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RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios producidos por los
hongos Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius que resultan ser
contaminantes naturales y peligrosos de diversos granos de cereal como son el
maiz y el sorgo, y representan un gran riesgo para la salud humana y animal.
Existen cuatro AF principales: AFB1, AFB,, AFG; y AFG;, de las cuales la AFB;
es la que presenta mayor toxicidad, ademas es un potente mutageno y
cancerigeno. Estas micotoxinas se consideran las mas importantes en la
industria avicola, dado que ocasionan pérdidas economicas significativas
cuando las aves de corral consumen granos contaminados con AF. El objetivo
de esta investigacion fue cuantificar e identificar las AF presentes en higado,
molleja y pechuga de gallina de postura, y determinar su método quimico de
extraccion y purificacion adecuado. Se utilizaron 25 gallinas raza Hi/Line W36,
121 semanas de edad en segundo ciclo de produccién, las cuales fueron
distribuidas al azar en tres grupos y colocadas en jaulas individuales. El grupo
control consté de 9 gallinas alimentadas con 2 kg diarios de sorgo molido y
homogeneizado sin contaminacién con AFB; Ademas hubo dos grupos
experimentales de 8 gallinas cada uno, que fueron alimentados con sorgo
contaminado con AFB;, ya sea en dosis baja (30 pg/kg) 6 alta (500 ug/kg).
Después de una semana, las gallinas se sacrificaron por dislocaciéon cervical,
se les extrajo el higado, pechuga y molleja. La extraccion de las AF se realizd
por la Técnica propuesta por Qian & Yang (1984) y por el Método quimico de
Koeltzow & Tanner (1990) con columnas de inmunoafinidad. La cuantificacion
de las AF fue determinada por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC). De los 3 6rganos estudiados, el higado presenté mayor contaminacion
y numero de AF identificadas, quedando la pechuga y la molleja en segundo y
tercer lugar, respectivamente. En el higado se encontraron AFB; (0.7-9.7
ua/kg), AFB, (0.06-0.6 pg/kg), AFG, (78.7-121.0 pg/kg), AFG; (16.2-18.7 ug/kg),
AFM; (10.3-591.8 pg/kg), AFP; (96.2-771.3 pg/kg) y AFL (4.8-12.6 pg/kg), de
las cuales AFG,, AFG,, AFM; y AFP; presentaron mayor cantidad. La pechuga
fue el segundo tejido en cuanto a contaminacion y variedad de AF encontradas,
en este tejido se identificaron cantidades pequefias AFB; (18.0 pg/kg), y altas
cantidades de AFG; (16.1-512.4 ug/kg), AFG, (1.4-71.7 ug/kg), AFM; (51.9-
4,774.6 pg/kg), y AFP1 (78.9-660.5 pg/kg). El tejido con menor contaminacion
de los tres analizados fue la molleja, en ella se identificaron trazas de AFG,
(1.4-1.7 pg/kg), y cantidades altas de AFG; (482.3-740.8 ug/kg) y AFL (68.5-
456.1 ug/kg). La determinaciéon del método quimico adecuado para la
cuantificacion de AF se establecié al hacer el porcentaje de recuperacion de
ambos métodos. En ambos métodos quimicos se obtuvo un porcentaje de
recuperacion aceptable, mas del 80%, sin embargo, el método de Qian & Yang
(1984) posee un limite de deteccion mas bajo, de 0.5 ng/mL, mientras el limite
de deteccion en el método Koeltzow & Tanner (1990) fue de 5 ng/mL para
higado, 2 ng/mL para molleja y 1 ng/mL para pechuga. Se concluye que el
mejor meétodo quimico fue el de Qian & Yang (1984) para la cuantificacion de
AF en tejidos de ave, sin embargo, requiere de una modificacion para poder
llegar a una recuperacion de 80% a 90%, la cual consiste en sumar los eluidos
de ambas columnas Supelclean LC-18 SPE.

Palabras Clave: Aflatoxinas, Gallinas de postura, Higado, Molleja, Pechuga.



