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RESUMEN. El arroz es un cereal utilizado en Venezuela para la 
nutrición humana y animal, susceptible a la contaminación con 
aflatoxinas en el campo y durante el almacenamiento en silos. En 
tal sentido, la investigación tuvo por finalidad evaluar la eficacia y 
reversibilidad del proceso de amonificación, en las modalidades 
de alta presión/alta temperatura (AP/AT) y presión atmosférica/ 
temperatura moderada (PA/TM) en muestras de arroz contaminadas 
con aflatoxina B r  Para ello se construyó un diseño 2k considerado 
como variables de temperatura, humedad y el tiempo de proceso. 
En sus dos modalidades, el proceso permitió la reducción de la 
concentración de aflatoxina B, en un rango entre 90% y 100%. Se 
observó además la revisión de la toxina en un rango entre 0% y 
19% luego de la simulación in vitro de la digestión estomacal. La 
eficacia y perm anencia del proceso estuvo determ inada por la 
utilización de altas temperaturas y largo tiempo de exposición en 
las modalidades AP/AT y PA/TM, respectivamente.
Palabras clave: Aflatoxina Br  descontaminación, amonificación, 
arroz.

SUMMARY. Efficacy and  stability  o f am m oniation process as 
aflatoxin B, decontam ination  technology in  rice (Oriza sativa). 
Rice, a cereal widely used in Venezuela for human and animal 
nutrition, is susceptible to aflatoxin contamination in the field and 
during storage. T herefore, the goal o f  this research was the 
evaluation of the efficacy and permanence of the ammoniation 
process through high pressure/high tem perature (HP/HT) and 
atmospheric pressure/moderate temperature (AP/MT) conditions 
applied to rice samples artificially contaminated with aflatoxin Br  
For th is purpose a 2k design was draw n up considering  the 
temperature, the rice moisture and the process time as variables. 
Under both sets o f conditions, aflatoxin B, concentration was 
reduced in a range of 90% to 100%. After in vitro stomach digestion 
simulation, toxin reversion ranged from 0% to 19%. In conclusion, 
the process efficacy and permanence were achieved through the 
use o f high temperature and long process time for both sets o f 
conditions (HP/HT and AP/MT), respectively.
Key w ords: Aflatoxin Br  decontamination, ammoniation, rice.

IN T R O D U C C IO N

Las aflatoxinas son m etabolitos secundarios producidos 
principalmente por los m ohos Aspergillus flavus y Aspergillus 
parasiticus, los cuales pueden colonizar diversos productos 
agrícolas tales com o el m aíz, arroz, algodón, sorgo y maní, 
tanto en e l ca m p o  c o m o  du rante e l a lm a cen a m ie n to  
postcosecha (1-3).

Entre las m icotoxinas, aflatoxina B , es especialm ente  
importante en la producción agropecuaria, debido a su efecto  
mutagénico y hepatotóx ico  en d iversos anim ales, lo  cual 
sugiere a su vez un peligro potencial para el hombre (4).

La activación  d e  la m olécu la  orig inal por el sistem a  
oxidasa citocrom o P -450  a 8 ,9  epoxi-aflatoxina B ,, e s  un 
p ro ceso  q u e  d e se n c a d e n a  una se r ie  d e  m e c a n ism o s  
bioquím icos tales com o  la dism inución del transporte de 
glucosa al interior de las células hepáticas y el aumento de  
la s ín tesis ce lu lar  de líp id o s , ocasion an d o , en e sp ec ie s  
animales com o ratas, m onos, truchas y pollos, la aparición 
de hígado graso, el cual puede posteriormente dar origen a

procesos necróticos y a la form ación del tejido cicatrizal que 
caracteriza a la cirrosis hepática. Adem ás, la forma activa de 
la aflatoxina B , tam bién es capaz de interactuar e inducir 
m utaciones en gen es com o e l antioncogen  P -53 , el cual 
codifica la secuencia de am inoácidos de la proteína P-53, la 
cual está involucrada en la regulación del crecim iento de las 
células hepáticas. En tal sentidos, una proteína P-53 muíante 
es incapaz de controlar adecuadamente el crecim iento de los  
h e p a to c ito s , o c a s io n a n d o  un c r e c im ie n to  ce lu la r  con  
características neoplásicas (5-11).

