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RESUMEN
El maiz es el cereal que conforma la base de lq dieta en México,
Centroamérica y algunos paises de Sudamérica. Debido a las
condiciones de precosecha, cosecha, almacenamiento, manejo y
distribucién, el malz presenta en ocasiones contaminaciones por
hongos microscépicos que generan toxinas. Entre ellos, los del
género Aspergillyus y, especialmente A. flavus y A. parasiticus,
producen substancias conocidas como aflatoxinas de las cuales la

aflatoxina Bl posee un poder hepatotéxico y mutégeno.

Se han realizado numerocsas investigaciones sobre mné&todos
analiticos para determinar 1la presencia de las aflatoxinas en
cereales y cuantificar su contenido, ya que como son compuestos
quimicos relativamente estables es diffcil eliminarlos de los
alimentos. Estas metodologias se han desarrollado particularmente
en los paises avanzados tecnologicamente. Consecuentemente, sus
costos por andlisis son relativamente altos y la mayoria de ellas
son presuntivas ya gue se basan en la fluorescencia de las
aflatoxinas al ser expuestas a irradiacién ultravioleta (UV) y se
identifican de acuerdo al color fluorescente verde o azul como:

AFB;, AFB,, AFG,, AFG,.

En México, se estudiaron los métodos aceptados
internacionalmente, encontrdndose gue el método aprobado por la
Asociacién de Quimicos Analiticos de los EEUUA (AOAC), conocido
como CB, tiene wun costo (a pesos de febrero de 1988) de $69,428

empleando 3 horas para una muestra y su repeticién. Los autores



consideraron, gque era necesario evaluar los procedimientos de
detecci6n de aflatoxinas en México y adecuarlos a las condiciones
de la mayoria de los laboratorios disponibles para garantizar

determinaciones confiables.

En este trabajo se presentan los rasultados de la avaluacién de
cuatro metodologias analiticas para cuantificar el contenido de
aflatoxinas en muestras de malz contaminado en forma natural en
el campo (almacenado en sllos) y de maiz contaminado
artificialmente en el laboratorio con soluciones estaAndar con
cantidades conocidas de aflatoxinas. En los tres primeros
métodos: CB, Aflatest y Thean y col. se varlié la técnica de
extraccién Y purificacién, manteniéndose constante la
cuantificacién, en la gque se emple6 la cromatografia de liguidos
de alta resolucién (CLAR, o en inglés, HPLC). En el cuarto meétodo
se utilizé la metodologla propuesta por el fabricante de un

equipo fluoroscépico (Aflatest).

En el caso de malz contaminado naturalmente los resultados
obtenidos en cuanto a precisién, costo de reactivos por mnuestra,
mAs su repeticién a pesos mexicanos de diciembre de 1990, asi

como el tiempo de andlisis por muestra, fueron:

* Método I CB-CLAR; se obtienen coeficientes de variacién de 8.13
para el total de aflatoxinas y de 9.53 para la aflatoxina By,
para la aflatoxina B, su cceficiente de variacién es de S$0.72 y

su costo es de $40,037 con un tiempo de operacién de 3.5 horas.



* M&todo IY fluoroscépico (Aflatest); el coeficiente de variacién
‘aes de 9.41 para el total de arflatoxinas. Tiene un costo de

$107,057 con un tiempo de 30 minutos.

* Método III fluorosc6pico-CLAR; el coeficiente de variacien no
fue mayor de 11.5 para el contenido total de aflatoxinas y para
la B; no rebasé el valor de 12.5. El costo es de $108,098 con una

hora por andlisis.

* Método IV de Thean y col.; sus coeficientes de variacién
fluctvan entre 64.40 para el total de las aflatoxinas, 67.63
para la aflatoxina B; y 101.11 para la aflatoxina B,. Su costo es

de $30,244 y el tiempo empleado es de 3.5 horas.

Puede concluirse gue; para muestras en los laboratorios ubicados
para certificaci6én, es conveniente usar metodologias como el
proceso fluoroscépico, yYa que el tiempo empleado es minimo y no
se detiene a los camiones transportadores de grano por mucho
tiempo. Su costo puede abatirse siempre que se obtengan columnas
a precios razonables, ya que el equipo per se puede amortizarse

rapidamente por el tiempo-costo de transportistas ahorrado.



I. IRTEQRUCCION

I.1 HISTORIA
Histéricamente las aflatoxinas fueron descubklertas como una
congsecuencia de la aparici6n de brotes de necrosis hepitica dande

lugar a la muerte de m&s de 100 mil paves
X")

{enfermadad del "pavo

en Inglaterra durante la decada de los sesentas (Hamilton,
1987).

En sus inicios el problema fue sefialadeo como una contaminacitn de
alimentos, especificamente de un c¢argamento de cacabuates del
Brasil, gue Ffueron usados como suplemento proteinico en alimento

para aves. Este alimento se encontrsd que estaba contaminado con

el hongo Aspergillug flavug. La extraccién de la toxina se
realizé a partir de los cultivos de A. flavus en Inglaterra y

Holanda, comprobando su efecto t6xico en aves da experimentacién.

Un aspecto extremadamente importante de la aflatoxicosis es gue
existe 1a fuerte probabilidad de encontrar residuos tSxicos en
los alimentos de origen animal consumidos por el honmbre,
particularmente en animales en periodos de lactacisn ya que las
toxinas se excretan como metabolitos en la leche (“1) . Armbrecht
y col. (1969), hicieron estudios alimentando cerdas lactantes con
alimento contaminade con 100 microgramos de aflatoxina por kg de
alimento {100ppb) encontrandc desde 1.5 a 8.0 u/kg (pph) de My en

la leche materna y ey los higados de sus crias, respectivamente.

Segin Stoloff (1979) existe una relaciédn dosis/respuesta, para

productos de origen animal, estos son los siguientes: para higado



de res 14,000:1, huevos de gallina 2,200:1, higados de pollo
1,200:1, higade de cerdo 800:1 y leche da vaca 300:1. Como puede
apreciarse, es la leche en donde se ancuoqtra el mayor contenide
de residuos de aflatoxinas y, por 1lo tanto, es uno de los
alimentos gue representan un mayor peligro potencial para el

consumidor.

1.2 ESTRUCTURA QUIMICA

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios
producidas por los hongos Aspergillus flavus Link y Aspergillus
parasiticus Speare. Ambas especies pertenecen al grupe
aAgpergillus flavus. Se les dié el nombre de aflatoxinas por
“aspergillus flavus toxin® (A-fla-toxin).

Las cepas productoras de las toxinas generalmente sintetizan soleo

dos o tres aflatoxinas bajo ciertas condiciones.

Se ha reportado que ciertas cepas de A. flavug pueden producir
también la AFB,, Y fa AFG,, que son los derivados 2-hidroxi- de
la AFB; Y AFG,, respectivamente. Estas han sido aisladas de los
cultivos del hongo. También se detectaron pequefias cantidades de

AFM; (Shank, 1981).

Las principales aflatoxinas gue se producen directamente por el
hongo son cuatro: Aflatoxinas B; y B, (AFB; y AFB,) designadas
asl por su fuerte fluorescencia azul (blue) bajo la 1luz
ultravioleta, aflatoxinas Gy ¥ G, (AFG; y AFG,) que dan
fluoresencia verde-amarillo (green) bajo 1la 1luz ultraviocleta

(Fig. 1).
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~La estructura guimica de las aflatoxinas ha sido estudiada
ext'enaanunte. En la literatura se han reportado 18 aflatoxinas
aunque tinicamente se encuentran en la naturalczg como metabolites
secundarios producidos por hongos A, flavus vy A, parasiticus o
como derivados quae se forman durante el metabolismo animal cuando

se consumen alimentos contaminados con aflatoxinas.

De las cuatro estructuras bAsicas de las aflatoxinas encontradas
la AFB, es mucho més téxica y cancerigena que su anilogo G. El
derivadeo G, no es cancerigeno y la AFB, es "ligeramente®
cancerigena probablemente porgue hay una enzima gque convierte la

AFB, a AFB, en pequefias cantidades.

Hay evidancias de que el Gltimo compuesto carcinoqénico de varias
aflatoxinas inveolucra un epbxido. Ya gque hay otras rutas
metabb6licas compitiendo, incluyendo la producciétn de metabolitos
del anillo hidroxilade y del fenol dimetilade. Las otras partes
de la molécula incluyendo el anillo de lactona potencialmente
reactivo, no estén directamente involucradas con la actividad

cancerigena de la aflatoxina, pero proveen volumen a la molécula

{Doulls y col., 1886).

I.3 EROPIEDADES DE LAS AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son solubles en metanol, acetona, acetonitrilo,
cloroformo y algunos otros disclventes polares pero son

escasamente solubles en agua y en hidrocarburos.



Todas las aflatoxinas axhiben una fluorescencia intensa cuando
son axcitadas por radiaciones ultravioleta a 365nm. Entre las
propiedades de las aflatoxinas destaca su gran termorrasistencia

ya que el punto de ebullicién (descomposicién) para la mayoria de

ellas est& por arriba de los 200°C.

Tabla 1. Propiedades de las aflatoxinas (Moreno y Gil, 1990)

- A F L A T O X I N A S
Caracteristicas
By By Gy G2 By
Formula quimica C17H1206 C17H1406 C17H1207 G17H1407 C17H1207
Peso molecular 312 314 328 3130 330
Punto de fusién 268-269% 287-289* 244-248W 230 290%
(°c)

Absorcitn
ultravioleta
nm (coeficiente 223 220 243 217 226
de extincién) {25,600) (20,500) {11,500) (28,000) (23,100}
En etanol 285 265 257 245 265

{23,400) {12,700} (9,900) (12,900) (11,600)

362

- 362 363 264 365

(21,800) (24,000) (10,000) {19,300)
Fluorescencia 425 425 450 425 425
(nm) .
LDSO 12-50 85 39 172 17
micérogramos/kg

(*) = Desaparicién
I.4 EEECTOS BIQLOGICOS

lLas aflatoxinas son metabolizadas por la funcién de un sistema
de oxidasas microsomales, por una compleja organizacién de

citocromos, oxigeno y por una enzima dependiente del NADPH



localizada en el reticulo endoplésmatico de las caelulas

hepaticas.

Estas enzimas metabolizan oxidativamente una amplia variedad de
compuestos xenobiéticos, con el fin de eliminar el compuesto
original por medio de la formacién de varios derivados
hidroxilados, los cuales en su transformacién se unen con iones
sulfato o con el &cido glucurénico para formar sulfatos de
énteres o glucuronidina solubles en agua y ser excretados por la

orina o la bilis.

Durante el metabolismo se pueden generar metabolites altamente
reactivos como 1la aflatoxina-8,-9-ep6xido los cuales tienen 1la
capacidad para reaccionar covalentemente con los centros
nucleofilicos en las macromeléculas celulares, como en el Acido
desoxirribonucleico (DNA)}, 4cidoe ribonucleico (RNA) y las
proteinas (fig.2). El resultado de estas interaccciones son los
conocidos efectos té&xicos de las aflatoxinas, gue pueden llegar
inclusive a la muerte. Las aflatoxinas son téxicas para las
bacterias, plantas, ‘invertebrados, vertebrados y primates. La
sensibilidad para los efectos téxicos de estos compuestos varia
grandemente entre vlas especies. De todos los anillnales domésticos
estudiados, las ovejas parecen ser las m&s resistentes, mientras
que la trucha arcoiris, los patos y las codornices parecen ser
los m&s susceptibles. Las diferencias interespecie son un reflejo
de la variacién entre:

a) La fijaci6n de las molé&culas de la toxina,

b) La capacidad del organismo para metabolizar la toxina a su
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forma reactiva,

c) La capacidad de eliminacién de las toxinas que tienen los
organismos,
,d) La habilidad para reparar el dafio producido en las cé&lulas.
A(Las aflatoxinas, suprimen en algunas especies estudiadas la
sintesis del RNA-mensajeroc. También se han detectadeo efectos

sobre la sintesis del DNA (Lillehoj, 1970; Wogan, 1975).

Para el RNA, el efecto incide en el nGcleo via inhibicién en la

incorporacién de los precursores.

Existe inhibicién de la actividad de la polimerasa DNA~
depandiente del RNA. Como rasultade de esta inhibicién nuclear

del RNA se sospecha que el ARN citoplésmico se afecta también.

La deficiencia en la sintesis de proteinas y la particularidad de
mover las grasas se relaciona aparentemente con las lesiones que
se observan en el higado de los animales afectados. En conejillos
de Indias, la aflatoxina produce un aumento en gama-globulina y
una disminucién en alfa-gleobulina y, generalmente, una
disminucién en la concentracién de proteina total (Cysewski y

col, 1968).

Las aflatoxinas son metabolizadas por diferentes sistemas
biolégicos, sin embargo no es claro cémo alcanzan a ser
metabolizadas para ejercer su accién téxica o carcinogénica. La
accién toxica de las aflatoxinas puede ser aumentada o reducida.
Es aumentada por el consumo de una dieta baja en proteinas o por
hipofisectomia. En estos casos es posible gque disminuya 1la

cantidad de toxina metabolizada. En contraste, el consumo de una



dieta deficiente en colina, (la cual reduce la actividad de
‘ciertas oxidasas) y .1a adminlstracién de DDT (el cual induce una
funcién mezclada de oxidasa) permiten alguna proteccién.
Asimismo, la respuesta carcinogénica puede ser reducida por
hipofisectomia, por un tratamiento con fenobarbitona y por la
alimentacién de una dieta baja en proteinas. Una dieta baja en

colina, por el contrario aumenta la susceptibllidad.

La LDg, varia entre las especies con valores desde 0.3 a
17.9mg/kg. Se ha visto que los animales adultos son menos
suceptibles que los Jjovenes, lo gque hace suponer la existencia
de diferentes rutas metabolicas para eliminar a la aflatoxina.
La letaliidad de 1la e;tlatoxina B; ha sido estudiada en numerosos
animales de granja y laboratorioc. Los valores de "LDgo" tienen un
intervalo de menos de 0.5ug/kg hasta més de 20ug/kg de peso
corporal, Goldblatt (1974).

La toxicidad de las aflatoxinas en una especie en particular
puede wvariar dependiendo de un nGmero de factores, los cuales

incluyen sexo, edad, estado nutricio, etc.

Cuando hay ingestién de aflatoxinas, parte de ellas es acumulada
en los &rganos internos y el resto es metabolizado y excretado en
la orina y las heces. En el caso de los mamiferos lactantes, como
ya se menciond son éxcretadas, ademds, por la leche como AFM; Yy
AFM, .

Existe un nimero de cambios patolégicos que pueden ocurrir como

un resultado de la exposicién a las aflatoxinas. El primer &rganc



dafiado en todas las especies estudiadas es el higado. Los
principales efectos gque han sido identificados como un resultado
de la aflatoxicosis son: deposicién de grasa, reduccién de peso,
hemorragias internas, ictericia de las membranas nucesas,
proliferacidén de los ductos biliares, necrosis y cirrosis del
higado.