ABSTRACT

Aflatoxins (AF) are secondary metabolites produced by strains of the
fungi Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomius, and they turn out to be a
natural and dangerous contaminant of several cereal grains such as maize and
sorghum. They are a great risk for both human and animal health. There are
four important AF: AFB;, AFB,, AFG; and AFG,, from which AFB; is the most
toxic, and it is considered a potent mutagen and carcinogen. AF are the most
important mycotoxins in the broiler industry because they cause great economic
losses, when poultry are fed with contaminated grains. The aim of this research
was to quantify and identify AF in liver, gizzard and breast of laying hen, and
determine the best chemical method for their AF detection. A total of 25 laying
hens of 121-week old in a second cycle of egg production, were distributed at
random in three experimental groups and placed in individual cages. The
control group had 9 hens fed with 2 kg of milled and homogenized clean
sorghum, without AFB;, every day for one week; and of two treated groups of 8
hens each, fed with contaminated sorghum with a low (30 pg/kg) or a high (500
ng/kg) AF doses. After a week, the hens were killed by cervical dislocation and
each liver, gizzard and breast were removed. The extraction method for AF was
the one proposed by Qian & Yang (1984), and the chemical method with
immunoaffinity columns given by Koeltzow & Tanner (1990). The quantification
of AF was achieved by high-performance liquid chromatography (HPLC). The
liver was the tissue with higher contamination and number of identified AF,
being the breast and the gizzard in second and third places, respectively. The
livers had AFB; (0.7-9.7 pg/kg), AFB; (0.06-0.6 pg/kg), AFG; (78.7-121.0 pg/kg),
AFG; (16.2-18.7 pg/kg), AFM; (10.3-591.8 pg/kg), AFP;(96.2-771.3 pg/kg) and
AFL (4.8-12.6 pg/kg), from which AFG;, AFG,, AFM; and AFP; were obtained
in greater amount. The breast was the second tissue as far as AF
contamination found. The breast had small amounts of AFB; (18.0 pg/kg), and it
had high amounts of AFG; (16.1-512.4 ug/kg), AFG, (1.4-71.7 ug/kg), AFM;
(51.9-4,774.6 pg/kg), and AFP; (78.9-660.5 pg/kg). The gizzard was the organ
with less AF contamination. The mycotoxins present in the gizzard were AFG;
(1.4-1.7 pg/kg) in low amount, and AFG; (482.3-740.8 ug/kg) and AFL (68.5-
456.1 pg/kg) in higher quantities. The determination of the appropriate chemical
method for the quantification of AF settled down when the percentage of
recovery of both methods was made. In both chemical methods around 80% of
recovery was obtained which is an acceptable recovery. Nevertheless, the
method of Qian & Yang (1984) had a lower limit of detection (0.5 ng/mL), while
the limit of detection in the chemical method with immunoaffinity columns was of
5 ng/mL for liver, 2 ng/mL for gizzard and 1 ng/mL for chicken breast. In
conclusion, the best chemical method for the quantification of AF, was the
proposed by Qian & Yang (1984), however, it requires a modification to obtain a
recovery of 80 to 90%, which consists of the addition of both AF elutions, from
the first and second Supelclean LC-18 SPE columns.

Keywords: Aflatoxins, laying hens, liver, gizzard, breast.



I. INTRODUCCION

.L1. Ganado avicola.

[.1.1. Importancia de la avicultura en el mundo y en México.

La industria avicola es la rama de la ganaderia que estudia a las aves desde
el punto de vista econdmico, ya sea como alimento u ornato, trata de su
procesamiento junto con sus derivados (plumas, carne, huevo, etc.), de su
reproduccién, crecimiento, alimentacion y enfermedades para dar a los
consumidores productos alimenticios nutritivos (huevos y carne) de calidad superior
y de un costo razonable (Jull, 1953).

Los ganados mas importantes utilizados para la alimentacion son el vacuno,
porcino y aviar, pero desde el punto de vista del aporte de proteinas, minerales y
vitaminas, las aves son mas eficientes para transformar a los alimentos en huevos y
carne (Jull, 1953).

La importancia de la avicultura ha ido en aumento en los dltimos 25 afos, ya
gue requiere de la generacion de muchos empleos para una explotacion comercial
extensiva, que es la forma de abaratar el producto, ya sea huevo o carne.

En estudios realizados por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), existen de 10,000-10,500 millones de gallinas a
nivel mundial (incluyendo gallinas explotadas en sistemas intensivos, extensivos y/o
semiextensivos, reposicion y desvieje), y la produccién anual de huevos para
consumo se situa oficialmente alrededor de los 48.5-50 millones de toneladas
(Buxadé, 2000).

