INVESTIGACION DE ATFLATOXINAS EN SEMILLA DE UVA
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SUMMARY

Ditferent methods have been applied to the investigation of
atlatoxins in seeds of grapes stored betore drying. The presence of
aflotoxin  hasn’t been detected in spite of the fact that samples
have been chosen among the portions infected with molds.

ANTECEDENTES

El problema de las aflatoxinas, comenzé en 1960, cuando en las
granjas britinicas se produjo gran mortandad de pavipollos y pati-
tos (1). La enfermedad responsable de la muerte de estos animalces
fee denominada *Turkey X7, por desconocersse su causa,

Los sintomas manifestados por los pavipollos y patitos, (2) asi
como por gatos, (3) cerdos y otros animales, (4) fucron lesiones
hepéticas. La autopsia revelaba hemorragias v necrosis blancas del
higado y congestién renal. Los sintomas en gatos se diferenciaban
muy poco del envenenamicnto causado por Senecio jacobea (3).

Se observd que todos los alimentos suministrados a los anima-
les afectados contenian harina de mani procedente de Brasil

Algunos investigadores, (3, 6) elaboraron métodos biolégicos de
determinacién de la sustancia toxica contenida en estos alimentos
concentrande previamente los extractos unas docientas cincuenta
veces.

Se sospechd que la sustancia toxica, era un metabolismo de un
hongo. Se hicieron cultivos identificindose al Aspergillus flavus
Link ex Frims. Al total del material toxico derivado de dicho hongo
se le dié el nombre de aflatoxina, sin conocerse aiin su naturaleza
quimica. Las diferentes fracciones del material téxico han sido nom-
bradas cn forma diferente por varios investigadores. El sistema mas
usado es el que llama aflatoxinas B a las que producen fluorecencia
azul al U.V. y aflatoxinas G a las que producen fluorecencia verde.

Naturaleza de las aflatoxinas

En extractos de cultivos de hongos se han encontrado de 6 a
15 sustancias fluorecentes en diferentes hongos. Se han propuesto
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para la aflatoxinas estructuras derivadas del difurano cumarina. (7)
Basindose en métodos quimicos y en observacion de los espectros
al ultravioleta, Bucar y col. (8) establecieron las siguientes formulas
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Ademés de otras férmulas, (9) algunos autores propusieron y de-
mostraron las siguientes estructuras:
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Ambas sustancias aparecen en T.L.C. como dos manchas con
fluorecencia azul con Rf muy cercanos. Actualmente se han separa-
do también aflatoxinas Gi, Ga, My y M.,

Efectos hioldgicos

Los efectos biolégicos debidos a las aflatoxinas son parte de
un conjunto més amplio de sintomas llamado “micotoxicosis” y de-
finida por Forcacs como envenenamiento por toxinas de origen
fungoso. (11) Jorre (12) describié hongos que crecen en granos al-
macenados en invierno, responsables de aleukia alimentaria. Se aisla-
ron de los palos de gallinero y de las patas de pollos que sufrian
¢indrome hemorrégico (13) varias razas de Aspergillus y Penicillium.
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En cuanto a los efectos bioldgicos de las aflatoxinas en particular
han sido descriptos por varios investigadores, y son:

a) Actividad carcinogenética en animales (14, 13), lo que hace
pensar en un posible efecto en la produccién de cincer
humano (16).

b) Hepatomas en gatos (3), cerdos (4), ovejas, perros (1) v en
chas de arco iris (15). Inyecciones de allatoxinas en ambrio-
nes de pollo, producen la muerte del embrion (17, 18).

