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I.- RESUMEN

En el presente estudio se llevd a cabp la comparacisn de
diferentes métodos para la detecccion vy separacion de
Aflatoxinas como sons Cromatografla en Capa Fina Unidimensional
y Bidimensional, Cromatografia en Columna y Cromatografla en
Minicolumna.

Dentro del me’ tado de Cromatografia en Capa Fina
Unidimensional se probaron tres sistemas de solventes, donde
las Aflatoxinas se aplicaron tanto en mezcla como
individualmente, se encontrd que el mejior sistema de solventes
con gue se logro la separacidn de las cuatro Aflatoxinas fue:
Cloroformo—Acetona—~Agua.

En el metodo e Cromatografia en Capa Fina Ridimensional se
probaron seis sistemas de solventés, las Aflatoxinas fueron
aplicadas en mezcla, de estos sistemas el wmejor fue: I-
Tolueno- Acetato de etilo-Ac.Férmico 0%, 11- Acetona—
Cloroformo, se tuvo una excelente separacién de las cuatro
Aflatoxinas.

Para la Cromatografia de Minicolumna se compararon seis
diferentes métodos, realizando la aplicacién de Aflatorinas asi

como también los sistemas de desarrollo por la parte superior



der o la  Minicolumna, por lo gue el desarrollo fue de forma
descendente, En &1 método donde se empled como sistema de
desarrollo Herxano—-Acetona y los adsorbentes fueron Aldieina
Neutra, Florisil, Lana de vidrio se obtuvo separacidn de
Aflatoxipas B's ( Bi, Bn } vy Aflatoninas B's ( Gi, Grj )y, en los
demas sistemas s6lo seédeterminb la presencia de a+1ataxinas
Mmads no su separacidn.

En la realizacién de Cromatografia de Columna no se logro la
sgparacidn de Aflatoxinas, va que el mdtodo sdlo es eficiente

para la purificacidn de extractos que contengan Aflatoninas,

por lo que se decidid no continuar con este método.



II.-  INTRODUCEION

2.1- Historia

"El termine Micotoxicosis incluye a aquellas intoxicaciones

" causadas . por la ingestidn de alimentoz contaminados «on

Micotosinas; el térmnino de Micogis involucra una invasidn

genaraliﬁadé de uwn hongo pakégeno en tejido vivo. Una
Micotwiina ez un metabolito tdxico producido‘per un hongo.

Las Micotoxinas <con conocidas disde hace vya bastante
tiempo, aunque:  écstas no habizxn =ido bien definidaz, muchos
problemas que se  observardn en la  antiguedad  han sido
relacionados en la actualided con la sintomatcloglia gque se
presenta el ingerir Micotoxinas 2n la dieta lo que &n su  &poca
ne pudieron ser enplicados.

Schoental (1984 ¢ 1 Y, menciona que gracias a los estudios
cientificos sobire las Micotorinas de los pasades 20 aMos, es

posible probar 1la nterpreteci®n de cirertas enfarmedades vy

otros sucesos Jdescritc en el pasade  especialmente en la
Eiblia, en relacién a la enposicidn a Micotoxinas como pueden
ser las 10 Flagas de Egipto. vy &l caso de Jdob tJob  Ffus un

hombre muy rico que vivio alrededor de los afos T00-400  A.h.

subitament= perdid todoz sus bienes aw=i comno tambien a su



en la pobreza.por lo gue se vio obligade a

“familia ‘queidandd‘

consumiy églime‘ntns_‘ gue: probablemente 1] gncontraban

1) Dermatitis

enmoh_ec_i_a;s,:‘,.i4pr§:s;e|f|tand‘p IIDSV siguientes sintoma
s_ever'a.';}.:)r Dr‘EDFdEnES ~jastrninteetinales y diarrea severa. Los
m‘.:«\les ‘dé Jubﬁﬂ pareéen. haber tenido algunos razges en comdn  con
la F‘elagra, 1,3 cua.l podria explicar la sintomatologia en base a
wna  deficiencia nutricional, aungue lo mads probable es  que
ectes  sintomas hayan sido una manifestacidn de Micolovicosis
aunada a una deficiencia vitaminical.

S gree  gue la primera Micoto:sicesis reconccida fue el
Sitgutismo, Que es originado por la ingestidn de renteno v otros

e

grancs infestados con el hongo Cla

Durante la Epoca  Feudal ( IX-XI1II) hubo wn  periocdo de
eruvpcién de la enfermedad conocida como "Fuego de San Antomio"

o "Fueyc Sants"” que causd miles de auerktes.

La eprdemia de Ergotisse oowririd on Rusia on 1986-19 en
Inglaterra en 1728 vy en Francia #n 1951 cuwardin  cientes  de
gentes  fueron atect.adas (2.0, siegndo todus ecto bro
relacionados con granoe contaminados.

Gtrag Micotoricosis que ha afectado seriamente & la

Aleusis  FTovica plivenlaria

pablacién  humara 25 la llama

G TRg La  ootermedad se presentd con especial severidadg



durante la II guerra Mundial v post-guerra 19242-1947«
principalmente durante 1944, cuando murierdn miles de gentes,
estas muertes han sido explicadas a través de estudios
extensivos en Rusia donde se indica que el origen de 1la
enfermedad se siguid hasta granos de cereales contaminados por
un hongo que corresponde al género Fusarium (2,4).

En los primeros meses del afio de 1960 se presentd un  brote
de intoricacidn masiva de pavos en Inglaterra que fud reportada
camo  una enfermedad desconocida caracterizada por una rapida
deteriorizacidn de la condicidn de las aves con hemorragias
sub—-cutdneas y muerte.

Un postmorten de los animales afectados demuestra que el
higado de estos animales presentaba un color palido anormal vy
muestras de necrosis extensiva y proliferacion biliar.

Este sindrome fue 1lamado "Enfermedad X de los Pavos",
también wse presentden faisanes, perdices vy patcé de un dia de
nacidos,

El factor comin de estos hrotes en aves fue la presencia
de harina de cacahwate importada del FBrasil, en las dietas de
-105 mismos.

En ese mismo afo también se reportd una enfermedad de agente

etioldgico desconocido en becerros y cerdos, en ambos casos la



eticlogia fue relacicnada con la incorporacién de harina de
cacahuate dentro de las raciones de la alimentacidn de los
animales.

Toda esta serie de reportes de miles de muertes ha llamado
la ‘atencidn en la comunidad cientifica y ha estimulado el
interés en los efectos que produce la toxina.

Coma resultado de ecstos brotes y la presencia en todos los
casos de harina de cacahuate se decidid investigarla, en el
Laboratorio Central Veterinario de Weybridge donde se llevd a
cabo la extraccion de un metaboliteo téxico cuya toxicidad fue
probada en patos de un dla de nacidos, con segulmento
postmorten de las aves (2,3,4,64,).

Después de diversas estudios se encontrd gque la toxina
praductora del sindrome era producida por el hongo Aspergillus
flavus de donde deriva el nombr e de AFLATOXINA
(AspergillusFLAvusTOXIN ) (2,4).

En 1961 la enfermedad fue sefalada , por la ingestian de una
toxina en alimentos para animales, producida por A.flavus v fue
subsecuentemente 1lamada AFLATDXICOSIS ( & ).

Las caracteristicas de un brote de Micotoxicosis han sido
descritas por Feuell (1969), son las siguientes:

a) Elevan los problemas veterinarios cuyas causas no  son



Iagilmente reconoccidas.

b enfermedad no es transmsible de un animal a otro.

c) El tratamiente con drogas o antibidticos es de muy poco
eftecto en el curso de la enfermedad.

d) Estudios cuidadosos indican una asociacidn con un  alimento
especifico por ejiemplo: harina de cacahuate, arroz o maiz
contaminado.

e) La esamipacidn de alimentos sospechasos revelan signos de
actividad fungal.

Los criterios anteriores son aplicables tantc a los animales
comas @1 hombre ( 2,4 ).

Se ha visto que los hongos son la mayor causa del deterioro
vy dafio en cosechas almacanadas. El dafio fungal ataca a 1los
granas y dietas balanceadas cuande las econdiciones del aedio
ambiente son favorables para su proliferacidn.

Los factores gue influyen en la formacion de Aflatorinas
=Xl H huned ad, temperatura, aereacidn vy substrato. Bajo
condiciones de almacenajeA.flavus vy A-.parasiticus pueden crecer
a niveles de humedad de 15% o mas a temperatura de & - 4&00 Yy

en un medio ambiente asrdbice (8§ ).

-7 -



i 2.2- Caracteristicas

‘prdducen kmetabolitos téyicos  denuminados

Micotouinas, ‘que  rausan enfermedades graves a veces mortales si

T san i Ays CEviste una gran variedad de Miccotostinas, dentro

importantes se puede citar las: Toxinas de

Taxinas de Aspergillus, Torinas de Pemicillium v

je:Fusarium. En el CUADRO 1 se muestran o alaunas

orgenlisme productor, alimentos suceptibles a ser
-'atécﬁdbs y algunos efectos téxicos.

'Eﬁgré las Micotoxinas de mayor importancis actualmonte para
e;,hﬁmano estan laz Aflatoxinas que son netabolitos produsidos
par*A(%lavus « 7.

Las Aflatoxinas se consideran lag  mds hdnicas de las
MicotoNinas, han sido aisladas dei malz, cacao, sorgo, trigo.

Avena, centeno,algoddn v cacahuate (8 ).

Diver investigsdores harn demostrado que algunas
Micotoinas Tuardo son Cconzakidas por animales. conteminsn 1os
alimentos de crigen pecusrio coms la leche, RUGvo, Carne  y sus
dertvados ( 7.8,9 ).

Sargent, Asso y Crl. propusieron en 1963 las estructuras de

Las BrAmer s cuatro Aflatoininas B, G junta  con  los
1 1



CUADRO 1. Micotoxinas Producidas por Diferentes Hongos y su Asociacifn

con los Alimentos.

TOXINA ORGANISMO ALIMENTOS ATACADOS

ALGUNOS EFECTOS TOXICOS

1.- Aflatoxina A.flavus Cacahuate y sus pro-
ductos, arroz, mafz,
nueces, semilla de -
algodén, coco, trigo,
leche, queso.

2.- Esterigma- A.versicolor C(ercales
tocistina,

3.- Ocratoxina A.ochraceus Cereales

4,- Citrinina P.citrinum ArToz

5.- Rubratoxina P.rubrum Maiz

6.- Patulina P.expansum Manzana, arroz, --
A.clavatus pienso

7.- Cornezuclo Claviceps
SSp.

referencia No,23.

Carcinoma del higado y del --
rifibn, proliferacién del con-
ducto biliar, infiltracién -
grasa del higado en los anima
les. ’

Hepatoma en las ratas.

Enfermedades del hfgado y del
rifibn en las ratas,

Nefropatfa en los animales,

Infiltyacién de grasa en el -
hfgado de rata.

Carcinfgenc en las ratas.,

Gangrena.




dihidruderivadus BZ vy G2 (FIGURA 1).

Las letras B y B 1les Fueron dadas por el color de
fluorescencia que producen bajo la luz uwltravioleta, B= azul
(blue) y G = verde (green).

La estructura guinica de las Aflatorinas poseen un
esqueleto de Difurano-Cumarinas: la diferencia basica entre
las Aflatoxinas B y G es el Atomp extra de oxlgeno; la
diferencia entre B y G vy sus dihidroderivados es la presencia
del doble enlace e; laslc - Cv en la estructura dihidrofuranc
comp se aprecia en la FIGGRA 1d( 1,6,10 .,

La formula molécular de la Aflatoxina B fue establecida
come C H 0, vy de la Aflatoxina B cnmoic H 0; 1las
17 12 & 1 17 12 7
Aflatorinas E"1 Y GH fueron denominadas dihidro derivados de los
compuastos a;teri;res siendo su formula molécular C€C H O y
[ H 0 respectivamente ( 10 }. Algunas de las pin::dgdes
F;Zic;: ;e estos compuestos son resumidas en el CUADRO 2

(6,10 .

lLas aflatoxinas se descomponen facilmente cuandoc estan en
solucidn vy estos procesos se aceleran especialmente en
presencia de la luz y calor. Tambi®n hay degradacién al ser

expuestas al aire, luz ultravioleta o luz visible ( 10 ).

Diversos investigadores en 1963 detectardn la presencia de



AFG1

%

AFB2 AFGz
- o
OH OH
\ o
AFM: AFM2

Fig.1 ESTRUCTURAS DE LAS AFLATOXINAS
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CUADRO 2. PROPIEDADES FISICAS DE LAS AFLATOXINAS

AFLATOXINA FORMULA PESO PUNTO DE EMISION
MOLECULAR MOLECULAR FUSION 0 FLUORESCENTE
By €, 1,06 312 268 - 269 425 nm
B, € 4H1 40 314 286 - 289 425 nm
6, €y,H,,0, 328 244 - 246 450 nm
G, C M1 ,0, 330 237 - 240

450 nm

- 12 -



un factor toxieo en la leche la cual fue relacionada cuando
el ganado ingirid alimento contamiminado con Aflatosinas.