La produccién avicola representa alrededor del 4 % de la produccion mundial
de alimentos de origen animal. Asia, con casi 7,000 millones de gallinas ponedoras
(69 %), se constituye en el area mas importante, seguida por Europa con 1,400
millones de gallinas, con un 14 % del total (Buxadé, 2000). En un nivel de
produccion global mundial, Asia, ocupa el primer lugar (56 %), después Europa (19.5
%) Estados Unidos de Norteamérica (14.5 %), Sudamérica (5.6 %), Africa (3.7%) y
por ultimo Oceania (0.5%) (Truijillo, 2003).

El desarrollo de la actual produccion avicola en general y de la avicultura de
postura en particular, puede contribuir a resolver la hambruna mundial, ya que el

incremento de la poblacion mundial es preocupante. La poblacion mundial actual es



de 6,100 millones de personas y se calcula que para el afio 2050 podria aumentar
en un 50%, y alcanzar la cifra de 9,300 millones de habitantes (ONU, 2002),
presentando dificultades técnicas, de organizaciéon y de estructura para ofrecer
suficientes alimentos a los pueblos sub-desarrollados principalmente.

En México la avicultura ha sido una de las actividades que mas desarrollo ha
tenido desde hace 25 afos (Alonso & Dominguez, 1997), representando el 57% del
consumo de proteina animal en la dieta. Este desarrollo se ha dado porque las aves
producen proteinas animales de bajo costo. En 2005, México contd con una parvada
de mas de 130 millones de gallinas ponedoras, 243 millones de pollos y 865 mil
pavos por ciclo que representan un 5.4 % de la produccion mundial (UNA, 2005).

La avicultura mexicana en 2005, aport6 el 0.76% en el Producto Interno Bruto
(PIB) total, el 16.57% en el PIB agropecuario y el 44.17% en el PIB pecuario.
También se produjeron cerca de 2.5 millones de toneladas de carne de pollo, muy
por encima de las demas carnes, la produccion de huevo fue de 2.3 millones de
toneladas y la de pavo 13,840. De esta manera, el sector avicola mexicano participa
con el 63.2% de la produccién pecuaria nacional; 33% aporta la produccion de pollo,
30.1% la produccion de huevo y 0.20% la produccién de pavo (UNA, 2005).

El 90% de la produccion de carne de pollo durante 2004 se concentré en 10
estados del centro del pais, de ellos Veracruz, Querétaro, Aguascalientes, Jalisco, y
la Comarca Lagunera agrupan el 49% de la produccion.

La comercializacion de la carne de pollo en México se da por canal, tipo de
presentacion y distribucién: vivo en 28%, rosticero 26%, mercados publicos 26%, en
supermercados 7%, en partes el 10% y productos de valor agregado 4% (UNA,
2005). La carne de pollo y gallina, asi como de huevo, son consumidos en gran
cantidad por la poblacion mexicana. Por lo que se refiere al pollo, México se ubica
en el sexto lugar a nivel mundial registrando un consumo por persona cercano a los
24.2 kg (UNA, 2005).

La produccién de huevo en los ultimos 10 afios crecid a un ritmo anual de
4.1%. El 97% de la produccién de huevo en México durante 2005, se produjo en 7
Estados localizados cerca de los centros de consumo, el 81% lo produjeron Puebla,
Jalisco, Sonora y la Region Lagunera (UNA, 2005).

En México, las importaciones de huevo y sus productos de 2004 a 2005 se
incrementaron en 40.6% en promedio anual, y nuestro pais es el principal

consumidor de huevo fresco en el mundo. En 2005 el consumo per capita de huevo



por habitante en México fue de 21.52 kg al afio y en China de 20.11 kg (UNA,
2005). En el 2005, la avicultura generé 1,072,000 empleos, de los cuales
178,000 son directos y 892,000 indirectos, cabe destacar que el 60 % de los
empleos los genera la rama avicola de pollo, el 38% la de huevo y sélo un 2% la de
pavo.

[.1.2. Anatomia de pollos y gallinas.

El pollo es un vertebrado de sangre caliente, con un alto grado de
metabolismo y temperatura corporal variable. Los pollitos de un dia de edad tienen
una temperatura de 39°C que aumenta gradualmente después de los cuatro dias,
alcanzando su maximo normal a los 10 dias de edad. El promedio de temperatura en
el ave adulta oscila entre los 40.6° y los 41.7°C (North, 1982).

La cabeza de pollos y gallinas, estd compuesta por una cresta, cuyo tamafo
se relaciona con el desarrollo de las génadas y la intensidad de la luz, sea natural o
artificial; ojos, parpados, anillo de los ojos, barbilla 'y pico (Figura 1A).

