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RESUMEN

La Aflatoxina, metabolito secundario de varias especies del
hongo Aspergillus, (principalmente Aspergillus flavus) puede
ocasionar una gran variedad de efectos adversos en las explo-
taciones avicolas, que pudieran ir desde disminucion en la pro-
duccién de huevos y retardo en el crecimiento de pollos, hasta
incremento de mortalidad en aves adultas. La presencia de esta
toxina ha sido reportada en multiples ocasiones, en una gran
variedad de granos, tejidos orgénicos y fluidos animales, utili-
zando métodos cromatogréaficos e inmunoguimicos, entre otros.
En este trabajo se utilizé como método de determinacion el test
de ELISA con un detector espectrofotométrico (Stat Fax EIA
Reader), a una longitud de onda de 650 nm, con el cual se ana-
lizaron cuarenta muestras, previamente extraidas con alcohol
metilico. Se realizd un muestreo de cinco diferentes materias
primas utilizadas en la produccién de un alimento balanceado
para aves, elaborado en un fabrica ubicada en el municipio
Mara, estado Zulia, Venezuela. De las cuarenta pruebas reali-
zadas, 17 resultaron positivas a la presencia de aflatoxina, en
cantidades variables, siendo la harina de maiz la de mayor con-
centracién (i = 34,1 ppb). El contenido de la biotoxina en las
restantes muestras fue notablemente menor (maiz amarillo mo-
lido: X = 0,98 ppb; harina de soya: X=2 ppb; sorgo molido: X=
0,25 ppb y afrechillo de trigo: X =0,0 ppb).

Palabras clave: Aflatoxina, alimento balanceado, aves, ELI-
SA.
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ABSTRACT

Aflatoxin is a secondary metabolite of several species of fun-
gus, like Aspergillus flavus mainly. It can produce many ad-
verse effects. These effects range from a decrease of egg pro-
duction, growth depression in broilers, and an increase of mor-
tality in adult birds. The presence of this toxin has been de-
tected in several grains, organic tissues and animal fluids using
cromatographic and inmunochemical methods. For this study
was used the ELISA test with a spectrophotometer at 650 nm
as the determination method. Forty samples, treated with
methilic alcohol were analyzed. Five different raw ingredients
used in the production of concentrate feed for poultry were
sampled, elaborated in a factory located at Mara municipality
of Zulia state. Seventeen of analyzed samples resulted positive
for aflatoxin in variable amounts. The corn flour resulted with
the highest values (X = 34.1 ppb). The aflatoxin content of the
rest of the samples was significantly lower (milled yellow corn:
X = 0.98 ppb, soy flour: X = 2 ppb, milled sorghum: X = 0.25
ppb and wheat bran: X = 0.0 ppb).

Key words: Aflatoxin, concentrate feed, poultry, ELISA.

INTRODUCCION

La aflatoxina es una biotoxina resultante del metabolis-
mo secundario del hongo Aspergillus flavus [7]. En la actuali-
dad se sabe que ella puede ser producida por otras especies
del género Aspergillus, tales como A. parasiticus y A. nomius;
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y que pueden estar constituida por una mezcla de compuestos
estrechamente relacionados entre si, como las denominadas
aflatoxinas By, Bs, G, Go, My y Ms. Las letras B y G hacen re-
ferencia a fluorescencia azul (Blue) y verde (Green) en las ho-
jas cromatograficas, mientras que la M se refiere a la leche
(Milk) como fuente de los metabolitos de las aflatoxinas B,
siendo la aflatoxina B4 la méas abundante en condiciones natu-
rales, encontrandose principalmente en granos y cereales [2].

Los efectos adversos de las dietas que contienen aflato-
xinas, en aves de corral, pueden ir desde dafos indetectables
hasta reduccién en la produccién de huevos, pasando por des-
capacitacién del sistema inmunoldgico, retardo del crecimiento
y aumento de mortalidad en pollos de engorde, con una varia-
da sintomatologia que ha sido descrita como “Sindrome de
Aflatoxinas” mas comunmente conocido como aflatoxicosis [6].

La humedad contenida en el sustrato, la humedad relati-
va del ambiente, las temperaturas célidas y el pH alcalino del
medio constituyen factores que favorecen la produccién de
aflatoxinas en los cereales y sus subproductos [9].

La aflatoxina puede ser detectada en granos, tejidos or-
ganicos y fluidos animales, utilizando cualquiera de las si-
guientes técnicas: cromatografia de capa fina (TLC), cromato-
grafia liquida de alta resolucion (HPLC), espectrofotometria de
masa (MS), columnas de inmunoafinidad (IAC) y el método de
ELISA [8].

