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RESUMEN

Las aflatoxinas han sido foco de investigacion dentro de las micotoxinas por su alta
incidencia en alimentos como la harina de maiz, componente esencial en la dieta de la
poblacién venezolana y, porque se ha demostrado su efecto carcinogénico en el
higado. El objetivo de este trabajo de investigacién fue explorar la presencia de
Aflatoxina B1 (AFB1) en harina de maiz blanco precocida de diferentes marcas, que
se expenden en comercios de la ciudad de Mérida, en el Laboratorio de Toxicologia
General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes, en Septiembre 2018. El estudio es de tipo exploratorio,
con un disefio de campo, transeccional contemporaneo y univariable. La muestra la
conforman 6 paquetes de harina de maiz blanco precocida de diferentes marcas que se
encontraron en comercios de la ciudad de Meérida. EI método aplicado fue
Cromatografia de Capa Fina usando el sistema T10 (cloroformo-acetona 9:1). Los
resultados se registraron y tabularon y se reporté un resultado negativo, es decir,
ausencia de AFB1 en el 100% de las muestras analizadas.

Palabras clave: aflatoxina, harina de maiz, cromatografia.



INTRODUCCION

La harina de maiz precocida es un componente esencial en la dieta de la poblacién
venezolana, utilizada por su valor nutritivo y por su facil asequibilidad como materia
prima para la elaboraciéon de arepas, empanadas, pan, cereales, atoles, entre otros.
Razén por la que el maiz (Zea mays L.), es considerado uno de los principales
cereales en el ambito nacional.

Los cultivos de maiz y su consiguiente harina, cuando no son procesados y
almacenados en condiciones ambientales propicias, pueden ser afectados por hongos,
los cuales producen metabolitos téxicos secundarios llamados micotoxinas. De alli
que diversos investigadores como Urrego y Diaz (2006), Armijo y Calderdn (2009),
sostienen que: “el 25 % de los cultivos alimenticios del mundo son afectados por las
micotoxinas, durante el crecimiento y almacenamiento, debido a los productos del
metabolismo del crecimiento fingico”.

Entre las micotoxinas que pueden estar presentes en granos de maiz, se destacan
las aflatoxinas, las cuales de acuerdo a Urrego y Diaz (2006), “son inodoras, insipidas
e incoloras, quimicamente son estables en los alimentos y resistentes a la degradacion
bajo procedimientos de coccion normales, ademas es dificil eliminarlas una vez que
se producen”.

En el mismo orden de ideas, en el 2003, la Organizacién para la Agricultura y la
Alimentacion de las Naciones Unidas (FAQ), considera las aflatoxinas contaminantes
inevitables de alimentos, motivo por el cual se debe supervisar la cantidad presente en
la harina de maiz precocida, para velar que no se estén excediendo los niveles de
Aflatoxina permitidos.

Para Martinez, Del Rio y Gomez (2013):



Las aflatoxinas han sido foco de investigacion dentro de las sustancias
denominadas micotoxinas, principalmente por su alta incidencia en
alimentos y porgue su consumo en dosis bajas, medias o altas, causa tanto
efectos toxicos en corto tiempo (agudos), como a largo plazo (crénicos),
siendo estos Ultimos los mas comunes.

Por otra parte, Rodriguez (2010), afirma que: “aunque han sido identificados
aproximadamente 20 tipos de aflatoxinas, existen cuatro Aflatoxinas principales: B1,
B2, G1 y G2”. En este sentido, Piontelli (2014), se refiere a la Aflatoxina B1 (AFB1)
como la méas importante por ser la mas toxica y un potente compuesto
hepatocarcindgeno natural. De igual modo, la AFB1, se produce en clima tropical,
donde estan reunidas las condiciones Optimas de crecimiento de los hongos
aflatoxigénicos, principalmente la humedad relativa y temperatura, resultando
contaminados alimentos de alto consumo. Martinez y otros (2013).

Por lo expuesto, es importante la realizaciébn del presente trabajo de
investigacion, en el cual se estudio de forma general los aspectos mas relevantes de la
AFB1, se recolectaron diferentes marcas de harina de maiz blanco precocida que se
expenden en comercios de la ciudad de Mérida, las cuales se trasladaron al
Laboratorio de Toxicologia “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de los Andes, donde se exploro la presencia de AFB1 a
través del metodo de Cromatografia de Capa Fina.

Este trabajo esta estructurado de la siguiente manera:

Capitulo | El problema: comprende el planteamiento del problema, objetivos de
la investigacion (general y especificos), justificacion de la investigacion, ademas
de alcances y limitaciones de la investigacion.

Capitulo Il Marco Tedrico: refiere los trabajos previos, antecedentes historicos,
antecedentes teoricos (bases teoricas), operacionalizacion del evento, asi como
también la definicion de términos.

Capitulo Il Marco Metodoldgico: en su estructura contiene el tipo de
investigacion, disefio de la investigacion, poblacion y muestra, instrumento de

recoleccion de datos, procedimiento o metodologia y disefio de analisis.



Capitulo 1V Resultados y Discusién: plasma el analisis y discusion de los
resultados

Capitulo V Conclusiones y Recomendaciones: incluye las conclusiones y
recomendaciones.

Por altimo contiene la bibliohemerografia.

Se plantea entonces, como Objetivo General del Estudio, explorar la presencia de
Aflatoxina B1 en harina de maiz blanco precocida de diferentes marcas, que se
expenden en comercios de la ciudad de Mérida, en el Laboratorio de Toxicologia
General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de los Andes, en Septiembre 2018.



CAPITULO |
El PROBLEMA
Planteamiento del Problema

El procesamiento de la harina de maiz precocida en Venezuela se lleva a cabo
tanto con maiz blanco como amarillo. La importancia entre ambos se observa
mediante una comparacion de las propiedades bioquimicas, donde se indica que el
maiz blanco presenta ventajas en proteina, hierro, fosforo, calcio y tiamina, pero tiene
valores menores en niacina, riboflavina, caroteno y no contiene xantofilas, estos dos
ultimos precursores de la vitamina A. De igual modo, segun el Instituto Nacional de
Nutricion (2005):

La composicion nutricional sirve de guia para las consideraciones de calidad
en el producto elaborado, ya que generalmente el tratamiento
termomecanico a que se someten los granos durante el proceso de

transformacion de la harina precocida, reviste cierto efecto en el contenido
de nutrientes (p.12).

De acuerdo a lo expresado, el procesamiento del maiz blanco (Zea mays), se
realiza cumpliendo una serie de pasos que van desde el desgrane hasta el molido y
empaquetado, lo que exige condiciones higiénicas 6ptimas para mantener su calidad
en el consumo humano y de este modo evitar la produccién de hongos. A tal efecto,
Urrego y Diaz (2006), Armijo y Calderon (2009), indican que “la presencia de
hongos en los granos de maiz utilizados como materia prima para la fabricacion de
alimentos constituye una grave amenaza, la exposicion humana a micotoxinas por
consumo de harinas contaminadas es un tema de salud publica”. De alli que, la
contaminacion puede ocurrir en el campo antes o después de la cosecha o durante el

transporte y almacenamiento del producto.



En este orden de ideas, en Venezuela, de acuerdo a la opinion de Mazzani, Borges,
Luzdn, Barrientos y Quijada (2000), “ha sido encontrada una elevada contaminacion
con hongos y micotoxinas en maiz almacenado y en ¢l campo”. Asimismo, Gonzalez,

Hernandez, y Moratinos (1990), sostienen que:

El almacenamiento inadecuado (en cuanto a ventilacion, temperatura,
incidencia de luz, entre otros) provoca alteraciones fisico quimicas en los
granos, que predisponen la aparicién de varias especies de hongos, los
cuales invaden los granos partidos y colonizan la parte exterior de los
mismos, encontrandose entre los géneros de mohos como el involucrado
mas frecuente al Aspergillus (p.81).

Es oportuno mencionar que, “la presencia de aflatoxinas en alimentos para
consumo humano representa un grave problema de salud pablica, ademas de afectar
sensiblemente la produccion agricola” Rodriguez (2010). Esta complicacion requiere
de soluciones integrales que permitan disminuir a corto plazo los efectos nocivos en
la poblacion expuesta. La principal arma para combatir a las micotoxinas la
constituye la difusion objetiva de la informacion a todos los integrantes de la cadena
productiva de alimentos, las consecuentes medidas de prevencion y las medidas de
control que se puedan aplicar a lo largo de la misma.

En esta perspectiva, Escobar, Gallardo, Valdez, Gonzalez, Ibarra, y Ceballos
(2011), consideran que: “la contaminacion de los alimentos con micotoxinas depende
de las condiciones ambientales, que pueden propiciar el crecimiento del hongo y por
ende la produccion de las toxinas™ (p.17). Por tanto, la mayoria de los productos
agricolas pueden ser susceptibles de contaminacion en cualquier momento, desde su
produccién, transporte y almacenamiento. A tal efecto, los hongos que producen
aflatoxinas a su vez estan clasificados de acuerdo a sus diferencias en hongos de
campo, de almacén y de deterioro avanzado, dependiendo del momento en que se
presentan y la cantidad de agua que necesitan para producir aflatoxinas. Los de
campo requieren entre 90 y 100 % de humedad, mientras que los de almacén se
bastan con apenas 60 %.