L os p ro ceso s  b io q u ím ico s  d escr ito s pueden afectar  
diversas especies anim ales (pollos, truchas, ganado bovino y 
p o r c in o ) a través d e la in g e s tió n  d e  m aterias prim as  
contaminadas. E llo  constituye un riesgo para la salud humana 
debido a la  producción  de a lim entos d e origen anim al y 
potencialm ente contam inados con aflatoxinas. A dem ás, existe  
un r iesg o  e co n ó m ico  d eb id o  a p o sib les  pérdidas y a la 
reducción de la productividad, derivados de la enfermedad y 
muerte de las especies de cría (3 ,6 ,12).
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A fin de minimizar los riesgos, que para la salud humana 
y  animal representa el procesam iento y consum o de materias 
prim as agrícolas contam inadas con  a flatox ina  B v  se  ha  
desarrollado una serie de tecnologías basadas en  m étodos  
físicos, quím icos y biológicos, orientadas a la  dism inución  
d e m icotoxinas en productos agrícolas (13).

U n m étodo químico com o la  am onificación, el cual reduce 
la toxicidad de aflatoxina B 1 m ediante su conversión  en  
aflatoxina la cual es alrededor de cuatrocientas veces  
m enos tóxica que aflatoxina B r  ha sido utilizada con éxito  
para la reducción de la m icotoxina en m aíz, m aní y  algodón, 
aún cuando la eventual reversión de la toxina en condiciones 
sim ila res  al am biente e sto m a ca l, co n sid era n d o  q u e la  
am onificación es  un proceso que se  verifica bajo condiciones  
d e a lca lin id ad , no se  ha estu d iad o  bajo  d iversid ad  de  
condiciones (13,14).

En V en ezu ela , e l arroz e s  un c u lt iv o  a g r íco la  q u e  
con stitu ye una fuente im portante de en ergía  tanto en la  
alimentación humana com o animal (354 K cal/100 g ., 8,5%  
de proteína, 1,5% de grasas totales y 80.3%  y 76.7%  de  
carboh id ratos tota les y d isp o n ib le s , r e sp ec tiv a m en te ), 
exhibiendo, para el año 1999, un consum o aparente de 357440  
toneladas métricas anuales en el renglón d e arroz pulido para 
el consum o humano y de 69697 toneladas métricas anuales 
en el renglón de salvado y germ én destinado al consum o  
animal (15,16).

En tal sentido, el objetivo de la presente investigación  
fue evaluar la eficacia del proceso de am onificación en un 
cultivo agrícola de am plio consum o hum ano y animal en 
Venezuela com o lo es el arroz, mediante la aplicación de dos  
modalidades de proceso: alta presión/alta temperatura (A P / 
AT) y presión atmosférica/temperatura (PA/TM ). A dem ás, 
se  estudió la posibilidad del proceso mediante la sim ulación  
in vitro de la  d igestión  gástrica , a fin de estab lecer  las  
condiciones que garantizan la estabilidad de la técnica de 
am onificación.

M A TE R IA L E S Y  M E T O D O S  

P reparación  de las m uestras
Las m uestras de arroz integral (Oriza sativa), fueron  

obtenidas de un establecim iento comercial de la localidad, a 
fin de conformar un lote de producto. El lote se  som etió a un 
proceso de molienda mediante un m olino de martillo “Royal 
Trium ph” y posterior cribado a través d e un tam iz con  
abertura de malla de 20  m esh. Seguidam ente, se  tomaron 
tres muestras aleatorias para la determinación del contenido  
d e humedad mediante gravimetría indirecta (17). Por último, 
el lote de arroz cargo m olido se  d ividió en dos sub-lotes, los 
cuales se  contaminaron intencionalm ente con 20  ng/g y 200  
ng/g d e aflatoxina B , (“Sigm a Chem ical Company”, U SA ), 
respectivamente. Cada lote se  som etió a una operación de

m e z c la d o  m e c á n ic o  m ed ia n te  una m ezclad ora  Hobart 
(m o d e lo  K S -A ) durante 4 5  m in u to s , para asegurar la 
distribución hom ogénea d e  la  toxina en  e l lote. De cada 
sub-lote, se  tomaron aleatoriam ente muestras analíticas de 
5 0  g ., con  la s  cu a le s  se  desarro llaron  lo s  tratamientos 
contem plados en el d iseñ o  experim ental contenido en las 
Tablas 1 y 2.