Dbservarén que su composicién quimica era muy semejante al de
la Aflatoxina, por lo que dedujeron que este compuesto al que
denominaron M era un hidroxilado de R por el metabolismo  de

1 1
los animales ( 6,10 ).

2.3~ Metabolismo y Efectos Bioquimicos

La manera por la cual las Aflatoxinas son metabolizadas por
los animales es de interés en la investigacidn, dentro de los
mecanismos bioquimicos y sus efectos biolagicos.

El conocimiento de los productos metabdlicos y de los
caminos bioguimicos por el cual son producidos es esencial
para la identificacian de la configuracidn molecular
responsable de la actividad biolégica, tal informacion es
también indispensable para establecer las bases de varias
caracteristicas de la respuesta bioldgica, tal como 1la

relacidn  estructura-actividad, especificidad de tejido y 1la



difrrencia de especie en la respuesta entre otras .

Vua iﬁvesfigacihn cuantitativa de 1la excrecion y el
metaﬁolismn de las Aflatoxinas ha sido grandemente facilitado
por. el aprovechamiento de material radioactive. Estas técnicas
hacen posible determinar cualitativamente las cantidades de
compueste o derivades excretados o retenideos por los animales
(146) .

Wogan y col.{ 1967 J, investigaron la axcrecidn Y
distribucion en el tejido de Aflatoxina B marcada con C14-
uctilizande dos diferentes tipos de marcado: Aflatoxinx B
marcada en 2] grupe metoxi coﬁo se ilustra en la FIGURA Z. ;
Aflatoxina R marcada en los anillos carbono. lLLos resultados
de ambos t:pus de marcado se muestran en las FIGURAS 3 v 4
(16,17,187 .

La excrecidn total de los conpuestos marcados en ambas formas
es de 70~-8B0% a través de warina, heces vy CO eliminado

"
L
duwrante 24 hrs. e excrecidn  a través de las heces fue
significativamente diferente en los doz compuestos, corca  del
70% de la reactividad administrada del compuesto marcado en el

anillo aparece en heces vy s0lo el 14% fue excretado en heces

por- la ruta marcado en el carbone metoxi.



FIGURA 2

ESTRCUTURA DE AFB, - c1% MARCADA EN EI CARBONO METOXI.

- 15 -
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F.-3ura 3 Distribuclon de radioactlvidsd { G ) en te|ldo de rata y excretada 14
e~ 24 hrs, despues de Inyscclon Intraperitoneal de AFB , marcada en metox| C.
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. 14
diferencia ern el contenido de C der CO

~

compussto marcadoc gn 2l grupo
{;éﬁe:élrédedor de 3I7% de la dosis administrada y
,dé}Cb “fue eliminado en animales dosificadas con el
¥;6@éqé§£6‘&akcadm en &l anille.
- rEétas ohsérvaciones indican que la Aflatoxina R o sus
metabalitous son eficientemente excretados por la rata1 desptl es
de la dasis dnica .

Estudios de la excrecian de Aflatoxina B marcada en el
anillo a tkravés de la ruta intestinal lsugiere que la
radiactividad finalmente excretada en heces es derivada de la
excrecion biliar { 16,18 ).

Enperimentos con Aflatoxina B radiactiva han demostrado
que las ratas excretan alrede;ar del 80% vy los ratones
alr suedor  cal FON Jde una dosis anica del cospuesto dentro de
23 hre.. como se muestra en el CUADRO .

Una segunda di forencia de las especies estudiadas fua la
cantidad de radiactividad presente en higado. Mientras que
el higado de rata reticne un 7.57% de Cl4 recuperado, en el

ratén es muchio menor tan solo de 1.31%, en el higado: un

factor gue pued= sor relacionado o la resistencia del ratdn

-18 -



GCUADRO 3. COMPARACION PATOLOGICA EN ANIMALES ALIMENTADOS CON ALIMENTO CONTAMINADO

CON AFLATOXINA.

LESIONES EN HIGADO

BECERROS

GANADO
VACUNO

CERDOS OVEJA

PATO PATO
(1 dfa) ADULTO

PAVOS- POLLOS

Necrosis aguda y Hemorragia

Fibrosis Crénica
Hiperplasia en Ducto Biliar
Oclusibn Venosa

Células Hepfiticas alargadas

+ 0
+ 0
- 0
+ 0

- 19 -



&iico  tarcinogenico de Aflatoxina B ¢ 16 ).
B : "
as Aflatoxinas producen un efecto determinado

| Se'conoce

: gysﬁéma bioquimico produciends ciertos cambios
:vffalés." e
B En'ﬁaéé a esto se ha desarrollado una hipttesis acerca del
,hﬁcéni;mo JdJe-accian pais @l cual las Aflatoxinas inter{ieren en
las” actividades celulares. Se sugiere gue la secuencia en el
cual lag reacciones causadas por las Aflatoxinas preden ocurrir

de la siguiente manera :

“at.=-Interaccion de las Aflatoximnas con el DMA, trae como
cansecuenci a una falla en @l proceoso de duplicacién vy
transcripcidime.

b).- Inhibicion de la sintesis de proteinas, debido a 1la

falla en la transeripcién.

En consideracidn a los cambios que producen las Aflatouinas
schre el sistema biogulwmice podemos integrar los  siguientes
puntm;s:

.~ Hetabolismo del DNA.

Mucha de - la informacidn acerca de los efectos de la
pfilatlonina B en el metabolismo de DNA s ha obtenido de

1
erpaerimantas en 1os cuales se astimdla la sintesis del LDNA por



una. - hepatectomia parcial en ratas, induciendose asi 1la

Cragywneracion del tejido. rosteriormente al tratar con

Aflatoxina B a animales hepatectomizados trae comao
1

consecuencia la inhibicidn de la regeneracitdn del tejido y por

lo tanto 1a disminucidn de sintesis del DNA.

2.~ Metabolismo del RMA.

La administracidn de Aflatoxina B a ratas provoca una
dram&tica inhibicidn de la incarpnracién de precursores en el
RMA nuclear. La alteracion en 2] metabolismo del RNA nuclear

se acampafia de cambios en la mort+ologia del nacleo, los cuales

se8 han observado ai estudiar bajo el microscopio electrdnico

rélulas hepdticas de rata. tratadas con Aflatoxina B . Estos
cambios morfoldgicos solo se presentan en las intoiicaciunea
aguidas.

3.= lMetabolismo de Froteinas.

Se sabe que  las alteraciones en 1la transcripcién
repercuten en el proceso de sintesis de protelnas. Se ha

demostrado que la Aflatoxina R inhibe la sintesis de
1
proteinas especificas mientras que la sintesis total de

proteinas no es afectada 16 ).



1 modo de accibn'de las Aflatoninas se ha estudiado y la
mayowla  de los autores indican que su accidn es a nivel de
supresidn de la sintesis de RNA mensajero y la sintesis de DNA,
asi que su efecto primario es en el nacleo via inhibicidn del
precursor en RNA, en consecuensia hay inhibicidn de la sintesis
de proteinas, por lo que se inhibe la inclusidn de aminpacidos
al resto de la molécula o por inhibician de la RMA poliméraza
en el reticulo endoplasmico de la c&lula hepatica.

La inhibicidn de la sintesis de protelnas y su relacidn con
la falta de capacidad para movilizar grasas son posiblemente
las causas para las lesiones primariamente hepadticas y una ve:r
lesionado el higado los signos clinicos y lesiones asociadas

derivan de &l ( 3253).

2.4- Efectos Rilegicos de las Aflatoxinas

Las propiedades téuicas de las Aflatoxinas se manifiestan de
diversas maneras dependiendo del sistema de prueba, dosis y

duracidn de exposicién.



“Be ' puede ‘dividir “ed: 1) Toxicidad:aguda.:in viva o io.2)
Todicidad ~aguda en  cultivos celulares |y esbriones =37 003F)

Toxicidad sub-aguda ¢ 10 ).

1.- Texicidad aguda in vivo.
Se -ha camprobado que las Aflatoxinas son de toxicidad aguda
rara diversas especies animales. De las diferentes Aflatoxinas

la B 25 la was estudiada por presentar una potencia letal

,Vmayori Y la letalidad in wviva para varios animales
-experimentales. La Aflatonina B es la mids potente seguida
ﬂe~G , B s G en orden de dismiiucién de potencia.

Lo; pa:qs d; un dla de nacidos son la especie mas
suceptible a la toxicidad aguda. la LD i de patos de un dia
de nacidos es alrededor de 0.9 _mg/;g, este valar es

cunsiderablemente pequelc comparado con la rata v el Hamster.

En muchas especies animales 1la miterte por intoxicacidn con
Aflatorina ocurre dentro de las primeras 72 hrs., despuds de
la adaninistracian del compuasto vy los dafos que se

presentan son : lesidn en higado como signo patolégico y

herarragia en el tracto intestinal ¢ 10 ).
Buttler en 1964 encontrd que el principal cambio
histoldgico en el higado de rata es &l aeszarroilo de



necosis en la zona peripurtél, dentro de los primeros 3-4 dias
de  lx ingestidn con una marcada proliferacion biliar (11).
En todas las especies estudiadas la sensibilidad disminuye con
la edad.

Newberne en 1971 sugiere que la toxicidad aguda puede ser
mndificada vya que determind que ratas mantenidas con una
dieta marginal de colina por dos semanas son resistentes a la
accidn carcinogénica de Aflatoxina B en hipgado ( 12 ).

1

2.— Toxicidad aguda en cultivos celulares vy embriones.

Se ha demostrado que las Aflatoxinas son letales en cultivoes
de células animales cuando se administiran grandes dosis por
tiempo prolongado.

Los efectos téxicos de la aflatoxina B han sido investigados
en varios sistemas de cultives celulare; in vitro y en huevos
embrionados, estos sistemas son m&s sensitivos que las
sistemas in vivo en términos de la cantidad de toxina
requerida para producir efectos determinados. Se ha visto que
a baejias concentraciones de Aflatoxina B inhiben el pProceso
mitético en células pulmonares de embribé humanc .

Estudios in vitro scbre preparaciones de higado humano

demuestran gue se ve seriamente dafMado por concentraciones de



aﬂutoxxn:\ entre -1-5 ug/ml &zl como  también afecta cultives
cerluylyu_ar'efs‘ ‘p;ri‘mariros de embriones completos de patos v polloes
A4 155 A bajas concentraciones de la toxina causa
~efect;:;s demostrables como la inhibicidn de la sintesis de
proteinas.
Se ha visto que en cultivos celulares vy embriones la
sennibilidad se reduce con la edad y los embriones de patos de
unt dla de nacidos son mas suceptibles gue los  embriones de

polis { 10,14 3.

Z.= Toxicidad sub-aguda.

En  todas las especies los animales que consumen cantidades
sub-letales de la toxina por varios dias o SEMANas,
desarrolla un  moderado  dafio en el  higade como signo
patoldgico.

La naturaleza de las lesiones hepaticas ¥y la variacién de
id aparicién en diferentes especies domdsticas se  resumsn
en «l HADRO 4. De acuerdo al Cuadro se puede observar que el
carnarag  es =1 Gnico entre las especies estudiadas que resite
a la todina., También el desarrollo de hiperplasia biliar es la
lesién  mas observada ( $,10 ),

La toxicidad aguda y subaguda de las aflatoxinas varia



" PORCIENTO DE RECUPERACION DE cl4 n

Ratén Rata
Excrecién Total *89.9 *80,1
co, Explusado 0.3 : 0.4
Orina 34,5 *22.6
Heces 55,777 ' 57.1
Intestine 0.75 - 0.8
Colon 2.59 3.9
Higado *1.51 *7.57
Rifén 0.1 0.37
Esquelecto 4.17 6.35

(*) mayor diferencia

CUADRO 4. EXCRECION Y DISTRIBUSION EN TEJIDO DE RADIACTIVIDAD
POR INYECCION INTRAPERITONEAL DE AFB C14 MARCADO -

1
EN ANILLO.

- 26 -



crneiderablemente segdn la especie, edad, sexo y el estado
nut: crnional - de 1a~~especie; la dosis de la Aflatoxina en
cuestidn, la duracion. -y repétitividad de la exposicin

{ 14,15 ).

2,5~ Riesgos para el Hombre

Easéndcse en la premisa de gque el hownbre puede ser
suceptible  a las Aflatostinas se han realirado muchos trabajos
tendientes a reducir los niveles de exposicidn humana.

Fara el hombre la hipdtesis de la induccion de cancer en
el higado por Micotovinas requiere de ois pruebas aunque
hay incremento en la evidencia circunstancial @ que 1a  alta
incidencia de enfermedad carénica en el higado en varias
partes del munde puede ser relacienada & la ingestidn en la
dieta de Micotoxinas.