Durante muchos afios el hongo Aspergillus flavus en opinion de Hedayati,

Pasqualotto, Warn, Bowyer y Denning (2007), “ha sido considerado como el Unico



productor de aflatoxinas, pero en realidad es un grupo de especies de hongos los que
pueden producir estos metabolitos” (p.31). En tal sentido, las aflatoxinas son sin lugar
a dudas las micotoxinas mas importantes, ya que se caracterizan por ser sustancias
hepatotoxicas, carcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas en el ser humano. Por
tanto, reglamentos relativos a las micotoxinas, se han establecido en muchos paises
para proteger al consumidor de los efectos nocivos de estos compuestos, uno de ellos
es la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO), que en el 2003, realizé un estudio titulado: “Reglamentos a nivel mundial
para las micotoxinas en los alimentos y en las raciones en el afio 2003” sefialando que
el proposito del mismo es “...El aseguramiento de la inocuidad de los alimentos...”.
Desde el punto de vista bioquimico, Lemus, Maniscalchi, Vera, De Freitas y

Sangermano (2007), consideran que las aflatoxinas:

Pueden alterar el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, asi como el metabolismo energético, pueden ser consideradas
como inhibidores biosintéticos tanto in vitro como in vivo y en altas dosis
pueden provocar una inhibicion total de los sistemas bioquimicos, y dosis
bajas pueden afectar diferentes sistemas metabdlicos.

De acuerdo con lo expresado por los autores, las aflatoxinas, son uno de los
contaminantes mas toxicos para la salud humana y se consideran cancerigenos.

Las razones expuestas conllevaron a realizar la investigacion, cuyo proposito fue,
explorar la presencia de AFB1 en diferentes marcas de harina de maiz blanco
precocida, que se expenden en comercios de la ciudad de Mérida, en el Laboratorio
de Toxicologia General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de los Andes, en Septiembre 2018.

Una vez planteado el problema de investigacion, se formuld el siguiente
Enunciado Holopraxico: ¢Existe Aflatoxina B1 en las diferentes marcas de harina de
maiz blanco precocida, que se expenden en comercios de la ciudad de Meérida en
Septiembre 2018?



Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Explorar la presencia de Aflatoxina B1 (AFB1) en harina de maiz blanco
precocida de diferentes marcas, que se expenden en comercios de la ciudad de
Meérida, en el Laboratorio de Toxicologia General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, en Septiembre
2018.

Obijetivos Especificos

Detectar la presencia de Aflatoxina B1 en harina de maiz blanco precocida de
diferentes marcas, que se expenden en comercios de la ciudad de Mérida.

Cuantificar la Aflatoxina B1 en harina de maiz blanco precocida de diferentes
marcas, que se expenden en comercios de la ciudad de Mérida.

Comparar la cantidad de Aflatoxina B1 en harina de maiz blanco precocida de
diferentes marcas, que se expenden en comercios de la ciudad de Mérida con el limite

permitido por la FAO.

Justificacién de la Investigacion

La FAO (2003), estima que mas de un 25 % de alimentos en el mundo esta
contaminado con cierto numero de micotoxinas, y la presencia de aflatoxinas en los
cereales esté asociada, tanto a las condiciones de almacenamiento inadecuadas, como
a la contaminacion del producto en el campo, antes y despues de la cosecha.
Asimismo, OMS (1999), afirma que “el 25 % de los cultivos alimentarios mundiales
estan contaminados con micotoxinas”. En tal sentido, Marin (2010), sostiene que: “en
paises en desarrollo, donde los alimentos basicos como el maiz son susceptibles de
contaminacion, la poblacion se afecta de forma significativa por la morbilidad y las

muertes asociadas a las micotoxinas”.



Por otra parte, (la Agencia Internacional de Investigaciones sobre Céncer, citada
por Lemus y cols 2007), expone que “las aflatoxinas han sido reportadas como los
contaminantes naturales de alimentos mas peligrosos para la salud humana y estan
clasificadas como cancerigenos Clase 1”. Siguiendo las consideraciones precedentes,
se realizé un estudio para explorar la presencia de Aflatoxina B1 en la harina de maiz
blanco precocida, lo que podria significar un peligro para la salud.

Por lo anterior, el estudio sirve de base a futuras investigaciones encaminadas bien
sea a verificar la calidad de la harina de maiz precocida, o a presentar alternativas de
solucion para mejorar la materia prima (maiz).

En funcion de lo expuesto, se justifica el presente trabajo porque las aflatoxinas se
han asociado a varias enfermedades como la aflatoxicosis, tanto en animales
domeésticos como en seres humanos, y han recibido méas atencion que cualquier otra
micotoxicosis, debido a su potente efecto carcindgeno. A la vez, pueden encontrarse
como contaminantes naturales en los cereales (esencialmente en el maiz, trigo, arroz
y sorgo). Por tanto, el desarrollo de la investigacion se dirige a la exploracién de la
presencia de AFB1 en harina de maiz blanco precocida, de diferentes marcas que se
expenden en comercios de la ciudad de Mérida, en el Laboratorio de Toxicologia
General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de los Andes, del estado Mérida en Septiembre 2018.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

El alcance de una investigacion ubica el nivel de profundidad del conocimiento
sobre el fendmeno de estudio que se desea lograr. Fija la vision que posee el
investigador para cumplir los objetivos. En tal sentido, Hernadndez, Fernandez y
Baptista (2010), consideran que: “del alcance depende la estrategia de investigacion,
por lo tanto, el disefio, los procedimientos y otros componentes del proceso varian en
estudios con alcances exploratorio, descriptivo, correlacional, o explicativo”.

En tal sentido, en la presente investigacion el alcance es exploratorio, por cuanto la

profundidad del logro que se desea obtener es explorar la presencia de Aflatoxina B1



en harina de maiz blanco precocida de diferentes marcas, que se expenden en
comercios de la ciudad de Mérida.

En relacion a las limitaciones para el desarrollo del estudio, no se encontraron
suficientes antecedentes, debido a que son pocas las investigaciones en Venezuela
con respecto a la Aflatoxina en harina de maiz. También, el alto costo y la dificultad
para adquirir los reactivos, asi como la escases de harinas de maiz blanco precocida

en 2018 fueron limitantes.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

En la presente investigacion se tomaron como referencia diferentes estudios que
aportan informacion de interés al tema y guardan alguna similitud con el objetivo
propuesto.

Lopez (2013), realizo una investigacion titulada: “Principales micotoxicosis
asociadas al consumo de maiz y sus subproductos”, cuyo proposito fue Caracterizar
las micotoxinas generadas en el maiz que se consume en diferentes lugares de
Colombia. En el mismo, refiere el peligro que representan las micotoxinas para la
salud humana y animal, debido a que contaminan de manera natural productos
agricolas y pecuarios, presentando una alta incidencia en los alimentos para humanos
y animales. Entre los principales hongos micotoxigénicos se encuentran los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Dentro de las familias mas importantes de
micotoxinas se encuentran: las aflatoxinas, los tricotesenos, la ocratoxina A, las
fumonisinas y la zearalenona. De estas las que representan mayor riesgo para la salud
humana son la Aflatoxina B1, la fumonisinas B1 y la Ocratoxina A, que pueden
causar cancer de higado, cancer de es6fago, alteraciones en el sistema inmune, entre
otras patologias. El estudio presenta relevancia con el tema tratado puesto que sirve

de base para la identificacion y definicion de términos pertinentes.
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Padron, Yuef, Herndndez, Reyes, y Vazquez (2013), en su trabajo: “El Género
Aspergillus y sus Micotoxinas en Maiz en México. Problematica y Perspectivas”,
publicado por la Revista Mexicana de Fitopatologia, afirman que las condiciones de
produccion de maiz en climas tropicales y subtropicales, particularmente en el noreste
de México, favorecen las infecciones por hongos toxigenos. Por ello, es necesario la
identificacion e implementacion de estrategias que reduzcan la contaminacion en el
grano.

Entre las estrategias a tomar en cuenta destacan, el uso de hibridos de maiz con
resistencia a sequia, plagas, enfermedades y altos rendimientos de grano, manejo
integrado de insectos y hongos mediante tratamiento quimico, cultural o bioldgico y
la modificacion del procesamiento del grano para consumo humano
(nixtamalizacion). Dichas medidas, individualmente o en conjunto, reduciran
paulatinamente los dafios causados por hongos potencialmente toxigenos en la planta
de maiz y el consumidor final en México.

