Colocar inmedia-
tamente en el aplicador y cubrir 5 placas con una capa de -
0.25mm (250 micrones) de espesor. Dejar que las placas se
sequen al aire por 10 minutos y activar por 1o menos 2 ho--
ras a 80°C en una estufa. Guardar las placas activadas en
un desecador sobre drierite o silicagel.

- Al vial que contiene el extracto de la muestra, agregar -
0.5m1 (500ul) de benceno, tapar nueyamente y agitarlo con
el agitador de tubos aproximadamente 1 minuto.

- Destapar el vial y con una jeringa aplicar 2,5 y 10 ul -
del extracto de la muestra sobre la placa cromatogrdfica
dejando una separacidén de lcm. entre una aplicacioén y otra

a lo Targo de una Tinea imag#naria colocada a 4cm. sobre -



la parte inferior de Ta placa.

En la misma placa aplicar alicuotas de 1, 3 y 5 ul de stan
dares de aflatoxinas Bq, BZ’ G1 y GZ‘

Dibujar una 1inea a 1o largo de la placa para marcar el -
frente del solvente y otra de 0.5cm. a los lados de la pla
ca.

Colocar 50 ml. de solvente revelador cloroformo: acetona -
(9:1) en un tanque cromatogrdfico. Insertar inmediatamen-
te la placa, sellar el tanque y eluir la placa por 40 minu
tos a 23-25°C.

Dejar que la placa eluida seque al aire por 15 minutos y -
cuando esté seca observarla bajo Ta Tuz ultravioleta prote
giéndose 1os o0jos con lentes especiales.

Observar las cuétro manchas fluorescentes patrones de 1 o0s
estandares de las aflatoxinas. Se notard una pequefia di-
ferencia en la fluorescencia azulada de Tas aflatoxinas B,
que contrasta con la fluorescencia un poco verde de Tas G.
Examinar las muestras que presenten fluorescencia y cuya -
mancha tenga un Rf cercano al de losstandards y aspecto se

mejante (color).

C&lculos:

Para calcular las aflatoxinas B1 en un ug/kg en la muestra -

se usara la siguiente ecuacidn:

Aflatoxina By (ug/kg) = (SY(YY (V) /7 (x)(w)



En donde:

(S) Son los ug de aflatoxina B1 (Standard) igual al descone
cido.

(Y) Concentracidn del standard de aflatoxina By, en ug/ml.

(V) ul de dilucién del extracto de Ta muestra usados.

(X) ul del extracto de Ta muestra que did Ta fluorescencia
igual a (S).

(W) granos de la muestra original aplicados a la cromatogra
fia encolumna (10 G. si se usaron 50 mi. del extracto -

metanol agua).



Técnica por cromatografia directa en capa fina

Aparatos:

Mezclador Osterizer

Vaso de 1000 ml. de capacidad para el mezclador

Ldmpara de luz U.V. de onda Targa

Beakers graduados de 250 ml.

Embudos para filtrar de 160 ml.

Cilindros graduados de 10 y 20 mil.

Papel whatman No. 1 de 200 mm. de didametro

Ampollas de separacidon de 500 mi.

Balanza para pesar 50 Gm. de muestra

Embudos filtrantes tipo buchner

16
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Reactivos:

Cloroformo grado ASC

Solvente de extraccidn acetona-agua (85:15). Mezclar 850ml.
de acetona con 150 ml. de agua.

Reactivo precipitante; soluci6én de acetato de plomo. Di-
solver 200 Gm. de acetato de plomo neutro trihidratado en
agua con calentamtento, agregar 3 ml. de dcido acétino gla
cial y diluir a un 7Titro.

Celite como auxiliar de filtracibn (tierras de diatomdceas)
Sulfato de sodio anhidro.

Standards de aflatoxinas B B

1 72 71 2°

Preparacidén de la Muestra:

Extraccidn y depuracidn:

Pesar 50 Gm. de la muestra previamente homogenizada y que -
pase a través de un tamiz No. 10 y colocarla en el vaso de
la licuadora, agregar 125 ml. de solvente de extraccidn y -
Ticuar por tres minutos.