En el hombre no se tienen datos suficientes v directos sabre
los efectos de las Aflatodinas debido a la dificultad para

exponerlo al riesgo de ingerir alimentos que contengan



sH7aNEtas tavicas en forma experimental. No obstante se ha

CocinTaado  gue cen ‘los ‘palses donde se acostumbra consumir
alimantos ~ enmohecides, ' la incidencia de cancer en el higado

;eé muy -alta yﬁféfpresenéia de Aflatoxinas ha sido registrada.

‘En‘Uganda‘ ‘éhértb el caso de un niffo de 14 aflos muerto de

ca-aguda, con lesien similar presentada por los

is subsecuentes de la dieta consumida por el nifo

‘&lta’ contaminacién por hongos vy Aflatoxinas

En Tailéhdia la etiologia del sindrome de Reye ha sido
‘vineculada con la ingestién de Aflatoxinas. El sindrome de
Reye ‘se caracteriza por una encefalopatia, infillracién de

grasas de higado &l riton ha sido reproducida experimentalmente

en 21 mono macaque por alimentacién con Aflatoxinas. La
evidencia sugiere gque las Aflatorinas juegan  un papel
importante en la induceisn de neoplasia humsna (& 3.

Estudios epiderniollaicos en la regidn del sub-3Sshara de
Africa y 281 como en el sureste de Asla Yy la India
delinean mejor  la patogénesis de la neoplasia v otras
enfermedades asociadas a la  ingestidn de Aflatovina vy otros
metabolitos fangicos carcinogénicos ( 20 ),

En  Fenia, Swaziland, Tailandia y HMozambigoes, donde la



incidencia® de-carcinomashepalicoes-alta cumparadqi'cenfntroﬁ

“Bresentes. an los

SRl pEE R dembstrado ‘queidel 40%ide " los

alimentos  sstud ‘Aflatoinas que en

: ‘tdl_lét’ﬁtl‘ahi0f1éé

:En"#iiibinas éaMpb‘[lk nﬁ}fzé la orina y las heces

S qent Queihahkcnﬁsumidufmantéﬁuilla de cacahuate, que se

sabia contdminﬁda ‘zon Af]étqk nas, despues de 24 hrs. de la

“ingestién, enconti-ando gque una incidencia de 10-15 meg  de
Aflatoxina B resultaba en una Aflatorina M detectable en
’ ’ 1 L 1
la orina: { 4 ). T Dl :
Cientficos =0 Stdafrica han hecia contribuciones
significativas sobre el . estudio de Micotmiinas, =i1n  embargo
Tezte he sldo swlo de naturaleza puremente acodémica v se  ha
hecho muy pEco para  estimar la occurrencia ereral de

R

produch

[AEILESY YIRS N AP frar ‘contaminacidn o huomg
Rflatositnas en productos agricolas.
Durante- 1980 se establecid un sistema analitico en la

Aminar’ varios

Universidad - de Natal en 2@ sur de Africa para

‘Productos o de - consume humano  en cuanto a  la presencia  de

Y real pradu Lar

fengl o )

Mrootaninas vy contaminantes



valorar la prevalencia de tales contaminantes en productos de
consumo agricola en el sur de Africa y elevar el nivel de

conocimientos relacionados con este problema en otras ciudades.

Durante el periddo de 1982-1983,800 muestras de consumo
agricola incluyende cersales, heno v piensos fusraon
ewaminados, encontrando que el 27% de todas las muestras
analizadas contenian Aflatoxinas R ¢ 21 ).

1

Hay por 1o tanto evidencias amplias de que =1 hombre es
erpuestao a la Aflatoxinas en aquellas dreas del mundo en los
cuales el carcicoma  hepadtico es prevalente. Esta exposicidn
resulta directamente de leos problemas de la  cosecha vy
almagenamiento inadecuado de los diferentes productos agricolas

en general.

2.46- Prevencidn de la Contaminacidn de Alimentos y Forrajes

por Micotoxinas

El descubrimiento de gue las Aflatoxinas causan brotes de
enfermndades mortales en animales y es potencialaents peligrosa

para el thombre, esstimuld la investigacian cientifica para



descubrir Ié’ manera de prevenir y controlar la contaminacion

dé los alimentos y forrajes por Micotoxinas.

Por muchas razones conviene prevenitr 1a contaminacidn por
hongos, & continuacién se seffalan  las mas importantes :

- E1 ataque de los hongos hace perder la viabilidad a las
semill as.

- Raja la calidad a la aceptabilidad por parte del comprador y
del congumidor de varions productos agricolas.

- Los hongos son la causa mas frecuente de descomprsicidn de
productos agricolas.

- Se ocacionan pérdidas econdmicas cuando el atagque de los
haongos e¢ extenso, vya que en €l peor de los casos hay que
destruir toda la siembra.

Antes de considerar lacs diversas medidas gque se pueden
tomatr para prevenir la contaminacidn hay que mencionar los
factores que en wna u otra forma pueden contribuir en el
desarrollo de hongos y en la producciéen de Micotorinas las

cuales spn las siguientes :

- Humedad .- El nivel de humedad de un producto puesde deberse
a la humedad natural del producto o a la adquirida durante

sy almacenamiento con humedad ambientz elevada.



\7:Teébéréﬁﬁr§‘fémbiente .- Como las cepas toxigénicas de los
‘hangbﬁ iséihéiian muy difundidas en 1a natuwralera esto tmplica
‘un iriésga natural de contaminacidn vy proliferacidn y por lo

tanto Qna formacién de toxinas la gual ecstd dentro de un
[=] =)
anplio rango de temperatura ( 10 -40 ().

— Infestacidon por insectos .- Los atagues de insectos pueden
dar lugar al desarrollo de hongos y a la contaminacidn de una
cosecha po- Micotoxinas.

La infestacidn puede darse de daos maneras :  a) la cosecha
atacada por insectos se hace mas suceptible a la infeccidn
por hongos, b) los insectos mismos acarrean esporas de hongoe
v las introducen en las semillas atacadas.

l.a infestacidn puede tener lugar en cualquier etapa desde
antes de la cosecha hasta durante su almacenamiento ¢ 23 ).

l.as madidas de prevencidn de la contaminacidn por
Micotorinas se dan a través del control de factores como san
la temperatura, hunedad asl como tambidn la infestacidn de
inzectos gua hacen a los granos en general mas suceptibles por
lo cual son puntos importantes para la prevencién del
enmohecimiento.

Dentra de algunas medidas preventivas se encuentran

1.- Froteccidn antes y durante el secado vy 21 almacenamentco.



dur%nte~ el secado y el

%ihacenaﬁign
Las mgdlﬁaq gue se aplican a productos que van a ser

almacenados . antes 'y  después del secado, asl como durante el

atmacenamient contribuyen muche & impedir la migracian de la

hamedac vy prevenir asi €l alague de hongos en general y la

consecuente produccidn de Micotoxinas.

Laz medidas de proteccidn mids comunes son
b wna Vimpieza conpleta del luger donde se va a  guardar el
producto.

by una ventilacidon adecuada para gue el aire caliente vy
tinimedo  salga del depésito v la humedad no se condense an
las superficies interiores del almacen v vuelva a humedecer
el Grano. La =alida del airg caliente del almmacen

facilitard tanbién 2] enfrismients del grano vy reducirdde

esa  wmanera la farmacidn del moho vy la activaaad de los

insectos. En climas muy humedos la ventilacian con aire

ambiental puede ser peligrosa en este caso se ha sugerido

el uso de aire refrigerado (



Las ‘medidas de proteccidn son en realidad aplicaciones gue
no  son  necesar iamente reglamentarias ya que son  légicas
puesto que algunos agricultores lo llevan a cabo sin tener la

necesidad de instiruccidn.

[1.- Fr &cticas de zecado adecuadas.

iEl secado después de la cosecha es obligatorio para
cereales v semillas oleaginosas para con esta practica alargar
s vida de anaguel y disminuir la posibilidad de contaminacion
por hongos. En lugares donde la recoleccidn se efectua en
tierpo seco el problema de la contaminacidn por HMicotoxinas
no eltansa proporciones alarmantes, sin embargo se convierte on
uri problema grave en las zonas donde la cosecha se efectdia en
tiempo muy hdmedo, en esos casos el secado del producto es
un  factor sunamente importante para resolver los problemas de
Micotoxinas.

En

secado e granos y semillas  oleaginosas  hay  gue
controlar los siguientes factores para evitar su contaminacion

por Micotouinas

a) Conwiene no demorar el secado despuds de la cosecha cobre
todo a altos niveles de humedad.

b) Conviene que el secado sea 1o mas répido  posible. &l



secado  prolongado al sol  con “humedad ambiente elevada es

«sa de contaminacidn por mohos..

c) Héy que evitar gue los granes y -~ semillas oleaginosas se
rghuﬁedegcan durante el secado, fenbmené que puede suceder
por dos motivos @

~ La insuficiente proteccian del producto contra la 1luvia
durante el secado al sol.

- las telas de plastico con que se cubre la ecocecha por la
noche pueden provecar la condensacidn del vapor de agua que
se desprende de las semillas; eésta agua condensada  puede
volver a humedecer vy asi prolongar el tiempo de secado
requerido facilitando que el producto se enmohezca.

d) Conviene secar los productos hasta niveles de humedad bajos

antes de almacenarlos.

En  los altimos aftos en varias partes del mundo, se han
comenzado a emplear métodos de secado artificial, aungue
resultan los costos muy elevados para un solo agricultor, por
lo cual Jos secadores se instalan en cooperativas o camo
servicio publico ( 23 ).

En paises sub-desarrollados como Médico los métodos de
secado artificial se utilizan muy poco debido a la +alta de

recursos economicos por lo gue a nivel productor las



‘sgcado .normalmente seguidas, consisten  en

el praductc sobre un piso vy exponerlo al calor del sol

yoa lascorrientes naturales del aire para canseguir un secado

.un formey “voltean el producto de un lado para otro.

L;,lfii.; Almécenamiento.
: Es indispensable contar con buenos depdsitos para
almacenar convenientemente los cereales vy demas productos
agricolas. Los dos principios basicos que sirven de gula
para el almacepamiento son: mantener el praoducto seco y libre
de insectos, hongos y roedores. Dentro de las recomendacioness
para lograr condiciones éptimas de almacenamiento y evitar
la contaminaciadn por hongos cabe mencionar las siguientes:
a) Conviene gque los sitios de almacenamiento { almacenes
abiertos, sileos, bodegas hechas de diferente material vy
forma), estén secos y no permitan la entrada del agua ni
por  filtracién ni  por afloramiento de agua del suelo,
tambi&n es conveniente separar las pilas de cacos de grano
del suelo colocarnidolas sobre plataformas,
b) La temperatura y humedad relativa del almacén dehen
mantenerse constantes.

c) Convieng qgue los productos por almacenar sean de alta



talidadk éiémﬁre que - sea posiblé; lo ideal ms que estén
wwentos-de mohos, insectos y malos olores y que hayan sido
5ecédas hasta el nivel de humadad recomendada.

d) Tratar con insecticidas protectores las estructuras de
almacenamianto y los cereales. 8i hay indicios de
infestacidn dentro del producto debe fumigarse can
productos eficaces contra todo los insectos.

e) En los almacenes los daffoz de roedores habran de

evitarse 1levando a caho las siguientes medidas:
eliminacidn de sus refugios, obstruccidn de los agujeras,
el saneamiento de los locales, empleo prudente de

radenticidas, trampas, la aplicacidn de cebos venenosos en
envases y la fumigacidn de las ratoneras.

El almacenamiento es de particular importancia va que es
necesario efectuarlo, por lo que es necesario contar coen
buencs depdsitos para almacenar convenientemente los cereales y

demds productos. For otra parte para tener las instalaciaones
de almacenamiento en optimas condiciones se regquiere de una
inversidn de capital de que no suelen disponer los palses como
Mérico por lo que el alamcenamiento casi siempre se realiza a

nivel productor y con muchas deficienczias ( 23 ).,



2.7- Destoxificacién

'En - lo descrito anteriormente se han menciaenado los
elementos gue favorecen la proliferacidn de hongos en  los
granas de alimentacidn y semillas oleaginpsas durante el

‘cultiva, almacenamiento y/o0 manipulacién. No siempre podrd

0

;S.fEI’ posible proteger todos los granos producidos en un pal
seglin sug recursos a nivel de almacenamiento y produccidn.

‘ Ante el hecho de gue euisten grandes cantidades de  aranws
cantaminadns se  han generado una serie de investigaciones
tendientes a reducter o 2liminar 8l riesgn al humano por consumo
de grenos contaminados sobre todo en aguellos lugares en  que
hay una sub-poblacidn de la mismas. Dicho material necesita
un tratamiento especial para eliminar, destruir o inactivar las
tovinas contamipadoras. Un process de  decontaminacion  =e
refiere 2 la supresidn flsica de las unidades (granos o
semillas) contaminadas, mientras gue destoxificacidn es la
supresidn de la tosina del interior de la wunided o en sw

destruccion.