En el caso especifico de los mamiferos, las manifestaciones
patolSgicas producidas por la aflatoxicosis estn relacionadas
con la capacidad de la aflatoxina de obstaculizar la sintesis de
las proteinas, de reaccionar con las macromoléculas y oxrgénulos
celulares y de interferir en la producciédn normal de reguladores

celulares (Pier, 1987).

En el caso de las aves, la aflatoxicosis genera, entre otros
efectos, malabsorcién de nutrientes, coagulopatia, crecimiente
deficiente, susceptibilidad a infecciones, inefectividad de las
vacunas, problemas a nivel del sistema reproductor, sensibilidaa
a temperaturas extremas, (adem&s del peligro que presentan los
residuos téxicos de las aflatoxinas en los productos de qrigen
animal para consumo humano como carne, leche y huevos (Hamilton,

1987; Rosiles, 1987; Peers y col, 1987; Yeh y col, 1989).

Tambien han resultado susceptibles a las aflatoxinas, desde
protozoarios, camarones, truchas, aves, ganado vacuno, cerdos,
hasta humanos. Algunas bacterias se inhiben con las aflatoxinas,
algunas plantas verdes presentan albinismo (deficiencia de

clorofila), las semillas pierden capacidad de germinacién, etc.
(Hamilton,1987).
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Basandose en la idea de que el hombre puede ser susceptible a las
aflatoxinas, se han ilevado a cabo muchos trabajos para reducir
los niveles de exposicién a los humanos.

Aungue se conoce el grado de susceptibilidad de diferentes
especies y se tienen tablas sobre las LDg, para cada una, en el
caso del hombre no es asi, ya que no se conoce si el hombre es
tan éusceptible como el pato o el mono o si es relativamente
resistente como la rata y el ratén. Se ha observado que las
aflatoxinas inducen la hepatocarcinomas en ratas, patos Yy
truchas, por lo que se puede pensar gue para el hombre también.
Sin embargo no existen evidencias directas sobre esto,

Hay evidencias de toxicidad aguda en nifios. Se reporté la muerte
de un nifio en Uganda por dafic en el higado y se encontréd que
habia comido “cassava! (yuca) la cual estaba contaminada cen
aflatoxinas. En Tailandia, existe una enfermedad conocida como
el sindrome de Reye, gue ha sido asociada con la ingestién de
aflatoxinas. El sindrome de Reye presenta encefalopatia el
infiltracién grasa del higado y el rifibn; este sindrome ha sido
repreducide experimentalmente en monos, alimentades con
aflatoxinas. En Kenia, Swazilandia, Tailandia y Mozambique, donde
la incidencia de carcinoma hepitico es alta, las aflatoxinas se
encuentran presentes en los alimentos para humanos. En Filipinas
se analizé la orina y las heces fecales de gente gue habia
consumido crema de cacahuate contaminada con aflatoxinas. Los
andlisis reportaron la presencia de la aflatoxina M, en la orina.
No obstante, hay controversia sobre las evidencias que existen
sobre la induccién de céncer humano con respecto a la exposicién

de aflatoxina (Howard, 1981; Shank, 19%81; Peers y col, 1987).

11
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Sin embargo, el caAncer hepitico es raro en las naciones avanzadas

tecnolégicamente, mientras gue en naciones en las cuales la

poblacién se sabe que ingiere niveles relativamente altos de

aflatoxinas en su dieta, la incidencia de cfncer en el higado esc

elevada. El riesgo de consumir productos de origen animal que han

sido expuestos a las aflatoxinas no ha sido cuantificado pero se

sabe que existe (Martin y col. 1987).

I.5 Ju I o]

Recientemente, en el norte del estado de Tamaulipas, México y en

el sur de Texas EEUUA, se ha presentado el problema de

contaminacién del maiz, antes de su cosecha, por tres afias

consecutivos 1989, 1990 y 1991, en la cual mas de 400 mil

toneladas de maiz tuvieron que destinarse al consumo animal

debido al alto contenido en aflatoxinas y el resto mantenerse en

cuarentena.

Esta contaminacidn en el campo se debe a las condiciones

climéticas gue desfavorecen a la planta, haci¢ndola susceptible

al ataque de A. flavus y a la produceién de aflatoxinas.

sequia,

La
la presencia de insectos gue atacan la mazorca y la alta

temperatura ambiental son los factores més importantes en la

contaminacién del maiz en el campo, al favorecer el
establecimiento del hongo y la actividad metakélica del mismo que

conlleva a la produccidén de esos metabolitos téxicos.

12



Como ya se mencioné las aflatoxinas, ademas de ser carcinégenas,
_son teratdgenas y mutégenas. El érgano m&s afectado es el higado,
por lo que son consideradas come hepatoxinas. También hay
evidencias de que al inhalar particulas contaminadas con
aflatoxinas se desafrolla cé&ncer pulmonar, Esto es importante
para la salud de los trabajadores gque est&n expuestos al manejo
de granos contaminados con estas toxinas. También se ha dicho que
uno da los factores que las hace sustancias peligresas, es que
son acumulativas y pasan del tracto digestive a la carne, a la
leche y a los huevos de los animales que las consumen, con el

consiguiente riesgo de llegar al hombre.

De todo lo mencionado anteriormente surge la necesidad de
encontrar un método confiable, exacto y preciso, gque permita
cuantificar 1la cantidad de aflatoxina presente ya que es
importante (tanto para las personas encargadas de certificar el
granc y designarle ;u destino, como para los investigadores que,
interesados en el problema, han iniciado proyectos concernientes
a la destruccién de las aflatoxinas) contar con un método de
andlisis que 1les provea resultados exactos, precisos y
reproducibles, los cuales puedan ser confiables para dar un fallo
ya sea sobre la evaluacidén de un método & sobre el destino que se

le dard a un lote de maiz contaminado.

En la literatura se encuentran reportados un gran ntmero de
métodos para la deteccién y cuantificacién de aflatoxinas. De
igual manera, del extranjero han llegado nuevos mé&todos y equipo
para la cuantificacisn de las mismas. Sin embargo, se desconoce

la eficiencia Qe recuperacién de la toxina.

13



Ante estas alternativas el analista debe decidir cu&l es el
método que le proporciona los mejores resultados (incluyendo

exactitud, precisién y reproducibilidad) a un costo accesible.

Es pertinente mengionar gue es necesario contar con un
laboratorio equipado de manera especial para el manejo y andlisis
de alimentos contaminados con aflatoxinas. Los apéndices I y II
presentan los requerimentos minimes que deben tener esas
instalaciones, asi como los lineamientos que marcan algunas

legislaciones sobre el manejo que debe darse a estos alimentos.

Este trabajo de tesis es sélo el inicio de un proyecto realizado
entre el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad
de Quimica de la UNAM y el Centro Nacional de Investigacién
Certificacién y Capacitacién (CENICCANDSA), ante la problem&tica
presentada hoy en dia por las aflatoxinas. En funciédn de las
instalaciones disponibles y el equipo analitico con el que
cuentan se definiéron, tante el objetivo general como los

objetivos especificos de este trabajo.
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1.6 ORJETIVO GENERAL

Eate trabajo tiene como objetivo el estudiec de ecuatro
metodologias analiticasg, para determinar dentroe de los limites
establecidos por la “propia quimica analitica, que los resultados
obtenidos reflejan de manera real el contenido de aflatoxinas en
los alimentos anpalizades. Estas metodolegias deben estar a un
nivel de costo accesible para un pais en vias de desarrollo como
México, saobre todo considerando su extensién territorial y 1la
enorme dispersitn de los cultivos de granos bisicos que pueden

estar contaminados y que llegan a los canales de distribucién por
diferentes vias.
1.7 QBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la precisién, exactitud y costo de cuatro
metodologias gue permitan el anilisis de aflatoxinas en maiz

contaminado.

2) Establecer criterios al finalizar el trabajo, para hacer

recomendaciones de cada metodologia empleada.
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II. METODOS AMALITICOS

Dentrc de las metodologias actuales para el andlisis de las
aflatoxinas hay técnicas praesuntivas, .cualitatlvas Y
cuantitativas, de las cuales el analista puede sgelececionar sagtn
sus necesidades. Las presuntivas son Gtiles cuando se requiere
saber de forma rapida si hubo crecimiento de una cepa productora
de aflatoxina y cuahtitativas cuando es necesario detectar 1la
cantidad exacta del nivel de contaminacién de aflatoxinas en la
muestra. En estos casos se redquiere de técnicas de anilisis mas

precisas.

II.I  METODO8 PREBUNTIVOS

Los métodos presuntives son los m&s rS&pidos para determinar la
posible presencia de aflatoxinas en granos. Entre estos métodos
se encuentra la técnica de "luz negra®, que detecta los granos
que brillan con una fluorescencia verde amarillenta brillante,
fluorescencia gue generalmente es producida por A. flavus v A.
parasjiticus cuando crecen en semillas vivas de mafz, algodédn,

sorgo, trigo u otros granos.

Como la fluorescencia se debe a la reaccidn efectuada entre el
&cido ké6jico que produce el hongo y la peroxidasa encontrada en
la semilla viva, la prueba se efectGa en semillas vivas ya que
las muertas o inviables no daridn fluorescencia. Es importante
aclarar que esta fluorescencia no se debe a las aflatoxinas sino

al crecimiento del hongo en la semilla viva (Garcla, 1989).
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Se recomienda que el grano Sea quebrado antes de la inspeccién
_con la luz negra. Este sxamen con la luz negra debe hacerse en un
cuerto obscuroc con luz UV (de longitud de onda de 365nm). 5i la
prueba presuntiva es positiva, posteriormente se realiza un
andlisis gquimico m&s especifico. Este método presuntivo ha sido
aprobado por la American Association of Cereal Chemists {método

AACC, 1986).

Para los resultados de esta prueba presuntiva sean veridicos y
confiables deben evitarse los errores mas frecuentes, como la
descripcién del color y el brillo en 1la muestra de granos,

tomando algunas precauciones como las siguientes:

1. Usar como referencia muestras auté&ntlcamente positivas que
no hayan sido muy expuestas a la luz UV,

2. Usar como referencia, patrén de color,

3. Confirmar la solubilidad del material fluorescente Ya due es
soluble en agua y

4. Confirmar que Jla particula fluorescente proviene del
endospermo amilacéo © de los fragmentos del embridn

grano de maiz.

IX.2  METODOS DESCRIMINATORIOS RAPIDOS

Estos métodos son culitativos y dan una aproximacién de 1la
cantidad de las aflatoxinas presentes en la muestra, permitiendo
la clasificacién de .las mismas en dudosas y seguras. Estos
métodos permiten la deteccién de aflatoxinas en varios productos

agricolas en un tiempo aproximado entre 15 y 30 minutos. Tiene
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como ventaja, el uso de reactivos guimicos y equipo f&cilmente
accesibles y de bajo costo. Entre estos se encuentran los
métodos aprobados por la AOAC: el de Romer y el de Holaday-Velaco

(1990) .
a) Método de minicelumna de Romer (1990)

Es aplicable para la deteccién de cantidades de aflatoxinas
hasta 10ppb del total de aflatoxinas en maiz blanco, malz
amarillo, cacahuates, nueces Yy pistaches. Utiliza como
disolventes cloroforho, potasa y sulfato de sodio anhidro. Para
la deteccidén se usan minicolumnas de borosilicato y l&mpara de
luz UV. Si la prueba es positiva para aflatoxinas se observa una

banda fluorescente de color azul.
b) Método de minicolumna Holadav-Velasco (1990}

Este método, al iqual que el anterior, permite la deteccién de
10ppb de aflatoxinas en maiz blanco, maiz amarillo y cacahuates.
Utiliza una minicolumna de fluorisil y sus reactivos son:
benceno, mezcla de agua~-metano, solucién de cloruro de sodio y
cloroformo-acetona. El método consiste en un extraccién Y
visualizacidén de cromateografia en celumna. Si la muestra es
positiva a aflatoxinas se observa una banda de fluorescencia azul
en la columna. El reactivo para la extraccién es metanol al 80%,
el extracto es filtrado, y tratado con una solucién de cloruro de
sodic y la extraccidtn final se hace con benceno. La aflatoxina
contenida en el extracto de bhenceno es atrapada en la capa de
fluorisil de la minicolumna y detectada por medio de la 1luz UV.

Las desventajas del mé&todo son la poca especificidad para la AFB;
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¥, por otro lado, es muy difficil decidir si la fluorescencia que
presenta para la AFB, es debida a niveles cercanos de 20ppb o
ligeramente arriba: Ademés, el bencenc, cloroformo y los
esténdares de aflatoxinas requeridas para este método presentan

importantes problemas de seguridad (Koeltzow, 18589).

Es importante conocer que las técnicas de minicolumna no son
utilizadas para cuantificar. Recientemente se desarrolld un
método de confirmacién de minicolumna para aflatoxinas. La
identidad de las aflatoxinas sobre la minicolumna desarrollada se
hace mediante la aplicacién de 20% de &cide sulfGrico, 20% de
dcide clorhidrico 6 &cido trifluoro-acético en 20% de Acido
nitrico. Todos los &cidos cambian la fluorescencia de azul a

amarillo.

II.3 METODOS CUANTITATIVOD

Varios de los métodos adoptades por los cientificos y 1las
agencias de gobierno est&n basados en los procedimientos de
cuantificacién y deteccidn por cromatograffa en capa fina, los

gue han sido evaluados con frecuencia por estudios colaborativos.

Los métodos de cromatografia liquida de alta resolucién son menos
utilizados, aunque no dejan de ser excelentes para la

cuantificacisdn de aflatoxinas.

La cromatografia en capa fina se utiliza para cuantificar las
micotoxinas mediante una medicién visual y densitométrica en sus
zaonas fluorescentes. La resolucién d&e aflatoxinas aen

cromatografia en capa fina varfa difia a dia debido a 1las
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condiciones cambiantes de laboratorio. La precisién expresada
como coeficiente de variacién para los estindares son de 5-10%

(densitémetro) y de 20 a 28% (visual) (Stubblefield y Shotwell
1977) .

a) Métodos de cromatoarafia en capa fina

Entre los métodos de cromatografia en capa fina se encuentra el
método CB descrito en el libro de métodos de andlisis de la
Asociacién de Quimicos Analistas 0Oficiales de 1los EEUUA
(AOAC,1950) . Este método se usa como método tipo para evaluar la

eficiencia de otros métodosa.
Este método consta de las siguientes etapas:

1) Extraccién: se basa en el uso de reactivos quimicos gque tienen
una polaridad semejaﬁte a las aflatoxinas de tal forma gue puedan

ser extraidas de las muestras.

