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METODO SIMPLIFICADO PARA EL ANALISIS

RESUMEN

Se desarrollé y probé un método para la determinacion
de aflatoxinas en malz blanco (Zea mays), al que se le
llamé método simplificado (MS). Sus principales variantes
son el uso de muestras pequenas y de una forma facil de
filtracién y purificacion de los extractos.

Para la prueba del MS se hicieron determinaciones de
aflatoxinas en muestras de maiz con niveles de
contaminacién de 0, 75, 150 y 350 ng/g de aflatoxinas
aproximadamente. Para cada nivel de contaminacion se
usaron pesos de muestra de 12,5; 25 y 50 g.

La extraccién de aflatoxinas se realizé segun los
métodos MS y CBM. En este ultimo se combinan la forma
de extraccion utilizada en el método CB y la purificacion y
obtencién de los extractos seguin el método MS. Ademas se
uso el método CB como control.

Posterior a la extraccion y purificacion de los extractos
se procedié a la cuantificacién de aflatoxinas mediante el
uso de minicolumnas de cromatografia, realizandose las
lecturas respectivas en un fluorotoximetro NEOTEC.

El anélisis estadistico de los resultados del trabajo no
mostro diferencias significativas entre los diferentes pesos
de muestra, ni entre los dos métodos empleados para la
extraccién (MS y CBM) ni entre el método CB (control). Por
lo tanto este nuevo método simplificado (MS) puede ser
utilizado con muestras pequenas de maiz para andlisis de
aflatoxinas, consiguiéndose con él resultados similares a
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los obtenidos con el método CB, pero en una forma mas f4cil,
mas répida y a un costo menor que con éste y otros métodos
similares.

INTRODUCCION

En Costa Rica la mayor parte de la cosechade
maiz (Zea mays) se produce en la zona tropical
humeda, en donde existen condiciones 6ptimas de
humedad y temperatura para el desarrollo de hongos
del grupo de Aspergillus flavus. Esto, ligado aun
manejo inadecuado del grano después de la cosecha,
trae como consecuencia un alto grado de conta-
minacién por aflatoxinas, lo que ya ha sido confirmado
en experiencias anteriores en el CIGRAS (UCR) y otros
laboratorios en el pais.

La persistencia del problema de contaminacién del
maiz ha obligado arealizar, en nuestro pais, analisis de
aflatoxinas en forma rutinaria. Los métodos adoptados
para realizar estos analisis, a pesar de ser los que
ofrecen mas ventajas por su simplicidad de uso, grado
de confianza en los resultados obtenidos y facilidades
disponibles en el pais, siguen siendo caros y no son
muy préacticos cuando se necesita realizar un numero
grande de analisis en forma rutinaria.

El objetivo de este trabajo fue entonces la formu-
lacién y evaluacién de una metodologia simple y
econémica para el andlisis de aflatoxinas en maiz,
utilizando para este propdsito un tamafio menor de
muestra que la utilizada en el método CB y una forma
diferente de preparacién y purificacion de la muestra,
que facilite el filtrado y la ejecuciéon del analisis en
general.
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizé en el Centro para Investiga-
ciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la
Universidad de Costa Rica.

En la busqueda de una metodologia mas simple
para realizar analisis de aflatoxinas en maiz, luego de
una serie preliminar de pruebas, se observé la conve-
niencia de usar muestras pequefias. Con los resulta-
dos de esas pruebas y partiendo de una muestra fina-
mente molida (20 mesh), se integré el Método
Simplificado (MS) descrito seguidamente paso por
paso.

Método simplificado (MS)

1. Tomar una muestra representativa del lote que se
va a analizar, molerla en un molino equipado ¢con
una criba N° 20 (20 mesh) y homogenizarla ade-
cuadamente.

2. Tomar una submuestrade 15 gy colocarla enun
erlenmeyer de 125 ml.

3. Adicionar a la muestra 12,5 ml de una solucién de

agua-etanol-sulfato de amonio en una relacién de

(100:50:15, ml/ml/g).

. Adicionarle a la muestra 75 ml de cloroformo.

. Tapar el erlenmeyer con un tapén de hule forrado

con plastico.

6. Agitar fuertemente durante 30 minutos en un
agitador Burrel o equivalente.

7. Filtrar en papel Whatman N° 4 de 15 cm o equi-
valente.

8. Tomar 50 ml de filtrado y evaporarlo hasta seque-
dad por medio de una plantilla con temperatura
graduable, evaporador rotativo o con nitrégeno.