Un  proceso  de decontaminacidn debe ser viable desde o1

punto de vista . técnico y  econdmico. Ademdz un proceso  es



aceptable sl siguientes criterios:

1y Hodener el va producto, asI como su

écépﬁabiiidad.g'”“

2y DeétrQif.lééiféspbrég :fﬁhgales y los micelios que podrian
en cohdiéiuhéé faQDfables proliferar vy formar nuevas
toxinas.

3) Due destruya o inactive la Micotoxina.

Los mdtodos especificos de destowificacidn consideran los
procesos  de decontaminacién gue se han probade a  eseala
industrial y asl mismo son los procesos gque mejor satisfacen
los criterios mencionados anteriormente ya que se han
establecido unicamente para destruir Aflatoxinas ( 23,24 ).

Loz métodos de decontaminacién gque existen actualmente
pueden clasificarse on tres categorias :

a).— Separacidn fisica del material contaminado con
Micotorinas.

bY.— Eliminacidn de Micotoxinas par extraccidén con
disolventes.

cr.— La inactivacidn [a] degradacian total de laes

Micotoxinas.



a).— Separécibn' Cfisica del material contaminado con
Micaotopxinas.

La infeccidn fungal de semillas o granos zuele dar un
color caracteristico a los mismos de ahl gue la separacidn
de . las semillas mediante algunos métodos constituye una
solucidn eficaz. lLa eliminacion de los granos de distinto
color ce practica generalmente en el caso del cacahuate, de los
granos de cafd vy otros productos de tamafo  andlogo utilizando
para ello un aparato electrdnico o _rec:ur“r"iendn & sQ
eliminacidn manual o empleando ambos procedimientos para  una
separacion eficaz.

For lo que respecta al trigo a mijo la eliminacidn de las
semillas contaminadas se hace mediante una tecnica de
flotacion, que consiste en suspender los granos  en una
solucién de cloruwo sadico. También <=se ha hecho una

ceparacidn mediante la clasificacidn por aire.

), - Elirinacion de Micotoxinas por extracciones con
disolventes.

Los mejores disolventes de las aflatorinas son los solventes

polares. S1 s emplea sosa caustica en un refinado de aceite

quedan completanente eliminadas las aflatoxinas. Las



pricripales ventajas de suprimir las aflatoxinas por extraccion
con disolventes polares son @

1) conservacion de 1as propiedades nutricionales de las
protelna, 2) la supresidn de la towina en su forma

primaria, evitando de este mode la posibilidad de peligros

debidos a productos de degradacien de las aflatoxinas (24,23).

c).~ Inactivacidn de las aflatoxinas.
1} Inactivacién de las aflatoxinas mediante la luz
2) Iﬁactivacibn térmica de las aflatosinas
3) Destoxificacidn con amoniaco
4) Destoxificacidn por medio de la nistamalizacidn
5) Inactivacion de las aflatoxinas usando metabisulfito

de sodio.

1)~ Inactivacién de las aflatosinas mediante la  luz.
La luz se ha empleado con buenos recultados para
destruir aflatoxinas en aceite de cacahuwate sin refinar. En
estudios recientes se ha demostrado gue la luz visible es mas
eficaz que l1la luz ultravioleta o luz infrarroja para Ia

destruccion total de las aflatorinas. La inactivacidn depende



de que se tomen las medidas rnecesarias para una exposicidn
maxima del aceite a la luz del sol durante una hors. La
exposicibdn  debe hacerse por una hora durante l1a parte mag

soleada del dla, cuando las unidades luy serdn del orden de

SOL000 bastard para una destruccién total ( 23 ).

En hase a lo anterior la inactivacidn de aflatoxinas
mediante la Juc ©s un proceso viable y econédmico que en
palses subdesarrollados  como Mexico, puede cer utilizado a
nivel productor yva que no tendria qua hacer ningdn
desemboleo econdbmico  pussto que con solo avlocar los  grancs
en. una area expuesta al sol lograria la inactivacion de las

aflatosinaz y la conservacidn de los gresnios.

2)~ Imactivacion Térmica de la Aflatoxina.

En recientes estudios efectuados en 21 Instituto Central
de Investigacidn Tecnolagica Alimentaria de Mysure,
India { 27 ), se reportd una destruccidn de casl el 70%  de
o Aflatoxina despuds de cocer el arroz bajo presion de vapor.
Este proceso puede ayudar a mininizar los peligros de esta
toxina en grado bastante considerable.

1 tostado en seco v tostado con aceite, en el cacahuate

reduce notablemente los niveles de aflatorina R . se
1



eﬁrnntré un - &65% de . reduccidn en el nivel de aflatoxina B
. 1
apdiante el tostado con aceite y de un  69% de reducciédn  con

el tostado en seco. Por estos dos procesos se pude lograr el

grade de reduccidn en el contenido de aflatoxina ( 26 )

3)~ Destoxificacion con amoniaco.

Se ha desarrollado un procedimiento de destowificacién  del
malz que se bass en el empleo de amoniaco acuoso & la preside
atmosférica no plantea problemas tecnoldgicos, pero #l  mal:
cbhtenido se decolora quedando su uso limitado a los
alimentos de animales.

Se ha reportado un estudio en el cual se observd que et
tiempo de exposicidn al amoniaco juega un papel importante vya
que a mayor tiempo se logra una buena destoswificacidn.

Cuando la aflatoxina se inactiva con amoniaco es esencial que
esta sustancia penetre en todo =1 grano. De este modo se logra
un  ambiente alcalino que lleva a la apertura del anillo
lactdnico, ec decir la primeras etapa de su destrucciadn.

La aplicacion practica del! metodo a gran escala en paises de
de desarrollo plantea problemas tecnolégicas de arden
econdnomico  que 0o deben olvidarse de los cuales estan los

sigquientes:



- Instalacian para obtener amoniaco a presién.

.- Inversiﬁﬁ;dg capital, mantenimiento del eguipo.

- Asegurér 13 ausencia de peligros de contaminacidn, par
Ejémplo: loe posibles escapes de amoniaco gaseoso, requieren

especial a;enéibn para evitar accidentes ( 24,29 ).

4y~ Destoxificacidn por medio de la nixtamalizacidn.

El émplen de la mintamalizacidn es un m&todo que se encontro
para la destojificacidn de aflatoxinas en maiz.

lLa nixtamalizacidn en malz se experimentd en dos formas
diferentes: nixtamalizacidn por 14 horas con @ reposo Yy
nixtamalizacidn sin reposo. De los resultados obtenidos se
encontrd una pérdida total del &62% de aflatoxinas con la
nixtamalizacidn, observandose gque la principal destruccién fue
debida 21 tratamiento térmico alcalino y & 1a cococidn de la
tortilla. Mo <se encotro diferencia en la utilizacidn de
nixtamalizacidn con 14 horas de reposo y la nixtamalizacidn =sin
reposo.

€n base a lo mencionado anteriocrmente, la destorificacidn por
media de la nixtamalizacidén, es un proceso que puede ser de
aran ayuda para contrarrestar el praoblema del wal: contaminado

por aflatovinas ( 27 ).



By~ Ipactivacidn de aflatcﬁinas usando metabisulfito cle
sodio.

En estudios recientes se ha propuesto emplear metabisulfito
de sodio para la inactivacién de aflatoxinas en maiz.

Para este estudio se utilizéy un lote de 150 kg. de maiz libre
de pesticidas, este fue inoculado con cepas de hongo del género
Aspergillus paraciticus incubandose 30 dias a ZSUE. La muestra
inocuwlada si2 trato con metabisulfito de sodio a concentraciocnes
de 0.1, 0.3, y 0.5%Z con tiempos de incubacidn de 5, 10, 15, T0
dias; encontrardose oue la mejor concentracién utilizada de
metabisulfito de sodic fue de 0.3 vy 0.9% a tiempas de
incubacidn de 15 y 30 dlas.

Considerando el proceso anterior puede ser de gran ayuda para

reducir la contaminacién de aflatofinas en granos ( 28 ).

2.8- Cuantificacion de Aflatoxinas

De lo expuesto vy tomando en consideracifn, las condiciones de

almacenamiento de granocs y cereales e&n México, ademds del hecho



de’ que las Micotorinas se encuentran en forma natural en el
em&io ambiente., se considera importante llevar a cabo la
Vdeteccibn cualitativa y cuantitativa de aflatoxinpas en
productos derivados de cacahuate vy lacteos (pincipalmente
teche).

De 1o anterior resulta interesante el rexlizar estudios
tendientes a detactar cualitativamente, dentro de npiveles
apropiados de contiabilidad, 1la presencia de estas sustancias
en alimentos: campo dentro del cual lus avances en nuestro
pals  son eccasos siendo sin embargeo de cierta importancia los
resultados de investigacidn efectuados,

La ocurrencia natural de las aflatoxinas en todo &1 mundo en

diferentes articulos agricolas Jjustifica la necesidad
desarrol lar un  método de rastreo rapido y sensitivo v
conveniente pata su deteccidn, Los procedimientos cualitativos

muestran ser practicos, simples, econdmicos, sensitivos vy
rapidos.
La metudulogla inicial se establecid alrededor de téenicas do
aestimacidn semicuaﬁtitativas de aflatoxina B en productos de
1
cacahuate, harina y mantequilla de cacahuate ( 32 ).

BSargeant y <oi. (1961), nmediante una estraccidn  exhaustive

con metanol y una purificacidn parcial por transferencia en



©l - roforme seguido ‘de una cromategrafia. observaron las manchas
flicarecentes bajo luz U.V. que correspandlia a aflatosinas.

Despuas de las observaciones iniciales de Sargeant b4
col. (1961) propusieron extracciones en soxhlet con metancl para
remsver las aflatoxinas de productoe de cacahuate daflados  por
el hongo, ¢on une duracidn de cuatro a seis horas.

Es de gran importancia mencionar gue la primera purificacidn
cromatografica fue realicada por Coomes y Senders en 1963,
quienes cromatografiaron un extracto primario parcialmente
purificado de productos de cacanhuvate en una columna de alamina
neutra para identificar aflatoxrinas ( 30 ).

Ionght vy  ecol.{(1964), sugirieron una estraccidn doble en
soxhlet con metanol una hora y cloroforme dos horas, ya que su
abjetive era realizar una edtraccidn en poco tiempo.

Mas adelarte Fons y Goldblatt (19465, propusiercn  una

extraccidn con acetona:agua (70:30), usando  un agitador

mecanico ( 32 ).

La separacion de aflatoxinas por Cromatograflia en Capa Fina
acoplada a sus propiedades fluorecentes bajo luz U.VY. ha
cimentado las bases para métodos analiticos extremadamente
sensibles.

Nessbitt vy col. (1963) lograron resolver las aflatorinac sobre



.cromatoplacas’ de aldm;ﬁg.embieandn como siztema de desarrollo
:lokafurmn—meténol.(95.5‘{ 1.8:. Simultaneamente otros grupos
de  investigadores intrnﬁujeron la cromatografia en silica gel
para {a separacidn de éfiatoxinas ¢ 31 0.

Yender Zedien vy .col. (1962), repartan el aislamienta, primero
cobre una columna de silica gel sequido por una cromatografia
en. capa- fina de Kieselgel G, posteriormente en  columna
crnm;tagraFica sobre Kieselgel Celite y finalmente a través de
urna columna corta de aldmina {31 ).

éuisten varios aétpdos de craoamatografia en Capa Fina,
utilizados para la determinacidn de aflatorinas dentro de los
cuales ernisten métodos de cromatografia en Capa Fina
unidimensicnal como cromatografia en Capa Fina bidimensional.

El método de cromatografia en Cape Fina bidimensional es de
aQran importancia debido a que el analisig “visual v
Densitométrico de aflatoxinas en alimentos por cromatografia en
Capa Fipa & veces resulta dificil por la interferencia de
zustancias fluorecentes y estas pueden ser eliminadas usandao el
m&todo de cromatografia en Capa Fina hidimensional ( 33,34 ).

t.a cromatografta en Capa Fina bidimensional para la
determinacion e  aflatoninas Ffue primero introducida por

Faterson v Ciegler (1947) y mads tarde fue empleada con éxitg



*(ié?l) para mantequilla de cacahuate, por

Por'ScHuliér 9}&61

Yin y"c'c;l;:w (197[1,»kp€ra harina de semilla de algoddn tostada,

’pnk.Alﬁenki?ﬁ’%l??Z)tpara harina y leche en polvo { 35 ).

El 6ét6éa~,de}cédﬁatografia en Capa Fina bidimensional de
pugtusxaﬁtiAi;goﬁéles es reportado por Beljaars y col. (1973)
¢35 ).