En este trabajo evidenciaron una perspectiva de la investigacion en el tema de los
hongos aflatoxigénicos en maiz en México, sus implicaciones en salud humana y del
ganado, las herramientas (fitopatoldgicas, genéticas del hospedante y el patogeno,
bioguimicas, entre otras) de estudio del problema, asi como las estrategias de manejo
integrado utilizadas, para actualizar y ponderar la informacién generada a la fecha, y
establecer puntos esenciales para futuras investigaciones. Lo planteado anteriormente
guarda relacion con el estudio, puesto que sirve de guia para abordar el problema con
respecto a la presencia o0 no de Aflatoxina B1 en harina de maiz, definiendo algunos
términos importantes relacionados con el tema.

Por su parte Morris (2011), realizé un estudio denominado “Determinacién de
aflatoxinas en muestras de maiz (Zea mays) y arroz (Oryza sativa) para consumo
humano en cinco departamentos de la Costa Caribe Colombiana mediante
cromatografia de alta eficiencia durante seis meses”. El mismo tuvo como objetivo,
realizar mediciones puntuales de los niveles de aflatoxinas en arroz y maiz para
consumo humano en cinco departamentos del Caribe Colombiano. Un total de setenta

(70) muestras fueron colectadas en diferentes ciudades de manera aleatoria en
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fabricas y comercializadoras. La metodologia se fundamenté en un tipo de
investigacion descriptiva cuasi-experimental con apoyo de un disefio de campo
transeccional. Asi como la técnica de recoleccion de datos fue la observacion directa
y como instrumento una planilla disefiada para tal fin.

El andlisis de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se realiz6 mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC). En ninguna de las muestras de arroz (n=46) se
detecto la presencia de aflatoxinas. Por el contrario, en el 12,5 % de las muestras de
maiz (n=24) se presento aflatoxina B1 en niveles entre 2,4 y 12,5 ppb (con media de
7,9 ppb); la aflatoxina B2 se encontr6 en el 8,3 % de las muestras, con niveles
inferiores a 2 ppb; las aflatoxinas G1 y G2 no se detectaron; el valor medio de
aflatoxinas totales fue de 9,2 ppb, siendo el valor maximo aceptado en la mayoria de
paises de 20 ppb. La presencia de aflatoxinas en varias muestras de maiz evidencia la
importancia de investigar en este rubro més que en otro. Ademas, demuestra la
necesidad de contar con legislacién y programas de control de estos contaminantes
naturales de los alimentos, como factores de riesgo para enfermedades como el cancer
de higado.

En el afio 2010, Di Bernardo, Uzcategui, Pérez, Garcia, Hernandez, Yanez, y
Rodriguez, publicaron en la Revista de Toxicologia en linea (retel) un trabajo
titulado: “Identificacion de Aflatoxinas en alimentos de uso animal y visceras de siete
venados muertos stibitamente”. Los autores analizaron por cromatografia de capa fina
y cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a masas, muestras de visceras
(higado y rifidn) procedentes de siete (7) venados que fallecieron subitamente, sin
patologia clinica aparente. También en tres (3) muestras de alimentos comerciales de
uso veterinario, Los resultados obtenidos fueron presencia de Aflatoxina B1, tanto en
los alimentos concentrados como en el higado, mientras que en rifidn no se encontro,
explicando su ausencia por no ser el mismo un 6rgano diana de la micotoxina. Este
trabajo guarda relacion con la presente investigacion, por cuanto en él se demuestra
que la presencia en alimentos de la micotoxina en estudio, puede causar dafios
significativos sobre todo a nivel hepatico y ademas a elevadas concentraciones puede

causar la muerte del animal casi de inmediato.
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Rojas y Wilches (2009), realizaron un estudio sobre: “Determinacion de
aflatoxinas en alimentos de mayor consumo Infantil comercializados en la ciudad de
Pamplona, Norte de Santander”. El objetivo de esa investigacion fue evaluar la
presencia de aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) en muestras de alimentos de consumo
infantil comercializados en la ciudad de Pamplona, Norte de Santander, y aplicaron
técnicas analiticas estandarizadas en el Laboratorio de Toxicologia (Facultad de
Medicina Veterinaria) de la Universidad Nacional de Colombia, basadas en técnicas
reconocidas por la Asociacion Oficial de Quimica Analitica de los Estados Unidos
(AOAC) para anélisis de alimentos, detectando aflatoxinas en el 10 % de las
muestras, con niveles entre 18.42 pg/kg y 71.25 ug/kg de AFB1. Los niveles de
aflatoxinas superan el valor maximo admisible por la legislacion colombiana (10
ug/kg), y por la Unién Europea (0.10 ug/kg), para alimentos infantiles y alimentos
elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad. Este trabajo guarda
similitud con el presente, debido a que, el mismo sustenta la problematica expuesta
porque sus resultados arrojaron datos significativos que evidencian la presencia de las
micotoxinas en alimentos de consumo humano.

En Santa Cruz Bolivia, Saavedra (2008), realizd una investigacion titulada:
“Aflatoxinas en alimentos balanceados para canes”. El objetivo fue determinar la
presencia de Aflatoxina en alimento para canes en la ciudad. El autor, procedié a
adquirir una muestra de 1 kg de cada marca de alimento que se expende en la ciudad,
para un total de 15, y analizd dichas muestras por el método Aflatest. Los resultados
obtenidos reflejan niveles en general bajos, a excepcion de una muestra. Sin embargo,
esto no indica que no pudieran producir problemas en la salud de los animales, pues
va a depender del tiempo en que han estado consumiendo esta concentracion de
micotoxina, lo que causara algun problema en la salud de los mismos no detectables
facilmente, y atribuidos a otras causas. Este trabajo de investigacion guarda relacion
con el tema, porque sefiala presencia de aflatoxina, y aunque fue de pequefias dosis,
igual se presume que pudiera causar un deterioro progresivo en la salud de los

animales aun cuando no se evidenciara con la muerte inmediata del mismo.
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En Venezuela, Ferndndez, Negron, Isea y Sanchez (2000), publicaron en la
Revista Cientifica FCV-LUZ una investigacion titulada: “Reporte de analisis
cuantitativo de aflatoxinas por el método Elisa en muestras de materias primas de
alimento balaceado para aves provenientes de una planta ubicada en el municipio
Mara del estado Zulia, Venezuela”. El objetivo fue detectar la presencia de
aflatoxinas en cinco (5) materias primas de alimento balanceado para aves
provenientes de una planta ubicada en el municipio Mara del estado Zulia.

Los autores utilizaron como método de determinacion el test de ELISA con un
detector espectrofotométrico a una longitud de onda de 650 nm, con el cual
analizaron cuarenta (40) muestras, realizando un muestreo de cinco (5) diferentes
materias primas utilizadas en la produccion de un alimento balanceado para aves,
entre ellos harina de maiz. En la investigacion se obtuvo como resultado que de las
cuarenta (40) muestras analizadas, diecisiete (17) resultaron positivas a la presencia
de aflatoxinas entre ellas las de harina de maiz, lo que corresponde al 43 % del total
de muestras analizadas. Y de las cinco (5) materias primas analizadas, la harina de
maiz presentd los mas altos niveles de aflatoxinas, siendo todos sus valores
superiores a los permitidos en Venezuela. Existe relacion entre este tema de
investigacion y el estudio debido a que evidencia la gran probabilidad de que exista
aflatoxinas en la harina de maiz, mas que en cualquier otro alimento.

Cabe destacar que los estudios descritos, representan un aporte significativo a
nivel tedrico y practico al desarrollo de la presente investigacion, por cuanto
aplicaron métodos semejantes. Ademas, resefian que algunas de las harinas de maiz
almacenadas en lugares no apropiados, presentaron altos niveles de aflatoxina B1,
investigada actualmente por ser la de mayor riesgo para la salud tanto humana como

animal.
Antecedentes Historicos

La primera descripcion de una patologia ocasionada por Aspergillus la elaboraron
Meyer y Emmert en 1815, quienes descubrieron la enfermedad pulmonar en el grajo.
Asimismo, en 1847, Sluyter publica la primera descripcién de neumomicosis humana
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causada por Aspergillus. A la vez Fresenius (1850), referido por Gonzélez (2010),
cultiva el hongo a partir de las lesiones del tracto respiratorio en pajaros y denomina a
la especie aislada Aspergillus fumigatus, introduciendo ademas el término
Aspergilosis. De igual modo, menciona que flavus es el responsable del inicio de la
micotoxicologia moderna por la produccion de unos potentes carcindgenos, las
aflatoxinas”.