Cabeza
Pico
Cresta
Ojo
Barbilla

Cuello con plumas
Plumas parte ventral del cuello

NoarwdhE

16
17
B
8. ga
9. Capa
10. Arco del ala
11. Anterior del ala
12. Barra 12 del ala 20
13. Barra 22 del ala 21
14. Dorso 20 Zanga
15. Plumas de colchdn 22 21' Espolon
16. PIum:ils principales de la cola 22' Dedos
17. Plumo_n s 23. Membrana interdigitall
18. Plumaje inferior del muslo 23

19. Plumaje del coverjon



Figura 1. Anatomia externa de las gallinas. A) Cabeza. B) Plumaje que recubre
el cuerpo. C) Zancas (North, 1982).
Los pollos y gallinas estan casi completamente cubiertos de plumas, lo que

los diferencia de otros vertebrados (Figura 1B). Las plumas estan compuestas
principalmente por una proteina llamada queratina. Las aves adultas poseen un
método de renovaciéon de plumas, mediante desgaste de las mismas, lo que hace
que sean quebradizas o eliminadas una vez al afio, proceso conocido como pelecha,
consistente en la eliminacion de las plumas viejas y desarrollo de nuevas.

Las zancas (Figura 1C) y la mayor parte de las patas estan cubiertas con
escamas de varios colores, que dependen de los pigmentos carotenoides de la
dieta (North, 1982).

La mayoria de los pollos estan cubiertos por piel delgada, desprovista de
glandulas, con excepcion de la glandula uropigia, localizada en la parte superior de
la cola. Debido a la ausencia de glandulas sudoriparas, es imposible que el ave
pierda humedad debido al sudor. La piel tiene textura diferente en algunas partes del
cuerpo y la intensidad del color depende de la cantidad y tipo de xantofilas en la
dieta (North, 1982).

En los pollos y gallinas el esqueleto del cuello es largo y de libre movimiento,
pero la otra parte de la columna vertebral es rigida, compuesta de muchos huesos
unidos. Varias de las vértebras toracicas estan unidas para formar una base firme
para las alas y sus musculos. La quilla es pesada. El hueso de la cadera esta
solidificado al ileon y los pélvicos no estdn unidos en forma vertical. Las alas
corresponden a los brazos y manos del hombre, igual que las patas (Figura 2). La
mayoria de los huesos son ligeros y muy fuertes (Castell6 et al., 1989).

Los musculos que mueven las alas, se encuentran adheridos a la quilla del
esterndn, que también sostienen los érganos vitales de la cavidad abdominal. Los
pollos estan dotados de musculos blancos y rojos, que corresponden a carne clara y
obscura, la actividad del masculo determina su color, siendo mas obscuros los de las

patas que los de la pechuga ya que el ave camina mas que vuela (Figura 3).
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Haciendo una comparacién del aparato respiratorio de pollos con el de
mamiferos, se observa que los pulmones del pollo son chicos, sin embargo se
complementan con los sacos aéreos y los huesos neumaticos. Las aves tienen
cuatro pares de sacos aéreos, que son toracicos o bien abdominales, mas el saco
interclavicular. El aire se mueve libremente hacia adentro y afuera de los pulmones y
sacos aéreos, pero los pulmones funcionan como un mecanismo de enfriamiento
durante la respiracion al exhalar agua en forma de vapor (North, 1982).

El aparato urinario consta de los rifiones que estan colocados en la parte
postero-inferior de los pulmones. Un uréter conecta a cada rifiébn con la cloaca. La
orina de los pollos es principalmente acido Urico.

La sangre estad compuesta de eritrocitos, leucocitos, plasma fluido, sales y
otros compuestos quimicos. En las aves los eritrocitos presentan nucleo central, que
proceden mayoritariamente de la médula 6sea, donde se forman por medio de la
hematopoyesis (Castello et al., 1989).

El sistema nervioso de los pollos les permite que los sentidos del oido y la
vista se encuentren bien desarrollados, son capaces de distinguir veinte colores,
aunqgue el olfato es de baja magnitud. La capacidad de las papilas gustativas los
capacita para gustar ciertos sabores, lo que determina el tipo de alimento que
consumen cuando tienen libertad (Romer & Parsons, 1981).