Sin émbargo postérinrmente se pensd en desarrocllar un mé&todo
cromatogrifico que fuera simple y rapido para la determinacién
de aflatosinasz, por 1o que surgid el método de cromategrafis en
Minicolumnea.

El weo de pegueflas columnas cromatograficas {(Minicolumnas)
Dura la Jdeteccion de aflatorinas en alimentos vy  forrajes {fue
introducida en 1968 por Holaday, la cual fué usada para
datectar aflatorinas en cacahuate de una manera similar a 1a
tecnica tradicional de cromatografia en Capa Fina( 4% ).

La Minicolwina consiste en un tubo de vidrio pequefic (aprox.
4nm  de diametro interiorl), =1 cual es rellgnade cen uno o
varios tipus de adsorbentes, comeo pueden ser: Florisil. Silica
gel para columna, Aldmina (Acida, bésica y neutral). Celulosa y
Arena, los cuales son decarrcllados con un sistema de wolvente
adecuado vy posteriormente se observa bajo luz ULV, ( 32 ).

En 19772 Cucullu v eol. reportaron un mdtodo de rastreo para



la deteccidn de aflatuxinas‘pur Minicolumna en semillas de
alyosdén en el mismo afo Velasco hizo una nueva modificacidn a
la teécnica de Holaday, el cual los resultados sugirieron que
ara una técnica mas sensitiva, al no obtener falsos negativos
en el estudio por lo que fue tomado como un método oficial de
la A.D.A.C. ( 3B ).

En 1973 Velasco continuo con los estudios para determinar la
rapidez y la suceptibilidad & través de la cual las aflatoninas
pueden ser dtectadas en los tubps de Minicolumna ( 36 ).

Smith en 1972 reporto la deteccidn de Sppb de afl atonira en
maiz y 10ppb en alimentos para animales por medio de
cromatografia en Minicolumna ( 37 ).

El  procedimientn cromatografico de Minicolumna para la
deteccidn de la contaminacidn de aflatosinas ha sido de uso
general en un gran ndmero de laboratorios y ha sido de buen
éxito, aplicado a varios productos agricolas.

Las principales wventajas del m&todo de PMinicolumna sobre
cromatografia en Capa Fina sont: disminucidn del tiempo de
desarrollo, equipc v operacidn simple, bajo costo por muestra.

Frobablemente la desventaja sea la baja suceptibilidad en la
deteccion de aflatoxinas ( 36,39 ).

En las dGltimas deécadas se ha estado utilizando para 1la



dp+hrmihécién de aflatowinas un meétodo qu ofrece un sistema
;nutxumental para mejorar la exactitud y précisibn an la
determinacion de aflatoxinas en varios productos agricolas,
este método es el llamadeo Cromatografia de Ligquidos (HPLE).

Gerald J. vy col. (1977), reportaron el desarrollo de un
mé&todo de anidlisis para la deteccidén de aflatoxinas en
cantidades de subpicogramos, basandose en HFLEC, usando
conjuntamente un  fluordmetro laser ( que consiste en la
deteccidn de fluorecencia induciendo rayos laser ) (47,48,49) .
La Deteccidn y Cuantificacid de las Aflatorinas e llevada a
cabo bajo bajo luz U. V. de onda larga (365nm), comparando
contra una cuwva estandar de referencia.

La Cuantificacidn tambi&n se puede hacer por medioc de un
Densitometro de placa gue leera aArea vy densidad dpltica de las
manchas flucrecentes de laz Aflatorinas de una muestra vy de un
Estandar ( S¥ ).

En caso de no contar com un Densitémetro, se puede usar un
patrdn de manchas antidiagonales, como lo desarrollo Beljaars
en 1973 ( 36 ) como se muestra en }a FIGURA S. En e1 CUADROD
I3, se muestran algunas caracteristicas de métodos usados para

la determinacién de Micotoxinas en alimentos como son: amplitud



’

deaplicacien, ‘confianza, limite de’ detecciaén, costo deé equipo

y URiv posible ‘automatizacian ¢ 54.

Treefe 4 .
A
b4
N
2 :
3 if
2 ;
2. 5.
6

A= extracto muestra
B= estindar de aflatoxina -

FIGURA 5

Amplitud de . Limite de Costo de Automa-
Categoria aplicacién Confianza 4iioccidn equipo tizacién
Minicolum- 1limite moderada  moderada bajo No
na
CCF amplio alta bajo bajo No
HPLC amplio alta bajo alto parcial
GLC limite alta bajo alto parcial

CUADRO 5. Comparacién de algunas caracteristicas de varios mé-
todos para la determinacién de Micotoxinas en alimen

tos.,



I~ 0B JET I'VOS.:

Comparaciin de Vdiferentea sistémé& aé dé%érrﬁlimr para la
separaccidn de afaltorinas por :

Cromatografia en Capa Fina Unidimensional 'y Ridimensional.
Cromatografia en Mhicolumna. V

Sroematograflis de Columna,

mdap haci dn de uwna técnica Factible de szer utilizada

rutinariamente.



Iv.- METODOLOBIA

En =i presente trabajo se utilizardn mdtodos de Cromatografla

en

Capa Fina Unidimensional-y Bidimensional, Cromatografia en

Minicolumna y Columna, como se indica en la FIBURA &.

E

r;;-—~—;—;—-vl.- Cromatografia en Capa Fina X

. Unidimensional Unidimensional Bidimensional Bidimensional

“Acetilada s5in Acetilar Acetilada sin Acetilar

reparacion

d2———————I1. - Cromatografia en Minicolumna #*

Estandares

*

II1I.- Cromatografia en Columna

FIGURA &,

Utilizando =istemas de solventes indicados en Cuadros &6 v 7.



Se probardn para la aplicacidn de los estandares
de aflatoxinas,  diferentes concentraciones para determinar la
coﬁcentracibn minima requerida para vbservacidn cualitativa.
Las splxcacianes a probar fueron: 2 fﬂ, 3 M, 4/41, 5)41, de la
cusl-la apiicacisn dptima fue la de 3 ul (Conc.g.Sngcpl).

: Al realizar Cromatografia en Capa Fima Unidimensional, para
1a separacién 'y determinacidn de aflatoxinas, se utilizardn
:ﬁ;ee “diferentes mezclas de solventes los cuales se indican en
EIVCUAbﬁD 6. En e! se seffalan las diferentes aplicaciones de
e’ mﬁestra tanto en mezcla como separadas v en  algunos
sictemss se empled la acetilacion.

Fara la realizacidn  de Cromatpgrafia en Capa Fina
Bidimensional ce probaron seis diferentes mezclas de solventes,
los cuales se wuestran en el CUADRO 7. En este m&toda las
aplicacicnes de la muestra siempre fueron en sescla y  en

algunos casos se utiliza la acetilacian.

I.— Metodologla de Cromatogratia en Capa Fina.

al. Cromategrafia en Capa Fina Unidimensional ¢ CCF
Uridimen=ional ).

Se  preparan las placas de Cromatografia con Silica gel 606



CUADRO 6. SISTEMAS DE SOLVENTES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA UNIDIMENSIONAL PARA SEPARACION DE --
AFLATOXINAS.

SISTEMAS M Ma S Sa

ETER-METANOL-AGUA (82.5:5:12,5) X
ETER-METANOL-AGUA (82.5:5:12.5) X
ETER-METANOL-AGUA (82.5:5:12.5) X

ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA(10:2:1) X
ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA(10:2:1) X

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88:12:1.5) X
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88:12:1.5) X

NOTA: M=Mezcla de Aflatoxinas
S=Aflatoxinas Separadas
Sa=Aflatoxinas separadas acetiladas
Ma=Mezcla de aflatoxinas acetiladas
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CUADRO 7. SISTEMAS DE SOLVENTES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA BIDIMENSIONAL PARA SEPARACION DE AFLATOXINA.

A)

A)

B)

¢)

D)

E)

SISTEMAS S/A C/A

12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO (1:9) X

2 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA (10:2:1)
12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO (1:9) X
22 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA (10:2:1)

12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AGUA (88:12:1.5) X

22 Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO (90:5:5)

12 Prente: BENCENO-ETANOL-AGUA (45:35:19) X

22 Prente: BENCENO-METANOL-AC,ACETICO (90:5:5)

12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER (5:1:4) x

22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AC.ACETICO (93.7:3:3.3)

12 Frente: DIETIL ETER-METANOL-AGUA (94:4.5:1.5) X

22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA (90:10)

1? Frente: TOLUENO-ACETATO DE ETILO~AC. --
FORMICO 90% (5:4:1) X
2? Frente! ACETONA-CLOROFORMO (1:9)

NOTA: S/A= Sin -acetilacidn

C/A= Con acctilacién
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o
mm  de espesor), se activan a 100 C durante una hora.

Fosiwrsormente se dejan entriar, se marcan las distancias a la
cual debe correr el solvente, despuds se aplica el estandar de

aflatoxina, se introducen las placas en la camara de desarrollo

que contiene la mezcla de solvente a utilizar. El tiempo de
desarvollo es de 20 - 30 min. se sacan las placas de la camara

de desarrollo y se ohservan bajo luz U.V, en un lugar chscuro.

. Cromatografia en Capa Fina Bidimensional { CCF
Bidimensional )
Se preparan las placas Cromatograficas de la forma descrita
anteriormente. ¥Ya preparadas las placas, se meten en  una
cimara de desarrcllo con un ler. sistema de solventes, despues
las placas se sacan, se espera a gue se evaporen los solventes
y son nuevamente introducidas en otra camara de desarrcllo
conteniendo un Z2Zo. sistema de solventes (las placas son
introducidas a la camara del lado poasterior, FIGURG 7.), el
tiempu de desarrollo total es de 60 - 70 min. las placas son

cbhservadas hajo luz U.V.



-

o]
v

FIGURA 7.

). Metodologia de la Acetilacidn.
—= Se aplican 3/.('! de muestrs en la placa v se deje secar.
- B¢ aplican 2}|1 de anhidrido acatico vy 1)41 de HCL al 2I2% en
=1 mismo punto.
- Se dela reaccionar durante 10 min. en la obscuridad.
=]

-~ Se mete al horno a &40 C durante 10O min.

- Se desarrollan las placas.

ll.- Metodologlae de Cromatagrafia en Minicolumna.

be emplean tubos de vidrio de aprosimademente 20 e de
longitud, Q.8 mm de diametro exterior v 0.6 mm de didmetro
interno. Estas Minicolumnas son empacadas de la siguiente
manera:  s2 tapa el extermo inferior con lana de vidrio, se

agregan las diterentes tipos de adsorbente como se ilustra en



l1ai LAMINAS 15 ~— 20, se lLapa la Minicolumna con lana de vidrio.
No‘ depe haber nirfiguna separacién en la Minicolumna al momento
de empacar, posteriormente se aplica la muestra por la parte
superior de la Minicolumns y se aplica el sistema de solventes
de la misma manera, sSe espera a que drene todo el sistema de
solvente, e innediatamente son examinadas bajo luz U.V. en un
lugar obscura. El tiempo de desarrolla de la Minicolumna es de

S - 10 min.

I11.- Metodolagila de Cromatografia en Columna.

Se emplean Columnas Cromatograficas de 15 mm de diam. int.
Estas Columnas son enpacadas con los diferentes tipas de
adsorbente, posterioraente se aplica la muestra v se aplica el
sistema de solvente, se eluye e inmediatamente se observa bajo

luz U.V. el tiempo de desarrollo es de 1% - 20 min.

IV.— Analisis de resultados.
Los resultados obtenidos fueron evaluados por Anadlisis de
Varianza para un disefio completamente al azar con el sigquiente

modelo estadistico lineal:



1= 1,2,3 y 4 zistema
Tl de salvente.

Y¥ij = U +8i +.Eij
; ‘ ' i o= 142,...20 repe-

ticiones.

DOWEGE . ¢
Y = el R en la j-&sima repeticidn en el i-dsimo sistema.
[ S R f
U'= es la madia general.
‘B = &5 el efecto del i-2simo sistema de salvente.
i
E = &l error ateatorio en la j-&sima repeticidn en el i-&simo
ij
sistema.

Este disefo fue aplicado dentro de cada método de CCF. Las
madias fueron comparadas por el método de rango estudiantizado
de Tukey (DMSH) con un nivel de confianza del 95%.

En el método de CCF bidimensional se utilizd el producto del
valor de i abtenido por @l frente | y el R_ del fremte 2. En
al método d; CCF unidimensional se utilizd e; R para analizar

f
los rezultados obtenidos.