9. Disolver los residuos del extracto evaporado con
10 ml de metanol-hexano (2:1).

10. Agregar a los residuos disueltos 20 ml de gel
férrico, transvasar a un erlenmeyer de 50 mly
agitar durante un minuto. El gel férrico se prepara
de la siguiente forma: a 1 litro de agua destilada se
le agregan 100 ml de solucién de cloruro de hierro
(FeCL,x6H,0) al 15% y aproximadamente 150 ml
de hidroxido de sodio (NaOH) al 4%y se ajusta el
pH entre 4,6y 4,8.

11. Filtrar con papel filtro Whatman N® 4 de 12 cm:;
recoger 15 mlde filtrado en un tubo de ensayo de
20 x 150 mm con tapa de bakelita, o en un vial de
25 ml de capacidad.
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12. Agregar al filtrado 3 ml de cloroformo, tapar el
tubo, poniendo un plastico a latapay agitar
durante un minuto.

13. La estimacién del contenido de aflatoxinas se
puede realizar por alguno de los métodos cono-
cidos para este fin, como la cromatografia de capa
fina o, tal como se hizo en este trabajo, con
columnas de cromatografia donde las lecturas se
realizaron mediante un fluorotoximetro NEOTEC
segun recomienda Velasco (1984). Para utilizar el
método de columnas de cromatografia segun
Velasco (1984) se agrega 1 ml de extracto de
cloroformo (capa inferior del tubo). Una vez
drenada la columna se le agrega 1 mi de cloro-
formo-metanol (96:4).

14. El contenido de aflatoxinas estimado con el fluoro-
toximetro NEOTEC se calcula mediante la
siguiente férmula:

ng/g de aflatoxina=LxDx 1,4

en donde:

L= lectura del fluorotoximetro NEOTEC

D = factor de dilucién del extracto final

1,4 = factor resultante de otros aspectos del
método.

Para determinar y cuantificar las aflatoxinas por
cromatografia de capa fina se toma 1 ml del extracto
final, se trasvasa a un vial de 10 ml de capacidady se
evapora, luego se redisuelve con 0,2 ml de benceno
acetonitrilo 98:2. Las placas de cromatografia se
preparan, revelan y se hacen las estimaciones segun
recomienda la AOAC (1984).

Muestras

Para probar esta metodologia se seleccionaron
cuatro muestras de maiz blanco de 5 kg cada una.
Una de estas muestras no estaba contaminada,
mientras que las otras se habian contaminado en
forma natural con niveles de aflatoxina de 65, 150 y
350 ng/g aproximadamente. Las muestras se molieron
en un molino de martillos, equipado con una criba
N2 20 (20 mesh), después se homogenizaron para
luego proceder a la toma y andlisis de submuestras.

Se partié de la premisa de que si se usa una
muestra finamente molida y bien homogenizada para
andlisis de aflatoxinas, las muestras pequefias

43



TECNOLOGIA EN MARCHA

deberian de comportarse en forma similar a muestras
de mayor peso. Para comprobar esta hipotesis se
ejecuto este ensayo utilizando siete métodos de
analisis (tratamiento) dispuestos en un disefio com-
pletamente al azar. Se hicieron cinco repeticiones por
tratamiento. Estos tratamientos surgen al usar dos
métodos diferentes para la obtencién de los extractos
(el Método MS y el CBM, este ultimo es una combi-
nacién que usa la extraccioén utilizada por el método
CBy la purificacién y obtencién de los extractos del
MS), con tres pesos de muestra (12,5; 25 y 50 g). El
sétimo tratamiento es el método CB, aprobado por la
AOAC (1984), que fue utilizado como control.

Extraccion

En el Cuadro No. 1 se presenta la informacién
sobre los siete tratamientos y la forma en que se
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prepararon las muestras para la extraccion. El
tamafio de la cristaleria, asi como la cantidad de
reactivos usados en cada tratamiento van en relacion
con el peso de muestra empleado. Los reactivos
fueron adicionados a cada tratamiento en el orden
presentado en este cuadro.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro No. 2 se presenta el comporta-
miento de los siete tratamientos empleados en esta
investigacién en cuanto a cantidad de aflatoxina
extraida, la cual es expresada como porcentaje con
respecto a los valores obtenidos con el método CB
que es el control. A este valor porcentual se le llama
aqui valor de recuperacion de aflatoxinas. En este
cuadro se manifiesta que los tratamientos realizados
con el método MS se comportaron igual que los