D iseñ o  exp erim en ta l del p ro ceso  d e  am onificación
S e  a p lica ro n  d o s  m o d a lid a d e s  d el p ro ceso  de 

am on ificación : alta p resión /a lta  tem peratura (AP/AT) y 
presión  atm osférica/tem peratura m oderada (PA/TM ), en 
muestras aleatorias d e 50  g . D e arroz contaminado con 20 
ng/g y 20 0  ng/g de aflatoxina B 1 (ver preparación de las 
muestras), contenidas en Erlenm eyers de 500  mi. Para ello, 
se  d esa rro lla ro n  se n d o s  d is e ñ o s  m u ltifa c to r ia le s  2 k, 
considerando com o variables de operación la concentración 
de hidróxido de am onio (“Sigm a Chem ical Company”, USA), 
humedad del arroz, tiem po d e proceso y temperatura, en la 
modalidad AP/AT y la concentración de hidróxido de amonio, 
hum edad del arroz y tiem po d e proceso en la modalidad PAI 
TM  (T ablas 1 y 2 ). Para e l d esa rro llo  d el p roceso  de 
am onificación en la primera m odalidad, se  utilizó una retorta 
a escala de planta piloto para el tratamiento de las muestras 
y en  la  seg u n d a  m o d a lid a d  se  u t i l iz ó  un cu arto  con 
temperatura controlad en 35°C. S e efectuaron cuatro réplicas 
de lo s  tratamiento contem plados en los d iseños, dos para 
evaluar la eficacia del proceso y dos para e l estudio de la 
reversibilidad bajo condiciones de sim ulación in vitro de la 
digestión  estom acal. La eficacia  se  expresó com o porcentaje 
de toxina inactivada (tom ando com o referencia el nivel de 
contam inación del sub-lote respectivo), luego del proceso 
de am onificación.

R eversib ilidad  d e l p roceso  d e  am on ificación
L uego de som eter las muestras de arroz contaminadas, a 

los diferentes tratamientos d e am onificación contemplados 
en los diseños experim entales, para las dos modalidades de 
p ro ceso  estu d iad as, s e  u tilizaron  d o s  rép lica s d e cada 
tratam iento para evaluar la reversibilidad del proceso de 
a m o n ific a c ió n . Para e l lo ,  la s  m u estras p ro cesa d a s se 
colocaron en una campana de extracción durante 3 0  min para 
permitir que el am oníaco se volatilizara. Luego, se  mezclaron 
con 4 0  mi de ácido clorh ídrico  0 ,2  N  (“S igm a Chemical 
C om pany”, U SA ) y se  colocaron en un baño de agua con 
a g ita c ió n  a 3 7 °C  ±  1°C d u ra n te  2 h o ra s (1 8 ,1 9 ) .  
Posteriormente, se  determ inó la  concentración de aflatoxina 
B , y se  expresó e l porcentaje d e reversibiliad tom ando como 
referencia  la concentración  final de aflatoxina B 1 en las 
muestras som etidas al proceso de am onificación.
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TA B LA  1
C oncentración residual de  afla tox ina  B r  luego  del p roceso de  am onificación  y evaluación  de  la reversib ilidad , en 

muestras de  a rroz  cargo  tra tadas b a jo  la m odalidad  de alta  p resión  y a lta  tem pera tu ra , p a ra  un n ivel d e  con tam inación

in icial de 200  ng/g de  a fla tox ina  B 1

Tratamiento
Variables del proceso 

Amoníaco Humedad Tiempo 
(%) (%) (min)

Temperatura
(°C)

Amonificación 
Aflatoxina B, 

(ng/g)
Reducción

(%)

Simulación de digestión 
gástrica 

Aflatoxina B, Revisión 
(ng/g) (%)

ID 1 16.6 20 105 10 95 40 15
a 2 16.6 20 105 2 99 20 9
b 1 18.6 20 105 2 99 40 19
ab 2 18.6 20 105 2 99 10 4
c 1 16.6 40 105 2 99 40 19
ac 2 16.6 40 105 ND 100 5 2.5
be 1 18.6 40 105 2 99 10 4
abe 2 18,6 40 105 ND 100 10 5
d 1 16.6 20 121 ND 100 2.5 1.25
ad 2 16.6 20 121 ND 100 2 1
bd 1 18,.6 20 121 ND 100 2 1
abd 2 18.6 20 121 ND 100 2 1
cd 1 16.6 40 121 ND 100 ND ND
acd 2 16.6 40 121 ND 100 ND ND
bed 1 18.6 40 121 ND 100 ND ND
abed 2 18.6 40 121 ND 100 ND ND

ND: Concentración no detectada en la cromatografía de capa fina (menor de 1 ng/g).
Los valores reportados constituyen el promedio de dos réplicas del diseño.