V.- RESULTADOS Y D:ISCUSION

L%s cbservaciones generales del método de CCF Unidimensional
en gl que usaron tres sistemas de solventes, se presentan en el
CUADRD 8. Los resultados de R obtenidos utilizando este
método se muestra en el CUADRD 2. f

£l sistema ETER-METANOL-AGUA propuesto por Cauderay (1981)

¢ 46 ), empled la acetilacidn para CCF unidimensional para

confirmar la identidad de Aflatovina B ( AFEBE ) y Aflatoxina
1 i
6 « AFG ). En el presente trabajo se utilizd este sistema de
1 1
desarrollo para Aflatoxinas {( AFL's ) tanto coma con

acetilacion como sin acetilacion , encontrandose que al aplicar

AFL s individualmente con acetilaciédn, la AFRE corrid menos que

corrid menos gue la GFGH, lpmr 1o tantao los

valoresh de R ;e AFB  y AFG son menore; que los de AFR y
-

AFGH, nurmalmezte las AéP Y GéG presentan R mayor que QF; Y

HFG; respectivamente. L;s obseivacinnes reafx:adas coinciien

con leo descrita por Cauderay (1981), aunque también ohserve gue

la AFR v la AFG
2

los valores e R de AFE y AFG disminuyen en comparacidén con
£ 2 2
los valores de R obtenidos en condiciones narmales, el autor

atribuye este fendmeno al cambio de superficie en el gel,



CUADRO 8, OBSERVACIONES GENERALES DE LOS SISTEMAS EMPLEADOS EN
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA UNIDIMENSIONAL

SISTEMAS M Ma § Sa OBSERVACIONES
ETER-METANOL-AGUA X Pequefia separacién de
AFL's y el Re es bajo.
ETER-METANOL-AGUA : X Casi no hay separacién
el R, es bajo y hay --
descgmposicién de AFB;
Y AFGl.
ETER-METANOL- AGUA X Solo hay separacibn --
entre AFB,, AFB, y AFG's
ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X Se tiene un R; alto --
pero no hay sgparacién
ACETAO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X Hay separacién entre -
AFB's y AFG's
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X Buena separacién entre
las 4 AFL's
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X Excelente separacibn--

cntre las 4 AFL's

NOTA: M= Mezcla
Ma= Mezcla acetilada
S= Separadas
Sa= Separadas acctiladas
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CUADRC 9. Rf’s PROMEDIOS OBTENIDOS EN CADA SISTEMA DE SOLVENTE CON

BL METODO DE CCF UNIDIMENSICNAL

SISTEMA M Ma Sa VALORES DE Rf's

AFBI_ AFB2 A_FG1 AFG,
ETER-METANOL-AGUA X 0.30 0.28 0.17 0.17
ETER-METANOL - AGUA 0.30 0.25 0.18 0.13
ETER-METANOL-AGUA X 0.21 0.24 0.13 0.12
ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA X 0.76 0.76 0.68 0.68
ACETATO DE ETILC-ISOPROPILO-AGUA 0.87 0.85 0.76 0.74
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X 0.67 0,62 0.54 0.47
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA 0.5 0.46 0.37 0.33

NOTA: M= Mezcla de aflatoxinas
Ma= Mezcla de aflatoxinas acetiladas
S= Aflatoxinas separadas
Sa= Aflatoxinas separadas acetiladas
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desido a la reaccidn, La explicacidn gue podemos dar al
fendmeno de gue AFE 1 corren menos se atribuye a la
t y AFG
adicidn de un grupno acetal a la molécula, lo gue provoca un
aumento en su peso molecular siendo su movilidad wmepor, asi
com la polariaad de las AFL's pudo haberse visto modificada vy
por  la tanto la distancia recorrida serd menor y su R sera
maner aue bain condiciones normales ( sin acetilacién ).1f

A pesar de tomar las precauciones de aislar la camara de la
luz durante la acetilacién come lo sugiere Cauderay (1981), se
tuvo una descamposicion de las AFE vy AFG .

Al aplicar las AFL’s sin E\éetilacilén indiviualmente vy
desarrollarlas con 21 sistema de solvente se observd gue  hay
una  pequefla separacidn entre las AFL's, aunque se  obtuvieron
valores de R, menores a los reportados por Cavderay (19815, al

t
desarrollar las AFL’s en condiciones normales (sin acetilacién)
loe cual se explica ya gque Cauderay (1981) empled doble
desarrollo vy en este caso se utilizd un soleo desarrollo, va gue

al intentar el doble desarrollo, el corcimiento de las  AFL’s

no fue uniforme, como se chserva en la FIGURA 8.



Frentes
det

Selveate

FIGURA 8

Al ser aplicadas las AFL’s en mezcla sin acetilacidn se
obtiene una separaciéon solo entre AFB y AFB , pero entre

i 2

Aflatorinas G°s ( AFG s ), como se puede ver en la LAMINA 1,2
y 3. Con el obieto de observar si s@ logra una mejor
separacion para este sistema se podria sugerir el desarrolo del
sistema por mds tiempo, para lograr la separacidn de AFG's.

De acuerdo a lo anteriormente descrito sg puede decir que el
método de acetilacidn 0o es de gran utilidad para los
propositos de este trabajo ya que si se tienen las AFL's en
mezcla no se podria determinar bien su Seﬁaracién para su
identificacidn, por lo que si hay descomposicién de AFER  y AFG

1 1
interferirilan AFR con AFG y AFG como se observa en la

1 1 2
LAMIMA 2.



"SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Eter —Metanol - Agua sin Acetilacion

AFB1 AFB2
(%) £B2.

AEGH
AFG2
) @G

LAMINA No. 1
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Eter-Metanol - Agua con acetilacion

AFB1 AFB2
& ®
s AFG1 AFG2

LAMINA No. 2
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- SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Eter - Metanol - Agua sin Acetilacion

b’ — e —— ————————. —— —— —— — ——]

AFB1 o AFB

AFB2

, AFB2
Barc &arrG

LAMINA No. 3

- 69 -



El. analiczis Estadisti:a. realizado para los resultados
obtenidos de este méto&o, se tienen que existen diferencias
significativas ( P ¢ 0.9% ) entre las cuatro AFL’s al ser
aplicadas individualmente sin acetilacidn, lo cual concuerda
con lo observado en las LAMINAS 1,2 y I,

No se tuvo diferencia significativa ( F » 0.05 ) en AFL's an
mezcla sin acetialcidn, sin embargo se tuveo diferencia entre

AFR v AFE
1 2

Fara 1las AFL’s aplicadas individualmente con acetilacidn no
st tiene diferencia significativa (7 0.05 ) entre ninguna,
este puede ser debido a la variabilidad gue se tiene en la
distancia recorrida por las AFL’s en las diferentes placas lo

cual concuarda cen las observaciones visuales.

El sistena ACETATO DE ETILO-ISOFROFILO-AGUA fue utilizade
por  Petsrzon v Ciegler (1977) ( 50 v, para COF bidimensional
con e}l obieto de separar AFL's. En el presente trabajo se
considerd este sistema para CCF unidimensional. En este sistema
s ancontrd gue casi no hay separacién visible entre las AFL s,
aungque estas recorren una distancia mayor gue el sistema
anterior, como se itlustra en las LAMINAS 4 v 5. Al aplicar

AFL's  on mezela no hay separacion  alguna entre AFE  y AFE v
1 2



SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Acetato de Etilo - Isopropilo -~ Agua sin Acetilacion

LAMINA No. 4

- 71 -



SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Acetato de Etilo - Isopropilo ~Agua sin Acetilacion

AFB . AFB
o @AFB &
o [} (%)

AFG AFG AFG
LAMINA No. 5§
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Acetona - Cloroformo ~Agua sin Acetilacion

AFB1

AFB2
£

LAMINA No. 6
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SISTEMA UNIDIMENSIONAL

Cloroformo-Acetona - Agua sin Acetilacion

& AFB: AFB1
& AFB
:,':Gf AFB2  ©AFB1  @AFBi
AFG?2 AFG1 CHaFg2  DAFB2
AFG2  GRAFG D AFG1

AFG2 COARG2

LAMINA No., 7
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BFS -, ﬁ?G . scin separa AFB’s vy AFG’s por lo cual esta mezcla
de |&51veﬁfes unicamente serviria como prueba presuntiva de la
ﬁresencia de AFB’s y AFG™s, mas no de las cuatro AFL s,

Este hecho se encuentra reforzado por el anilisis
estadistico del cual se observa que no se encontraron
diferencias significativas ( P > 0.0% ) entre AFB vy AFH , AFG

1 2 1
y AFG , pero si entre AFRB s v AFG's (P £ 0.05 ).
2

El sistema CLORDFORMO-ACETONA-AGUA fue empleado por Haleem y
col. (1977) ( 31 ), para desarrollar un método rapide v simple
para la separacién de AF(."s. En el presente estudio se encontré
que al aplicar las AFL’s tanto en mezcla como individualmente
se obtiene una buena separacidn de las cuatro AFL’s como  puede
observarse en las LAMINAS 7 vy 6, siendo los valores de R
presentados en el CUADRO 9 f

Estos resultados corvcboran lo encontrado por Haleem v col.,
en cuanto & que es un buen sistemna para la separacidn de
AFL .

El analisis estadistico de los resultados muestran gue hay
diferencia significativa ( P £ 0.0% ) para las AFL’s aplicadas

individualmente, pero con AFL’s aplicadas en mezcla no se tuvo



diferencia (P 5-0.05), entreilas cuatro AFL’s, LANINAS 7 y &-
Burique visualmente si se ohserva . separacian entre AFE  y (FB
Lo K B T " 1 2

AFG oy AFG  esto se puede deber a la variabilidad que existe
1 2 : -

entre 1a distancia recorrida por las AFL®s en una misma

placa,
va  que se observa un corrimiento ne parejo al centro de la

placa FIGURA 2.

NI

FIGURA 9

Para les tres sitemas de solvente utlizados en ceF

untdimensional se emnpled el mismo tiempo de desarrollo

cbservéndose diferentes separaciones entre las AFL's, de ecstus

resultados es muy claro que de los tres sistemas probados el

mds eficiente fue el sistema CLOROFORMO-ACETONA-AGUA, aplicando

las AFL'z  tanmto  2n mezcla como  individualmente, aungue

estadisticamente no se encontro diferencia significativa péara



‘ estr ‘sistema al aplicar las AFL’s en mezcla, por las razanes
éxp-eﬁadas anteriormente, lo cual podria corregirse tal wve:z
permitiendc uwun mayor tiempo de desarrollo y realizando menos
aplicaciones de AFL’s en una sola placa para evitar

interferencias entre ellas.

Las observaciones generales del mé&todo de CCF  bidimensional
en el gue se usaron seis sistemas de solventes se presentan en
el CUADRO to. l.os resultados de R obtenidos utilizando este
método se encuentran en el CUADRO lj.

Fara todos los sistemas bidimensionales probados las AFLe
se aplicaron siempre en mezcla, ya que si se aplican
individualmente serla mas diflcil determinar el valor de R , ya
que sus frentes variarian FIGURA 10, Existe otro sistem: de
aplicacidn donde se aprovecha al maximo la superficie de 1la

placa, sin embargo la aplicacitn es complicada y se requiere de

experiencia FIGURA 11. ( 34,35 ).



CUADRO 10. OBSERVACIONES GENERALES DE LOS SISTEMAS EMPLEADOS EN CROMATOGRAFIA

DE CAPA FINA BIDIMENSIONAL

SISTEMAS

OBSERVACTONES

A)

A)

B)

c)

D)

E)

E}

¢ Frente:

Frente:

2 Frente:

Frente:

Frente:
Frente:

Frente:
Frente:

2 Frente:
2 Frente:

Frente:
Frente:

Frente:

Frente.

ACETONA-CLOROFORMO

ACETATO DE ETILO -ISOPROPILO-AGUA

ACETONA-CLOROFORMO

ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA

CLOROFORMO-ACETONA-AGUA
BENCENO-METANOL-AC.ACETICO

BENCENO-ETANOL-AGUA
BENCENO-METANOL-AC.ACETICO

CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER
CLOROFORMO~ACETONA-AC.ACETICO

DIETIL ETER-METANOL-AGUA
CLOROFORMO-ACETONA

TOLUENO-ACETATO DE ETILO-AC.--
FORMICO 90%
ALETONA-CLOROFORMO

Hay una leve separacidén entre
las 4 AFlL's

Solo hay separacién entre --
AFB's y ABG's

Hay separacién entre las 4 -
AFL's

Solo hay separacién entre --
AFB's y AFG's

Hay separacién entre AFB's
y AFG's

Hay separacién entre AFB. y --
AFBZ, pero no entre AFG'S

Hay una excelente separacién-
entre las 4 AFL's

NOTA: S5/A= Sin acctilacién
C/A= Con acetilacién
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CUADRC- 11. Rf

's PROMEDIOS OBTENIDOS DE CADA° SISTEMA DE SOLVENTES CON EL METODO
DE CCF BIDIMENSIONAL.