Es importante destacar, lo reflejado en Marr y Malloy (1996), citado por Gonzalez
(2010), donde afirman que “las micotoxicosis han sido descritas desde la antigiiedad,
Ilegando a ser consideradas por algunos investigadores como la causa de la Gltima de
las diez plagas de Egipto”. Por otra parte, es oportuno sefalar que el primer caso
documentado de micotoxicosis de acuerdo con Gonzalez, “data de la Edad Media en
Europa, denominando a la enfermedad Fuego de San Antonio, se trataba del
ergotismo, atribuido al consumo de alimentos preparados con cereales contaminados
con alcaloides ergoticos, producidos por el hongo Claviceps del centeno.

En relacion con lo expuesto, Nesterov (1951), considera que en el siglo XX, la
produccion de toxinas de Fusarium y Stachybotrys en cereales almacenados durante
el invierno ocasion6 también en Siberia y Rusia la muerte de miles de personas y
animales, durante la Segunda Guerra Mundial, y diezmd pueblos enteros debido a una
micotoxicosis, conocida después como “Aleucia Toxica Alimentaria” (ATA). Sin
embargo, la micotoxicologia moderna no comenzaria hasta el afio 1963 con el
descubrimiento de las aflatoxinas y sus propiedades de acuerdo con Requena,
Saume, y Leon (2005), “fueron inicialmente identificadas como causantes de la
muerte repentina de unos cien mil pavos en el Reino Unido en 1960, en lo que se
denomind enfermedad X de los Pavos".

La posibilidad de encontrar micotoxinas en los alimentos en Venezuela es elevada,
segun lo sefialado por Di Bernardo y Otros (2009), los cuales reportaron el caso
ocurrido en el afio 2005, en alimentos de la division PURINA®, de NESTLE
VENEZUELA, S.A., para los productos DOG CHOW y CAT CHOW, que

ocasionaron la muerte de cientos de mascotas caninas. Es muy posible que sean las
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mismas aflatoxinas que pueden contaminar alimentos como el maiz las que hayan
causado la enfermedad y muerte de tantas mascotas en Venezuela.

Por otra parte, Villay Markaki (2009), refieren que para el afio 2009, mediante un
estudio se evaluaron los niveles de aflatoxina B1 (AFB1) y ocratoxina A (OTA) en
cereales. Se analizaron cincuenta y cinco (55) muestras que fueron compradas en el
mercado de Atenas. Los resultados arrojaron la presencia de aflatoxina B1 en el 56,3
% de las muestras examinadas (siendo una media de 1,42 ng/g). En siete (7) muestras
(siendo una media de 3,5 ng/g) se detecté una contaminacion mayor que el limite
aceptado por la Union Europea (UE) (2 ng/g). OTA se encontrd en el 60 % de las
muestras (siendo una media de 0,18 ng/g), se obtuvo contaminacién por ambas
micotoxinas.

Asi mismo, Yazdanpanah y colaboradores en el afio 2001, encontraron que en
Irdn, se estudid la ocurrencia natural de aflatoxinas, donde se analizaron catorce (14)
muestras de cebada y nueve (9) de maiz colectadas en las provincias de Golestan y
Mazandaran, al norte de la Republica Isldmica de Iran. En las muestras analizadas de
maiz se detecto la presencia de AFB1 en ocho (8) casos en un 88,8 % y aflatoxina B2
(AFB2) en seis (6) en un 66,6 %, equivalente a una media de 15,83 y 2,99 ppb
respectivamente. Ninguna de los muestras de maiz tenia cantidades detectables de
aflatoxina G1 (AFG1) y aflatoxina G2 (AFG2). No obstante, una de las muestras
contaminada con aflatoxinas presenté ocratoxina A (OTA) en concentracién de 0,35
ppb.

Por Gltimo, en el 2005 Acufia y colaboradores publicaron un caso en la Costa
Atlantica sobre la presencia de aflatoxinas en maiz, en el que se demostré la
ocurrencia natural de aflatoxinas en el campo, siendo inusual para este tipo de
micotoxinas ya que generalmente se forman durante el almacenamiento. Los
resultados obtenidos de todas las muestras analizadas fueron positivos a la
contaminacion por aflatoxinas en niveles que oscilaron entre 15,2 y 282,6 pg/kg. Los
principales factores que condujeron a la presentacion del brote incluyeron la elevada
pluviosidad, la presencia de plagas y un fenotipo de maiz amarillo y blanco que se vio

afectado por estos dos factores.
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Bases Tedricas

Las bases teoricas en opinion de Palella y Martins (2010), “es el soporte principal
del estudio, en el que se amplia la descripcion del problema, permite integrar la teoria
con la investigacion y establecer sus interrelaciones”. En otras palabras, es una
revision y analisis de conceptos para abordar el problema mediante la sustentacion de
puntos de vista de autores. Seguidamente, se describen aspectos importantes
relacionados con las micotoxinas, las aflatoxinas, el maiz y la harina de maiz

precocida.
Micotoxinas

Las Micotoxinas en afirmacion de Cruz (2006), “son metabolitos secundarios
toxicos, de composicion variada, producidos por organismos del reino Fungi, que
incluye setas, mohos y levaduras”. De igual modo, Larrafiana y Navarro (2012),
consideran que las micotoxinas “son bastante resistentes a la descomposicion y a la
destruccion durante la digestion, por lo cual permanecen en la cadena alimentaria y
en los productos lacteos, resisten incluso a la coccion y a la congelacion”; asimismo,
agrega, que las toxinas mas comunes en los productos agricolas son producidas por
especies de los geéneros Aspergillus, Penicillium, y Fusarium, entre otros. Estas
micotoxinas suelen causar micotoxicosis primarias, cuando los productos
contaminados se ingieren directamente, o secundarias, resultantes del consumo de
carne o leche proveniente de animales contaminados.

En esta perspectiva, Diaz y Espitia (2005), sostienen que: “actualmente se conocen
mas de 200 diferentes micotoxinas presentes en granos como el maiz, trigo, cebada,
arroz, semilla de ajonjoli, mani, etc., siendo las aflatoxinas, la ocratoxina A, la
zearalenona, las fumonisinas y los tricoticenos las principalmente asociadas a

problemas de toxicidad alimentaria”.
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Factores que Tienen Influencia sobre la Toxicidad de las Micotoxinas

En relacion con los factores que influyen en la toxicidad de las micotoxinas en
humanos y animales, Kuiper-Goodman (1990), mencionan:
La biodisponibilidad y toxicidad de la micotoxina, los sinergismos entre
ellas, la cantidad de micotoxina ingerida diariamente en funcién de la
concentracion de micotoxina y de la cantidad de alimento ingerido, la
continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado, el peso

del individuo y el estado fisiologico y de salud de éste y la edad del
individuo (p.6).

Aflatoxinas

(13

Las aflatoxinas en opinion de Martinez, Vargas del Rio y Gomez (2013), “se
definen como un grupo de compuestos quimicos organicos no proteicos, de bajo peso
molecular, producidos principalmente por los hongos Aspergillus flavus y A.
parasiticus”. También se conocen como metabolitos secundarios producidos por
algunas de las especies de Aspergillus que crecen en productos alimenticios, y que
por su consumo pueden afectar a casi todos los seres vivos. Se consideran productos
secundarios porque no tienen una funciéon directa en el metabolismo vital fisiol6gico
del moho. Al respecto, Urrego y Diaz (2006), consideran que “son quimicamente
estables en los alimentos y resisten a la degradacion bajo procedimientos de coccion
normales, por consiguiente, es dificil eliminarlas una vez que se producen”. Las
aflatoxinas en opinidn de estos autores:

Quimicamente pertenecen a la familia de las difurano-cumarinas, es decir,
su esqueleto basico es un anillo de furano unido al ndcleo de cumarina 'y a
su vez se clasifican de acuerdo a su estructura quimica en dos grandes
grupos; la serie 1 difuro-cumaro-ciclo-pentanonas que son las AFB1, AFB2,
AFB2A, AFM1, AFM2, AFM2A 'y aflatoxicol y la serie 2 difuro-cumaro-

lactonas AFG1, AFG2, AFG2A, AFGM1, AFGM2, AFGM2A y AFB3
respectivamente (p.110)

En la figura 1, se observa la estructura quimica de cada uno de los compuestos

mencionados.
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Figura 1. Estructuras de las principales aflatoxinas (fuente: FAO, 2002).

De los tipos de aflatoxinas ya mencionados se considera que las cuatro sustancias
principales son B1, B2, G1 y G2 quienes se distinguen por sus colores fluorescentes
B, correspondiente al color azul (Blue), y el G, correspondiente al verde (Green),
Requena, Saume y Ledn (2005).

Es importante mencionar que (Steyn 1980 referido por Morris, 2011) asevera que:
“la AFB1 se sintetiza por la ruta metabolica de los policétidos y las reacciones
involucradas incluyen condensacion, oxidacion, reduccién, alquilacion y
halogenacion, llevando a la formacién de una molécula que consiste en un anillo
cumarin unido a una unidad bisdihidrofurano y a una ciclopentanona” Estos
metabolitos se forman por la condensacion de acetil-coenzima A y malonil coenzima
A, dando lugar a acetil-S Coenzima A, la cual es la molécula iniciadora de la AFBL1.