2) Purificaci6bn: la purificacién se realiza por medio de
cromatografia en columna donde el extracto con la aflatoxina se
pasa a través de una columna de separacidédn, empacada con silica
gel. Se eluyen diferentes reactivos quimicos con distinta
polaridad, arrastrando consigo los materiales contaminantes
ajenos a las aflatoxinas y, finalmente, se colecta la aflatoxina

haciendo pasar disolventes de una polaridad afin a las mismas.

3) Cuantificacidén: la cuantificacidén se hace por cromatografia
en capa fina donde’ se aplican en capas de silica gel los

estandares y la muestra problema. La concentracién se calcula por
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comparacién visual o densitométrica.

‘La identificacidén de aflatoxinas necesita ser confirmada = aun
después de utilizar la cromatografia en capa fina. Uno de los
métodos de confirmacién segn el manual de la AOAC se basa en una

reaccisdn entre el acido trifluoroacético con AFB, y AFG,.

Una de las ventajas del método es que los disolventes que utiliza
(cloroformo, agua) extraen las aflatoxinas del maiz de una manera
eficiente. Pero tienen como, principales desventajas los grandes
vollimenes de disolventes que utiliza y su peligrosidad por su

grado de toxicidad.

Se han implantado varias modificaciones al método CB como puede
verificarse en el manual de la AOAC. Recientemente se publicé un
método de cromatografia en capa fina rapido, el cual utiliza para
la purificacién una éolumna de silica gel y para su confirmacién

la cromatografia de gases y espectroscopia de masas.
b} CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA Bﬁigéyglgﬁ {CLAR)

El andlisis por CLAR puede realizarse en fase normal o fase
reversa, con una deteccién por fluorescencia o por absorci6n con
luz UV. En la cromatografia de fase reversa los conpuestos
polares se eluyen antes que los compuestos no polares y la mezcla
de elucién es: solvente acuoso polar/solvente organico (v/v).
Este tipo de cromatografia utiliza columnas empaguetadas de
silica gel con enlaces de octadecilclorosilano. Estas columnas,
conocidas come columnas Cig, usan una fase mévil que contiene

agua como componente primaric (Stubblefield y Shotwell, 1977).
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Sin embargo, la intensidad de fluorescencia de AFB, y AFG, en la
‘'mezcla de disolvente en fase reversa depende de la
derivatizacién, que es generalmente preparada antes de ser
inyectada. En la derivatizacidn, las aflatoxinas By y Gy son
convertidas en hemiacetales B,, Yy G,,, los que presentan una
fluorescencia més intensa por tratamiento con 3c;do

trifluoroacético-agua (Hutchins y Hagler, 1983).

El analista debe estar consciente gue la derivatizacién de AFBo,
Yy AFG,, no es estable en metanol, po lo que los disolventes
utilizados de inyeccién deben ser usados con precaucién, se
recomienda la mezcla de acetonitrilo~agua ya gque no degrada

répidamente a la AFB,, Y AFG,.

Diferentes métodos en fase reversa han sido publicados,
incluyendo tres cemparaciones con el método CB. Stubblefield y
Shotwell (1977) encontraron que la AFM,, AFM,, AFB,, AFB,, AFG, Yy
AFG, tienen una buena resolucién Y son visualizadas con el
detector de luz UV a 350nm usando cromatografia en fase reversa,
mds una columna C:I.B (i10um, 4mn x 30cm) y con solventes de
elucidén: acetonitrilo-agua (35-65), con una velocidad de
1.5ml/min., Los métodos propuestos por Hutchins y Hagler (1983),
Devries y Chang (1982) y Tarter y col. (1984) utilizan &cido

trifluorcacético para la derivatizacién.

Diebold ¥y col., (1979) utilizaron un fluordmetro de laser para la
deteccidén de aflatoxinas By, después de la cromatografia en fase
reversa., Davis y Diener (1980) encontraron que la derivatizacién

de AFB; con yodo puece ser usada para el desarrollo de un método
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en fase reversa con el detector de fluorescencia para esta
derivatizacién. Este trabajo ha conducide al desarrollo de un
método de post-columna de ionizaciédn, que aumenta la
fluorescencia de B, y G, después de de la cromatografia en fase

inversa, el limite de deteccién para By es de 20 picogramos(pg).

En la cromatograflia en fase normal los compuestos gue son eluidos
primero son los no polares Y los menos polares. En varias
publicaciones los sistemas de disolventes para la rasclucién de
las toxinas en CLAR fase normal utilizan columnas de silica gel
activada y como eluyente mezcla de agua-cloruro de metileno y/o
cloeroformo (3-5, 7), pero no hay posibilidad de reproducir la
separacién, probablemente porque las variaciones de temperatura
en el laboratorio cambian la cantidad de agua disuelta en fase

mévil,

se introdujo una innovacién en las separaciones de aflatoxinas
detectadas en CLAR en fase normal bajo columnas de
nicroparticulas de silica gel, unidas al detector de
fluorescencia sobre una celda de flujo empacada de silica gel,
para permitir la deteccidén sensible de las aflatoxinas B,, By, Gy

y G, en niveles de 0.1-0.2 nanogramos(ng) (Pons, 1979).

En general la cromatografia liquida en fase reversa es preferible
a la fase normal, porque la fase mévil es m&s econbmica y fécil
de preparar y no es necesario un tiempo largo de equilibrio
(Tarter, 1984). SegGn Munck (1989), si se cuenta con un buen
eluyente, la deteccién por fluorescencia es més sensible que

aquella por absorcidn ultravioleta.
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JLas principales ventajas del CLAR son: la rapidez, exactitud,
precisién y automatizacién y la eliminaclén de variables
ambientales gque causan la degradacién de las aflatoxinas

(Stubbefield y Shotwell, 1977}.

II1.4 METOROD DE IMNUNOAFINIDAD

En estos métodos la purificaciétn de la aflatoxina se efectda por
medio de columnas que contienen anticuerpos moncclonales, los
cuales son capaces de reconocer y fijar la aflatoxina en un sitio

activo, dejando libre el material extrafio a la aflatoxina.

Los anticuerpos monoclonales son producides por especies
eucariéticas superiores como una respuesta a la exposicién de un
reactivo quimico de alto peso molecular ajeno a ella. Ciertas
claseg de anticuerpos pueden destruir directamente al invasor
mientras que otros 18s inmovilizan facilitando su deatruccién. El
anticuerpo tiene la habilidad para reconocer especificamente al

invasor y enlazarlo en un sitio quimico Gnico (Fig. 3).

Histéricamente, los anticuerpos han sido producidos en el
laboratorio inyectando a los animales con un reactive quimico
contra el cual se requiere de anticuerpos o también por 1la
inyeccién de moléculas estructuralmente similares. Después de una
serie de inyecciones, la sangre es colectada y se aislan los
anticuerpos. Esta técnica produce una mezcla de anticuerpos
llamada anticuerpos policlonales los cuales, a pesar de gque todos

reconocen la molécula de interés, lo hacen con diferente
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eficiencia. La principal deaventaja es gque dos animales no
producen el mismo “cocktail® de anticuerpos ya gua cada animal es

individual y obviamente tiene un limite de vida.

Por otreo lado los anticuerpos monoclonales son producidos por la
remocién del bazo de los animales inyectados y la separacién de
éstos, dentro de sus componentes celulares. Estos son fusionados
con células cancerigenas Y la resultante es un hibridoma (que son
¢élulas que tienen la habilidad de crecer en tubos de ensayo y

producir anticuerpos). Ccomo las células del bazo han sido

fusionadas, solamente un anticuerpo esti presente en alguna

preparacién de anticuerpos monoclonales. Con este procedimiento

se puede asegurar la produccién de anticuerpos con
caracteristicas definidas. Una ventaja futura es que estos
anticuerpos son mnéis especificos Yy, comparativamente, realizan
menos reacciones cruzadas con las sustancias contaminantes que

las mezclag de los tipicos anticuerpos de las preparaciones
policlonales.

A continuacién se presentan algunos de los métodos basados en

estos principios.
a) METODO “ELISAY

La aflatoxina B; en maiz puede determinarse usando técnicas en

fase s6lida de radio~inmunoensayos (RIA) (-] ensayo

inmunoadsorbente conjugado con una enzima (ELISA).
La principal ventaja de este método es la rapidez, la facilidad

en la preparacién de las muestras y su costo por andlisis. Su
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principal desventaja incluye la especificidad para 1las
. aflatoxinas B, y M, asi como la reactividad cruzada con otras
aflatoxinasa. Actualmente, este se considera un método
cuantitativo o semicuantitativo y su principal aplicacién es para
predeterminar pequefias concentraciones de aflatoxina By. La
cantidad presente de AFB, se determina mediante la reaccibn de
la enzima desarrolliando el color. La técnica de ELISA necesita un
avance mids sofisticado ya que es necesario desarrollar métodos
que puedan distinguir entre AFBy, AFB,, AFGy Y AFG,, individual o

colectivamente,

Si bien el método ELISA es sensible y sencillo, el ensayo es
tedavia propenso a algunas interferencias. El tiempo reportado
para el método ELISA es de 2 horas. Chu y col. (1987}
disminuyeron el tiempo de ensayo hasta en una hora, debide a 1la
optimizacién de la capa del suero hiperinmune y la incorporacién
de sustratos m&s sensibles. Cuando existe la presencia de grandes
cantidades de otras aflatoxinas, se establece la reaccién de
cruzamiento del anticuerpo con é&stas que, en el mé&todo ELISA es

esencial para la interpretacién final (Chu y Rachel, 1988},
b) Método de "Agri-Screen"

El método de an&lisis de Agri-Screen es un sistema basado en el
uso de anticuerpos, los cuales utilizan un lector de microcelda

para cuantificar los resultados (Koeltzow, 1989).
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<) Método de "EZ=-Screen®
El anAlisis de EZ-Screen (también llamado Signal Quick card) fué
desarrollado por Environmental Diagnostics, Inc. Constituye un

andlisis de ELISA modificado (Koeltzow, 1989).
a) Método tipo MOXOQID"

Este método combina la especificidad de la atlatoxina y del
anticuerpo con la deteccisén de aflatoxina en una columna de tipo

de Holaday~Velasco {(Koeltzow, 1989).
e) M&todo inmuncenzimAtico homegéneo de aflatoxina B,

Este método se basa en el efecto de inhibicién de la reaccién
enzimdtica gue produce la adicién del anticuerpo sobre un
conjugado de toxina-enzima, utilizando el derivade de 1la
aflatoxina Bl-carboximetil-albﬁmina bovina meodificada (Escobar y
col., 1988).

£) Método columas de afinidad-fluordmetro (Aflatest)

Aflatest pateﬁté y comercializé una prueba cuantitativa gue
permite la deteccidn total de las aflatoxinas B,, B,, Gy) G Y My
en forma rapida y con alto grado de precisién. Dentro de las
ventajas gque tiene se encuentran la rapidez (10 minutos), que es
cuantitativo (comparable a la CLAR), segurc Yy de bajo costo de
inversién en un equipo de fluorometria. Para el desarrollo del
método se necesita primero de una extracci6n usando un disclvente
affn a la polaridad de las aflatoxinas con agitacién mecénica y
de una purificacién que se lleva a cabo utilizando columnas .de

inmunoafinidad. Estas columnas utilizan anticuerpos monotlonales
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que enlazan Qnicamente a las aflatoxinas dejando pasar el
_material extrafo. Los lavados de esta columna son mucho mas
sencillos. Finalmente, se realiza una cuantificacién por medio de
un fluorSmetro, donde la aflatoxina ya purificada se hace
reacclonar con el revelador (yodo 0.2%), para ser cuantificada

fluorométricamente. Sin embargo, 1las columnas son sumamente

costosas.

Ccon base en la disponibilidad de equipo existente en los
laboratorios del Centro Nacional de Investigacién Certificacién y
Capacitacién (CENICC) de los Almacenes Nacionales de Depdsito,
ANDSA y de la Facultad de Quimica de la UNAM, se seleccionaron

cuatro metodologias para la cuantificacién de las aflatoxinas:

EXTRACCION Y PURIFICACION CUANTIFICACION
Método I ¢B (ACAC) CLAR
Método II AFLATEST FLUOROMETRO
Método III AFLATEST CLAR
Método IV THEAN y Col., (1980) CLAR

En los siguientes capitulos se presenta en forma extensa asta

evaluacién de metodologias.
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IIX. MATERIALES Y NETODOS

" Materiales

Como se menciocnaba en la justificacién de este trabajo, se tienen
almacenadas cantidades muy considerables de maiz contaminade con
aflatoxinas, las cuales no han sido destruidas con la esperanza
de encontrar sistemas de desintoxicaciédn cuyes costos sean
menores a los del propio grano. Por ello, para asta tesis se
utilizé maiz proveniente del silec 85, contaminado naturalmente en
el campo, molido, tamizado por malla 10 y malla 20 vy
caracterizado mediante un andlisis bromatol&gico. El1 maiz fue
proporcionado por Almacenes Nacionales de Depbsito, S.A., (ANDSA)
De un lote de Skg de maiz que, originalmente fue obtenido de un
muestreo a granel, se empled el método de cuarteo para obtener
muestras de 50g para cada determinacién analitica. En el apéndice
II1 se presentan las netodologias m&s comunes usadas para

muestrear granos en silos, contenedores, sistemas de transporte,

etc.,

También se_ usé maiz contaminado artificialmente con objeto de
validar las metodologias usadas. A grano sano, originario de
‘Toluca al cual previamente se le realizé un andlisis para
corroborar que no habia aflatoxinas presentes en la muestra,se
adicionaron estandares de aflatoxinas a muestras de 50g. Las
adiciones fueron de 25ppb (microgramos de aflatoxinas por
k;logramo de grano) de aflatoxina total (20ppb de AFB; Yy Sppb de

AFB,) y 20ppb (15ppb deAFBl, 3ppb de AFB;, 1ppb de AFG; Yy ippb de
AFG,) .
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Para la contaminacién de las muestras, se pesaron previamente
509 de maiz molido y tamizado en un matraz elermeyer de 250ml, al
que se le adicionarqgn volumenes equivalentes a la concentracién
deseada de cada aflatoxina utilizando microgeringas, ya que las
aflatoxinas se encontraban disueltas en benceno-acetronitrilo
(98:2) a una concentracién de 1img/Lt, la solucién de las
aflatoxinas fue dispersa en toda la muestra, posteriormente se
realizé una homogenizacidn por medio de agitacidn mec&nica
durante 30 minutos. Las muestras se dejaron reposar 24 horas en

refrigeracién antes de ser analizadas.