SISTEMAS S/A C/A VALORES DE RE'S

AFBl AFBZ AFGI /\FG2
A) - 12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO X 0.50 0.45 0.33 0.29
) 2?2 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 0.78 0.74 0.70 0.64
A) - 12 Frente: ACETONA-CLOROFORMO X 0.45 0.45 0.29 0.29
) 22 Frente: ACETATO DE ETILO-ISOPROPILO-AGUA 0.76 0.76 0.70 0.70
BY- 12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AGUA X 0.59 0.55 0.46 0.41
2% Lrente: BENCENO-METANOIL-AC.ACETICO 0.25 0.22 0.17 0.14
c)- 12 Frente: BENCENO-ETANOL-AGUA X 0.95 0.95 0.89 (.89
22 Frente: BENCENO-METANOL-AC.ACETICO 0.52 0.52 0.37 0.37
Dy- 12 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-DIETIL ETER X 0.43 0.43 0.24 0,24
22 Frente: CLOROFORMO-ACETONA-AC.ACETICO 0.38 0.38 0.23 0.23
E)- 12 Frente: DIETIL ETER-METANOL-AGUA X 0.41 0.31 0.20 0.20
2% Frente: CLOROFORMO-ACETONA 0.73 0.69 0.60 0.60
12 Frente: TOLUENO-ACETATO DC ETILO-AC.-- 0.45 0.36 0.26 0.19

F)- FORMICO 90% X
22 Frente: ACETONA-CLOROFORMO 0.51 0.49 0.37 0.35

NOTA: S/A= Sin acetilacién

C/A= Con acetilaciébn

e
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FIGURA 10 FIGURA 11

£l  SISIEMA A  bidimensiaonal fue propuesto por Feterson vy
Ciegler (1967) ( 50 ), para separar AFL"s de impurezas de
exntractos de plantas asi como tambidn para mejorar la
separaciadn dee las AFR's y AFG's. Para este =sistema se
erncontrd que hay una leve separcion entre las cuatro 'AFL’s,
aungue la separacidn entre AFE v AFBH asl como AFG vy AFGH es
muy  pequeffa y la separacidn E;tre AF;’S y AFG’s eslmaB c;ara,
por lo cual este método no se podria sugerir como técnica de
separacidn entre las cuatro AFL s, pero si para confirmar la
presencia de AFR"s y AFG's LAMINA B.

Al realizar el andlisis estadistico se encontrd diferencia
sigmificativa ' F > 0,03 ) entre AFE vy AFBG, pero no entre

AFG v AFG , lo cual refuerza las ohservacicnes visuales,
1 bed

pe



SISTEMA BIDIMENSIONAL

1° Frente Acetona - Cloroformo
20 Frente Isoprapilo - Acetato de Etilo = Agua

AFB1
AFB2

AFG1
FG2

LAMINA No. 8
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Se decidid intentar utilizar la acetilacién de las AFL’s en
un s1clema bidimensional en base a lo sugerido antericrmente en
CCF  unidimensional por Cauderay (1981) ¢ 46 ). Para este
proposito se utilizd el SISTEMA A bidimensional, tomando las
precauciones de aislar las camaras de la luxr para evitar
degradaciones de las AFL’s 1o que =e obtiene es uma muy buena
separacidn  entre las AFR's y AFG’s aunque no Se observa
separacidn alguna entre AFE vy AFBH, y AFG v QFGH, par lo que
se considera que el empled ée la agetilacibi no es‘recmmendable
para diferenciar entre Jas cuatro AFL s tan solo entre AFB's v
AFG s ver  LAMINA 9. Estadsticamente se encontrd que hay

diterencia significativa ( F » 0.05 ) entre AFB's yAFG's.

Con el propdsito de obtener una buena seqaracidn de las
AFL s se diseMo el SISTEMA B bidimensional empleande como
primer sistema de desarrollo CLOROFOMO-ACETONA-AGUA, ( Haleem v
ciel. 1977 ) ( S1 ), en base a l1os buenos resultedos de
separacidon entre las cuatro AFL's en CCF  unidimensional,
obtenidos en el presente trabajo y como segundo sistema de
desarrollo que decidio utilizar fue también empleado por Haleen
y erl. en 1277, para una recromatografia.

Como se puede observar en la LAMINA 10, la separacion entre



SISTEMA BIDIMENSIONAL

1 Frente Acetona-Cloroformo

20 Frente Isopropilo-Acetato de Etilo-Agua con
acetilacion

farB

8 arc

LAMINA No. g
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SISTEMA BIDIMENSIONAL

1° Frente Cloroformo Acetona-Agua
20 Frente Benceno Metanol - Ac Acético

& AFB1

AFB2

‘%S“"AFG1
AFG2

LAMINA No. 1
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FL?éfeé Bﬁstaﬁte;buena; sobre todo entre AFE , AFR
ek ek S i 2

79 AFG “1a 5éparacibn es muty pequeffa, aungue
S 2

las; euatr

Ly AFGYs; entre ARG

1

:?visiﬁlé;f,:i:”
: Eﬁi:beﬁe a que las AFL's corrieron mds con el primer sistema
de sol§ente que con f1 segqundo se podria, sugerir en utilizar
como segundo sistema de desarrolleo el primero  que 25
‘CLﬁﬁGFDRMD~ACETDNA~AGUA v abtener asl una mejor separacidn de
las cuatro AFL’s=.
En el andlisis estadistico realizado se muestra una
difermncia signiticativa ( P » 0,05 ) entre AFB y AFE , pero
2
entre AFE’s aunque visiblemente si hay diiere;cia en;re las
cuatro AFL"s, debido tal vez a la variabilidad que existe en la
distancia recorrida por las AFL"s, por lo gque se sugiere gue si
ze realizan mayor nimero de repeticiones del tratamiento, tal
ver 2w puwda eliminar esa variabilidad o corriendo mds Liemspo
los frentes de solventes.
tar lo anterior se estima que este sistema puede  ser

adecuadn para la separacidn de las cuatro AFL s.

Lo CSISTEMAS C vy D bidimensicnales fueron sugeridos  por

Allen Lewie en 1974 ( 34 ), con el objeto de eiliminar



intorferencias fluorescentes de higo , encontrando que ne eran
‘efi:entes para  sus propdsitos. En el presente trabajo se

probaron ambos sistemas para observar la eficiencia de la

separacién entre las cuatro AFL’s estudiadas (B , B , G , G J,
1 2 i 2

observandose que hay separacién entre AFR's vy AFG s, pero

individualmente en ambos sistemas. En el SISTEMA C se observd

el color fluorescente que producen las AFL"s bajo luz U.V. gue
fue muy definido, color azul de las AFE’'s y color verde de las

AFG =,

Fara el SISTEMA D se puede ver gue ninguna de las dos
maezclas  de solventes desartollan las cuatros AFL's, por lo que
nao son de utilidad para los objetivos planteados en este
estudio, aungue podria ser de utilidad para la identificaciodn
de AFB's vy AFG's va gue tiene wna mejor  separacién  en
comparacisn con el sistema C ver LAMINA 11 y 12,

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis
estadistico, no se tiene diferencia significativa ( F ¢ 0.05 )
entre las cuatro AFL'z solo entre AFR s y AFG's, esto coincide

con lo observado para ambos sistemas.



SISTEMA BIDIMENSIONAL.

1¢r Frente : Benceno -Etanol —~Agua
20 Frente: Benceno- Metanol - Ac. Acético

AFB

¥
AFG

LAMINA No, 11
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SISTEMA BIDIMENSIONAL

19 Frente Cloroformo —Acetona - Dietileter
29 Frente Cloroformo— Acetona—- Ac. acetico

BaFB
®ara

LAMINA No. 12
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keljaars (1973) (. 35.), utilizd el SISTEMA E bidimensional

para determinar solo AFB mas nc para separar las cuatro AFL’s.
’ 1

En el presente trabaje e decidid probar el sistema wcon las

cuatro AFL's y los resultados obtenidos pueden observarse en la

LAMINA 13, en esta observamos una separacidn entre AFR vy AFE
1 2

« las AFG’=, pero no entre AFG vy AFG . Este sistema seri;

atil para diferenciar entre AFH’; v AFG?S vy entre AFE vy AFB“.

£l andlisis estadistico de este sistema muﬁ;tra ;na

diferencia significativa ¢ P > 0.05 ) entre AFE vy AFR , pero
{ 2

NG entre AFG's, resultade que coincide con lo observado

visualment=,

For 0ltimo se proba el SISTEMA F bidimensional el cual fue
propuesta por Allen Lewis (1974) ¢ 34 ), para eliminar
interterancra fluorescente de higo, este zistema fue adecuado
para sSus propdsitos, Al utilizar este siztama en la presente
invectigacidn se encontrd gue la separacidn entre las AFL’s es
.celente  ver LAMIMNA 14, Aunque con el primer sistema de
solvente no se desarrolaron mucho las AFL's y con el segundo se
desarrollaror mas, ambos sistemas son eficientes al sepérar las
AFL s, va que v.sualmente es excelente la separacion.

En base al aniligis estadlstito se tiene diterencia (P



SISTEMA BIDIMENSIONAL

10 Frente Dietileter - Metanol ~Agua
20Frente Ciloroformo - Acetona

oAFBi
®ArB2
B AFG

LAMINA No. 13
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SISTEMA BIDIMENSIONAL

19 Frente Tolueno - Acetato de Etilo — Ac. formico 90%
29Frente Acetona—- Cloroformo

AFB1
e

®AFB2 B
BDAFG:

QAFGZ G

LAMINA No. 14



9, 0 entre AFE v AFEB pero entre AFG 5, aun que
C 1 2

osladtslicamente no -hay diferencia ( F < 0.05) entre las cuatro

AFL"s, debido tal ‘vez a la variabilidad que existe de la

distancia recorrida por las AFL's, este sistema se considera

eficiente, se puede observar en la LAMINA 14,

Para la realizacion de la Cromatograflia en Minicoluwmna se
compararon seis di ferentes mé&todos sugeridos en la
bibliografia.

La aplicacion de las AFL"s asi como también los sistemas de
solventes se hizo por la parte superior de la Minicolumna por
lo que el decarrollio gs de forma descendente.

Se utilizaron siete Minicolumnas para cada miétodo estudiado
las AFL = se aplicaron solas vy en mezclas quedando las siete
Minicolumnas de la siguiente maneras 1} EBlanco, Z2) Mnicolumna
con 4 }d de AFR s, ) Minicolumna con 4 3l dee AFG's, 4)
Mricolumna con 4 ul de la mezcla de AFL's (  ul de c/u ), B5)
Minicolumna con 8 pl de la mezcl de AFL' s, &) Minicolumna con
12 pl de la mezcla de AFL's, 7) Minicolumna con 16 pl  de la
mezcla de AFL’s.

En esta etapa de esta invectigacién se contabs tan salo con

una cantidad wminima de estandares de AFL s por lo cual las



deterininaci Fueron-realizadas una sola vez, -razén por la

.prei;ehi_:arjnh m&s que-observaciones ' preliminares un

egiLid.i\ﬁ. :

K;VLK“DE ,r'rjértodqs-AV,E;C,C,D,E,F, fu.\erun sugeridos por diferentes
qLuLDr"e% 7(3&,40,41,42,44), quienes las emplearon basicamente
paraconfirmar la presencia de AFR’s. En el presente trabajo
se decidgid..chservar la posibilidad de que estos sistemas

piadiaran ser enplesdos para la separacidn de las cuatro AFL s,

El .METODO A fue empleado por Shotwell y Stubblefield (1973)
4 4‘1 Y, el cual es un m&todo oficial de la AG.ACL, fue
empleados por ellos para detectar niveles de AFE  en malz. En
el presente trabsjo se probaron las siete Minicolumnas ya
mencionadas, observindose pasteriormente bajo luz U.V. después
de desarrollar lo Minicolumna, una banda fluorescente azul muy
tenus en Lla parte superior de la capa de aldmina v esto
también  fue chsorvado en 21 blarmcno, por 1o que pusds  decirse
que se trata de una interferencia en laz Minicolumnas de AFE’s
y AFG's. Fara las Minicolumnas donde las AFL’s se aplican en
mexc.a en difersnte concentracidn se observa una flubrescencia

au tanue en la capa de S1lica gel, casi ne hay diferencia =n



~la-tonalidad de la fluorescencia azul, vya que se esperaba que
est . fluprescencia fuera de menos a mas conforme aumentara la
concentracidn,

FPor lo anterior este método no es eficignte para la
separacion de AFL's, pero sl para la confirmacidn de las
mismas, LAMINA 15, ya gue solo se ve la fluorescencia azul, la

cual enmascara a la verde que corresponde a las AFG’s.

El1 METODO B fue sugerido por Holaday (1976) (40 ), como un
procedimiento rapido v econdmico para cuantificar AFL’s.