Las aflatoxinas de acuerdo con afirmaciones de Perusia y Rodriguez (2001), se

presentan en:

Los granos almacenados, especialmente cuando éstos estan en areas de
excesiva humedad durante un largo periodo de tiempo. Los granos
contaminados con mayor frecuencia son el sorgo, maiz, algodén y mani. Asi
como también, se han aislado estas micotoxinas en arroz, mijo, soja, trigo,
girasol, sésamo, olivo, nueces, avellanas, almendras, legumbres, café, cacao,
pescados, leche, fardos y rollos de alfalfa, en malta de cerveceria y en
algunos subproductos como harina, afrecho, etc. (p.90)

Para abordar las causas que generan a las aflatoxinas es necesario precisar una
serie de circunstancias Optimas que requieren los hongos De acuerdo con Soriano y
Otros (2007):
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A. flavus y A. parasiticus para su crecimiento. En este sentido, las
condiciones ideales son: una humedad relativa de 88 a 95%, una
temperatura de 25 a 35 °C; un pH dptimo que oscila entre 3,5y 5,5 y una
actividad del agua alta. Otro aspecto relevante es la composicion gaseosa
ambiental en la que crece el hongo y la luz. Por ser hongos aerobios, su
crecimiento es adecuado a concentraciones de CO, de 20%, mientras que
concentraciones superiores al 10% detienen la produccion de las aflatoxinas.
(p.169)

En el mismo orden de ideas, se ha descrito que A. flavus puede proliferar a
temperaturas de 10 a 43 °C, con una actividad del agua (aw) aproximada de 0,99 y la
temperatura Optima para generar toxinas oscila entre 20 y 30 °C. Respecto al A.
parasiticus, las pautas del comportamiento son similares aunque la actividad de agua
Optima para su crecimiento es de 0,83 y para la produccion de toxinas de 0,87 con
unas temperaturas entre 30 y 28 °C. Mas concretamente las aflatoxinas en maiz en
afirmaciones de Soriano y Otros (2007), suelen estar méas asociadas a la
contaminacion en campo por A. flavus, aunque también pueden producirse en cereales
almacenados.

Luego de describir los valores necesarios de aw cabe resaltar su importancia, pues
constituye el parametro responsable de la acumulacion de aflatoxinas en alimentos,
sobre todo en cereales, en pre-cosecha y post-cosecha. Ademas, A. flavus y A.
parasiticus crecen adecuadamente a 0,99 aw, siendo la aw minima para su crecimiento
entre 0,80 y 0,83. Por otra parte, las aflatoxinas, se producen en intervalos entre 0,95
y 0,99 aw. No obstante se ha observado para A. flavus un minimo de 0,82.

Respaldando lo anteriormente expuesto Santos (1999), manifiesta que:

Aunque los aspergillus crecen saprofiticamente, los productos alimenticios
pueden servir como sustrato, favoreciendo la presencia de estos mohos.
Factores como la capacidad toxigénica del hongo, la temperatura, el tiempo,
el pH, la humedad, la actividad del agua (aw), la luz, la atmosfera de
almacenamiento y factores de tipo quimico como la presencia de minerales
o carbohidratos, o la presencia de sustancias inhibidoras como la lactosa,
pueden ayudar a crecer e incluso a producir aflatoxinas. Las condiciones
para el crecimiento y desarrollo de aflatoxinas no pueden ser mejores en los
paises tropicales, donde las temperaturas altas (20-35 °C) y el ambiente
himedo (85 % de humedad relativa) dan las condiciones ideales para
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infectar casi cualquier producto del agro, especialmente maiz, algodon,
arroz y mani (p.125).

De acuerdo con lo sefialado, otros elementos que pueden contribuir para infectar
los productos del agro, pueden evidenciarse en las deficiencias sanitarias en el
almacenamiento y distribucidn de cereales como maiz y arroz, por falta de proteccién
en las bodegas y vehiculos, higiene insuficiente, y ademas en muchos casos no se
tiene acceso a pruebas de laboratorio para verificar la inocuidad de alimentos o
materias primas.

Por otra parte, en relacién con los efectos tdxicos que generan las aflatoxinas
Gimeno (2005), asegura que “son inmunosupresoras que inhiben la fagocitosis y la
sintesis proteica interrumpiendo la formacion del ADN, ARN y proteinas en el
ribosoma. La absorcion de los aminoacidos se ve afectada y el almacenamiento de
estos aumenta en el higado”.

En este contexto, Bolet y Socarrds (2005), sostienen que ademas de los efectos
toxicos inmediatos, tiene efectos inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y
carcinogénicos. El principal 6rgano diana de los efectos toxicos y carcinogénicos es
el higado, lo que indica que las aflatoxinas son metabolizadas a nivel hepatico. En la
medida en que la concentracion de toxina aumenta puede ocurrir hepatomegalia, la
estructura de este organo se ve méas firme en funcion de la fibrogenesis, la vesicula
biliar aumenta de tamafo, hay alteraciones parenquimatosas, con necrosis, hay
desaparicion de hepatocitos y reduccién somatica del drgano. También inducen

tumores en rifién, colon y pulmon.
Toxicocinética

Urrego y Diaz (2006), refieren que las aflatoxinas poseen una alta liposolubilidad,
son absorbidas en el tracto gastrointestinal y son biotransformadas en el higado por
enzimas microsomales del citocromo P450. Entre ellas se encuentran CYP1A2, 3A4,
3A5 y 3A7. Las dos enzimas mas importantes son CYP3A4, que interviene en la
formacion de los metabolitos exo-epoxido y AFQ1, y la CYP1A2, que forma en su

mayoria endo-epoxido y AFM1. También refiere que en humanos se producen otros
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metabolitos como aflatoxicol, AFP1, AFB2a y AFB1-2,2 dihidrodiol. De la misma
forma, el citado autor, afirma que la vida media plasmatica para la AFB1 es de 36.5
minutos y aproximadamente el 80 % de la dosis total de AFB1 se excreta en una

semana.
Efecto Toxico

El efecto tdxico de la aflatoxina en animales superiores es de dos tipos: agudo y
crénico. El primer tipo se manifiesta como una hepatitis aguda, ya que presenta
ictericia, fiebre, depresion, pérdida de apetito y diarrea; el segundo tipo se manifiesta
como un hepatocarcinoma, y los sintomas como vomito, dolor abdominal y hepatitis
se van presentando paulatinamente hasta causar la muerte. (Guzman, 2007).

Farfan (1999), afirma que los sintomas mas evidentes de la aflatoxicosis, en varias
especies, incluyendo aves y mamiferos, son la hipolipidemia, hipocolesterolemia e
hipocarotenemia. Se ha sugerido que estos signos de desbalance agudo del
metabolismo de los lipidos, puede ser resultado del blogueo de residuos de lisina
claves en la proteina B-100 de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por la AFB1.
Las LDLs modificadas no son reconocidas por sus receptores especificos, y de esta
manera son rechazadas por las células periféricas. Una vez de regreso en el higado,
las particulas modificadas se unen a las células sinusoidales. Con este proceso se
establece la deficiencia lipidica de los tejidos periféricos mientras las grasas se
acumulan en el higado.

De acuerdo con Ghosh, Chauhan y Jha (1991), el sistema inmune también se ve
afectado y se alteran las respuestas inmunes especificas e inespecificas. Se ha
demostrado que en pollos alimentados con lppm de AFB1 se disminuyen las

funciones de los linfocitos y podria afectar también a los macréfagos que los asisten.
Efecto mutagénico

Guzman (2007), refiere que la mutagenicidad de la aflatoxina B1 se ha demostrado

utilizando bacterias, levaduras, y células de mamiferos (incluyendo humanas),
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concluyéndose que esta sustancia es uno de los mutdgenos mas potentes, ya que

en Salmonella typhimurium se inducen 8527 mutantes por cada pug de AFB1.
Efecto carcinogénico

Para que la accién carcinogénica de la aflatoxina ocurra es necesario que ésta
tenga un cambio metabolico, el cual ocurre cuando la AFBL1 llega al hepatocito y se
biotransforma en AFB1-8,9-epoxido por el sistema hepatico microsomal citocromo
P450, la participacion del Oy y las enzimas dependientes del NADPH localizadas en

el reticulo endoplasmico de las células. Guzman (2007).