Métodos anal cos

Las combinaciones de los mé&todos usados, como se menciond en el
capitulo anterior, fleron el método tradicional CB (AOAC, 1990)
para la extraccién y purificacidn, acoplado con la cromatografia
de liguidos de alta resolucidn (CLAR), el mé&étodo columnas de
afinidad-fluorémetro (Aflatest, 1950) de acuerdo a las
instrucciones del manual, el método columnas de afinidad-~CLAR
empleando el método Aflatest (1990) para la extraccidn y
purificacion de las aflatoxinas y la cuantificaciénm por
cromatografia de liquidos de alta resolucién y el método de Thean
Yy col. (1980) utilizando para la purificacién columnas empacadas
de silica gel (sep-pack) y la cuantificacién por CLAR. Los

métodos utilizados se presentan con detalle en el apéndice IV.
Andlisis estadisticos:

Los resultados analiticos obtenidos fueron evaluados
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estadisticamente siguiendo las metodologias del andlisis ade
varianza, desviacién estandar, coeficliente de variacién y media

aritmética (Daniel, 1982).

X = madia aritmética

n n = npinerc de valores de la muestra

® = valores especificos de cada nuestra

S = deswviacidn esta&ndar

s= g2 =

C.V. = coeficiente de variacién
3 {100)

c.V = ——————
x
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Iv. RESULTADOS Y DISCUSION

Se hizo un anSlisis bromatolSgico del matz contaminado que se
presenta en la tabla A. Los resultnﬂos obtenidos de estos
experimentos se presentan en las tablas 1" a la 14. En las
primeras nueve se tienen los datos obtanidos de los diferentes
métodos aplicados a la cuantificacién de aflatoxinas, tanto en
maiz contaminado de manera natural (silo 85), como del grano sano
que fue artificialmente contaminado con soluciones conocidas de
aflatoxinas. Asimismo, se presentan fotocopias de algunos de los
cromatogramas obtenidos (Fig. 4 a 9). Da las tablas 10 a la 14 se
presentan los costes.y el tiempo de realizacitn de cada métedo.
En el apéndice IV se adjuntan otras tres tablas gque incluyen

resultados adicionales.

Los datos para maiz contaminado naturalmente se presantan en las
tablas 1 a la 3. Es importante mencionar gque aunque los 5kg de
maiz contaminado naturalmente fuercn homogenizados lo mejor
poasible, las muestras de 509 no resultaron sexr totalmente

homogéneas. Esto se observa en los dates reunidos.

La tabla 1 da los rasultados obtenides por el método CB-CLAR.
Para las nuestras malla 10, (de 20 an&lisis realizados se
escogieron los ocho yaloras mfs parecidos entre si), el contenido
de aflatoxinas B; + B, fue alrededor de 15ppb, en estas muestras
se adicionaron 10ppb de AFG, como esténdar interno, con el fin de
determinar el error del analista, de aquf gque el total de
aflatoxinas fue de 26ppb. Con respecto a los coaficientes de
variacién para las aflatoxinas By + By es de 8.13, pero de 50.72

para la AFB,. Esto puade indicar que 1la aflatoxina B, se
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encuentra distribuida de una manera m&s heterogénea que 1la
aflatoxina B, 6 que al encontrarse en concentracionas mfs bajas,

las etapas de purificacifn pueden afectar la determinacién final.
Para las muestras de wmalla 20, obtenidas por tamizado de 1la

muestra original, la variaciédn es considerable entre ellas

(86.15 para AFB,, 80.126 para AFB, Yy 85.85 para AFS, + AFB,).
1 2 1 2

Los coeficientes de variacién son bastante altos, lo gue indica

la baja precisién del método. Particularmente para la muestra 9
los extractos fueron divididos equivolumétricamente en 3 columnas

¥y extraides con cloroformo. Esto se realizé con el fin de

observar si la wvariacitn de los resultados se debia
distribucién

a la
heterogénea de las aflatoxinas o a la etapa de
purificacién del método. Los resultados condujeron a concluir que
es en la etapa de pyrificacién donde existe una gran perdida de

las aflatoxinas, ya gue esta etapa se ve muy afectada por la

forma de empagque de las columnas y por la calidad de los
reactivos quimicos utilizados.

Ccon relacién a la variacién en el tamafio de partlcula, se muestra
la diferente distribucién de las aflatoxinas en el grano, ya gue

para el total de aflatoxinas (Bl + By) para malla 140 da una

media de 15 y 1ippb para malla 20.

La tabla 2 presenta los resultados obtenidos usando columnas de
afinidad en la etapa de extraccién y purificaclién y 1la

cuantificaci6én por medio del fluorémetro y CLAR. En 1los

resultados obtenidos por medic de columnas de afinidad-

fluordémetro, aparentemente la medida de 1la malla no juega un

36



papel importante (los coeficientes de variacién son de 9.41
‘contra 9.27) para la cantidad total de aflatoxinas que va de 52 a
60ppb. Para el tamaflo de particula malla 10, los valores del
contenido total de aflatoxinas son muy similares por ambos
métodos: para el método columnas de afinidad-CLAR es de 51.23, ¥y
52.80 para el método columnas de afinidad-fluorémetro. Sin
embargo, para las muestras malla 20, existe una variacién
considerable entre ambas metodologias, ya gue el contenido total
de aflatoxinas, es siempre un tercio menos por el método columnas
de afinidad-CLAR con respecto al obtenide por el método columnas
de afinidad-fluorémetro (40.38 contra 60.5). Esto, nuevamente, se
puede atribuir a una variacién en la calidad de los reactivos

guinicos utilizados.

comparando los coeficientes de variacién para ambas metodologias
y entre los dos tipos de malla, se observa gue son muy semejantes

a excepcién de 1la AFB,.

Para el método de Thean y col. (tabla 3) 1los coeficientes de
variacién fluctdan entre 30.981 para el contenido total de
aflatoxinas, 55.63 para la aflatoxina By Y 56.29 para la
aflatoxina B, cuando el tamafio de particula es 10. Valores
semejantes resultan para la malla 20 (30.552 para AFB;, 40.541
para AFB, y 38.758 para el total de aflatoxinas). Estos valores
indican gque el método no es preciso. Asimismo, comparando el
contenido total de aflatoxinas entre las dos mallas se observa

una marcada diferencia (40.516 contra 17.057ppb).

De la tabla 4 a la 8 se muestran los resultados obtenidos de los
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anflisis realizados a las muestras de maiz contaminade

artificialmente.

En la tabla 4, se muestran los resultados del método CB=CLAR para
muestras contaminadas con 25ppb de aflatoxina total (20ppb de
AFBy Yy S5ppb de AFB;). Se observa que los resultados son
extremadamente bajos, sl se compara la cantidad obtenida (20ppb
contra un promedio de 5.3ppb de AFB,, 5§ contra un promedio de
1.5p1.;b de AFB,). Si se eliminan las wmuestras 33 y 34 los
resultados mejoran un poco (20 contra un promedio de B.23ppb de
AFB, y 5 contra un-promedio de 2.3ppb de AFBy). Sin embargo,

estos resultados sefitalan que el método no es exacto.

Por lo gue respecta a los coeficientes de variacién estos son
bastante altos, aGn si se eliminan las muestras 33 y 32, lo que
indica gue el método no es muy preciso y por consigujente, poco
reproducible, Por lo tanto se induce que la pérdida de aflatoxina
ocurre en la etapa de extraccién y purificacién de la muestra ya
que influyen varios factores como la preparacién de la columna,
la calidad de los reactivos quimicos y el tiempo de elucién, los
cuales afectan la recuperacién de las aflatoxinas, dande lugar a
una pérdida de aproximadamente el 50% del contenido adicionado
originalmente en la 'muescra. Para corroborar esta hipb6tesis se
llevé a cabo otro experimento en el cual el extracto recuperadoc
de la muestra 36 fue dividido equivolumétricamente en tres
muestras de 50ml cada uno, las cvales fueron purificadas en tres

columnas, preparadas de la misma forma y eluidas con los miswmos

reactivos de acuerdo al método CB (tabla 5). Se puede observar

38



que los datos encontrados tienen valores conpletamente
_diterentea. Por lo tanto, se induce gue la pdrdida se da en esta
etapa. Si se elimina el dato 36~B para mejorar el an&lisis
estadistico, los resultados mejoran un poco, aunque siguen el

mismo comportamiento que el anterior (tabla 4).

El cambioc de la malla 10 a la malla 20 no ofrece diferencia

significativa entre los resultados obtenidos.

Para los resultados obtenidos en la tabla 6, donde se utilizaron
como metodologias columnas de afinidad-fluordmetro y columnas de
afinidad-CLAR, se observa que el método columnas de afinidad-
fluorémetro da resultados de 100% nis de la cantidad adicionada
originalmente (2Sppb contra 44.6ppb de aflatoxina total). En este
caso parece ser gque los Bsolventes de los est&ndaras de
aflatoxinas interactdan con la solucidn reveladora que utiliza
este método para llevar a cabo la cuantificacién fluorométrica.
Este problema ser& tema de otro estudio, por lo tanto, no ser4

discutido posteriormente.

Para la detecciétn con CLAR, después del uso de las columnas de
afinidad, los resultados dan siempre valores muy parecidos a las
cantidades adicionadas originalmente (20 contra 21.7ppb para AFB,
Yy 5 contra 4.87ppb para AFBy). Confirmando la hipétesis sobre los
problemas ﬁrasentados en la etapa de purificacisn del método CB.
Si se comparan los coeficientes de variacién para ambos métodos,
se observa que estos son bajos, lo gque indica la precisién del

método y la reproducibilidad del mismo. En este caso Gnicamente

se usaron muestras malla 10.
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Empleado el mismo procedimiento para las muestras contaminadas
artificialmente con las cuatro aflatoxinas y con un tamafic de
particula malla 20 (tabla 7), nuevamente se observa gue el mé&todo
columnas de afinidad-fluorédmetro da valores ligeramente nés altos
que los adicionados originalmente (20 contra un promedio de
26.5ppb del total de aflatoxina). Estos valores no son tan altos
como en la malla 10 bara la mezcla de aflatoxinas By ¥ By, pero
no obstante son altos., Por el contrariec la cuantificacién por
CLAR da wvalores ligeramente m&s bajos gque las cantidades,
adicionadas originalmente (15 contra 8ppb de AFB,, 3 contra
2.6ppb de AFB,, 1 contra 1.531ppb de AFGy; y 1 contra 0.539 de
AFG,). Estas diferencias pueden ser atribuidas al tamafio de

part{cula que interfiere en las extracciones.

En la takla 8 se encuentran 1lo0s resultados obtenidos usando el
método de Thean y col. Se observa una deficiente recuperaciétn de
las aflatoxinas (15 contra un promedio de 9.99 de AFBy, 3 contra
un promedio de 1.3ppb de AFB, ¥ 1 contra un promedio de 0.1ppb de
AFG,). Estas pérdidas de aflatoxinas se atribuyen nuevamente a la

etapa de extraccién y purificacién del método.

En la tabla 9 se hace una comparacién de cada método, tomande en
cuenta el tamafio de partficula de la muestra, la cantidad de
aflatoxina detectada y el coeficiente de variaciébm. De acuerdo a
esta tabla los métodos que proporcionan una mejor recuperacién de

las aflatoxinas son columnas de afinidad-fluorémetro, los cuales

presentan los coeficientes de variacibn m&s bajos.

40



En las tablas de la 10 a la 13, se reportan lcs cosatoa de

reactives y eguipo para cada método.

En la tabla 10 se tienen los costos para el mgtodo CB. Se puede
observar gque el 80% del costc total se dabe a la gran cantidad de
reactivos quimicos que son empleados en la metodologla, el 20%
restante represanta el costo del eguipo.

La tabla 11 presenta los costos para el método columnas de
afinidad~fluorSmetro. Como se puede ver en esta tabla el B0% del
costo total se atribuye al precio de la columna de afinidad, 1la
cual es demasiado cara debido a que solo hay un distribuidor en
el merdado mexicano. Es probable, que si se busca otro
distribuidor en el extranjero, la competencia de lugar a una
reduccién en el costo de la columna y de esta forma el método

seria accesible y competitivo con los demis.

La tabla 12 presenta los costos para la metodologia columnas de
afinidad~-CLAR. Nuevamente se observa que el 78% del costo total
se debe a la columna de afinidad. Si se lleva acabo lo mencionado

anteriormente, el método seri competitivo con los demis.

En la tabla 13 se tiene los costos para el métodoc Thean y col. Se
puede ver gque aungue el método es de bajo costo, el 74% del costo

total se atribuye a ros reactivos.

En la tabla 14 se presenta el promedio de costos de los métodos
usados para la cuantificacién de aflatoxinas, asi como el tiempo
empleado en su realizacisén por muestra. Se observa gue las
metodologias mas costosas son columnas de afinidad-CLAR y

columnas de afinidad-fluorémetro, sin embargo son las gue emplean
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el menor tiempo en su realizacién. Los métodos menos costosos son
el Thean y col. y el CB-CLAR, sin embargc emplean m&s tiempo en

su realizacién y su bajo costo no justifica su imprecisién.

Tabla A. Resultados. de los anAlisis bromatologicos del maiz
silo 85 (contaminado naturalmente)

Humedad Protelna Cenizas Grasa Fibra cruda

12.07% 11.63% 1.43% 2.36% 37.84%
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*Tabla 1. Resultados obtenidos usando el método CB-CLAR para las
aflatoxinas presentes en maiz contaminado naturalmente (silo 85)

Muastra AFB1 AFB2 Bl + B2 AFG1, E.I. Total
malla 10 ppb PPb ppb ppb ppb
blanco 10.788 0.279 11.067 1.463
b 3 17.17 0.807 17.977 8.9 27.87
2 14.09 0.676 14.766 11,09 25,86
3 14 .064 Q.588 15.192 9.711 24.901°
4 13.242 0.933 14.175 11.23 25.405
5 13.918 0.924 14.842 12.326 27.168
6 13.438 0.777 14.215 11,049 25,264
7 15.845 0.089 15.934 11,986 27.92
8 15.81 0.208 16.018 12.146 28.16
X 14.609 0.625 15.388 11.179 -
s 1.401 0.317 1.251 0.979 -
c.v. 9.536 50.72 8.132 8.764 -
Muesta
malla 20
SA* 7.017 0.754 - - 7.771
9B+ 24,239 1.741 - - 25,98
9Cw 3.587% 0.515 - - 4.102
10 3.051 - - - 3.051
11 12.88 0.993 - - 13.873
X 10.154 0.800 - - 10.955
s 8.792 d.641 - - 9.405
C.V. 86.585 80.126 - - .85.850
X» 11.61 1.003 - - 12.617
S* 11.066 0.649 - - 11.716
C.V.% 95.287 64.775 - - 92.852
X = media

S = desviaciéen estandar

C.V. = coeficiente de variacion

E.I. = estandar interno (10 ppb AFG,;)

* aextractos recuperados en muestras equivolumetricas de 50ml y
purificadas en columnas
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Tabla 2. Resultados obtenidos usando los métodes de columnas de
‘afinidad~fluorémetro y columnas de afinidad-CLAR para aflatoxinas
presentes en malz contaminado naturalmente (silo 85)

lectura cuantificacién CLAR
Muestra fluordmetro AFB AFB Total
malla 10 ppb ppé PPE ppb
12 57 54.137 2.002 56.138
13 56 52.31 2.03 54.34
14 49 44.106 2.166 46.272
15 46 41.54 2.04 43.582
16 56 53.80 2.02 55.82
X 52.800 49.178 2.051 51.230
S 4.969 5.912 0.065 5.871
C.V. 9.413 12.022 3.191 11.461
Muestra
malla 20
17 62 45.789 1.094 46.88
18 59 36.019 0.704 36.72
19 50 33.99 1.554 35.55
20 65 34.906 1,660 36.56
21 65 38.38 0.687 39.077
22 62 35.20 0.350 35.55
X 60.5 37.380 1.008 38.389
s 5.612 4.380 0.521 4.354
C.V. 9.276 11.717 51.712 11.343
x = media
S = desviacién estandar
C.V. = coeficiente de variacién
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Tabla 3. Resultados obtenidos usando el método de Thean y cbl.