La mayoria de estos métodos necesitan de un personal
altamente entrenado, ademas de equipos muy sofisticados y
laboratorios bien dotados, por lo que en afos muy recientes
se han desarrollado técnicas mas sencillas que requieren de
menos infraestructura y de facil manipulacién sin desmedro
de la calidad de analisis [15]. Los métodos inmunogquimicos,
utilizados y recomendados por el Servicio de Inspeccién Fe-
deral para Granos de USA, han sido comercializados amplia
y recientemente por su rapidez y sensibilidad, ya que pueden
detectarse valores de hasta nanogramos/gramo en 48 minu-
tos [8, 13].

Trabajos recientes han demostrado la presencia de hon-
gos de los géneros Aspergillus y Fusarium en trescientas trein-
ta (330) muestras de alimentos balanceados para pollos en di-
ferentes épocas de los afios 1996 y 1997, en algunas zonas
de Argentina, predominando las especies Aspergillus spp. en
un 85% y Fusarium spp. en un 70% de las muestras [5].

Un estudio experimental desarrollado en gallinas repro-
ductoras, alimentadas con dietas que contenian aflatoxinas en
cantidades de 0; 0,2; 1 y 5 mg/kg, demostro que los huevos fér-
tiles obtenidos de esas unidades experimentales, contenian
cantidades que oscilan entre 0,15 y 0,48 mg/g de aflatoxina B;
y que los niveles de anticuerpos de los grupos gue consumieron
1y 5 mg/kg fueron inferiores a los niveles del grupo control [12].

Otro trabajo experimental que comprueba la excrecidon de
aflatoxina en productos de origen animal, fue llevado a cabo en
lotes de cerdos “Large White” en lactacién, alimentados diaria-
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mente con dietas que contenian aflatoxina. Los resultados de-
mostraron la presencia de aflatoxina en la leche de los grupos
experimentales hasta 25 dias después del parto [20].

Una investigacion desarrollada en la Facultad de Medici-
na Veterinaria de la Universidad Nacional de Bogota, donde se
analizaron 129 muestras de varios ingredientes constituyentes
de alimentos concentrados para pollos, provenientes de 5 in-
dustrias gque comercializan el 95% de alimentos para aves en
Colombia, arrojé los siguientes resultados: 11 de 45 muestras
de sorgo fueron positivas a la presencia de aflatoxinas, mien-
tras que 4 de 33 muestras de maiz, 8 de 22 muestras de arroz,
15 de 17 muestras de semillas de algodon y 1 de 12 muestras
de otros componentes resultaron positivas a la presencia de la
micotoxina. Nueve de las 58 muestras que resultaron positivas
excedieron los niveles méaximos permitidos para esta toxina en
ese pais [3].

Los objetivos del presente trabajo fueron:

— Detectar la presencia de aflatoxinas en 5 materias pri-
mas de alimento balanceado para aves provenientes
de una planta ubicada en el municipic Mara del estado
Zulia.

— Comprobar la efectividad del método espectrofotométri-
co de ELISA para detectar la presencia de aflatoxinas en
muestras de 5 materias primas de alimento balanceado
para aves.

MATERIALES Y METODOS

Principio de la prueba de Elisa para aflatoxinas

En esta prueba, la aflatoxina By se encuentra conjugada
a la enzima “peroxidasa horseradish” y el conjugado “enzima-
aflatoxina B4" es utilizado como el antigeno conocido. Los mi-
cropozos de la prueba de Elisa estén revestidos por anticuer-
pos especificos para aflatoxinas, que son separadas de la
muestra problema mediante una extraccidn con solvente orga-
nico. El extracto obtenido es mezclada con el conjugado enzi-
ma-aflatoxina B4 y el conjunto resultante se coloca en los po-
zos revestidos por los anticuerpos especificos para aflatoxi-
nas. Si la muestra problema contiene aflatoxinas contaminan-
tes, éstas, y el conjugado enzima-aflatoxina By, compiten por
los sitios de unién con los anticuerpos especificos para formar
el complejo antigeno-anticuerpo. Posteriormente, se realiza un
lavado del exceso de aflatoxinas contaminantes y conjugado
enzima-aflatoxina By, que no se unieron a los anticuerpos. A
continuacion se afiade a cada micropozo el substrato de la en-
zima, que se une al conjugado enzima-aflatoxina B4, para de-
sarrollar un color en la solucion. La intensidad del color forma-
do depende de la cantidad de conjugado enzima-aflatoxina B,
que se encuentre unido a los anticuerpos presentes. Un color
oscuro indica la presencia de una menor cantidad de aflatoxi-
nas contaminantes (aflatoxinas libres) en la muestra problema,
mientras que, un color mas claro indica la presencia de una
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mayor cantidad de aflatoxinas libres en la muestra. Después
de 2 a 3 minutos, el cambio de color puede ser evaluado vi-
sualmente o midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro.
Posterior a afiadir la solucion coloreada finalizadora de la reac-
cion, la intensidad del color puede ser utilizada para indicar el
nivel de micotoxina presente en la muestra, comparandola con
la intensidad del color obtenida utilizando soluciones standard
de aflatoxina B4 [10].

