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Resumen

En el siguiente trabajo de investigacion se propone un método bioldgico para la deteccion de aflatoxina en
alimentos no elaborados, el método bioldgico se basa en una hipétesis, que indica que la aflatoxina tiene un efecto
inhibidor del crecimiento en un microorganismo determinado, para ello se probaron tres microorganismos,
seleccionados previamente bajo criterios preestablecidos. En el método propuesto se us6 la metodologia de extraccion
de micotoxina sugerida por la USDA (Departamento de Agricultura de Estados Unidos) con metanol diluido al 70%,
posteriormente se incorporo esta solucion de aflatoxina extraida con una concentracion de 90 ppb, en un agar no
selectivo como PCA (Plate Count Agar) en diferente proporciones, donde se inoculd por siembra en masa los tres
microorganismos a probarse para el método, segln si presentaba o no inhibicion de su crecimiento, se escogio el
microorganismo para el disefio final del método biologico; y se hicieron los calculos respectivos.

Palabras Claves: microorganismo, agar no selectivo, aflatoxina, PCA, Siembra en masa.
Abstract

This research Project proposes a biological method for the detection of aflatoxin in non processed foods, it is based on
a hypothesis which indicates that aflatoxin has an inhibiting effect on the growth of certain microorganisms, in order to
prove this hypothesis, three microorganisms where previously selected under pre-established criteria. In this proposed
method, there was used the mycotoxin extraction method suggested by the USDA (United States Department of
Agriculture) with methanol diluted at 70%, this extracted aflatoxin solution at 90ppb was added to a non selective agar
such as PCA (Plate Count Agar) in different proportions, the inoculation of the three microorganisms to be proven for
the method ,was made in mass cultive technique and according to weather there was a growth inhibition or not, the
microorganism was selected for design of the final biological method and the respective calculation.

Redactar aqui el resumen en ingles utilizando las mismas especificaciones del formato descrito arriba en resumen.

Keywords: microorganism, non selective agar, aflatoxin, PCA, Mass cultive.
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1. Introduccién

Desde su descubrimiento hace unas cuantas décadas
las aflatoxinas han cobramos cientos de victimas
humanas, especialmente en paises en vias de
desarrollo (1).

En esta investigacion se propondra un nuevo método
de deteccidn de esta micotoxina; se la escogi6 por ser
la mas difundida y comin en el mundo,
adicionalmente se la asocia generalmente a cultivos de
maiz, que son muy comunes asi como polémicos en
nuestro pais.

La humedad y altas temperaturas que presenta la costa
ecuatoriana que acoge a muchos maiceros, es propicia
para la proliferacion de los hongos del genero
Aspergillus productores potenciales de aflatoxinas (2).

A pesar que ya existen métodos de deteccion rapidos,
sencillos y confiables, creemos no son lo
suficientemente accesible por disponibilidad de
importacion y por costos; ademas que respondemos a
la necesidad investigacion para crear tecnologia
propia que adolece el pais principalmente.

2. Metodologia a partir del planteamiento
de la hipotesis

2.1 Exposicion de la hipotesis a probar

Como se sabe las bacterias tienen sistemas
enzimaticos muy diferentes y mas ricos en diversidad
al del ser humano, aunque algunas comparten ciertas
similitudes; basandose en estas premisas se planteo la
hipotesis de que algunas bacterias podrian compartir
la misma toxinas con el hombre, entre ellas las
aflatoxinas. Esto se podria usar en caso de probarlo,
para la deteccion de aflatoxinas en alimentos
utilizando una metodologia determinada, poco
parecida a un antibiograma en cuanto a lectura de
resultados.

2.2 Metodologia para probar la hipoétesis
cientifica planteada

En primera instancia se selecciono tres
microorganismos para probar si uno o méas de ellos
presentaban inhibicién en su crecimiento frente a una
0 mas concentraciones de aflatoxina (escogidas en
primera instancia por criterio); para ello se agrego una
solucién de metanol al 70% (metodologia sugerida por
la USDA para extraccion de micotoxinas) (4), con
aflatoxina de 90 ppb a un agar no selectivo como PCA
(Plate  Count Agar), previamente esterilizado,
posterior se calentd el agar en la plancha hasta
eliminar completamente el metanol, al final se inoculo
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por siembra en masa (3) los microorganismos a probar
y se observo los resultados.