Al desarrollar este método, en las Minicelumnas preparadas
para este sistema, se observd una banda fluorescente azul en la
parte superior de la aldmina neutra y una banda fluorescente
muy tenue de color verde en la interfase florisil—-aldmina, para
el blanco ninguna de estas dos bandas ge presentan, lo cual
indica gue si  hay separatidn entre las AFR’'s yAFG’s. Se
observa diferencia en la tonalidad de la Fluoréﬁcencia, lo gue
indica que va de menos a mas, conforme va aumentando la
concentracidn, por lo gue este método puede ser apropiado para

determinar las AFE’s vy AFG s ver LAMINA 16,



EEREER

A Cloroformo—Acetona ( [+9)

Lana de vidrio 4mm
Al203 neutra 10-15mm
Silicagel 2cm

Florisil 5-7mm

Arena 5-7mm

Lana de vidrio 6mm

LAMINA No. 1%
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Hexano- Acetona (8+2)

-

Lana de vidrio 4mm

vt

Al3 O3 neutra 15mm

Florisil 15smm

P

Lana de vidrio 6mm

LAMINA No. 1
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Ei METODO £ fue realizade por Velasco y Mhiten (1973)  (36),
:ellas indican que el métodn sirve para cuantificar la presencia
de .AFL’S desde 4 ppb, aungue se sugiere que para mayer
eficiencia es necesario que sea mayor & Sppb. En el presente
trabajo =e observo en 1la Minicolumna de AFBE’s una banda
fluorescente azul en la interfase, Silica gel-florisili, en la
Minicolumna de AFG's se observa una banda fluorescente nuy
tenue de coler verde en la interfase que la HMinicolumna
anterior y en las Minicolumnas que contienen la mezcla de AFL’ s
con  Jdiferente concentraciones se tiene una banda fluorescente
azul en la misma interfase Bilica gel—-florisil por lo que la
fluorescencia de color azul estd sobre la fluorescencia de
color verde. La tonalidad de color va de menos a mas conforme
va aumentando la concentracién, esto se compard con el blanco
el cual no presents ainguns flucrescencia.

De lo anterior se deduce que el método no es eficiente para
13 separacion de AFL’=, vya gue ltas cuatroc AFL's se encuentran
en  un @iemn punto, sin embargo el wétodo puede ser  apropiada

para confirmar la presencia de AFL’s LAMINA 17.

El  METODO p Ffue empleado como practica de Toxicologla de

Alimentos &n el Laboratorio de Toxicologla de Ia Facultad de



C Cloroformo-Acetona (9+1])

U

Lana de vidrio 4mm
Aly O3 neutra t5mm
Silicagel 15 mm
Florisil 6mm

Arena 6mm

Y Yy vy

Lana de vidrio 6§mm

LLLELLLT

lamina No. 17
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Cloroformo-Acetona (9+1)

-

——] .

—~—# Lana de vidrio 4mm
S

-+ Alz O3 neutra 15mm
S .

= Florisil 15mm
\—/

~—p» Lana devidrio 6mm
N’

LAMINA No. 18
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Dnim;ca en C.U., &l cual fue utilizado para determinar AFL’s.
£n ! presente trabajo se encontrd gue en las Minicolumnas de
AFB’s vy AFB’s se visualizd una banda fluorescente de color azul
en la interfase alimipa neutra-florisil y en las Minicolumnas
con AFL*s  en mezcla se observd una banda fluorescente en la
misma i1nterfase que en las Minicolumnas anetriores, por 1o que
s infiere que las AFE’s y AFG s estan en el wmismo punto.
Estas Minicolumnas fueron comparadas con un blanco, @1 cual no
presontd ninguna fluorescencia. La tonalidad de la
fluorescencia va de& wenog a mas, lo que indica gue es de
acuerdo al aumento de la goncentracion.

For lo anterior sz puede decir que este método no es
eficiente para la separacién de AFL’s, pero si para confirmar

la presencia de AFL s.

El METODO E es propuesto por Velasco el cual fue utilizado
para la deteccidn de AFR  por medio del fluordmetro de Velasco
{1977 ¢ 42y, En la p:esente investigacidn se encontrd un
banda fluorescente de color azul en la caps de florisil en la
Minicolumna de AFB’s, en la Minicolumna de AFG's no se observd

ninguna +fluorescencia. En las Minicolumnas gque contienen la

mezcla de AFL’s con diferentes concentraciones se observa una
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banda azul fluorescente:intenso:que:va de menos & mas,” esto fue
conparada con el hlanco: el .cual ' no presentd ' ninglna
fluorescencia.

Este metodo solo - sirve para determinar 1a presencia de

AFE" =, pero rno para la separacidn de ellas LAMINA 19,

E] METODO F fue empleado por Romer ( 1975 ) ( 39 ), Y
posteriormente fue corroborado por Shotwell, Shannon y Goulden
(19786 (34). Romer lo utilizd para la deteccidn de las cuatra
AFL s  detectando de 10 - 20 megs/hg de mezcla de AFL' s, Al
enplear ecte método se observd una banda fluorescente acul muy
intenza en la intertase de Silice qgel-florisil en ia
Pinicolumna de AFE's y en la Minicolumna de AFG s se  detecta
ura fluorescencia tenue cole gue no =e distinge el color verde
propilo  de las AFG s. En las Mipicolumnas que contienen la
mezcla de AFL's con diferente concentracidn se observa uwna
banda fluvrescente anu! intensa en la misma inter fase que ve de
MEMI3 A MAS, aunque comparandolo con los nétodos anteriores en
este so  logra una banda fluorescente azul muy visible en la
Minicolumna que contiene la menoar concentracién por lo gue este
matoada =zolo 22 atil para detectar la pressncia de 4L s maz  no

para su separacién LAMINA 20,
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2 CIorof'ormo-Meténol, (96 +4)

Lana da vidrio 4mm
:4_ Alz O3 neutra 15Smm

. ‘Sillcagil 1ISmm

i An’na. 5-7 mm
‘Florisil s-7lmrn,
Arena 5-7mm

Lana do vidrio 6mm

LAMINA No. 19
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F

Cloroformo—Acetona (9+1)

Lana de vidrio 4mm

Sulfato de calcio anhidro 8-10mm
Al O3 neutra 8-10mm

Silicagel 16-20mm

Florisil 8-10mm

Suifato de calcio anhidro 8-10mm

A

| ana de vidrio 6 mm

LAMINA No. 20
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IFara - la realizacien del Método de Cromataografia de Columna,

se vtilizaron mé&todos donde empleaban adsorbentes iguales a los

descritos en Cromatografia de Minicolumna, observandose que al

aplicar las AFL's, desarrollarlas con el sistema de solventes y

posteriormente chservarlas bajo luz U.VY. se tuvo gue no habla

AFL*s en la Columna, ya que se drenaron junto con el solvente

( 45 2.
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V1.~ CONGCLUSTIONES

En base a los resul tados obtenidos en el presente trabajo se

puede concluir lo siguienté:

t.- El sistema ETER-ME TANOL-AGUA empleado en ccF
unidimensional encontrd que al aplicar las AFL s en mezcla se
tuvp une separacidn de AFE y AFR , pero no entre AFG's, por
lo que si se dejara desarr‘oilar elisistema de solvente por mas
t.iempo, tal ver se logre una separacidn entre las AFG s. S5in

embargo se  tuve separacidn de las AFL's  al aplicarlas

individualmente.

2.~ El método de acetilacidn utilivado en CCF unidimensional no

fue de gran utilidad para la separaci®n de AFL’s, vya gque se

ituve decsconposiciorn de AFE vy AFG a pesar de tomar las
1 1

precavciones de  aislar la cdimara de la luz dwante la

acetilacion.

.~ El  sistema ACETATO DE ETILO-ISOPRCFRILO-ABUA utilizado =n
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4.”_Dé los tres sistemas empleados en CCF unidimensional el mas

eficiente para la separacion de las cuatro AFL s fue el sistema
CLOROFORMO-ACETONA-AGUA, con aplicacidn de AFL's tanto en

mezela como individualmente.

S5.- El sistema A bidimensional presentd una pequeflta separacidn
antre las cuatro AFL’s, siendo mas clara la separacion entre
AFB’s vy AFG’s, por lo tanto este método no se podria sugerir
come  técnica de separacidn de las cuatro AFL's, pero si para

canfirmar la presencia de AFR's y AFGs.

6.— Con el sistema B bidimsnsional se encontrd una buena
separacién entre las cuatro AFL's sobre todo entre AFE Y AFE ,

1 2
hor lo que se considera que este sistema es adecuado para la

separacidn de las AFL* s,
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7.- Los sistemas. nensionales no fueron eficientas

para - la’separacien de 1 i‘CUéEFD*AFL}é; por lo qua no son  de

uti}{dédiyyﬂ 5 _obfetiyoé ‘planteados en este estudio.

87~ £l sistemd’ F bidimensional fue el sistema mas eficiente
para  lps propdsitos de este trabajo, ya que se ohbhserve la
sgparacion de las  cuatro AFL's que fue excelente, aunque
astadisticamente no hubo diferencia significativa entre las
cuatro AFL's debido tal ves a la variabilidad que esiste en la

distancia recorrida por las AFL’s,

9.— En el método B de Cromatografia en Minicolumna se encantré
separacion dJde AFE's y AFG's, va gue se observéd una  banda
fluorescente de color azul propia de AFBE's y una banda
Fluorescente de color verde propia de las AFG's, por lo tanto

est> metudo es adecuado para la determinaciéon de AFB s v AFG s,

10.=- Con los ondtodos A, C, D, E vy F de Cromatografia en

Hinizolumna solao s@ pudo determinar la presencia de lag AFL's,
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“pernno’la separacionde AFB’s'yrﬁFG’s.5 :

"1i.= Con - el método de Cromatografia en Columna no se tuvo
‘resvltados favorables, con respectoc a la separacién de AFL’s,
debido a que este método es empleado para la purificacidn de

entractos de muestras que contengan AFL’ s.

12.- Con los métodos de COF  tanto unidimensional coma
hidimensional se observo que las AFH y AFK ., siempre ce
2
desarrellaron mas vy so tuvo mejor sep;racibn entre ellas que
las AFG's, vya que las AFG vy AFE siempre separaron poco; Asi
1 2

como también se encontrd en ambos métodos separacidn  entre

AFE* s v AFG s.

13.~ Con respecto a los métodos cromatogrificos enpleados para
la determinacidn y separacién de AFL'a, =1 metodoe de CCF tanto
unidimensional cumo bidimensional, fue uno de los métodas mas
eficientes para la separacidn de AFL’s y el m@dtodo de cromato-
grafia de minicolumna es dtil como prueba presuntiva para la
determinacion de la presencia de AFL’s ademi3s de ser muy

rapida.
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VII.- ANE X 08

AFARATOS

al.

b).

e,

-Flacas de vidrio para Cromatografla en Capa Fina de 20 »
20 gm. cubiertas con une capa de Silica gel de .25mm. de
wspesor, activadas a 1ldt durante 1 hr.

-Equipo Standar para Cromatografia en Capa Fina

~Lampara U.V. longitud de onda larga v onda corta de 4

watt Fisher Scientific Co. PMe.1198420.

.~Tubos de vidrio, para Cromatografia en Minicolumna con

un diametra interno de 9.6mm por 20cm de longitud.
~Tutbbos de vidrio para Cromatografia en Columna.

—“Material comin de laboratorio.

RELCTIVOS =

Al

b,

~Solventes. ~ Grado AC5: Eter, Metanol, Acetato de etilo,
Isopropilo, Cloretorso, Acetona, Benceno, Ac.aceéticn,
Dietil eter, Tolueno, RHc.fé&rmico 0%, Hexnano.

~8ilira gel 606 para Cromatografla en capa fina E.Herck

Mo. 7734 7L 063-0.200mm (malla 70-2350).
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. (i.fSilicarigel bOvaara Cromatografia en Columna E.Merck
N6.773;. .
d),~Florisil E.Merck No.12518 0.150-0.250mm (malla &0-—-100)
E);fﬁlumina Neutra E.Merck No.1077 0.063-0,200mm (malla 70-
230y .
£).-Bulfato de calcio anhidro.
'g).-Arena.
h).-Lana de vidrio.
i).-Estandares de referencia de Aflatoxina B, B , 6, G
( Conc.B-10meg/ml), preparadas  en Benc;no—Agetciitrflo
(98:2) como se indica en el métodeo 26.0020 del A.O0.A.C. para
tener 1ng/ml de Aflatoxina. Almacenar los estdndares de

Aflatorinas diluidas en un refrigerador.
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Bidimen-
sional.

D
E

3 39

F 3 -39

Unidimen— A 3 79
si1onal B 3 &7
c 3 44

Fc.
62,3800
13.8264

198.2044
81.8032
S39.75

40.26

99.02
27.6908

&67.?621

NOT#: G.L./trat. = grados de libertad por tratamiento.

G.L./tot. = grados de libertad totales.
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