(1980) para

aflatoxinas

presentes contasinado

naturalmente (silo 85)

Muestra AFB AFB. Total

malla 1¢ pp% ppg PPb
23 17.859 6,176 42.035
24 59.051 5.141 64.192
25 34.754 1.568 36.322
X 37.221 4.295 47.516
S 20.70 2.417 14.727

C.V. 55.63 56.29 30.981

Muestra

malla 20
26 12.687 1.284 13.971
27 14.561 0.625 15.186
28 9.841 0.473 10.314
29 26.543 1.257 27.8
30 17.147 0.867 18.014
X 16.is5 0.901 17.057
s 6.390 0.365 6.610

C.V. 39.552 40.541 38.758
X = nedia

S = desviacién estandar

C.V. = coeficiente de variacién
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Tabla 4. Resultados obtenidos usando el método CB-CLAR para
aflatoxinas presentes en maiz contaminado artiricialmente (20 ppb
AFB; + 5 ppb AFB,)

Muestra AFB1 AFB2 Bl + B2 APGl, E.I. Total
malla 10 ppb PPb ppb ppb PPD
31 4.878 1.751 6.629 9.339 15.968
32 10.602 2.645 13.247 8.663 21.91
3% 1.721 0.741 2.462 9.216 11.678
34 0.262 - 0.262 9.386 9.648
35 9.225 2.488 11.713 10.445 22.158
X 5.337 1.525 6.861 9.409 -
S 4.524 1.137 5.639 0.646 -
Cc.V. 84.763 74.572 82.187 6.87 -
X 8.235 2.294 10.529 9.487 -
S* 2.987 0.477 3.464 0.899% -
C.V.» 36.280 20.801 32.828 9.487 -

*x = media

S = desviacién estandar

C.V. = coeficiente de variacién

E. I. = Estandar interno (10 ppb AFG,)
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‘Tabla 5. Resultados obtenidos usando el método CB~CLAR para
aflatoxinas presentes en maiz contaminado artificialmente (20 ppb
AFB, + AFB,) pero distribuyendo todos los extractos recuperados
en muestras eguivolumetricas de 50mL y purificandolas en
columnas de acuerdo al método CB

Muestra AFB AFB Total
malla 10 pp% ppg ppb
36A 5.408 2.169 7.577
I6B* 0.749 0.961 1.71
36C 7.942 2,572 10.24
X 4.699 1.900 6.509
s 3.648 0.838 4.364
c.V. 77.631 44.108 67.047
X* 6.675 2.370 8.908
S* 1.791 0.284 1.883
C.V.* 26.843 12.021 21.137
malla 20 -
37A 6.158 2.387 8.545
37B 4.417 1.993 6.41
37¢ 7.01 0.666 7.676
X 5.861 1.682 7.543
S 1.321 0.901 1.073
c.vV. 22,547 0.536 14,232

x = media

S = desviacién estandar

C.V. = coeficiente de varilacién

* g3in los datos de la muestra 36B
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Tabla 6. Resultados obtenidos usando los métodos columnas de
afinidad-flucrémetro y columnas de afinidad-CLAR para
‘aflatoxinas presentes en maiz contaminado artificialmente (20 ppb
AFBy + 5 ppb AFBj)

Lectura Cuantificacién CLAR

Muestra fluorémetro AFB1 AFB2 Total
malla 10 ppb ppb ppb ppb
38 43 24,895 4.714 27.25
39 43 20.643 4.877 25.51
40 48 21.139 4.580 25.719
41 42 22.158 5.158 27.25
42 47 19.652 5.041 24.693
blance [v]
X 44.6 21.697 4.874 26.084
s 2.701 2.002 0.234 1.131
c.v. 6.057 9.230 4.818 4.335

x = media

s = desviacién estandar

C.v. = coeficiente de variacién

Tabla 7. Resultados obtenidos wusando los métodos columnas de
afinidad-fluorémetro y columnas de afinidad-CLAR para aflatoxinas
presentes en maiz contaminado artificialmente (15 ppb AFB,, 3 ppb
AFB;, 1 ppb AFG; y 1 ppb AFG;)

lectura cuantificacién CLAR

Muestra fluorémetro AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Total

malla 20 rpb Ppb PPk ppk qu rPPh
43 27 8.730 2.545 1.804 0.149 13.23
44 25 8.147 2.120 1.780 0.020 12.068
45 26 8.403 2,282 1.365 0.832 12.883
46 29 9.135 2.901 1.657 0.626 14.320
47 28 3.242 2.563 0.928 1.021 7.755
48 24 9.828 3.074 1.654 0.583 15,141

blanco 1 o} [} 0 0 0o
X 26.5 7.914 2.580 1.531 0.539 12.566
S 1.870 2.363 0.360 0.334 0.387 2.593
c.V. 7.059 29.869 13.959 21.829 71.826 20.642
X 26.2 8.848 2.584 1.652 0.442 .13.528
S* 1.923 0.660 0.402 0.174 0.342 1.210
C.V,* 7.342 7.466 15,581 10.566 77.533 8.951

X = media

S = desviacién estandar

C.V. = coeficiente de variaci®n

* gin los datos de la muestra 47
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Tabla 8. Resultados obtenidos usando el método Thean y col.
(1980) para aflatoxinas presentas en maiz contaminado
artificialmente (15 ppb AFB,, 3 ppb AFB,, 1 ppb AFG,, 1 ppb AFG,
Muestra AFB1 AFB2 AFG1l AFG2 Total
malla 10 ppb ppb ppb PpPb PR
49 10.628 1.322 - 0.128 12.078
50 9.6 1.269 0.902 0.095 11.866
51 10.752 1.387 - 0.143 12.282
52 9.226 1.237 - 0.081 10.544
53 9.3 1.290 - 0.089 10.679
X 9.991 1.301% - 0.107 11.489
s 0.734 0.057 - 0.026 0.816
Cc.V. 7.422 4.395 - 25.034 7.206

x = media
S = desviacidén estaAndar
C.V. = coeficiente de variacién

Tabla 9.
determinacién total de aflatoxinas en
contaminado naturalmente y artificialmente.

Comparacidén entre los métodos analiticos usados para la

muestras de maiz

maiz
contaminado naturalmente

maiz

contaminado artificialmente

AF’'s c.V. AFrg c.v.
Ppb Ppb
malla 10 15.39 8.13 9.5 (25) 9.49
CB=CLAR
malla 20 10.96 85.85 - -
malla 10 52,8 9.41 44.6 (25) 6.06
CA-F
malla 20 60.5 9.28 26.5 (20) 7.06
malla 10 51.23 11.48 26.1 (25) 4.34
CA-CLAR
malla 20 38.39 11.34 13.5 (20) 8.95
m 10 A7.52 30.98 11.5 {(20) 7.21
Thean y col.
m 20 17.06 38.76 - -
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TABLA 10. Costos para el método CB (Pesos maexicanos)

Reactivos cantidad Costos Cantidad costos
reactivo reactivo analisis

Celite 359 30,000 5009 2100,00

Sulfato de 209 168,340 10kg 336.68

sodio

Silica gel 109 190,575 10009 1905.75

Carbonato 0.39g 51,475 5009 30.88

de cobre

Fibra de 29 17,000 500g 68. 00

vidrio

Cloroformo 400ml 32,175 1000ml 12,870.00

Hexano 150ml 6,500 1000ml 975.00

Eter 150ml 160,564 18000ml 1,337.70

etllico

Metanol 4.5n1 14,220 9000ml 7.11

TFA 0.2ml 21,458 100ml 42.91

Papel Whatman 1 250 100 2.50

Agua destilada 25ml 6,000 181lts 8.30

Hipoclorito 20ml 5,700 1000ml 114.00

de sodio

Metanol CLAR 8.5ml 67,827 4lts 143.976

Ac.acético 2.8ml 20,303 1lc §7.461

NaoH 0.113ml 31,274 500g 7.08

Total reactivos $ 20,018.55

Equipo Néamero Costo Depreciacién Tiempo de uso

piezas unitario a 5 afios y (por andlisis)

energia

Agitadoer 1 2,128,000 36.9 30

Rota-vapor 1 2,912,829 252.8 30

Campana de

extracecién 1 27,500,000 716.1 45

Bomba de wvaclo 1 730,588 0.8 2

Tangue de

nitrégeno 1 380, 000 2.2 10

Cromatégrafo

de liquidos 1 82,000,000 4,270.8 S0

Balanza

granataria 1 386,400 1.1 B

Total de equipo $ 5,280.77

Costo total por analisis $ 25,299.25
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Tabla 11. Costos para el método Columnas de afinidad-fluorémetro

(pesos mexicanos)

Reactivos Cantidad Costo Cantidad Costo
reactivo reactivo andlisis

Metanol soml 51,147.4 4lts 1,022.94

Agua destilada 80ml 6,000 1.81ts 27.00

Metanol HPLC iml 67,827 41ts 16.95

Revelador iml 7,214,065 30ml 2,404.00

Nacl Sg 5,000 1kg 25.00

Papel predoblado 1 149,408 100 1,494.08

Papel fibra 1 249,211.9 100 2,492.11

de vidrio

Columna Aflatest 1 4,601,766.4 100 46,018

Y celda

Hipocloriteo de 5 5,700 11t 28.5

sodio

Total reactivoes $ 53,528.28

Equipo Némero costo bepreciacién Tiempo de uso

piezas unitario a 5 afios y (por analisis)
energia

Campana de

extraccion | 1 27,500,000 716.1 45

Fluorémetro 1 62,000,000 3,500.0 1.5

Balanza

granataria 1 386,400 1.1 1

Total de equipo $ 4,217.2

Costo total por analisis

$ 57,745.48
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Tabla

12. Costos para el método de columnas de afinidad-CLAR

Reactivos Cantidad Costo Cantidad Costo
reactivo reactivo analisis
Metanol 80ml 51,147.4 41lts 1,022.94
Agua destilada 8O0ml- 6,000 1.81ts 27.00
Ravelador iml 72,140.65 30ml 2,404.00
Acetonitrilo 2ml 153,895 11t 303.79
HPLC
Hexano HPLC 0.2m1 177,100 4l1tse 8.85
Nacl 5g 5,000 1kg 25.00
Papel predoblado 1 149,408 100m) 1,494.08
Papal fibra 1 249,211.9 100 2,492.11
de vidrio
Columna Aflatest 1 4,601,766.4 100 46,018.00
y celda
Metanol HPLC 7.07ml 67,827 41ts 119.96
TFA 0.2ml 21,458 100nml 42.91
Ac.acético 2.3ml 20,303 1t 47.87
NaOH 0.094qg 31,274.25 500g 5.87
Hipoclorite sml 5,700 11t 28.5
de sodio
Total reactivos $ 54,049.43
Equipo Némero Costo Depreciacitn a 5 Tiempo de uso
plezas unitario anos y energia (por anédlisis)
min
Campana 1 27,500,000 716.1 20
de extraccitn
Cromatégrafo
de ligquidos 1 82,000,000 4,270.8 20
Balanza
granataria 1 386,400 1.2 5
Tangque de 1 380,000 2.2 10
nitrdgenc
Total de equipo $ 4,990.2

Costo total por analisis

$ 59,039.63
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Tabla 13. Costos para el método Thean y col.

{1980) (pesos

mexicanos)
Reactivos Cantidad Costo cantidad Costo
reactive reactivo andlisis
Celite 109 30,000 5009 600
Sulfato de 6g 60,569 1kg 363.41
amonio
Metanol 160ml 14,220 91t 252.80
Agua dastilada 120ml 6,000 181t 40.00°
Cloroformo 12.8ml 32,175 11t 413.45
Hexano 3.5ml 6,500 11t 26.00
Eter etilico 2.0ml 160,524 181t 17.84
Etanol 0.15ml 8,500 11t 1.28
Cartucho 1 653,683.00 50 13073.66
sep-pack
Hipoclorito 20ml 5,700 11t 114.00
de sodio
NaOH 0.113g 31,274.25 5009 7.08
Ac.acético 2.83ml 20,303 1litro 57.46
Metanol HPLC 8.5ml 67,827 4l1itros 143.97
Total reactivos $ 15,122.16
Equipo Némero Costo Depreciacién a 5 Tiempo de uso
piezas unitarioc anos y energia (por anilisis)
min
Agitador 1 2,128,000 36.9 30
Rota=-vapor 1 2,912,829 252.8 150
Campana de
extraccién 1 27,500,000 716.1 45
Bomba b3 730,588 0.8 2
de vacid
Tangue 1 380,000 2.2 i0
de nitrégeno
Cromatégrafo 1 82,000,000 4,270.8 80
de liquidos
Balanza 1 386,400 1.1 S
granataria
Total de -equipo $ 5,280.7
Costo total por andlisis $ 20,404.86
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Tabla 14.

Promedio de costos de

cuantificacién de aflatoxinas (pesos mexicanos)

los métodogs usados para la

Estandar cantidad costo Cantidad costo
aflatoxina g $ PM reactivo, gy muegtra $ PM

By 1.50E-08 57,725 0.001 0.79

BZ I.50E=-08 90,187 0.001 1.35

Gy 1.50E-08 61,050 0,001 0.92

Gy 1.50E-08 99,345 0.001 1.49

Total 4.55
Método Reactives Uso de equipo Tiempo costo total
$ PM $ PH min $ PK

CB=CLAR 20,018.55 5,280.7 210 25,299.25
CA-F 53,528.28 4,217.2 10 57,745.48
CA-CLAR 54,049.43 4,990.2 60 $9,039.63
Thean y col. 15,122.16 5,280.7 260 20,402.86
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Fig. 4 ¢romatograma de la cuantificacién de aflatoxinas por

método CB-CLAR para malz silo 85,
* AFG, es el estindar interno
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NRME PFB -

RT ARER BC RF
AFLA G1 14.873 4. 83 532137 91 48861.682
RFLA 81 ‘ 9. 225 6.64 6082398 @l 6530d.5596
AFLA G2 -. 882 9. 29 12455 01 1. -
AFLA B2 2. 488 12,88 282562 G1 84415.595
JI0T7TALS 22.793 —_— 1349602_ . _.