El aparato reproductor del macho consta de dos testiculos, que se localizan
en la parte dorsal de la cavidad abdominal. Los conductos espermaticos transportan
el liquido seminal de los testiculos a la papila sexual, localizada en la parte dorsal
de la cloaca y de ahi al 6rgano de copulacién localizado en el mismo lugar. Mientras
el aparato reproductor de las hembras consta de un par de ovarios y con sus
oviductos, de los cuales solo funcionan los del lado izquierdo (Romer & Parsons,
1981).

El ovario se compone de foliculos que le dan la caracteristica de un racimo de
uvas, fijado a la pared dorsal del abdomen al rifidn izquierdo. El oviducto equivale a
las trompas uterinas de los mamiferos, y constituye todo el tracto genital femenino
que va del ovario a la cloaca. El oviducto conduce al ovocito, esté o no fecundado
hacia la cloaca, ademas de agregarle diferentes sustancias como: nutrientes,

membranas y un cascaron (Romer & Parsons, 1981).



[.1.3. Fisiologia del higado, mollejay pechuga.

El higado es un drgano digestivo complementario, ya que estd asociado
intimamente a la digestion, dado que sus secreciones se vierten al intestino y
ayudan al procesamiento del material alimenticio (North, 1982). Anatdmicamente
ocupa una posicion central, abajo de la hipdfisis xifoidea del esternon y en la parte
alta del abdomen. Este 6rgano esta formado por dos grandes Iébulos diferenciados;
el I6bulo izquierdo es algo mas reducido que el derecho y presenta un surco central
que lo divide en dos porciones (Figura 4). La superficie interior o visceral presenta el
hilio vascular, la vesicula biliar (junto al I6bulo derecho) y los conductos cisticos y
colédoco, que desembocan en el intestino al final del duodeno (Castello et al., 1989).

Entre las funciones hepéticas esta el secretar la bilis 6 &cido biliar, que al
entrar en la Ultima parte del duodeno, ayuda a la digestion (North, 1982),
particularmente a la hidrolisis total de las grasas, previamente saponificadas por

medio de la enzima pancreatica esteapsina (Castello et al., 1989).
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Figura 4: Vista ventral del higado de gallina (Castello et al., 1989).

La molleja, también llamada estbmago muscular, se adhiere a la porcion
caudal del proventriculo, esta cubierta por los dos Iébulos hepéticos, en su extremo
anterior, y esta limitada con la parte superior del intestino delgado (North, 1982). Es
grande y ocupa la mayor parte de la mitad izquierda de la cavidad abdominal. Su
forma es redondeada con sus lados aplanados (Figura 5A). La pared esta
constituida por dos musculos principales: la capa cérnea y la tinica muscular que

son capaces de desarrollar gran fuerza, y que estan unidos a ambos lados por una



aponeurosis de aspecto blanco-azulado, la parte de la pared géastrica desprovista de
aponeurosis esta ocupada por dos musculos intermedios. La tunica muscular esta
formada por dos parejas de musculos que rodean a la cavidad géastrica (Castello et
al.,, 1989). La molleja estd recubierta interiormente por una mucosa de
abundantes pliegues, sobre la cual se extiende una capa cérnea formada por el
endurecimiento de la secrecion de las glandulas del epitelio (Figura 5B). Esta
mucosa contiene glandulas bien desarrolladas que segregan HCI (acido clorhidrico)
y pepsina, lo que le confiere una reaccion acida (pH de 4.06) (Hoffmann & Volker,
1969).

La actividad motora de la molleja es de caracter ritmico, de modo que aparece
una contraccion de los dos musculos principales asimétricos que se presionan
mutuamente, por lo que disminuye su longitud en el sentido de su eje mayor al
mismo tiempo que gira algo. De este modo los alimentos situados entre ambos
muasculos resultan fuertemente comprimidos y simultaneamente aplastados y
molidos (Hoffmann & Volker, 1969). Cuando la molleja esta vacia permanece
inactiva, pero una vez que el alimento entra, empiezan las contracciones
musculares. Entre mas grandes sean las particulas de alimento mas rapidas son las
contracciones. Por lo general, la molleja contiene algun material abrasivo, como
arena, piedras, grava, etc., que reducen de tamafio o desintegran a las particulas de
alimento para que puedan pasar dentro del tubo intestinal. Cuando entran en la
molleja materiales de textura fina éstos salen en cuestion de minutos, pero si el

alimento es grueso, permanecen en la molleja durante varias horas (North, 1982).

esofago

esofago
proventriculo

duodeno glandulas Fi1 1
14 abertura
ducdenal

cuticula 4
dela —
molleja

Figura 5: Estdmago de las gallinas. a) Aspecto externo y b) Aspecto interno del
proventriculo y molleja (Giavarini, 1971).
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Figura 6: Aparato digestivo de la gallina, A. Aislado (Card, 1966) B. Disposicion
topografica desde el lado izquierdo (Bradley, 1960).