De la misma forma, el mencionado autor sefiala al AFB1-8,9-epdxido, como un
metabolito altamente reactivo capaz de unirse a las proteinas, al ADN y al ARN;
formando un compuesto estable con uniones covalentes con los residuos de guanina,
que puede causar mutaciones en el codon 249 del gen p53 supresor de tumores. Esta
alteracion es caracteristica de varios carcinomas, especialmente del carcinoma

hepatico en el hombre.
Limites Permisibles de AFB1 en Alimentos

Los limites permisibles de micotoxinas en alimentos, segun la opinién de
Requena, Saume y Leo6n (2005), varian segin las normativas que los paises o las
comunidades de comercializacion internacional a las que pertenecen (Unién
Europea, Mercosur, otros.). Sin embargo, no existe una legislacion internacional
al respecto y en algunos paises ni siquiera existen normativas vigentes para su
control. Al respecto, la FAO (2005), manifiesta: “al menos 99 paises tenian
reglamentos para las micotoxinas en los alimentos, la poblacion total en estos
paises representa aproximadamente 87 % de los habitantes del planeta. A la vez
menciona que en América Latina se ha incrementado el control”.

En el mismo orden de ideas, la FAO (2003), sefiala como se observa en la figura 2,
que el limite vigente actual en por lo menos 29 paises para la AFB1 es de 2 ug/kg. La

mayoria de estos paises pertenecen a la Union Europea (UE) y a la Asociacion

23



Europea de Libre Comercio (AELC). Otro valor limite importante es el de 5 pg/kg,
seguido por 21 paises de Africa, de Asia/Oceania, de América Latina y de Europa.

Los Estados Unidos y Canada no tienen un valor limite Unico para la aflatoxina B1.

20 pg'ky I3

15 pgiky 2

10 po'kg 5

5pg/kg [ 1
2pokg I 29

1pgikg 1 W Namero de paises I

Figura 2. Limite maximo tolerado para la Aflatoxina B1 en los alimentos (fuente:
FAQ, 2003).

Seguidamente la FAO (2005), afirma que en Venezuela para el afio 2004,
solamente se encuentra reglamentado el nivel maximo de las aflatoxinas B1, B2, G1y
G2 para el maiz, harina de maiz, manies y manteca de mani, el cual es 20 pg/kg, el de
la aflatoxina M1 para la leche de consumo es 0,5 pg/kg y para la leche en polvo es de
5,0 pg/kg.

El Maiz

El maiz (Zea mays, L) es uno de los cereales mas abundantes y populares en el
mundo, y asimismo de los mas consumidos. De color blanco y amarillo pero también
disponible en diferentes tonos de rojos, marrones y naranjas, el maiz es actualmente
la base de muchas gastronomias, especialmente las de América Latina de donde la
planta es originaria, aunque también se la cultiva en Europa. El maiz o Zea mays de
acuerdo a su nombre cientifico es una planta graminea, significa que tiene un tallo
cilindrico y hojas largas y gruesas, su altura oscila entre uno y tres metros. (Salazar,
2015).
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También, puede ser conocido popularmente como choclo (que seria
especificamente el fruto de la planta) u olote dependiendo de la region de América
Latina. Segun Gallardo, Ibarra, Sdnchez, Cuamea, Molina, Parra y Cortez (2006), “el
uso principal del maiz es alimentario, puede cocinarse entero, desgranado (como
ingrediente de ensaladas, sopas y otras comidas) y en la produccion de harinas
precocida”. El maiz es cultivo tradicional de los pueblos originarios de América; €s
en esta parte del mundo donde se consume mas asiduamente, especialmente en
Iberoamérica donde es parte fundamental de las cocinas de Colombia, México, Perq,
Ecuador, Venezuela y Paraguay.

En Venezuela, desde la época colonial, el maiz ha sido el cultivo anual mas
ampliamente extendido, por ser la base de la alimentacion en la mayor parte de la
poblacion y por su facil adaptacion a diversas condiciones agroecoldgicas, llegando a
constituir la principal actividad agricola de numerosas familias. Por esta razon, se
considera de suma importancia conocer la incidencia de hongos y micotoxinas en sus
granos y subproductos, ya que pueden ocasionar efectos dafiinos sobre la salud
humana y animal; ademas, las condiciones imperantes en el pais, propias de areas
tropicales, son favorables para la proliferacion de este tipo de microorganismos y la

sintesis de sus toxinas.
Harina de Maiz Precocida

De acuerdo con las Normas COVENIN (1996), la harina de maiz precocida, “es el
producto obtenido a partir del endospermo de granos de maiz (Zea mays L)
clasificado para consumo humano, que han sido sometidos a procesos de limpieza,
desgerrninacién, pre-coccion y molienda”. En Venezuela de acuerdo con opiniones
de Arenas y Barros (2013), “se le conoce como Harina PAN por vulgarizacion.
También existen mixturas de la misma: con harina de arroz (masa extra suave), con
harina de trigo (especial para freir) y con salvado de trigo y avena (mezcla integral).

La harina de maiz, cumple una serie de procedimientos, segun Rubio y Contreras
(2008):
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1. Acondicionar el grano de maiz completo lavando con agua rociada a sus
fracciones de cascara y germen humedos. 2. Triturar de dicho grano de maiz
completo rompiendo las porciones de cascara alli perdidas y molido del
grano triturado en primera y segundas fracciones. 3. Secar el aire y clasificar
dicha primera fraccion para retirar de alli una primera fraccion de arenilla de
harina y fraccion de cascara como un producto colateral. 4. Aspirar dicha
segunda fraccién para retirar de alli una segunda fraccién de arenilla y
fraccion de cascara, y mezclado de las primera y segunda fracciones de
arenilla de harina y cascara como un producto colateral combinado,
produciendo asi una fraccion de endosperma-germen, acondicionar la
fracciéon de endosperma-germen para hidratar parcialmente su endosperma
de harina. 5. Precocer la fraccién acondicionada de endosperma-germen en
una cocina de columna de vapor y coccion adicional en un rodillo para
efectuar una gelatinizacién parcial controlada. 6. Enfriar la fraccion cocida
de endosperma-germen en un secador adiabatico para producir un material
en hojuelas, y secar al aire y estabilizar el material en hojuelas a una
deseada humedad, moliendo el material en hojuelas seco en una serie de
molinos de rodillos primario y secundario y recogiendo un molido fino
resultante de un molido en bruto resultante mientras el molido en bruto se
procesa adicionalmente y 7. Someter Gnicamente el molido fino o una
centrifuga en un entoleter para aislar un material sucio ligero y producir una
harina integral para arepas (p.37).

De acuerdo con lo expuesto, la obtencion de la harina de maiz es producto de una
serie de procesos y controles. Sin embargo, la cosecha del producto, su procesamiento
y almacenamiento cuando no es la mas adecuada, se ve afectada por numerosas
enfermedades causadas por hongos, virus y bacterias, causando problemas a la salud
humana. En este sentido, Chavarria, Mazzani, Luzonb y Garridoa (2012), entre las de
tipo fingico se destacan “las podredumbres del tallo y la mazorca, las cuales tienen
un efecto directo sobre la disminucion del rendimiento y enormes implicaciones tanto
en la calidad del grano como en la salud publica y animal, debido a la produccion de
metabolitos toxicos secundarios llamados micotoxinas™ .

Por otra parte, los citados autores sefialan que dentro de las micotoxinas, que
pueden estar presentes en granos de maiz, se destacan las aflatoxinas, fumonisinas,
tricotecenos, toxinas T2, deoxynivalenol, ochratoxinas, citrinina, esterigmatocistina,
patulina y zearalenona.

En consideracion a lo anteriormente expuesto, en el ambito nacional e

internacional no existe suficiente informacion sobre la deteccién de hongos vy
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micotoxinas en harina precocida, la cual forma parte importante de la dieta del
venezolano. Por ello, se consider6 de interés realizar la presente investigacion con el
objetivo de explorar la presencia de AFB1 en harina de maiz blanco precocida de
diferentes marcas, que se expenden en comercios de la ciudad de Mérida, en el
Laboratorio de Toxicologia General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, en septiembre de 2018.

Operacionalizacién del Evento

Tabla I. Operacionalizacion del evento

Evento  Definicion  Definicion  Dimensiones Indicadores
conceptual  operacional
La La presencia  -Positivo *Color de
Aflatoxina Aflatoxina de Aflatoxina las

Bl B1Es una sedetermina  -Negativo manchas:
micotoxina mediante -Azul
producida  cromatografia (positivo)
por algunas de capa fina -Incoloro
especiesde conel (negativo)
aspergillus  sistema T10 *Rf: desde
talescomo  (cloroformo- 0,4 hasta
A.flavusy acetona 9:1) 0,7.
A.
parasiticus.
(Rodriguez,
2010).

Elaboracidn propia.