CUADRO No. 1. Tratamientos empleados en muestras de maiz blanco con niveles de
contaminacién de aflatoxinas de 0, 75, 150 y 350 ng/g

Tratamiento Tipo Peso de Cantidad de reactivos y
de muestra de solvente agregados, a
cristaleria (9) cada tratamiento
1 CBM'-1 Erlenmeyer de 12,5 6,25 ml de agua destilada,
125 ml 6,25 g de diatomita mas
62,5 ml de cloroformo
2 CBM-2 Erlenmeyer de 25 12,5 ml de agua destilada,
250 ml 12,5 g de diatomita mas
125 ml de cloroformo
3 CBM-3 Erlenmeyer de 50 25 ml de agua destilada,
500 ml 25 g de diatomita mas
250 ml de cloroformo
4 MS-1 Erlenmeyer de 12,5 10 ml de reactivo No. 12y
125 ml 62,5 ml de cloroformo
5 MS-2 Erlenmeyer de 25 20 ml de reactivo No. 1y
250 ml 125 ml de cloroformo
6 MS-3 Erlenmeyer de 50 40 ml de reactivo No. 1y
500 ml 250 ml de cloroformo
7 CB Erlenmeyer de 50 25 ml de agua destilada,
500 ml 25 g de diatomita mas

250 ml de cloroformo

1 Con extraccién segln CB'y purificacién segin MS.

2 Reactivo No. 1: agua-etanol-sulfato de amonio (100:50:15, ml/ml/g).
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realizados con el CBMy el CB en cuanto a recupe-
racion de aflatoxinas, lo que se confirmé en el anlisis
estadistico donde no se encontré diferencia sig-
nificativa.

Otro aspecto que se manifiesta en el Cuadro No. 2
es que los diferentes pesos de muestra utilizados
fueronigualmente efectivos al recuperar cantidades
similares de aflatoxinas con la ventaja de las muestras
mas pequefias de 12,5 g que utilizan solamente un
25% del solvente con respecto a las muestras grandes.

Elmétodo CBM es una combinacién del método
CBydel MS, en el que se utiliza el principio de extrac-
cion empleado por el método CBy la purificacién de los
extractos del MS. Al haber un comportamiento similar
de ambos métodos indica que el principio de extrac-
cién empleado por el método MS es igualmente efec-
tivo que el empleado por el método CB. A lavezindica
que en el procedimiento de limpieza utilizado por el MS
y el CBM no se pierde aflatoxina, ya que se recupe-
raron porcentajes similares a los obtenidos con el CB.

Elmétodo MS presenta dos aspectos favorables
conrespecto al CB:

1. Eltratamiento dado a la muestra en el MS permite
filtrar con mucha facilidad, lo que se dificulta un
poco con el CB,

2. Elmétodo MS permite recuperar cantidades mayo-
res de solvente (86%) en relacién con el CB (68%).

La recuperacion de la mayor parte del solvente es
importante cuando se utilizan muestras pequefias. En
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el caso del método MS, en una muestra de 12,5 g
donde se usan 62,5 ml de cloroformo se logra recu-
perar mas de 50 ml de filtrado para proseguir el
andlisis con una cantidad de solvente igual a la que
se usa en el método CB (50 ml de solvente filtrado).
El segundo aspecto favorable del método MS con
respecto al CB es la forma de purificacion de los
extractos. El método CB emplea para este propdsito
una columna de cromatografia, donde se utilizan 50
ml de extracto crudo (sin purificar) que son purifi-
cados con 150 ml de éter y 150 ml de hexano. Para
recuperar las aflatoxinas de la columna de
cromatografia, se utilizan 150 ml de cloroformo, que
deben ser evaporados para reducir el volumen de
extracto que se quiere analizar. Esto hace que la
purificacién de los extractos empleada por el método
CB, resulte lenta y de mucho mayor costo que el MS.
La purificacion empleada por el método MS es
muy simple. En este caso también se utilizan 50 ml
de extracto crudo (filtrado sin purificar) que es evapo-
rado y luego los residuos son disueltos en 10 ml de
metanol-hexano 2:1 para disolver los residuos que
quedaron al evaporar los 50 ml de cloroformo. A esa
solucién de metanol-hexano (con los residuos
disueltos) se le adicionan 20 ml de gel férrico, que
hace una purificacion muy eficiente. Al filtrar ese gel
férrico queda una solucién de agua-metanol 75:25
muy purificada, donde las aflatoxinas son extraidas
de esa fase acuosa con 3 ml de cloroformo por un
proceso denominado particién liquida-liquida que se