Recoleccion de las muestras

Para realizar |la fase experimental del ensayo, se reco-
lectaron en una planta de alimento concentrado para anima-
les, muestras de cinco tipos diferentes de materias primas,
utilizadas en la elaboracién de alimento para aves, FIG. 1. Di-
chas materias prtmas fueron: afrechillo de trige, harina de
maiz, harina de soya, maiz amarillo molido y sorgo molido.
Se realizé un muestrec aleatorio en los galpones de la planta,
directamente de los depositos de materia prima, de aproxima-
damente 500 toneladas cada uno, para asegurar la homoge-
neidad de las muestras [11]. Se tomaron ocho muestras de
cada una de las materias primas, de un peso aproximado de
100 g. Los galpones mantienen una temperatura entre 29 y
30°C, con una humedad relativa promedio de 30% y un trata-
miento periddico con insecticidas y fungicidas. Las muestras
se envasaron en bolsas de plastico y se trasladaron al Labo-
ratorio de Farmacologia y Toxicologia de |la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad del Zulia, para ser someti-
das a la determinacién de aflatoxinas.

Extraccion de las aflatoxinas libres

Para realizar la determinacién de las aflatoxinas conta-
minantes presentes en las muestras problema, se realizo ini-

cialmente una extraccion alcohdlica. Una porcién de 50 g de
cada una de las muestras se colocd, junto a 250 ml de meta-
nol al 70%, en una licuadora y el conjunto se mezclo a alta ve-
locidad durante 3 minutos [8]. A continuacion, la mezcla se fil-
tré a través de papel Whatman No. 1, obteniéndose aproxima-
damente 150 ml de filtrado para cada muestra.

Determinacion de aflatoxinas

Una vez obtenido el extracto metandlico de las mues-
tras, se procedid a realizar la prueba de Elisa para determinar
la concentracién de aflatoxinas presentes en cada una de las
muestras de materia prima, tal como se describe a continua-
cion: utilizando una pipeta automatica, se colocaron 100 pL del
conjugado enzima-aflatoxina By en cada uno de los micropo-
zos de mezclado del test, tanto en los destinados a los contro-
les de aflatoxina como en los de las muestras problema. Lue-
go, utilizando la misma pipeta, se transfirieron 100 UL de los
controles y de las muestras a los micropozos de mezclado co-
rrespondientes. A continuacién, mediante una pipeta automati-
ca de 12 canales, realizando un movimiento de rotacion, se
mezclé el contenido de los micropozos de mezclado y se ab-
sorbi6 y decantd ese contenido en los micropozos tres veces,
tratando de asegurar la unién del conjugado enzima-aflatoxina
B, con las muestras problema. Una vez realizado esto, se
transfirieron 100 pL de la mezcla hacia los micropozos revesti-
dos por anticuerpos, deslizando hacia atrés y hacia delante el
porta-micropozos sobre una superficie plana, incubandolos por
dos minutos a temperatura ambiente.

Inmediatamente, se procedio a realizar una serie de cin-
co lavados de los micropozos con agua deionizada. El rema-
nente de agua que pudiera quedar en los micropozos fue eli-

FIGURA 1. DEPOSITO DE MATERIA PRIMA DE DONDE SE RECOLECTARON“LAS MUESTRAS.

65



Aflatoxinas en alimento balanceado para aves / Fernandez-Surumay, G. y col.

minado golpeando suavemente y varias veces el porta-micro-
pozos contra un trozo de papel absorbente colocado en la
mesa de trabajo, dejandolo escurrir boca abajo hasta seque-
dad. Luego, se agregaron 100 pL de substrato a cada uno de
los micropozos, se mezclaron e incubaron por tres minutos.
Seguido a esto, se agregaron 100 pL de soluci6n finalizadora
de la reaccién a cada uno de los micropozos, mezclandolos
adecuadamente. Por Ultimo, se limpié con papel absorbente el
fondo de cada uno de los micropozos por su cara externa, es
decir, por la cara gue queda expuesta al lector de absorbancia,
y se leyeron en un espectrofotémetro (Stat Fax EIA Reader) a
una longitud de onda de 650 nm, obteniéndose inmediatamen-
te la lectura de absorbancia y concentracion de aflatoxinas,
para cada una de las muestras [10].