Definicion de Términos
Aflatoxinas

Para Contreras y Florez (2009), la palabra aflatoxina “proviene de la primera letra
“A” que denota al género Aspergillus, seguida de las tres letras “FLA”

correspondiente a la especie flavus y el sustantivo “toxina” que significa veneno”. Por
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su parte para Saavedra (2008), “es una micotoxina producida por algunas especies

de aspergillus como flavus y parasiticus”.
Aspergillus

Las aspergillas, segin Saavedra (2008), “es el grupo de hongos que produce
aflatoxinas y las dos especies mas importantes son el Aspergillus flavus y el

Aspergillus parasiticus”.
Hongos

Los hongos son organismos eucariotas, distribuidos desde unicelulares como las
levaduras hasta pluricelulares como los mohos y las setas, se adaptan a diversidad de
ambientes y desarrollan complejas formas de subsistencia para asegurar la viabilidad
por largos periodos de tiempo; ademas de acuerdo con Lopez (2013), “producen
infinidad de metabolitos que van desde metabolitos primarios hasta metabolitos
secundarios”. Los hongos son comunmente encontrados en cualquier sustrato
organico, en virtud de ser organismos heterotrofos. Algunos de ellos dentro de su
actividad metabolica en afirmacion De Oliveira, Reis, Braghini, Kobashigawa, De
Araujo y Correa (2012), “producen metabolitos potencialmente peligrosos para la

salud y fisiologicamente activos, como alcaloides y toxinas”.
Micotoxicosis

Es una enfermedad producida por la ingestion de alimento contaminado con
micotoxinas por consiguiente es una intoxicacion, la que puede ser aguda o crénica,
dependiendo del nivel de contaminacion de los alimentos. A tal efecto, Saavedra
(2008), senala que “esto ocurre, con mayor frecuencia en lugares humedos y
tropicales; afectando a todos los animales y al hombre, resultando ser las, aves

domésticas las mas susceptibles”.

28



Cromatografia de Capa Fina

La Universidad Nacional Autdbnoma de México (2007), explica que el fundamento
de la Cromatografia de capa fina consiste, en que la muestra se deposita cerca de un
extremo de una lamina de plastico, aluminio o vidrio, que previamente ha sido
recubierta de una fina capa de adsorbente llamada fase estacionaria. Dicha lamina, se
coloca en una cubeta cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados,
llamada fase mdvil o eluyente, la cual es inmiscible con la fase estacionaria. La fase
movil se hace fluir por capilaridad a través de la estacionaria; a medida que esto
ocurre se produce un reparto diferencial de los compuestos presentes en la muestra
entre el disolvente y el adsorbente.

Segun la citada Universidad, luego de la corrida cromatografica, la placa se deja
secar y se revela con un reactivo como el yodo, &cido sulfurico o cualquier otro
revelador como luz ultravioleta, que tifie las sustancias de interés y permite
identificarlas.

En la cromatografia de capa fina en opinion de Hernandez (2002), la fase
estacionaria es una delgada capa de un soporte s6lido granulado, tal como gel de
silica, alumina, &cido silisico u otros. Respecto a la fase mavil, la polaridad de los
solventes se elige de acuerdo a la mezcla de compuestos que se desea separar.

Hernandez afirma: la fase estacionaria esta hidratada y es considerada como la fase
polar; mientras la fase apolar es la moévil, que arrastra las sustancias apolares, y a la
vez las polares quedan retenidas por la fase estacionaria dando lugar a la separacion.

Una vez revelada la placa, se debe medir el Factor de Retencion (Rf), el cual tiene
un valor constante para cada compuesto. En 1990 la Asociacion Oficial de Quimica
Analitica (AOAC), indica que los Rf de las AFB1 estan en un rango de 0,4 a 0,7.

Dicho valor viene dado por la siguiente expresion: Rf = L1/ L2; donde L1, es la
distancia recorrida por la mancha de un compuesto desde el punto de aplicacion. Y
L2, es la distancia recorrida por el eluyente desde el origen de la placa; la distancia

recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la mancha. Si ésta es
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excesivamente grande, se obtendra un valor erréneo del Rf. (Lorenzo, Frias, Villa'y
Del Valle, 2006).

Por otro lado, es necesario destacar que la cromatografia en capa fina segin la
Universidad Nacional Auténoma de México (2007), presenta ventajas frente a otros
métodos cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) pues precisa de
materiales mas simples y el tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es
mucho menor.

En esta misma perspectiva, Izquierdo, Rojas, Rangel y Marquez (1995), refieren al
sistema de solventes cloroformo-acetona (9:1) como el méas apropiado para la
deteccion de Aflatoxinas, ya que produce Rf constantes y muy aproximados a los
valores indicados por el Instituto de Productos Tropicales, ademas de presentar una
buena separacién, dando como resultado manchas circulares bien definidas e

independientes.
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de acuerdo con la Universidad
Nacional Autonoma de México (2007), es una técnica de analisis quimico
considerablemente utilizada, que admite la separacion fisica y cuantitativa de los
distintos elementos de una solucion por la absorcion selectiva de los componentes de
una mezcla, a la vez que consta de dos etapas, una fija que suele llamarse
estacionaria, y una movil que fluye permanente durante el analisis.

Los componentes basicos de un sistema para HPLC en afirmacién de la
Universidad Nacional Autéonoma de México (2007), son: “Depositos para la fase
movil (disolventes), Sistema de bombeo para proporcionar presion a la fase movil,
sistema de inyeccion de muestras, columna cromatografica, termostatos para las
columnas, detectores y sistema para el tratamiento de datos y registrador”.
Asimismo, manifiesta que siendo algunas de las fases moviles usadas en HPLC
quimicamente activas como &cidos, bases o liquidos corrosivos, es esencial que los

componentes del sistema estén fabricados con materiales resistentes, por lo que la
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mayoria de las partes en contacto con la fase movil suelen estar fabricadas con acero
inoxidable.

En esta perspectiva, Harris (2001), afirma que los disolventes mas usados en
HPLC son: “agua, disoluciones tampdén acuosas y disolventes organicos como el
metanol, deben ser espectroscOpicamente puros, exentos de particulas sélidas y
degasificados, esto se lleva a cabo con un gas inerte muy poco soluble como el helio”.
A tal efecto, como fase estacionaria lo mas comun es usar particulas microporosas
esféricas de silice muy puro, que son permeables al disolvente.

De la misma manera, Hernandez (2005), detalla de la HPLC “la muestra es
inyectada en el seno de la fase mévil donde es soluble, y es transportada a través de
una columna por el flujo continuo de fase mévil a alta presion. La fases estacionaria
estd formada por particulas de pequefio diametro por tanto con una gran superficie de

interaccion, contenidas en la columna”.
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CAPITULO II1I
MARCO METODOLOGICO
Tipo de Investigacion

La investigacion en opinion de Hurtado (2010), comprende la exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa. El presente estudio se orient6 a través de la investigacion
tipo exploratoria porque de acuerdo a la citada autora, “consiste en la aproximacion a
un evento poco conocido. Le permite al investigador familiarizarse con las
situaciones y los contextos para abrir camino hacia otro tipo de investigacion mas

compleja.” (p.132).
Disefio de la Investigacion

El disefio de una investigacion, de acuerdo con Arias (2012), “es la estrategia
general que adopta el investigador para responder al problema planteado”. A este
respecto, Hurtado (2010), el diseiio de la investigacion “esta relacionado con las
estrategias que se utilizaran para recolectar los datos y pretende explicar el donde, el
como y el cuando”. El disefio que se utilizd en el presente estudio es de campo,
transeccional contemporaneo y univariable.

En este sentido, el estudio es de campo, porque las muestras se obtuvieron de una
fuente directa, en su contexto natural, lo que significa en expendios de alimentos de la
ciudad de Mérida. Transeccional contemporaneo porque fueron tomadas en un solo
momento del tiempo y en el presente, es decir, en el mes de septiembre de 2018. Y

univariable porque se estudid un solo evento, el cual es la Aflatoxina B1.
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Poblacion y Muestra

La poblacion segun definicion de Arias (2012), es un conjunto finito o infinito de
elementos con caracteristicas comunes para los cuales seran extensivas las
conclusiones de la investigacion”.

En este caso, la poblacion la conformaron todos los paquetes de harina de maiz
blanco precocida disponible en todos los comercios de la ciudad de Mérida para el
momento de la recoleccidn de la muestra.

Para este estudio, la disposicién es de una muestra de tipo no probabilistica y por
conveniencia. Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), al respecto sefialan que las
muestras no probabilisticas o dirigidas son un subgrupo de la poblacion, donde la
eleccion de los elementos no depende de la probabilidad sino de las caracteristicas de
la investigacion; suponen un procedimiento de seleccion informal; seleccionan casos
tipicos sin intentar que sean representativos de una poblacién determinada. En tal
sentido, es adecuado este tipo de muestra, por cuanto los estudios como el presente,
con un disefio de investigacion exploratorio, permiten generar datos que constituyan
materia prima para futuras investigaciones.

Se considera entonces segun el citado autor, una muestra por conveniencia, cuando
se trabaja simplemente con los casos disponibles y a los cuales se tiene acceso.