Fig. 5

Cromatograma de la cuantificacién de las aflatoxinas por
el método CB-CLAR para maiz contaminado artificialmente
{(20ppb de AFB, y Sppb AFB.)

* AFG, es el estindar internho
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RFLA B2 1. 483 12.24 234718 91 167297.22

-

s} €5, 108 3319653
Fig. 6 Cromatograma de la cuantificacién de aflatoxinas por.el

método columnas de afinidad-CLAR para maiz contaminado
naturalmente silo 85 .
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6. 49

12.35

_j]i_i szgés
R 8

NRME FPB RT ARER BC RF
AFLA B1 26, 466 6.45 1518485 01 57371.941
AFLA B2 6. 253 12.35 549466 91 87872.381
TOTALS 32.71%9 2067371

Fig. 7 Cromatograma de la cuantificacidén de aflatoxinas por el
método columnas de afinidad~CLAR para maiz contaminado
artificialmente (20ppb de AFB, Yy Sppb de AFB;)
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NAME PPE RT ARER BC ~ RF

AFLA E1 EX:. [ S.43 2312438 @l 61251, 479
AFLA BZ e 169 12.36 1615985 01 V4451, 942
TC.ALs M. azz .. 432754

Fig. 8 Cromatograma de la cuantificacitn de aflatoxinas por el

método Thean y col., para malz contaminado naturalmente
silo 8BS
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NAMET i PFB RT “AREAR BT RF

AF.R B1 ' 3, 226 6. 42 346193 #1  IP523. 304
AFLA G& -. 931 7. 95 17991 61 1.
AFLABZ 1. 237 12. 24 39648 Bl 72465, 642
IATAL S 16, 2% . . 453821

Fig. 9 Cromatograma de la cuantificacién de arlatoxinas por el
método Thean M'd col. para maiz contaminado
artificialmente (15ppb de AFB,, 3ppb de AFB,, lppb de
AFGy y 1 ppb de AFGy)
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v. CONCLUSIONES X RECOMENDACICNRS

Dentro de las conclusiones y recomandaciones que pueden
destacarse en este trabajo, estid la seleccién de una metodologia
analitica especifica a las necesidades de los laboratorios de
certificaciédn y control en particular. é:l. el volumen de muaestras
es muy grandae, el método de columnas de afinidad-fluorbmetro
(Aflatest) es el adecuado a pesar da su costo inicial, ya que es
compensado por su minimo tiempo de an&lisis y el prorrateo de
ese costo entre el nGmero de nueatras analizadas. Ademés, desde
el punto de vista de.segquridad laboral, es el m&s seguro, ya gque
no utiliza esti&ndares de aflatoxinas, ni solventes quimices en
grandes cantjdades. La desventaja que tiene el mnétodo, es que
s8lo cuantifica la cantidad de aflatoxina total presente en la
muestra. Para trabajos de investigacién, en los cuales se
requiera saber la cantidad de cada aflatoxina presente en 1la
muestra, la combinacién de los meétodos Aflatest-CLAR es la
adecuado, por ser una combinacién de métodos exactos y precisos.
Asimismo, se recomienda este método en la certificacién para los
granos, particularmente para los granos que serin empleados en el
consume humano directo e indirecto (granos para consumo animal
cuyos productos seap destinados al consumo humano) ya dgue es

posible cuantificar cada uno de los tipoes de aflatoxinas.

Respecto al método CB, aungue es un método tradicional y se
encuentra registrado por la AOAC, resulta ser un método lento y

laborioso asi como de alto riesgo para el analista por la
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cantidad de reactivos gque utiliza. Adexs&s la precisiédn y
exactitud es cuestionable ya que depende de varios factores, como
la preparacién de las columnas, el tiempo de elucién y la calidad

de los reactivos.

El método de Thean y col. (1980), aungue rasultdé ser el mas
barato, su costo no justifica su inexactitud e imprecisién asi

cono el tiempo empleado en su realizacién.

Se recomienda utilizar reactivos gquimicos de buena calidad y de
lotes uniformes. Es decir, escoger los disolventes gque brindan
les mejores resultados (en cuanto a recuperaciédn de aflatoxinas
por el método elegido) y 8u constante utilizacién ya que la
variacién de este par&metro altera los resultados en una forma
considerablae.

Otro factor a considerar es el muestreo, porgue de éste depende
que se tenga una representacién real de lo que se quiere
analizar. En el caso particular de las aflatoxinas es de suma
importancia, porque se encuentran distribuidas de una manera
heterogénea y azaroza, ya que, si se elige un método altamente
confiable y no se realiza un buen muestreo, se tendrin resultados

falsos.

Por Gltimo y aungue no es sujeto de este trabajo, debe existir un
sistema legal qgue respalde un trabajo analftico ya que debido a
la complejidad de las cadenas de distribucién de los alimentos y
a la posibilidad de conflictos de intereses, estos laboratorios
analiticos pueden s£star sujetos a presiones no solamente

politicas sino sociales. Un resultado negativo de estas presiones
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tendria como consecuencia un problema grave de salud pGblica. Por

.otre lado, en otros paises el costo de estos andlisis va por
cuenta de los interesados, por lo que la legislaciédn mexicana
deber& contemplar, tanto los mecanismos de pago de estos anidlisis
de calidad, como la necesidad de gue estos se reallcen también

alos alimentos de importacién estableciendo normas gue garanticen

la salud de la poblacién.
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ARRNDICE I
LABORATORIOS ANALITICOS PARA AFLATOXINAS

Tadas las dependencias oficiales y privadas asignadas para
efectuar el anAlisls cualitativo y cuantitativo de atiatoxinas,
involucran el uso de reactivos guimicos peligrosos para la salud,
incluidos los propics sat&ndares de las aflatoxinas. Por ello, el
personal adscrito a estas tareas reguiere de ex&senes nédicos
periddicos. Es importante gue, como en todo laboratorio que use
sustancias guimicas, se conozcan las recomendaciones gque
involucran su uso y, particularmente, en el snalisis de

aflatoxinas se requiere de un entrenamientco para su manaejo.

Los anilisis regueridos durante esos eximenes nédicos periédicos
son:
*  Audiograma,
* Andlisis de -la guimica sanginea (funcion hepética TGO,
TGP) ,
* Analisis de orina (creatinina, urea, glucosa),
* Citologia de esputo,
* Citologia del sedimento urinario,
* Historial médico con especial atencidn a la ingastién de
bebidas alcohélicas,

* Rayos X del térax.

1. REGEAS DE SALUD Y SEGURIDAD

El personal que trabaja en el laboratorio de an&lisis Qe

aflatoxinas debe guardar las siguientes medidas de control:
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(a)
‘(b)

(c)

(d)
(e)
(£)
{9)
(h)

(€3]

(&))]

(k)

(@8]

(m)

Almacenar los reactivos y el equipo fuera de la campana,
Almacenar en el refrigerador las solucifnes esté&ndares. de
atlatoxinas,

Almacenar los reactivos quimicos en lugares donde no
cbstaculicen los movimientos o causen desorden en la mesa de
trabajo. No almacenar soluciones a una altura superior a im
arriba del nivel del piso,

Etiquetar todos los frascos y contenedores,

No fumar, comer, beber dentro del laboratorio,

Lavarse las manos inmediatamente comer, fumar, beber,

Usar bata de laboratorio, guantes tipo vinil, un casco o una
gorra, mascarilla y lentes de seguridad cuando se trabaja.

La mascarilla debe ser del tipo 3M modelo 8710 o tipo moldex
modelo 2200,

Ho usar 1la zopi de proteccién fuera del laboratorio para
evitar contaminaciones externas,

Moler las muestras en un recinto cerrado con control de

salida de gases. Estos deben ser evacuados a una velocidad
adecuada para limitar y transportar las particulas lejos del
&rea del laboratoric acumul&ndolas y traté&ndolas con
hipoclorito de sodio antes de aeliminarilas,

Analizar 1las nuestras con luz "“negra“ solamente sobre
superficies planas no reflexivas,

Preparar las soluciones y efectuar los andlisis dentro de la
la campana, cuyos gases sean dirigidos al misme ducto del

cuarto de molienda,

Colocar los disolventes usados (cloroformo, tolueno, acetona,
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(n}

(o)

(p)

(q)

etc) y soluciones en frascos etigquetados, impermeables y
herméticamente sellados para su confinamiento controlado. La
cantidad total de desechos gquimicos en el laboratorio no

debe exceder de 4 litros por dia (para liquidos). También as
indispensable que se tengan los mecanismos para disponer de
todos desechos generados, de acuerdo con 1las leyes
existentes, S1 ge cuenta con 1la infraaestructura, es
importante que los disolventes usados puedan ser reducidos en

volumen por evaporacién, para minimizar los problemas de

disposicién,

Poner todo el material de vidrio utilizado en una cubeta que
contenga una solucién de hipoclorito al 5 %. Lavar el
material en esta solucién y dejarlos por espacio de 15
minutos y lavar despu&és perfectamente con agua antes de ser
reutilizados,

Poner todas las muestras sobrantes y todas las porciones de
muestras, desde lotes, sublotes y minicolumnas pogitivas, en
bulsas imperméables Y éiiquetudas como "material
bigpeligreosot, Si al final de la experimentacién con las
muestras, el lote o sublote es positivo proceder a 1la
descontaminacién antes de eliminarlo,

Descontaminar todos los desechos contaminados con una
solucidn de hipoclorito antes de ser enviados a su destino
final,

Limpiar las 4&reas y materiales contaminades por accidentes
ocurridos (i.e. esparcimiento del contenido de frascos xotos

con soluciones de aflatoxinas, con hipoclorito de sodioc al 5

70



()

(s)

o 6%, Usar una parte de blanqueador por 10 partes de material
desparramado. El tiempo de contacto debe ser de i5 min. Poner
los materiales descontaminados y limpios en un fregadero,
lavarlos con agua ¥y expulsar los desechos liquidos a la
alcantarilla. Poner los desechos 86lidos en una bolsa de
pl&stico, cerrarlos perfectamente y enviarlos a los tiraderos
controlados etigqyetados como residuos peligrosos. En el caso
de disolventes desparramades, absorberlos de las mesas de
trabajo o 1lugar contaminado con un material absorbente y
poner ese material bajo la campana hasta que todo el
disolvente haya sido evaporade del material absorbente y
depositarlo en una bolsa de plastico y enviarlo al lote que

va al tiradero contreladg,

Colocar las muestras sobrantes, los lotes y sublotes
positivos y las minicolumnas positivas, los desechos de la
molienda, el papel filtro, las puntas de pipeta usadas, los
guantes y lentes de pldstico desechables usados, en una
bolsa de plastics, colocar esta bolsa dentro de una segunda
bolsa de plastico y cerrarla perfectamente etiquetando 1a
bolsa como "material téxXico" y ponerla en el mismo lote que
va al tiradero gontroladoe,

La ropa de laboratorioc 1lavable usada durante la molienda y
anAlisis de las muestras, debe ser depositada en bolsas
etiguetadas para mandarla a una lavanderia especial gque

emplee hipoclorito de sodio,
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(t) Limpiar las 4&reas de trabajo y todas las superficies del
laboratoric con una solucién de hipoclorito al 5-6% al . final
de cada dia de trabaje,

2. INSTALACIONES FISICAS

Los responsables de 105 laboratorios analiticos deben garantizar
due existan &reas de trabajo con superficies planas no
reflectivas y de ficil acceso para gque el examen rutinario con
luz "negra" indique 1la existencia de ireas contaminadas. Para-
ello es importante gue no haya ventanas o que &stas cierren

herméticamente para evitar la entrada de luz, al realizar este

trabajo.

Deben de exﬁstir reciplentes de metal inoxidable resistente al
hipoclorito de sodio impermeables y perfectamente sellados en los
cuales se almacenen temporalmente los liguidos inflamables y el

material biodafilno (antes de ser enviados a los confinamientos

controelados.

En paises desarrollados, con normas ecolbgicas estrictas, se han
aprobado disposiciones para facilitar el envio de estos residuos

peligrosos a los confinamientos o tiraderos controlados.

Deben existir en los laboratorios sefialamientos como las

siguientes: "Materjal blopeligroso, neo ingerir alimentos o
bebidas pi fumazr", lusar mascarilla, bata ¥y Jlentes ge

seauridagh, "material inflamable pregente". En los refrigeradores

y otros sitios de almacenamiento debe egpecificarse con esos

letreros que hay “"matexrial biopeligroso presente, neo introduciy
alimentos o bebidas".
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Qtra recomendacién jimnportante es la de mantener un almacén,
linitado de reactivos inflamables en el laboratorio (es deseable

que no sobrepase de 10 litros).

con respecto de la ubicacidn del propio laboratorio analitico vy,
particularmente del .que analiza aflatoxinas, si éste estd
localizado en un edificic en el cual existan otros departamentos

sa debe contar con las siguientes condiciones minimas:

1) Localizacién: El laboratorio debe estar localizado a una
distancia minima de 30 m de la base de cualquier elevador a
la parte superior del edificio. Esta distancia deberi estar
sujeta a negociacisén para evitar la posible entrada de

contaminantes al cubo del elevador,

2) El laboratorio analftico de aflatoxinas debe estar aislado de
los laboratorios no ocupados por una barrera contra ¢l fuego,
teniendo como migimo una hora de resistencia la fuego. La
barrera consistiri de pisos, techos y paredes interiores.
Todos los pasillos y otras entradas que conduzcan a su
interior deberdn ser provistas con puertas resistentes al
fuego teniendo 1 hora de resistencia. La entrada de estas
puertas no deberid estar blogueada. Finalmente, el espacio
disponible para las determinaciones analiticas de aflatoxinas
debe estar separado de los sistemas de calefacciébn central,
ventilacién y aire acondicionado por un regulador de cierre
automitico de fuego en los ductos de la calefacciédn,
ventilacién y aire acondicionado cercanos a la barrera de

fuego 6 por el uso de un separador de los sistemas de
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3}

4)

5)

Es

calefaccidn, ventilacién y aire acondicionado para el

laboratorio.

Sistema eléctrico: El espacio del labdratoric deberi estar
provisto con un generador elé&ctrico propio para el caso de
una emergencia. Debe tener iluminacién artificial suficiente
y brillante, de acuerdo a los asténdares internacionales. Un
sistema trifésico es satisfactorio. Las instalaciones de
corriente eléctrica daeber&n ser instaladas a través de un
techo gue sirva c¢omo una barrera al fuego. Las instalaciones

suspendidas abajo de los techos son aéeptables.