TA B LA  2
C oncentración  residual de  afla tox ina  B , luego del proceso  de am onificación  y evaluación  d e  la  reversib ilidad , en

m uestras de  arroz  carg o  tra tadas b a jo  la m odalidad  de presión a tm osférica  y tem p era tu ra  m oderada , p a ra  un n ivel de
con tam inación  inicial de 200  ng/g  de  afla tox ina  B 1

S im ulación  de  d igestión
V ariables del p roceso A m on ificación g ástrica

T ratam ien to  A m on íaco H u m ed ad T iem po A fla tox ina  B 1 R educc ión A fla tox ina  B , R ev isión

(% ) (%) (Hr) (ng /g) {%) (ng /g ) (% )

(1) 1 16.6 1 20 90 40 10
a 2 16.6 1 5 97.5 10 2,5

b 1 18.6 I 5 97.5 20 7,5
ab 2 18.6 1 5 97.5 10 2,5
c 1 16.6 2 10 95 20 5

ac 2 16.6 2 N D 100 2 1
be 1 18.6 2 5 97.5 5 N D

abe 2 18,6 2 N D 100 N D N D

ND: C oncen trac ión  no  detec tada  en  la  crom atog rafía  de capa fina (m eno r de  1 ng/g). 
Los valores repo rtados constituyen  el p rom ed io  de  dos rép licas del d iseño.
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D eterm in ación  de a fla tox in a  B 1
La determ inación de aflatoxina se realizó mediante 

crom atografía de capa fina, de acuerdo a la m etodología de 
Trucksess y colaboradores (20). La confirm ación de toxina  
se  h izo  m ediante derivatización de la m olécula con ácido  
trifluoroacético  (2 1 ). M ediante pruebas prelim inares, se  
evaluó la capacidad de recuperación de la m etodología de 
determ inación de aflatocina B , en arroz, de cuyo  ensayo se  
construyó la ecuación y =  0 ,0059  x2-  0 ,215 x +  4 ,7885  (y 
representa la concentración de aflatoxina B 1 recuperada por 
la m etodología de Trucksess y colaboradores, y x representa 
la concentración de aflatoxina B 1 inoculada en las muestras 
del estu d io  de recuperación ). La ecu a c ió n , cu y o  ajuste  
permitió predecir la variabilidad experim ental en un 99,85%  
(R2 = 0 ,9985 ), hizo posible la predicción de concentraciones 
de la toxina suficientem ente aproxim adas a la realidad, a 
partir de las concentraciones obtenidas en la m etodología de 
recuperación.

A n ális is estad ístico
El desarrollo del diseño experim ental, el establecim iento  

del orden aleatorio de corrida de los tratamientos y el análisis 
de efectos significativos, se hizo con el programa estadístico  
“D esign Ease” (“Stat-Ease Incorporated”, U S A ), (22).

R E SU L T A D O S Y D IS C U S IO N

Para un nivel de contam inación de 20  ng/g  d e aflatoxina  
B r  en las muestras de arroz integral m olido, no se  detectó la 
presencia de la m icotoxina en la crom atografía d e capa fina, 
luego de aplicar el proceso d e am onificación , en las dos 
modalidades consideradas en la investigación. D e  igual forma, 
tam poco se d etectó  la presencia d e la toxina, en las dos  
m odalidades, después de la sim ulación in vitro de la  digestión  
gástrica  d e las m uestras previam en te descon tam in ad as, 
evidenciándose la eficacia  y perm anencia de la técnica en 
muestras contam inadas con el nivel de alerta sugerido por la 
FD A  (20  ng/g) (13).