CUADRO No. 2. Comportamiento de diferentes tratamientos en cuanto a recuperacion de
aflatoxinas en muestras de maiz con diferente grado de contaminacion

Tratamiento Método Peso de Volumen de N2 de Recuperacién de
muestra solvente muestras aflatoxinas
g ml %
1 CBM'-1 12,5 62,5 15 99 +13 "
2 CBM-2 25 125 15 106 + 19 "
3 CBM-3 50 250 15 105+ 12"
4 MS-1 12,5 62,5 15 106 + 15"
5 MS-2 25 125 15 102+ 14 "
6 MS-3 50 250 15 98+ 10"
7 CB 50 250 15 100+ 12"

ns: No hay diferencias significativas (P < 0,05)
CBM!': Con extraccién segun CB y con purificaciéon segin MS
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basa en la afinidad de las aflatoxinas al cloroformo,
por lo que se trasladan de la fase acuosa (metanol-
agua) a la organica (cloroformo), que es el extracto
que esta listo para analizar por columnas de
cromatografia, o por cromatografia de capa fina. Con
este procedimiento de limpieza se obtienen extractos
con un grado de purificacién mayor al logrado por el
método CB, los cuales son mas favorables para
evaluar con minicolumnas, ya que al ser muy
purificados causan muy poca interferencia en la
lectura. Lo mismo sucede en placas de cromato-
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grafia de capa fina donde se obtienen separaciones
con poca interferencia por impurezas.

En parrafos anteriores se discutié que el método
MS tiene ventajas de ejecucion sobre el CB, dando
resultados similares a éste y a otros métodos emplea-
dos para este fin. En el Cuadro No. 3 se comparan
varios aspectos generales de los métodos CB,
Velasco y MS. Entre las caracteristicas que se
sefalan en este cuadro se destacan el menor volu-
men de solvente utilizado por el método MS, asi
como la pequefia cantidad de reactivos que se

CUADRO No. 3. Comparacién de tres métodos para analisis de aflatoxinas en maiz blanco

Método

Tépico CB Velasco simplificado (MS)
Extraccién con 250 ml de 250 ml de acetona- 75 ml de

cloroformo agua (85:15) cloroformo
Purificacién Con columna de Con 125 ml de gel Con 20 ml de

cromatografia férrico gel férrico

150 ml de éter

150 ml de hexano
Recuperacién de Con 150 ml de En embudo separador En tubo de ensayo
aflatoxinas cloroformo: metanol de 500 ml con 50 ml de 20 x 150 mm con

(97:3) de cloroformo 3 ml de cloroformo
Volumen de solvente 150 ml de 50 ml de 50 ml de
a evaporar cloroformo cloroformo cloroformo

Grado de purificacion
de extractos

Tiempo de ejecucion
para una muestra

Facilidad de
ejecucion

Recuperacién de
aflatoxinas

Nimero de muestras
que se pueden correr
a la vez por una persona

Determinacién de

aflatoxinas

Costo por muestra
con respecto al CB

Con impurezas
color &mbar claro
3 horas

Muy laborioso

Buena

5 muestras

Cromatografia
de capa fina

100%

Con impurezas
color ambar claro

1,5 horas
Mas simple
que el CB

Similar al CB

10 muestras

Por minicolumnas
de cromotografia
y por CCF

60%

Con poca impureza
cristalino

1hora
Mas simple que el
de Velasco

Similar al CB

15 muestras

Por minicolumnas de
cromatografia y por
CCF

20%
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utilizan para realizar una limpieza muy eficiente, en
donde se obtienen extractos de mayor pureza que los
obtenidos por otros métodos.

Otro aspecto muy importante es que el método
MS es mas facil de ejecutar, lo que permite realizar
mas muestras a la vez, o en menor tiempo y con
cristaleria de menor tamafio. En el aspecto
econémico el método MS resulta mucho mas
favorable, ya que cuesta aproximadamente un 20%
con respecto al CB y un 30% con respecto al de
Velasco.

Después de comprobar que el método MS
presenta caracteristicas tan favorables con respecto a
los otros probados como exactitud, facilidad de
ejecucion y menor costo, se recomienda utilizar este
método con un peso de muestra de 15 g, con 75 ml
de cloroformo para realizar la extraccién, ya que asi
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se asegura recoger un volumen de filtrado mayor de
50 ml que es lo mas recomendado para seguir el
procedimiento MS descrito en este trabajo.
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