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los valores correspondientes a
la concentraciéon de aflatoxinas para cada materia prima se
realizé mediante el paguete estadistico computarizado S.A.S.
(Statistical Analysis System) [21], realizando una comparacion
entre las medias, utilizando las pruebas de Analisis de Varian-
za y Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente reporte se presentan en la
TABLA I.

Tal como se observa en la FIG. 2, de las cinco mate-
rias primas utilizadas para la elaboracion del alimento co-
mercial para aves, cuatro contenian cantidades variables de
aflatoxinas, siendo la harina de maiz con un promedio de
34,1 ppb, la muestra que resultd con cantidades mas eleva-
das; este valor se encuentra por encima de los niveles méxi-
mos permitidos (20 ppb) en Venezuela y otros paises [14,
15]. La prueba de Tukey determiné que la Unica media esta-
disticamente diferente a las demas, fue la de la harina de

maiz, ya que el resto de las medias se comportaron igual
entre si. El contenido promedio de aflatoxinas para el resto
de las muestras analizadas fue significativamente menor:
0,98 ppb para el maiz amarillo molido, 2 ppb para la harina
de soya, 0,25 ppb para el sorge molido y 0 ppb para el afre-
chillo de trigo. Estos resultados evidencian la alta susceptibi-
lidad de la harina de maiz a la contaminacién por aflatoxina,
tal como lo reportan otros autores en sus trabajos de investi-
gacion en el maiz y sus subproductos [5, 9, 16, 19].

De las 40 muestras analizadas, 17 resultaron positivas a
la presencia de aflatoxinas, lo gue corresponde al 43% del to-
tal de muestras analizadas. Estos valores son similares a los
reportados por otros investigadores en el area de la nutricién
avicola a nivel mundial [1, 2, 4, 14, 17, 18].

Todas las muestras de harina de maiz evidenciaron la
presencia de aflatoxinas, mientras que el resto de las mues-
tras analizadas mostré el siguiente resultado: harina de soya:
5 muestras positivas, maiz amarillo molido: 3 muestras positi-
vas y sorgo molido: 1 muestra positiva. Esto se corresponde a
lo sefialado por varios autores gue citan al maiz como la mate-
ria prima para alimento concentrado, més susceptible de con-
taminacién por aflatoxinas [1, 9, 12, 14, 20, 22].

CONCLUSIONES

De las 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 (20 ppb).

La determinacion de aflatoxinas por el método espectro-
fotométrico de ELISA resultd ser una técnica eficaz para la
cuantificacion de estas toxinas en materias primas para ali-
mento balanceado, por su gran rapidez y sensibilidad, habien-
do sido capaz de detectar cantidades que oscilaron entre un
nivel maximo de 44,07 ppb para la harina de maiz y un minimo
de 0,26 ppb para el maiz amarillo molido.

-

TABLA |
NIVELES DE AFLATOXINA EN 5 MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS EN LA FABRICACION
DE ALIMENTO BALANCEADO PARA AVES EN EL ESTADO ZULIA, VENEZUELA

Materia Prima N° de N° de muestras  Frecuencia Lectura de absorbancia ppb (ug/kg)
N de aflatoxinas

Afrechillo de Trigo 8 0 1,470 1,353 - 1,691 0 -
Harina de Maiz 8 8 100 0,561 0,492 - 0,635 34,1a 24,2 - 44,07
Harina de Soya 8 5 62,5 1,199 0,996 - 1,496 2b 0-46
Mai; Amarillo 8 3 37,5 1,280 0,956 - 1,545 0,98b 0-57
Molido '
Sorgo Molido 8 1 12,5 1,303 0,752 - 1,778 0,25b 0-2
a,b (P<0,05).
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FIGURA 2. NIVELES DE AFLATOXINAS ENCONTRADOS EN LAS 5 MATERIAS PRIMAS ESTUDIADAS

RECOMENDACIONES

Se sugiere la divulgaciéon de material informativo a las
empresas productoras de alimento concentrado, referente al
potencial toxico de las aflatoxinas en productos de consumo
animal, asi como sobre sus medidas de control y prevencion.
Igualmente se recomienda establecer la cuantificacién de los
niveles de aflatoxinas como una préctica de rutina en estas
empresas, medida indispensable para el control de calidad del
producto. Finalmente, se sugiere a los organismos gubema-
mentales encargados del control sanitario de productos de ori-
gen y consumo animal, y a las instituciones dedicadas a la in-
vestigacién en el area, desarrollar proyectos de investigacion
que contemplen evaluaciones constantes de los niveles de
aflatoxinas en todos aquellos productos susceptibles de conta-
minacién con estas toxinas.
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