Para un nivel de contam inación de 20 0  ng/g  la  eficacia y 
permanencia del proceso d e am onificación, estuvo en función  
de lo s  n ive les de lo s  factores con sid erad os en  e l d iseño  
experim ental, para las dos m odalidades de proceso.

En la Tabla 1 se  observa la concentración residual de 
a fla to x in a  B , lu eg o  d e l p roceso  d e  am o n ifica ió n  en  la  
modalidad AP/AT y después de la sim ulación in vitro de la 
digestión gástrica. A  partir de los datos, el análisis estadístico 
se  orien tó  a la  evaluación  d e  lo s  e fec to s  d e  lo s  factores 
principales y  sus interacciones, entendiéndose estos com o el 
cam bio en la concentración de aflatoxina B ,, producida por 
un cam bio d e nivel del factor (am oníaco, humedad, tiem po, 
tem peratura), prom ediado sobre los n iveles d e los dem ás 
factores, para el caso  de los efectos principales, y  com o la

diferencia prom edio entre el efecto  de un factor en el nivel 
superior de otro factor y su efecto  en el nivel inferior de 
dicho factor, para la evaluación de las interacciones (22).

En la modalidad AP/AT, los factores am oníaco, tiempoy 
tem peratura y las in teracciones am oníaco-tem peratura y 
t ie m p o  -te m p e r a tu r a , resu lta ro n  estad ísticam en te  
significativas (p<0,05), y permitieron maximizar la eficacia 
del proceso, e s  decir se  evidenció  un cam bio significativo 
en la concentración de aflatoxina B 1 al pasar del nivel bajo 
al alto de cada factor. Sin em bargo, dado que los factores 
am on íacos y tiem p o resultaron in volucrados en sendas 
interacciones significativas con la temperatura (Tabla 3), sus 
e fe c to s  p r in c ip a les  p ierd en  im p ortan cia . D e  hecho, la 
utilización de cada factor en su nivel superior, maximizó la 
eficacia de la técnica. Sin em bargo, la utilización de altas 
tem peraturas de proceso (121°C ), perm itió maximizar la 
eficacia del proceso de am onificación y minimizar la cantidad 
de toxina revertida a concentraciones no detectables en la 
cromatografía de capa fina, em pleando las variables amoníaco 
y tiem po en sus niveles bajos. A sí, la utilización de 1% de 
hidróxido de am onio, 16,6% de humedad y 121°C durante 
un tiem p o  de ex p o s ic ió n  d e 2 0  m in u tos, resu ltó , en la 
modalidad AP/AT, una alternativa técnológica eficaz y estable 
para la  descontam inación del arroz integral contaminado con 
altas concentraciones de aflatoxina B , (200  ng/g).

TABLA  3
E fectos principales e  interacciones significativas en la 

evaluación d e la  eficacia y perm anencia del proceso de 
am onificación, en las dos m odalidades aplicadas, para un 

nivel de contam inación de 2 0 0  ng/g de aflatoxina B,

Proceso de 
amoniación

Condición evaluada Efecto principal e 
interacciones

AP/AT Eficacia del proceso Amoníaco (A)+
Tíempo (C)*
Temperatura (D)* 
Amoníaco-Temperatura (AD)* 
Tiempo-Temperatura (CD)*