En caso de encontrarse resultados favorables (que
uno 0 mas microorganismo presenten inhibicion al
crecimiento en presencia de aflatoxina en agar), se
realizara una segunda corrida de igual manera que en
el caso anterior, se realizara por quintuplicado y con 5
concentraciones diferentes incluyendo la
concentracion O ppb de control, con la Unica
diferencia que en esta segunda ocasion las
concentraciones no dependeran de criterio sino que
seran equidistantes e igual y menores a la
concentracion minima de inhibicion encontrada en la
primera corrida.

En la siguiente figura se explica de manera simple
los pasos que se seguiran en el método en caso de ser
viable técnicamente.

Alimento a analizar

l Alimento triturado
— y conresiduos de
Extraccion de %
Metanol 70% . N metanol
I:>

Incorporacion de
aflatoxina en agar

Evaporacion del — Metanol en forma
metanol del agar de vapor

Agar PCA estérl T

Siembra en masa del
C— microorganismo de
prueba

Interpretacion de
Resultados

Figura 1. . Pasos del método en caso de ser viable
técnicamente.

Cajas Petri

Para probar la hipotesis se decidié escoger tres
probidticos humanos los cuales fueron:

- Lactobacillus acidophilus (microorganismo
a)

- Bacillus clausii (microorganismo b)

- Saccharomyces boulardii (microorganismo

c)

Ademas de todo esto se realizo una prueba que la
denominamos prueba de metanol residual, la cual tuvo
como objetivo determinar si el metanol residual
debido a la incorporacién de la micotoxina, tenia o no
un efecto inhibidor sobre los probiéticos probados, lo
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cual descartaria 0 no una posible desviacion en los
resultados.

La siguiente figura ilustra el disefio de la
experimentacion, aunque hay que recalcar que se
ilustra una dilucién en quintuplicado, pero se trabajo
con dos por lo que el tamafio de la muestra en para
cada microorganismo es de 10, cada concentracion de
aflatoxina se prueba en dos diluciones.

CORRIDA EXPLORATORIA.
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Figura 2. Disefio de la Experimentacion.

2.3 Materiales y equipos

Los materiales usados en esta experimentacion,
fueron materiales comunes de un laboratorio de
microbiologia convencional, los cuales menciono a
continuacion:

Materiales e insumos: Cajas Petri, Fiolas de 250
ml, Pipetas de 10ml, Mechero de Alcohol, Embudo,
Papel Filtro #1, Espéatula, Metanol 70% y Muestra de
Maiz contaminada con Aflatoxina 90 ppb.

Equipos: Incubadora, Estufa, Autoclave, Triturador
y plancha de calentamiento.

2.4 Costos de prueba disefiada
El costo aproximado que se estimo para la prueba
diseflada es $11.96, este costo es netamente un

bosquejo que nos dara una idea general (nicamente
para efectos comparativos.

3. Resultados

3.1 Pruebas de metanol residual
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Para probar si el metanol residual tuvo o no efecto
inhibidor se procesaron los datos de los crecimientos
con metanol y sin metanol residual, dando un tamafio
de muestra total de 10 para cada variable en cada
microorganismo, debido a que se trabajo por
quintuplicado en las dos ultimas diluciones.

La prueba de hipotesis estadistica que se uso par
probar si las variables eran iguales o diferentes (Ho y
H1 respectivamente), fue la no paramétrica Kruskal-
Wallis, por la ausencia de normalidad y el tamafio de
la muestra no significativo. Los valores P se muestran
a continuacion.

Tabla 1. Valores P de la prueba de Metanol Residual.

Microorganismos
A B C
0.571 0.910 0.970

Valores P

3.2 Resultados de la Experimentacion

A Continuacion se muestran las concentraciones
con las que se trabajaron en la primera corrida de la
experimentacion.

Tabla 2. Concentraciones en agar de la primera
corrida de la experimentacion

Concentracion en Agar | Denominacion de la
en ppb concentracion
0 1
2 2
19.9 3
79.7 4
159.4 5

Una vez que se realizo la experimentacion con los
pardmetros ya mencionados, se obtuvo que el
microorganismo a y b presentaban inhibicién total a
partir de la concentracion 2 en su Gltima dilucion, con
crecimientos por placa de 10"l UFC/Placa y 10”2
UFC/Placa  respectivamente, sin  embargo el
microorganismo ¢ no presento inhibicion total a
ninguna concentracion.