Colocar un embudo de cuello largo en un erlenmeyer de 250 -
ml. y filtrar el contenido a través de papel whatman No. 1
de 200 mm. de didmetro

Medir 50 ml1. del extracto aceténico en una probeta de 180 -
ml. y agregarle suficiente agua para completar 90ml.
Transferir a un beaker de 250 ml. y agregar 50 ml. de la -

solucién de acetato de plomo y cuatro gram os de celite.
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Agitar el contenido por 3 minutos o déjese reposar por -
10 minutos agitando de vez en cuando hasta obtener una -
fase transparente supernadante. Filtrar en Buchner.

- Tomar una alfcuota de 120 ml. de filtrado anterior y --
transferir a una ampolla separadora de 500 ml. contenien
do 60 ml, de agua y 10 ml. de cloroformo. Agitar vigo-
rosamente por 3 minutos y dejar que se separen las fases,

- Filtrar por papel whatman No. 1 que contenga unos dramos
de sulfato de sodio anhidro y colectar una alicuota de -
6 ml. del extracto de cloroformo en una probeta.de 10 ml
En caso de que se forme una emulsifén, agregar mas sulfa--
to de sodio anhidro.

- Transferir Ta alfcuota de 6 ml. a un vial de 4 dracmas.
Rotar el embudo suavemente por 30 segundos y dejar que -
se separe el cloroformo. Descartarlo y repetir la ex-
traccidén con otros 10 ml. de cloroformo, colectando otros
6 ml. para el vial.

- Evaporar a sequedad a 40°C colocdndolo en una estufa o

directamente bajo corriente de nitrdgeno.

Cuantificacién por cromatografia en capa fina.

Reactivos:
- Acetona y cloroformo

- Solvente revelador cloroformo-acetona (9:1)



- Tanque revelador para cromatogrdfia

- Benceno-Acetonitrilo (98:2)

~ Jeringas de 10 ul.

- Silicagel G Merck 773 o Adsorbil 1 6 Silicar TLC-7G Ma-
T1inckrodt Chemical Works.

- L&mpara de Tuz U.V. onda larga

- Placas para cromatografia 20 x 20

Preparacidon de las Placas:

- Pesar 30 gm. de silicagel en un erlenmeyer de 300 ml. agre
gar la cantidad de agua recomendada por el fabricante, agi
tar vigorosamente por un minuto y colocar en el aplicador.
Cubrir placas con una capa de 0.25 mm. de espesor. De-
jar Tas placas reposando hasta que se sequen (aproximada-
mente 10 minutos).

- Secar las placas recubiertas por 2 horas a 80°C o una hora
a 110°C y guardarlas en un desecador con silicagel activa

da cuando menos una noche.

Cuantificaciodn:

Al frasco que contiene el extracto de la muestra, agregar -
100 ul. de benceno=acetonitrilo (98:2) si se espera un bajo
nivel de contaminacidn. Agregar 200 ul, para obtener una

evaluacidn preliminar para niveles mas altos de contamina--



cidn.

- Resellar el frasco y agitar vigorosamente para disolver
preferiblemente con un agitador Vortex.

- Aplicar 2ul., 4ul., y 6 ul. sobre una 1inea imaginaria -
de 2 a 5 cm. del borde de Ta placa.

- Aplicar Tas mismas cantidades.de standars. Si se desea,
aplicar 6 ul. de la solucidn standard en 6 ul. de la mues
tra como standard interno.

- Colocar suficiente cantidad de cloroformo-acetona (9:1)
en el tanque revelador hasta alcanzar 0.8 cm. de nivel -
de solvente, " Inmediatamente insertar la placa en el -
tanque y sellarlo.

- Eluir . hasta que el solvente alcance la 1inea de solven-
te (10 cm.) Sacar la placa del tanque, evaporar el sol
vente a temperatura ambiente o en una estufa a 80°C por un
minuto,

- Iluminar las'placas desde abajo con la lampara de luz --
U.V. en un cuarto oscuro o en una cabina Cromato Vue.
Examinar Tos patrones con las muestras que tengan el mis-
mo RF y fluorescencia que los patrones.