Plomeria: El labeoratorio deberid estar provisto de una
instalacién que tenga agua potable fria y caliente y de
conecciones a fosas sépticas donde pueda introducirse el
hipoclorito de sodioc antes de enviar los efluentes liquidos a

la red de alcantarillado.

Campanas: El laboratorio deberd contar con campanas que tengan
ductos controlados donde lo; gases sean tratados con
disoluciones de hipoclorito de sodio antes de gque salgan al
exterior del edificio.Estos ductos requieren de una abertura

de 15 a 20 cm de disdmetro en la salida para evitar cafdas de

presién elevadas.

recomendable gque estos laboratorios analiticos para

aflatoxinas estén ubicados en edificios pequefios usados

exclusivamente para este prop6sito.
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si la construccién es adecuada, no se reguiere una barrera para
.ael fuego. Tampoco son necesarias las puertas resistentes al
fuego, los requladores dal fuego en calentamiento y los ductos de

ventilacién y aire acondiciocnado.

Serf necesarioc establecer programas continuos de entrenamiento
del personal adscrito al laboratorio analftico de aflatoxinas, 'a
través de una oficina de entrenamiento & un programa de
entrenamiento para los empleados del laboratorio, sobre los
sefialamientos gue deben acatarse, ya que la rutina genera laxitud
en el seguimiento de las normas de seguridad. El programa

perisddico debe incluir:

a) Informacién actualizada de las condiciones y manejo de 1las
aflatoxinas

b) Etapas necesarias para protegerse contra las aflatoxinas,
incluyendo higiene personal, equipo de proteccién personal y
métodos para descontaminar

¢) Propésito, cuidados adecuados y limitaciones del uso de
mascarillas y otros equipos de proteccidn

d) Propdsito y descripcidn del programa médico

e) Ingenierfa, practicas de trabajo y contreles, incluyendo

métodos

f) Revisién de las normas vigentes ecolégicas y de salud.
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ARENDICE 1L

LEGISLACION SOBRE MANEJO DE ALIMENTOS CONTAMINADOS CON
AFLATOXINAS .

La Organizacién de las Naciones Unidas, (CNU), la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y lo8 comités internacionales de
expertos sobre la nutriciédn han recomendado que los niveles da
aflatoxinas en sguplementos proteinicos no deben exceder de 30
ppb, aunque un limite m&s bajo (incluso cero) sea preferido si
las necesidades y disponibilidad de fuentes de proteina no son

criticas.

Para forraiaes, en varios paises se sigue el cédigo de précticas
preparado por la Asociacién Nacional de Productores de Alimentos
Balanceadoa de los EEUUA. Este c6digo recomienda la limitacién
sobre el usc de suplementos proteinicos contaminades con
micotoxinas en mezclas de alimentos para animales. Dependiendo de
la edad y la especie suglieren concentraciones gque van, desde cero
para aflatoxinas en alimentos para patos, pavos, pollitos, hasta
un méximo de 2.5% para ganado b.ovino no lactante y 5% para
ovejas.

En Estados Unidos, 1la oficina responsable de la regulacién de
alimentos y medicamentos "Food and Drug Administration" (FDA),
ha declarado gue no hay tolerancia para las aflatoxinas en ningGn
alimento, ya sea para personas o animales. Sin embargo, se ha
aceptado un limite, por debajo del cual no, se aplican sanciones,
come la destruccién del lote contaminado por incineracién. Este
limite es de 20 microgramos por kilogramo de muestra en analisis

rutinarios de productos.
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La dilucién para lograr niveles inferlores a 20 microgramos de
_aflatoxinas por kilogramo de preducto no est& vedada en Estados
Unidos, lo gue promueve esta préctica desleal, sobre todo para
exportaciones a paises con legislaciones poco proteccionistas,

como, la de México.

Hasta la fecha, las normas reguladoras internacionales se bagan
m&s an consideracionas legales gque en 1la informacién
experimental. Las cifras actuales de normatividad legal son el
resultado de experimentos gque pretenden demostrar un efecto y no
establecer niveles de seguridad para 1la salud pablica.
Consecuentemente, se ha ignerade uno de los aspectos nés
importantes de las aflatoxinas: su capacidad de interactuar con
otros factores. Los experimentos mejor disefiados y los anilisis
estadisticos han demostrado la imposibilidad préctica y teérica
de determinar en el laboratorio una dosis mé&xima permisible de
aflatoxinas en alimentos para consumo animal. Estudios
epidemiolbégicos combinados con experimentos de laboratorio y
andlisis estadisticos confiables, han permitide establecer una
dosis m&xima permisible basada en criterios de seguridad de 10
ppb (microgramos de aflatoxina por kilogramo de alimento). Sin
embargo, Son necesarios nhuevos experimentos que permitan sentar
las bases tedéricas de las interacciocnes de las aflatoxinas, antes
de que sea posible determinar una dosis maxima en las dietas. En
consecuencia, en la comunidad cientifica mundial, se considera
gue ningtin nivel de aflatoxina esta exento de peligro y que,
consecuentemente, no deben mantenerse los lotes contaminados sino

destruirse.
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ARPENRIGE XL
MUESTREC

Dentro de las té&cnicas de cuantificacién de las aflatoxinas es de
vital importancia considerar los métodos de muestreo, ya gque se
necesita obtener muestras representativas. Es importante debido a
que el resultado podri ser muy preciso pero no exacto y tal vez
esté muy alejado del valor real, lo que lleve a la toma de

decisiones equivocadas.

El muestreo consiste en la obtenciénh de una porcién
representativa de un lote, estiba, unidad de transporte o bodega,
con el fin de conocer su calidad a través de su an&lisis. Esta
operacién se debe hacer teniendo la conciencia de que el andlisis
que se efectle indicard la calidad del producto. Un muestreo

deficiente producird resultados erréneos aungue el andlisis sea

muy preciso.

El muestrec deberd realizarse con el equipo idéneoc y por el
personal calificado que haya sido éntrenado para ello. AGn cuando
se sabe gue el tiempo es una variable muy importante, sobre todo
para los distribuidores de alimentos, es necesario tomarse el
tiempo minimo preciso para hacer el trabajo correcto, informando
lo que se considere de utilidad al realizar el andlisis, por

ejemplo:

~ presencia de palomilla
- presencia de gorgojos

- presencia de foco de calentamiento y/o apelmazamientos
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- presencia de piedras,

metabbdlicos

contaminante.

de hongos o

ESTA TESIS R& DEBE
SAR BE (A ERLOTECK

bacterias y

excretas de roedores, preoductos

cualgquier otro

El equipo de nmuestreo debe seleccionaxse de acuerdo con el

alimento que va a ser estudiado, considerando sus caracteristicas

figsicas y quimicas y la forma en cque estf almacenade (a granel o

envasado) . Para ello, se requieren, por ejemplo:

a)
b)
<)
d)
e)

)

Para los caladores de mano,

Caladores de mano (productos envasados)

Sondas de alvéoclos (para muestreo de productos a granel)

Muestreador de profundidad tipo bala

Muestreador tipo pelfcano

Muestreador Ellis

Muestreador mecinico de banda de cangilones

Tipo de grano

mafiz y frijol
trigo y sorgo

arroz y ajonjoll

las dimensiones m&s coemunes son:

Longitud (cm)

Diametro (cm)

[SH SRR
ouno

Las sondas de alvéolos pueden ser de aluminic o de bronce y

diferentes medidas:

Longitud, m

1.60
1.80
2.40
3.00
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Los muestreadores de profundidad tipo bala se emplean cuando los
granos presentan profundidades hasta de 7 m. Para su uso se
emplean extensiones de varilla de 1 m gque sa acoplan al calador

de acuerdo a los requerimientos del muestreo.

Los muaestreadores de tipo palicano se usan para flujos o
corrientes de granoc a granel en bandas transportadoras y sobre
todo en las caidas de carga o descarga. Estén construidos de lona
o piel y tienen una longitud de 45 cm, un ancho de 25 cm y una

profundidad de 15 cm.

El muestreador tipo Ellis obtiene muestras de productos a granel
en movimiento de una banda transportadora y esti fabricado, en

general, con aluminie.

El muestreador mec&nico requiere de menor labor manual, Esta
instalado al final de una banda transportadora o en algGn
conducto, obteniéndose la muestra por cortes peri6dicos regulados

por un crontmetro eléctrico.

El muestreo y anflisis debe efectuarse principalmente en las

siguientes situaciones:

A) Antes del almacenamiento: para conocer su calidad y los
factores determinantes para su conservacién.

B) Durante el almagenamiento: periédicamernte para vigilar su
calidad y estado de conservacién.

C) Después del almacenamiento: conocer la calidad después del

almacenamiento en bodegas o en el transporte.
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D) En puertos y fronturas: certificar su calidad en furgones,

barcazas y barcos.

El procedimiento de muestreo varia de acuerdo al volumen y la

forma de almacenamhento o manejo del grano, teniéndose las

siguientes alternativas.

1. GRANOS ENCOSTALADOS (COSTALES DE FIBRAS NATURALES O
SINTETICAS)

Por medio de caladores de mano su manejo es f&cil y se

obtienen muestras con relativa rapidez.

Se introduce el calador a los bultos hasta el mango Yy con
pequefios movimientos el granc es extraido y recibido en una

bolsa de polietileno para evitar la influencia de factores

ambientales como humedad. Una vez gque se extrae la muestra se

clerra la malla con 'la punta del calador, trazando una cruz o

varias hasta conseguirlo.

La experiencia ha mostrado gque el nfimero minimo de sacos a

muestrear en un lote grande esti dado por la raiz cuadrada del

total de sacos. Esto es, cuando todos los bultos esatéan

accesibles para el muestrec, tanto en la carga como en la

descarga de unidades de trapsporte. Para muestrear bultos al

azar, se recomienda la siguiente tabla:
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Tota) de bultoes Bultos a muestrear

1 - 49 5

50 = 99 10
100 - 199 18
200 - 299 20
300 - 499 30
500 - 799 40
800 - 1299 55
1300 - 3199 75
3200 - 7999 90
8000 - 21999 150

No siempre se puede usar este esquenma, dado que los costales
se encuentran formando estibas, en camiones, furgones o en
bodegas planas. Ademds, no siempre es factible contar con

personas que estén muestreando en cada movimiento del grano.

Cuando el muestreo es efectuado en estibas, el calador se va
introduciendo en cada uno de los costales, de las caras
visibles que se epcuentran sobre una linea imaginaria en zig-
zag y cuando las estibas no presentan todas sus caras visibles

y accesibles, el calador se introducirid en un 30% como minimo

del total de bultos.

MUESTREO DE GRANOS A GRANEL (EN UNIDAD DE TRANSPORTE O EN
BODEGA)

Para obtener muestras a granel son empleados: sonda de
alvéolos, calador de profundidad tipo bala, si el grano esta
estidtico y si esta en movimiento, se usarédn el tipo pelicano,

el Ellis o el mecéanico.
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La sonda de alvéolos, se usari para muestrear en camiones de
carga (de tipo redilas o trailer}, furgones y barcazas. Puede
usarse la capa superficial para el caso de los graneros Yy
silos metdlicos de baja capacidad o almacénamiento con una
profundida no mayor_a los 2 o 3 m, segin la longitud del

calador y el nfimero de alvéolos.

El procedimiento &s el siguiente: El1 calador se introduce en
el ygranel ligeramente inclinado con los alvéolos cerrados Y
hasta el mango. Se abren los alveélos girando nuevamente el
manejo para gue entren los granos. Una vez gue se ha llenado,
se cierran los alvéolos girando nuevamente el mango. Se saca
el calador y se vacia el contenido sobre la lona da polivinilo
limnpia y seca, efectuandc las siguientes observaciones:
Homogeneidad de la nmuestra, oler, aspecto, temperatura y
presencia de insectos. El mismo procedimiento se repite en
varios puntos del granel para verificar gue se trata de la
misma clase de grano y para constatar la presencia o ausencia

de focos de calentamiento o plagas.

Si las porciones son uniformes, se sigue el siguiente esquema:

Toneladas Sondeos
Camiones 5 - 7 5
12 -~ 15 8
Furgones caja 35 - 50 11
Furgones tolva 35 ~ 45 9
Silos met&licos 5 - 30 5

Para las bodegas planas se miden generalmente con 5 metros de
distancia de manera equidistante y a 1 metro de distancia con

respecto al murc de contencién o pared del almacén.
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El muestreador de tipo bala se utiliza para obtener muestras
de nivel de profundidad gue no son alcanzadas por el calador
de alvéolos, mayores y menores de 7 metros. El muestreador se
adapta con los .segmentos de varilla de acuerdo a 1la

profundidad que se va ha muestrear.

En grandes volGmenes deber&n obtenerse tres muestras

generales, como nminimo:

~Nivel superficial, utilizando la sonda de alvéolos

-Nivel medio, utilizando el de tipo bala.

Los muestreadores de tipo pelicano, Ellis y mecénico se
utilizan cuando el grano estd en movimiento (bandas
transportadcras y caida de grano). Con ellos se obtienen
cuando menos 3 muestras por cada 50 toneladas para formar una

muestra representativa.

El manejo de 1la muestra sigue también una metodologia
especifica. Si la muestra total que se obtiene del muestreo,
es5 de un volumen mayor de 2 a 3 kg, debe subdividirse por
homogeneizacién y cuarteo. Para esto se utilizaran bolsas de

polietileno o una lona de polivinilo limpia, seca y libre de

roturas.

Las muestras obtenidas se vacian sobre la lona o la bolsa y

son homogeneizadas por rotacién (12 veces como minimo). Una
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vez homogeneizadas se dividen en 4 partes iguales. Para
reducir la muestra se eliminan los dos cuartos opuestos. Esta
operacién se realizarf cuantas veces sea necesario hasta

obtener un volumen de 2 a 3 Kg.

ARENDICE 1V
DESCRIPCION DE MATERIALES Y METODOS

Iv.1 METODO CB

Reactivog:Celite (Reactivos y productos quimicos finos), sulfato
de sodlio (Productos quimicos Monterraey), silica gel (Aldrich),
fibra de vidrio (Productos quimicos Monterrey), carbonato de
cobre (Productos quimicos Honterrey), cloroformo (Tec-Quimica),
hexano (Backer), é&ter etilico (Analit), metanol (Tec-Quimica),
agua destilada, metanol grado HPLC {Merck), &cido acético
(Merck), hidroxido de sodio (Tec-Quinmica), papél Whatman 4,&cido
trifluoroacetico (Aldrich)

YATERIAL:

matraz Erlenmeyer de 500mL, probetas graduadas de 100 mL y 250 nL
matraz Kitasato de 250 mL, soporte universal, pinzas para bureta
tap6n de hule nfimero 7, vial de 20 mL, wvaso de precipitados de
250 mL, matraz bola 250 mls 24/40, embudo Buchner, agitador,
varilla de vidrio,. espatula, columna de vidrieoc 22X300 mm,
microjeringas Hamilton de 50 y 100 microlitros.