El microorganismo escogido para la segunda
corrida fue el b, debido a que sus colonias eran bien
definidas y no eran invasivas como el microorganismo
a.

Las concentraciones escogidas para la segunda
corrida fueron 5 al igual que en la primera pero esta
vez equidistantes entre si, incluyendo la concentracién
1y 2 de la primera corrida como referencia menor y
mayor respectivamente.
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En los resultados de la segunda corrida Unicamente
se observo una inhibicion total en la misma
concentracion que se encontré en la primera (2 ppb en
agar).

3.3 Planteamiento final del método.

El método se planted con un limite de deteccion
minimo de 20 ppb de acuerdo con la norma NTE
INEN 187:95 segunda revision (5), la cual es para
maiz, que es el alimento mas cominmente asociado a
la aflatoxina. A continuacion se describe el método
completo.

1. Realizar el proceso de Extraccién de la aflatoxina
de forma convencional con metanol al 70% al
alimento a analizar.

2. Agregar 23 ml de dicho metanol en una fiola con
200 ml de agar PCA previamente esterilizado.

3. Someter a calentamiento hasta que se evapore la
totalidad del metanol de 10 a 20 minutos
aproximadamente, controlar este aspecto por peso
inicial y final de Ia fiola.

4. Diluir 1 vial del probidtico de marca comercial
Enterogermina (ampolla liquida) en una fiola de
90 ml de agua de peptona estéril, realizar
diluciones hasta 10°(-6) sin tomar en cuenta la
primera dilucion en la fiola de 90 ml.

5. Inocular por siembra en masa (3) Unicamente la
altima dilucién en 6 cajas petri estériles de vidrio
o pléstico, en 5 de ellas se agregara el agar en
donde se evaporo el metanol y en la Gltima se
agregara PCA sin metanol evaporado y se llamara
placa de control.

6. Incubar por 48 horas.

Interpretacion de resultados

Caso 1

Si solo existe crecimiento en la placa de control y
esta es mayor a 10"l UFC, el resultado es que el
alimento analizado tiene una concentracién mayor
a 20 ppb de aflatoxina.

Caso 2

Todas las placas tienen crecimiento y la placa de
control mantiene un crecimiento menor a 10"3 UFC,
el alimento analizado tiene una concentracién
menor a 20 ppb de aflatoxina.

Caso 3
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Todas las placas tienen crecimiento y la placa de
control tiene un crecimiento mayor a 10"2 UFC, se
debe repetir el andlisis y asegurarse de seguir todas
las buenas practicas posibles al momento de la
siembra o revisar que el probiotico no esté caducado.

3.4 Costos de una prueba de referencia.

La prueba de referencia que se escogié para
contrastar el método disefiado fue la prueba “reveal
for aflatoxin” de Neogen S.A, se consulto los precios
con el representante de Neogen en Ecuador que es
Apracom S.A. El tiempo para obtencion de resultados
en esta prueba es de 1.2 horas aproximadamente segun
el distribuidor.

El costo por analisis usando esta prueba es de
$14.36, para el célculo de este costo se dio un
tratamiento igual que en caso del calculo del costo del
método propuesto, es decir se desprecio el costo de los
servicios basicos entre otros.

4. Conclusiones

Como se demostrd con pruebas estadisticas y como se
aprecia por simple observacion sobre los resultados de
la prueba de metanol residual, este no tiene ningln
efecto inhibidor sobre los microorganismos de prueba,
lo cual descarta cualquier especulacién de sesgo
debido a este factor en toda la experimentacion y
disefio del método.

Segin los resultados de la experimentacion se
demuestran la vialidad técnica del método, sin
embargo se recomienda hacer mayores repeticiones en
cuanto a las corridas y con concentraciones mas
cercanas para disminuir el margen de error del
método. Ademas se recomienda expandir el estudio a
otras toxinas.

El método disefiado presenta un menor costo con
referencia al costo por analisis de la prueba rapida
contrastada, pero también se debe reconocer que no se
tomaron en cuenta costos intangibles como el tiempo
de obtencion de resultados, por esto se recomienda
realizar un estudio de costos mas profundo para
reafirmar esta conclusion.
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