¢) Inhibicién de la incorporacién de leucina C (14), en las pro-
teinas de varias preparaciones de tejido hepatico (19).

d) Produccién de vacuolacién y destruccion de células de ri-
nén en monos (19) y ternera (20).

e) Tienen efecto sobre la divisién mitética en células enmbrio-
narias de higado humano.

t) Marcada inhibicién de la sintesis de DNA con timidina,

Métodos de determinacién

Desde el aislamiento del producto téxico responsable del “Tur-
key desease” por ALLGROFT y col. (5) y su posterior hallazgo en mant
y derivados (22) se han elaborado en Inglaterra y Estados Unidos nu-
merosas marchas de aislamiento de aflatoxinas, Algunos métodos
son aplicables al aislamiento a partir de Aspergillus flavus (24, 253),
otros adaptados para determinaciéon en mani y derivados (23, 26,
27, 28, 31 y 33) o modificados para analizar semillas de algoddn
(29, 30), harina de semilla de girasol (32) o aceite de mani (34).

En cuanto al fundamento de casi todos los métodos es desen-
grasado de la muestra, extraccion de las aflatoxinas con solventes
adecuados, y determinaciéon por T.L.C. Las variantes de los mé-
todos sc refieren al solvente usado para el desengrasado o para la
extraccion en si, ademas de la purificacién de los extractos, previa
alaT. L. C. (35 36, 26, 38, 31).

En cuanto a la determinacién cuantitativa algunos analistas ha-
cen comparaciones con testigos de toxina pura o muestras de toxi-
cidad conocida (26). Otros se basan cn medidas espectrofométricas
(8,10, 28, 37, 38). Un método que se aparta de los mencionados
extrae la toxina por didlisis (39) v otro la determina por polarogra-
fia oscilografica (40).

En casi todos los casos se usa T.L.C. con placas de silica gel,
pero también se usd 0x‘do de aluminio (34,35) o Kieselgel G (38,28).

MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con semillas de uva almacenadas para la posterior
extraceién de su aceite. Se han elegido las porciones aparentemente
mdis contaminadas con hongos.
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Se aplicé primeramente el método de Coories, CROWTHER v
StevEns (41) elaborado para harina de mani, Por este medio no so
ha detectado la presencia de aflatoxina en las muestras analizadac.
Se us6 como control una harina toxica procedente del Tropical Pro-
ducts Institute, London.

Se hicieron ensayos de recuperacion agregando a las semillas
cantidades conocidas de aflatoxina pura con resultados negativos,
por lo que se abandont la aplicacién de este método.

Método usado (42): 25 g de muestra son desengrasados por agi-
tacién durante 43 minutos con acetona-agua-acido acético, Al fil-
trado se precipita con acetato de plomo. Nuevamente se filtra, se
reduce el volumen por evaporacién. Se diluye con agua, se agrega
4-3 g de celita. Se mezcla, se filtra, y se extrae una porcién alicuota
con cloroformo. Sc pasa éste por capa de sulfato de sodio anhidro.
Luego se concentra el extracto cloroférmico casi a sequedad y se
retoma con 0,5 ml de cloroformo.

Se aplican partes alicuotas del extracto de 2, 5, 3 y 10 micro
litros en una placa de silica gel. Sobre una de las manchas de 3
microlitros se aplican 5 picrolitros de solucién de aflatoxinas stan-
dard (1 microgramo de faflatoxina/ml) como standard interno. Se
calcula ¢l contenido de aflatoxinas de la muestra analizada, obser-
vando en cudl de las manchas aparcce la fluorescencia, luego del
desarrollo del cromatograma. Se aplica luego una férmula que tiene
en cuenta las diluciones efectuadas y las concentraciones de las so-
luciones testigo.

RESULTADNS ¥ DISCUSION

La presencia de aflatoxinas en semillas de uva podria significar
su pasaje al aceite elaborado con ellas, de ahi la importancia de esta
determinacién,

Se han analizado 25 muestras procedentes de tres cosechas su-
cesivas y de diferentes fabricas, no detectiandose las sustancias bus-
cadas. Se debe tener en cuenta que en productos como el mani sc
ha verificado que la contaminacién con hongos v consiguientemente
la presencia de aflatoxinas no es uniforme (43). Por lo tanto se pro-
seguird periodicamente la determinacién de aflatoxinas, tratando de
barcar otras zonas de almacenamiento,
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