- Bésados en los resultados obtenidos de la observacidn de
las p]acas,.d11uir Tos extractos de Ta muestra para ulte

riores cuantificaciones, luego de haberlas evaporado a -
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sequedad, usando benceno-acetonitrilo (98:2) y aplicar

nuevamente.

Calcular la concentracién de aflatoxinas en ug/kg por me

dio de Ta foérmula:
Ug/Kg = 1.67 (S x Y x V) / (X x W)

En donde:

S = ul. de aflatoxina standard igual al desconocido.

Y = concentracidon de aflatoxina standard en Ug/MI

V = ul. de Ta dilucién final del extracto de la muestra

X = ul del extracto de la muestra aplicada que di6 Ta -
fluorescencia igual al standard.

W = gramos de muestra extraida por 20 ml. de cloroformo
(17.14 G para 50 ml1. y 6.86 G para 20 ml. del extrac
to acetdénico).

1.67 = 20 (de 1os extractos cloroférmicos).
12
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Procedimientos recomendados para la descontaminacién del -

material infestado por aflatoxinas

Area de trabajo

E1l &rea de trabajo debe cubrirse completamente con solucidn
de hipoclorito de sodio 5-6% (blanqueador doméstico), el -

cual debera conservarse en una botella lavadora pléastica.

Si la superficie es tal que la solucidon tiende a formar go-
tas, es preferible colocar toallas de papel, ya sea antes -
0 después de aplicar el blanqueador, las cuales deberdn que
dar completamente mojadas, para asegurar el contacto comple

to con la toxina.
E1l tiempo de contacto debe ser por 1o menos de 30 segundos
pero el drea debe ser revisada con lampara de luz U.V. has-

ta que toda fluworescencia sea destruida.

Recipientes

Toda Ta cristaleria incluyendo Tdminas de cromatografia en
capa fina, puede ser tratada con solucién de dcido crémico,
en tal caso no serd necesario el uso del blanqueador, o bien

puede adoptarse este método, sumergiendo los recipientes por
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un minuto antes del lavado de rutina.

Es recomendable en todo caso revisar la cristaleria con -

ldmpara de luz U.V. hasta eliminar cualquier fluorescencia.

Para descontaminar los recipientes en 10s cuales han sido
manejados los materiales toxicos, es muy efectivo usar una
mezcla de blanqueador no diluido y dcido clorhidrico, la -

cual genera cloro que ayuda a Tla descontaminacidn.

Personal

Para Tas personas que trabajen con material y productos con
taminados, se recomienda el uso rutinario de guantes, y mas
carillas protectoras en el caso que manejen aflatoxinas se-
ca o material toxico finamente dividido como comida, polvo,
etc. Si Tas manos ée contaminan deberédn ser lavadas in-
,

mediatamente con blanqueador no diluido (5-6%) antes del la
vado rutinario con jabén.

Si la piel es muy sensible para este tratamiento puede usar

se un detergente con perbgorato de sodio.

En caso de que el material tdxico entrara en la boca se de-
berdn hacer gargaras con una solucién que contenga 1% de -

perborato de sodio y 1% de bicarbonato de sodio en agua.

31
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Se puede usar como alternativa una pasta dentral que conten-

ga perborato.

Ropa de trabajo

Es preferible destinar ropa especial para trabajar con mate--
rial contaminado y evitar que sea de algoddn o rayon, para -

que no resulte dafada con el. tratamiento de descontaminacidn
Antes del lavado de rutina la ropa debe de sumergirse en una
solucidn de carbonato de sodio al 5% o blanqueador al 1% por

una hora.

Muestras contaminadas

Estas muestras sospechosas deberdn ser guardadas en recipien-
tes bien cerrados tales como latas selladas, tarros y bolsas

plasticas.

Este material puede ser descontaminado empapdndolo totalmente
con blanqueador no diluido por media hora. En algunos casos
se necesita mezclar mecanicamente los productos para asegurar

el contacto complieto con la solucién blanqueadora.

La incineracidn es otro método que puede usarse, aunque en mu

chos casos no resulta prdctico.

(11) Stoloft, L y Trager, W. Recomended Descontamination
Procedres for Aflatoxin
V. Assoc. off Chemist 48(3)