Equipo:

Cromatégrafo de liquido de alta resolucién Waters, columna para

cromatografia en fase reversa, agitador mecénico, bomba de vacio
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(Waters Millipore, modele DOA-V152-AA, 115 Volts, 4 Asmps),
tangque de nitrédgenoc (Infra, alta pureza, 99.995%), balanza
granataria (Triple Beam, OHAUS, capacidad 2610g), mezclador de
alta velocidad "Vortex-mixer® (tipo 16700, Maxi Mixl1), rotavapor
(Bfichi 461, Water Bath}.

Este método se encuentra en los métodos oficiales aceptades por
la Asaoclacién de Quimicos Analiticos de los EEUUA (AOAC, 1980).
sin embargo, la cuantificacién contempla la cromatografia en capa
fina como la metodologia empleada. En este trabajo,
especificamente, se utilizé 1la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR)

La técnica consiste en:

1.- Extraccién:

Pesar 50g de madz molido, en un matraz Erlenmeyer de 500mL,
adicionar 25g de "celite", 25mL de agua, 250mL de cloroformo.

Agitar durante 30 minutos en un agitador mécanico.

2.~ Purificacién:

Preparacién de la columna de purificacién.

La columna de vidrio se empaca con 3g de fibra de vidrio, se
adiciona cloroformo hasta la mitad de la columna, después se
agregan 5g de sulfato de sodio anhidro, 10g de siltca gel

activada y 15g de sulfato de sodio anhidro.

Pasados los 30 minutos de agitacién filtrar a través de un embudo
Buchner con papel filtro y una capa de "“celite", recibir el
filtrado en un matraz Erlenmeyer de 250 nlL gue contiene 1g de

carbonato de cobre, colectar 50mL de filtrado.
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Posteriormente, eluir ios 50mL de filtrado a través de la columna
' preparada, lavar la columna con 150 mL, de hexano y 150 nlL de

éter, desechar los lavados.

Extraer las aflatoxinas de la columna con 150 mL de una mezcla de
cloroformo/metanol (97:3), colectar el extracto en un matraz de
bola de fondo plane de 250 mL. Evaporar en un rotavapor hasta

casi sequedad. Transferir el residuo a un frasco vial.

3.- Derivatizacién:

El residuo evaporarlo a seguedad bajo flujo de nitrogeno,
adicionar 100 microlitros de &cido trifluorocacético (TFA), agitar
en el "vortex"™ 1 min. Evaporar a sequedad bajo flujo de
nitrégeno, resuspender en 4 ml de la fase de elucidn agitar en el

vortex 1 min.

Transferir el volumen a un vial para cromatografia de liquidos de
alta resolucidn (CLAR), pasdndolo a través de un filtro
millipore. La cuantificacién se efectna mediante cromatografia de

liquidos de alta resolucién (CLAR).

IV.2 METODO COLUMNAS DE AFINIDAD-FLUOROMETRO (AFLATEST)
REACTIVOS:

Cloruro de sodio (Merck), metancl grado analitico (Mallinckrodt),
metanol grado HPLC (Merck), agua destilada, revelador (Aflatest),
acetonitrilo grado HPLC (Merck), hexanc grado HPLC (Merck), &cide

triflucroacético (Aldrich).
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MATERIAL:

. Columna Aflatest, papel predoblado (Aflatest), papel filtro de
1icm de diametro, fibra de wvidrio Whatman 9348H, tubos
silanizados o cubetas ¢ celdas (Aflatest), jeripqa de plastico de
30mL (bomba de impulsién Aflatest), 3juego de esté&ndares
fluoronétricos para calibrar flucrdmetro (Aflatest), adaptador
para bomba (Aflatest}, jeringa de vidrio de 1l0mL, gradilla porta
celdas, licuadora Hafrinq, autopipeteador de imL y 10mL, vasos de

precipitados de 250mL y de 100mL, pipetas volumétricas de 10mL
varilla ge vidrio.

EQUIPO:
Fluorometro con lectura digital de 0-999 con filtroc de 360 a 450
nm, para lectura de aflatoxinas en granos, cereales, oleaginosas.

Marca Aflatest, Seguoia-Turner, modelo 450, balanza granataria

alectrénica con capacidad de 1000g, mezclador de alta velocidad

"Vortex-mixer™.

La técnica consiste en:

1) .- Pesar 50g de huestra'de mafiz molido, depositarlos en
elfrasco de la mezcladora con 5g de cloruro de sodio

2).- Agregar 100 nl, de metanocl al 80 %

3).- Mezclar a alta velocidad por 1 min

4).-Filtrar a través de papel filtro comén 50 mL del liquido

eluido

5) .~ Tomar 10 nL del filtrado, agregar 40 mlL de aqua destjlada y

mezclar a mano,

6) .- Colocar en el adaptador una columna del aparato Aflatest,

dejar la tapa de la columna puesta
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7) .~ Si la solucién no es clara filtrar nuevamente a través de
papel de fibra de vidrio

8) .~ Con cuidado agregar 10 mL del extracto d-{ltro de la jeringa
del aparato Aflatest

9) .~ Quitar la tapa de la columna del aparato Aflatest. Pasar los
10 ml de filtrado a través de la columna usando el émbolo. E1
pasaje debe ser continuo y a razén de 1 mL por cada 10 segundos.
Recibir el liquidoc en el frasco de residuos.

10) .~ Con 20 mL de agua destilada y con ayuda del émbolo, lavar
la columna.

11) .~ Colocar la cubeta o celda de fluorémetro bajo la columna
12) .~ Pipetear 1 nl de metanol grado "HPLC" y pasar a través de
la columna.

13) .- Agregar 1 mL de la solucién "reveladora®™ y mezclar por 15
segundos con el mezclador de alta velocidad "vortex™

14) .~ Secar el exterjor de la cubeta o celda

15) .- En el fluorémetro calibrado con los estaAndares del aparato
Aflatest leer el valor correspondiente

16) .~ La lectura digital representa la cantidad global de
aflatoxinas en la nuestra en microgramos por kilograme de

muestra.

Iv.3 METQDO AFLATEST/CLAR

La extraccién y purificacién de la muestra se realiza empleando
el aparato Aflatest y la cuantificacién se hace con el

cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (CLAR o HPLC). Esto
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eltimo permjite la cuantificacién especifica de cada uno de 1los

tipos de aflatoxina.

La técnica consiste gn:

1) .- Pesar 50g de nmuestra de maiz molido, depositarlcas en
elfrasco de la mezcladora con 5g de cloruro de sodio

2) .- Agregar 100 nL de metanol al 80%

3) .- Mezclar a alta velocidad por 1 min 4).- Filtrar a través de
papel filtro comdn 50 mL del liquido eluido

5) .~ Tomar 10 ml, del filtrade, agregar 40 mL de agua destilada y
mazclar a mano.

6) .- Colocar en el adaptador una columna del aparato Aflatest,
dejar la tapa de la columna puesta

7) .- Si la soluclén no es clara flltrar nuevamente a través de
papel de fibra de viq:io

8) .- con cuidado agregar 10 mlL del extracto dentro de la jeringa
del aparato Aflatest

9) .- Quitar la tapa de la columna del aparato Aflatest. Pasar los
10 nrl de filtfado a través de la-columna usando el émbolo. El
pasaje debe ser continuo y a razén de 1 mL por cada 10 segundos.
Recibir el liquido en el frasco de residuos

10) .— Con 20 mL de agua destilada y con ayuda del émbolo, lavar
la columna

11).— Colocar 1la cubeta o celda de fluorémetro bajo la columna

Cuantificacién: Eluir las aflatoxinas con 2 mL de acetonitrile
grado HPLC recuperdandolas en 1la celda o cubeta. Evaporar

cuidadosamente el liquido eluido bajo flujo de nitrégenc hasta

sequedad.
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Redisolver las aflatoxinas en 200 microlitros de hexano, agitar
en el "vortex", adicjonar 200 microlitros de TFA, mezclar con el

“vortex"™.

Incubar el tubo a 40°C por 10 min. Evaporar bajo flujo de
nitrégeno hasta sequedad. Redisolver 1la muestra en 200
microlitros de la fase movil y cuantificar en el cromatdgrafo de

liguidos de alta resclucién (CLAR).

V.4 METODO DE THEAN Y COL. {1989)

REACTIVOS:

celite (Reactivos y productos quimicos finos), sulfato de amonio
(Merck), hexano grado reactivo (Tec-Quimica), eter etilico
anhidro (Tec-Quimica), metanol grado HPLC (Merck), etanol grado
reactivo (Tec. Quimica), &cido trifluoroaceético (Aldrich),
metanol (Tec. Quimica), cloroformo (Tec.Quimica), agua destilada

cartucho Sep-pak, chromabond SiOH, (500mg).

MATERIAL:

Pipeta Pasteur, matraz Erlenmeyer de 500mL, pipetas graduadas de
imL, 2mlL, SmL, probeta graduada de 100mL, soporte universal,
papel filtro Whatl.nan némerc 2, tapén de hule ndmero 7, vial
20mL, vaso de pp de 250mL, embudo de separacidn de 250nmL,

espAtula, embudo de separacién de tallo largo.

Este método, desarrollado por Thean y colaboradores (1980), se
evalub, ya que podria resultar mis sencillo gue los anteriores.
Por ello, se evaludé en este trabaje. En este caso, aungue 1la

metodologia propuesta también emplea a la cromatografia de
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liquidos de alta resolucién para la cuantificacién, lcs eluyentas
empleados son diferentes. FPor ello, con objeto de mantener la
uniformidad en la metodologia de cuantiticac;én, aa empleé la
misma que para los anteriores con excepcién del método propuasto

por Aflatest.

Extraccién:

Pesar 50g de maiz molido, adicionar 200mL de metanol/agua
(80:20), mezclar durante 3 minutos a alta velocidad. Adicionar Sg
de “celite”. Filtrar en embudo Buchner de 9cm con vacio ligero a
través de un papel filtro Whatman ndmero 2 y colectar 100mL de
filtrado.

Limpieza:

Medir 75ml. de filtradoe en un vaso de precipitados de 250nL,
adicionar 75mL de una solucién de sulfato de amenio y 5g de
"celite!", agitar 2min y filtrar a través de papel filtro Whatman

ndmero 2.

Medir 100mL de filtrado en un embudo de separacién de 250mL,
adicionar 5nL de cloroforme y agitar vigorosamente por 2min.
Cuando se separen las fases, drenar el cloroformo (fase inferior)
a un vial o tubo de ensaye (aproximadamente se colectan 3.5mL) y
adicionar otros SmL de cloroformo, agitar, drenar el cloroformo y
mezclarlos con los primeros mililitros recolectados. Evaporar el
extracto de cloroformo a sequedad con nitrégano. Proceder con la

columna de limpieza Sep-pak.
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Humedecer la columna de limplieza con hexano, pravio a la
.introduccidn de la muestra. Redisolver el extracto seco en 0.5mL
de cloroformo, agitar en el "vortex". Diluir con 0.5mL de hexano
Y aplicar a la columna. Lavar la columna secuencialmente usando
2ml, de hexano y 2mL de éter (usar eéter reciente ya que los
perdxidos que se forman durante su almacenamiento pueden destruir
las aflatoxinas G mds rapido gue las B). ERluir las aflatoxinas
con 3mL de cloroformo/etancl (95:5) y recibir en un vial,

evaporar hasta sequedad bajo flujo de nitrégeno.

Derivatizacién:

Adicionar 100 microlitros de TFA, agitar en el "vortex®, evaporar
hasta sequedad, adicionar 4mlL de fase de elucién (agua, metanol,
Acido acético e hidréxido de sodio al 40% en volumen). Filtrar
con filtros millipore y pasar a un frasco vial para CLAR.

Cuantificar en el cromatégrafo de liquidos de alta resolucien
{CLAR) .
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Especificaciones para la guantificagién de las atlatoxinas por
sromatogragia de liguidos de alta xesoluycién (CLAR}

Cromatdegrafo de liquidos, Waters 712 W1SP, bomba programable
Waters 590, v&lvula selectora de disolvente Waters 53V detector
de fluorescencia Waters 420, integrador Waters 745, columna de

fase reversa, C18, Waters Millipore

Fase de elucién:

Agua/metanol/Acido acético/hidreéxido de sodic 40%
(325/150/50/5m1)
Flujo: 1ml/min

Velocidad del papel graficador ("Chart"): 25
Atenuacion: 64

Andlisis estadisticos de los resultados
Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente

siguiendo las metodologias tradicionales (baniel, 1982}.
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Tabla 1.

APENDICE

v

RESULTADOS ADICIONALES

Resultados obtenidos usando el método CB~CLAR para las

aflatoxinas presentes en maiz contaminado naturalmente (silo 85)

Muestra
malla 10

12x
134

AFB2 Bl + B2 AFGl,E.I Total
pPb ppb ppb ppb
0.885 20.313 10.032 30.345
0.116 27.84 10.306 38.146
0.777 14.215 12.326 27.168
0.608 12.286 10.823 23.169
1.313 17.97 11.684 29.654
1.2 42.725 9.748 52,473
0.526 27.1983 10.509 37.702
2.303 29.262 4,161 33.423
2.125 28,368 4,194 32.562
0.733 9.537 4.244 13.781
2.204 31.252 4.005 15,257
2.275 33.07 4.1%0 37.22
3.299 39.098 3.853 42.951

E.I. = estdndar integno (10 ppb de AFG,), * (4 ppb de AFG;)

Tabla 2.

Resultados obtenidos usando el método de Thean y col.,

(1980) para las aflatoxinas presentes en malz contaminado
artificialmente { 10 ppb para cada aflatoxina)

Muestra AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Total

malla 20 ppb PPk ppb ppb ppb
14 9.493 0.352 2.27% 7.373 19.497
15 6.766 0.386 1.882 5.999 15.034
16 B.424 1.356 3.223 7.379 20.382
17 7.242 0.924 3.021 5.873 17.006
18 7.233 2.787 4.694 8.662 23.376
19 4.665 0.756 1.893 4.991 12.305
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Tabla 3. Resultados obtenidos usando el mé&todo de Thean y col.,
(1980) para aflatoxinas presentes en naiz contaninado
artificialmente (20 ppb de cada una de las aflatoxinag)

Muestra AFB1 AFB2 APGl AFG2 Total

malla 20 ppb PEb ppb ppb ppb
20 10.689 8.998 13.284 7.263 40.234
21 4.532 3.543 5.02 1.859% 14.954
22 7.289 8.027 6.622 8.43 30.369
213 5.466 5.513 4.541 5.69 21.21
25 6.509 18.019 7.748 14.845 47.12
26 5.656 16.693 7.573 14.202 44.124
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