La muestra estuvo formada por seis (6) paquetes de harina de maiz blanco
precocida de diferentes marcas que se encontraron en algunos comercios de la ciudad

de Mérida en el momento de la recoleccion.
Instrumento de Recoleccion de Datos

El Instrumento de recoleccion de datos, de acuerdo con Arias (2012), “es cualquier
recurso, dispositivo o formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener,
registrar o almacenar informacion”. La recoleccion de la informacion (datos) se llevd
a cabo mediante la observacién directa y fue registrada usando como instrumento una

planilla en forma digital disefiada para tal fin.
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Procedimiento o Metodologia

Para la realizacion de la presente investigacion se exploraron las muestras de
diferentes marcas de harina de maiz blanco precocida, que se expenden en la ciudad
de Mérida, a través de Cromatografia de Capa Fina con el sistema T10 (cloroformo-
acetona 9:1), el cual es un método cualitativo para Aflatoxina B1, El procesamiento
de las muestras se realizd de acuerdo al Procedimiento Normalizado de Trabajo
(NTP) “Determinacion de Aflatoxinas B1” del Departamento de Farmacologia y
Toxicologia, de la mencién de toxicologia 2007-2008, emitido por Karla Jacome y
revisado por Nestor Uzcategui, el cual consta de los siguientes pasos:

1. Pesar 50 g de harina de maiz precocida, luego colocarla en una fiola de 500 ml.

2. Agregar 200 ml de una solucion metanol- agua y luego agitar por 30 minutos en
agitador mecanico.

3. Tomar 40 ml de la solucién sobrenadante y agregarlo a un embudo de separacion,
colocar 40ml de cloruro de sodio al 10% y mezclar, agregar 25 ml de N- hexano y
agitar por 10 minutos.

4. Dejar separar las 2 fases, colocar la fase inferior en otro embudo de separacion y
descartar la fase superior.

5. Extraer las aflatoxinas de la fase inferior, en doble extraccion con 25 ml de
cloroformo cada una, agitando por 10 minutos, dejar separar las fases. Recolectar
la fase inferior (organica) en una fiola con tapa, luego agregar nuevamente 25 ml
de cloroformo al embudo (fase vacuosa). Agitar por 10 minutos nuevamente y
dejar separar las fases, recolectar la fase inferior, mezclarla con la porcion
recolectada anteriormente y evaporarla a sequedad en bafio de maria.

Preparacion de la columna de purificacion con una inyectadora: (usando una

inyectadora de 12 0 15 cc)

a) Colocar algoddn cristalizado en la parte inferior de la columna.

b) Adicionar 1g de silicua gel 60 para cromatografia en columna (70-230 mesh)

y 1g de sulfato de sodio anhidro en la parte superior.

Utilizando vacio con un kitasato se procede de la siguiente forma:
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1. Lavar la columna, con 3 ml de N- hexano y 3ml de diclorometano utilizando
vacio.

2. Retomar la muestra evaporada anteriormente con 3 ml de diclorometano y
adicionar a la columna sin vacio.

3. Lavar la fiola que contenia la muestra con 2 porciones de 1 ml c/u de
diclorometano y adicionar a la columna.

4. Lavar la columna con 3 ml de N- hexano, 3ml de éter etilico y 3 ml de
diclorometano, utilizando vacio.

5. Apagar el vacio, extraer las aflatoxinas con 2 porciones de 3 ml de
cloroformo, acetona c/u, recolectandolas en tubo de ensayo.

6. Evaporar a sequedad en bafio de maria, retomar con 0,5 ml de cloroformo y
sembrar en la placa cromatografica.

7. Colocar la placa de Cromatografia en el sistema T10 para las aflatoxinas (90
ml de cloroformo y 10 ml de acetona).

8. Sacar la placa del tanque, dejar secar y luego hacer el revelado con luz
Ultravioleta.

La aparicion de una mancha de un color azul eléctrico fluorescente para mas de

254nm indica la presencia de Aflatoxina.

En la investigacion solo se tomaron en cuenta harinas en su empaque original
(seis paquetes cerrados), y se conservaron sin abrir hasta el momento de ser
analizadas en el Laboratorio de Toxicologia General “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, del estado
Mérida. No fueron objeto de estudio las que permanecen almacenadas por tiempo
prolongado en las casas, cerradas o abiertas y sin tomar en cuenta las precauciones

que el caso amerita.

35



Recolectar
muestras de 1 kg
de diferentes

Tomar una alicuota

Sembrar en la placa

de 50g de cada Realizar la extraccion
, mnj;la;cgse i?aiz paquete de Cromatografia
Blanco
¢ !
Colocarlaplacaen el
- . Revelar con luz
sistema T10 Esperar que termine ,- 5 Negativo
(cloroformo-acetona ¢l recorrido ultrav mgﬂta a2 &
9:1)
Positivo

Figura 3.Procedimiento del estudio investigativo.

Disefio de Analisis

En relacion con la Técnicas de Procesamiento y Andlisis de Datos, Arias (2012),

considera que en este punto se describen las distintas operaciones a las que seran

sometidos los datos que se obtengan. Los resultados del presente estudio fueron

plasmados a través de registro y tabulacion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Anélisis y Discusion de los Resultados

Esta Investigacion se realizd con la finalidad de explorar la presencia de AFB1 en
harina de maiz blanco precocida, y para ello, se seleccionaron seis (6) muestras en sus
envoltorios originales y sin abrir de diferentes marcas que se recolectaron en
comercios de la ciudad de Mérida.

En la Tabla Il se detallan los resultados encontrados en la busqueda de AFB1
mediante la técnica de cromatografia de capa fina usando el sistema T10 (cloroformo-
acetona 9:1). Tal como se observa en la misma, las 6 muestras examinadas dieron un
resultado negativo. Para su positividad se esperaba observar en el revelado con luz
ultravioleta (UV) a 254 nm una mancha de color azul eléctrico caracteristico de las
AFB1, para luego proceder a cuantificar la cantidad a través de la técnica de HPLC.
No obstante, todas las muestras se observaron incoloras tal como se aprecia en la
figura 4, por lo que se reportd un resultado negativo, es decir, ausencia de AFB1 en el
100 % de las muestras analizadas.
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Muestras 1

Figura 4. Revelado de la placa cromatografica con luz Ultravioleta a 254nm.

Tabla Il. Resultado de la Cromatografia de Capa Fina.

Muestra Color de lamancha  Resultado

1 Incoloro NEGATIVO
2 Incoloro NEGATIVO
3 Incoloro NEGATIVO
4 Incoloro NEGATIVO
5 Incoloro NEGATIVO
6 Incoloro NEGATIVO

Elaboracién propia.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

Luego de analizar y discutir los resultados, se obtienen las siguientes conclusiones:

Del total de las seis (6) muestras exploradas mediante Cromatografia de Capa Fina
con sistema T10 (cloroformo-acetona 9:1) en ninguna hubo presencia de Aflatoxina
B1.

Si bien los resultados fueron negativos, no se puede dar por sentada la ausencia de
AFB1 en todas las marcas de harina de maiz blanco. Por el caracter exploratorio y
transeccional de esta investigacion, y al ser la muestra no probabilistica, los
resultados se aplican nada méas a la muestra en si, y no son generalizables a una
poblacidn ni interesa esta extrapolacion.

Es también importante mencionar que, solo se exploré la presencia de aflatoxina
B1, pero no los demas metabolitos que podrian estar en combinacion con ésta. Por
tanto, aunque los resultados sean negativos, las muestras pueden no estar exentas de
toxicidad por causa de otras micotoxinas.

La investigacién hace referencia al contenido de aflatoxinas en muestras tomadas
de empaques nuevos y sellados totalmente. No se incluyen los de empaque
defectuoso, o los ya abiertos y que permanecen un tiempo prolongado en la casa, tal
vez sin los cuidados que el caso amerita. Queda entonces abierta la posibilidad, que
las condiciones de temperatura y humedad favorezcan el crecimiento de los hongos

productores de diversas micotoxinas en las muestras excluidas.
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Recomendaciones

Realizar otros estudios con un muestreo mas amplio e investigacion longitudinal.

Expandir el muestreo a otro tipo de productos como leches para lactantes,
derivados lacteos, otros cereales como trigo y arroz, derivados de mani y otros
productos ricos en carbohidratos y acidos grasos altamente susceptibles de estar
contaminados con AFB1 y con otras aflatoxinas.

Desarrollar investigaciones en la busqueda de resultados dirigidos a evitar la
contaminacion con dicha micotoxina en los productos mencionados en el parrafo
anterior, y que sugieran tratamientos para erradicarlas.

Aplicar otros métodos para explorar Aflatoxina B1, por ejemplo, Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) que puede detectar concentraciones de hasta
100pg /100g de muestra, siendo un método altamente sensible. Sin embargo,
representa costos elevados y requiere de personal especializado.

Efectuar control bromatoldgico y sanitario de cada lote de alimentos importados y
de produccidn nacional, a través de los organismos pertinentes.

Continuar los estudios, abarcando los otros tipos de micotoxinas que pudieran

resultar potencialmente toxigénicas para la salud humana y animal.
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