Reversibilidad del Amoníaco (A)*
proceso Temperatura (D)* 

Amoníaco-Temperatra (AD)*

PA/TM Eficacia del proceso Amoníaco (A)**

Reversibilidad del Amoníaco (A)*
proceso Humedad (B)*

Tiempo (C>*
Amoníaco-Humedad (AB)* 
Amoniaco-Tiempo (AC)**

* Efectos estadísticamente significativos (p<0,05) 
** Efectos estadísticamente significados (p<0,10)
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En la modalidad PA/TM (Tabla 2), se  obtuvieron mayores 
.oncentraciones residuales de aflatoxina B r  al aplicar el 
proceso d e a m o n if ic a c ió n  y d e sp u é s  d e l e s tu d io  de  
reversibilidad, resultando el factor am oníaco, la única variable 
estadísticamente significativa (p<0,10), en la determinación  
de la eficacia de la técnica. Sin embargo, tanto el tiem po de 
proceso com o la  co n cen tra c ió n  d e  hum edad d e l arroz, 
resultaron de gran im portancia para disminuir la cantidad de 
toxina revertida lu eg o  d e  la  sim u lación  d e la  d ig estió n  
gástrica. Investigaciones previas han sugerido la importancia 
de la humedad del cereal para m axim izar la d ifusión  del 
amoníaco acuoso y aumentar la  eficacia de la técnica (23 ,24), 
lo cual se ev id en ció  en  la  presente investigación  para la 
modalidad P A /T M . S in  em b a r g o , d a d o  e l  r ie s g o  
m icrobiológico q u e representa un e levad o  co n ten id o  de  
humedad del cereal, e s  conveniente aplicar la tecnología con  
bajas co n cen tra c io n es  d e  h u m ed ad . En tal se n t id o , la  
utilización de 2% d e am oníaco, 16,6% de humedad y 35°C, 
por un período de 2 horas logró m axim izar el proceso de  
descontaminación y m inim izar la  cantidad de toxina revertida 
en la modalidad PA/TM.

En la in vestigac ión  realizada, se  logró  dem ostrar la  
factibilidad técnica de la utilización del am oníaco acuoso, 
como tecnología orientada a la descontam inación de lotes de 
arroz integral contam inados con aflatoxina B ,, destinadas a 
la nutrición anim al, en donde el arroz se ha utilizado com o  
un sustituto del m aíz, trigo o cebada, en Japón, sin afectar la 
producción avícola. Sin em bargo, en la práctica su uso es de 
sustituto parcial de los cereales ante m encionados, debido a 
las restricciones que im pone el contenido de fibra y sílice  de 
la cáscara, siendo la inclusión  de esta últim a hasta de un 
20% en la form u lac ión  de a lim en to s b a la n cea d o s para 
animales, sin que se afecte la producción y el tracto digestivo  
de animales (25).

La modalidad AP/AT se perfila com o una tecnología que 
garantiza cortos tiem pos de exposición  de la materia prima, 
pero al m ism o tiem po requeriría, a nivel industrial, de la 
inversión en reactores de am onificación , en tanto que la  
modalidad PA/TM, constituye una tecnología mas económ ica, 
dado que no se  requiere la utilización de altas temperaturas 
de proceso, pero que al m ism o tiem po requiere del ajuste 
cuidadoso de las variables de proceso para garantizar un 
proceso de d e sc o n ta m in a c ió n  e f ic a z  y p erm a n en te  
•23,24.26,27).

En trabajos previos en m aíz, se  ha sugerido la posibilidad  
que el proceso de d escon tam in ación  se revirtiera en un 
ambiente ácido com o el imperante en la digestión gástrica, 
dado que la  in activac ión  d e a fla to x in a  B , m ed ian te  su 
conversión en aflatoxina D , (4 0 0  veces m enos tóxica  que 
aflatoxina B ,), se  lleva a cabo en un m edio alcalino durante 
•a amonificación (27). Sin em bargo, com o se dem ostró en la 
investigación, la reversibilidad del proceso se verifica solo

bajo ciertas condiciones de proceso, las cuales se lograron 
ajustar para la aplicación de un proceso eficaz y permanente 
en el rubro agrícola estudiado.

En c o n c lu s ió n , la  a m o n ific a c ió n , c o m o  té c n ic a  de  
descontam inación, está siendo aplicada en países com o los 
Estados U nidos de Norteamérica, Francia y Suráfrica y su 
a p lic a c ió n  p od ría  c o n s id e r a r se  en  V en ezu e la  para la  
recuperación d e lotes de arroz contam inados con aflatoxina  
B (, para su utilización posterior en la alim entación animal, 
aún cuando es  necesario la realización d e investigaciones 
orientadas a descartar la introducción de cam bios indeseables 
en el alim ento que puedan alterar la  conversión alim ento/ 
m úsculo en anim ales de cría, aún cuando los resultados de  
la aceptación sensorial d e m aterias prim as originalm ente  
contaminadas y tratadas m ediante am onificación, en truchas 
y ganado bovino, han sido favorables (28 ,29). Es conveniente  
señalar, sin em bargo, que la  tecnología de descontam inación  
nunca debe ser considerada com o un sustituto de las m edidas 
preventivas que deben adoptarse en el m anejo postcosecha  
de granos de cereales, sino com o una técnica alternativa para 
la eventual recuperación de lotes de materias primas agrícolas 
contam inadas.
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