En las aves existen musculos de gran valor por su volumen y funciones, los
cuales constituyen la carne. Entre los musculos de mayor importancia para las aves
destinadas al consumo se encuentran los pectorales, en sus modalidades de gran
pectoral, mediano pectoral y pequefio pectoral, que en su conjunto conforman la
pechuga. Los tres pectorales se encuentran implantados a cada lado del esternén
que completa la parte inferior de la caja toracica de las gallinas (Figura 3). El
esternon esta constituido por la quilla, la cual forma una concavidad y es base de
tres prolongaciones laminares denominadas proceso costal, proceso lateral externo
y proceso lateral interno, dejando entre si unas escotaduras unidas por unas
membranas fibro-cartilaginosas. El borde interior de la quilla termina en una punta

cartilaginosa denominada apéndice xifoide (Figura 2) (Castello et al., 1989).

[.1.4. Tipo de alimentacion.

En la alimentacion avicola, la energia disponible esta expresada en unidades
de energia metabolizable, que es la porcion de la energia dietética que esta
disponible en el ave para la produccion de carne, huevos, mantenimiento de la

temperatura del cuerpo y otras funciones vitales (Neumann, 2001).



El sector avicola utiliza en gran parte los granos para alimentar a las gallinas,
ya que éstas lo prefieren al ser el alimento que mas se ajusta a su anatomia interna;
aungue también comen verduras y alimentos organicos de animales, como carne,
sangre, pescado, insectos, etc. (Clotet, 1990).

El maiz y el sorgo son los granos mas empleados en la alimentacion de las
gallinas. Por su valor nutritivo y por lo facil que las gallinas los ingieren, resultan un
alimento de primer orden, adecuado para los animales en crecimiento.

El trigo es un grano que contiene mas proteinas y menos grasa que el maiz.
El inconveniente que presenta este grano es su elevado precio, por lo que a las
gallinas sélo se les da el triguillo o granza, que son los granos de trigo pequefios que
no son empleados para siembra o molturacion y proceden de la limpieza del trigo
que se utiliza en la industria harinera (Clotet, 1990).

La avena, molida hasta harina, es ideal para las gallinas, y es dos veces mas
nutritiva que el trigo, ademas de contener sales minerales, lo que da a las aves
vigor, suavidad y brillo a las plumas.

La cebada es utilizada para engorda de las gallinas por su precio accesible y
alto contenido energético, muchas veces se utiliza para sustituir la mitad del maiz de
la dieta.

El trébol y alfalfa, son las mejores leguminosas como alimento para gallinas,
siendo valiosas por las sales minerales que poseen y favorecer la postura (Clotet,
1990).

Los alimentos de origen animal también se deben incluir dentro de la dieta de
las gallinas por su riqueza proteica, que alcanza una proporcion del 65 %, aunque su
empleo debe restringirse a 10 g diarios por gallina. Existen diversas clases de
productos, entre ellos harina de pescado, huesos, conchillas de ostras, sangre,
aceite de higado de bacalao y leche desgrasada en polvo (Clotet, 1990).

[.1.5. Riesgo de contaminacidn del alimento por hongos.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos filamentosos que
incluyen especies de Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Claviceps, etc. producidos en
la etapa final del crecimiento de una colonia flngica y actian para su defensa o
metabolismo, aunque no se conoce la verdadera funcion en el organismo que las
produce (Obrian et al., 2003; Bianchi Del et al., 2005; Garcia & Heredia, 2006).



Hay que prevenir la contaminacion de los alimentos con micotoxinas, ya que
éstas causan grave toxicidad tanto en animales, como en seres humanos.

Los hongos requieren condiciones ambientales que favorezcan su
crecimiento, tales como una concentracion de oxigeno > 20%, pH entre 6.0 y 7.0,
temperatura superior a 20° C y humedad relativa de 20% a 41%. La contaminacién
de los alimentos por micotoxinas puede variar segun las condiciones geogréficas,
climaticas, almacenamiento, procesamiento y manejo. Algunos productos
alimenticios son sustratos mas aptos que otros para el crecimiento de los hongos y
produccion de toxinas (Jordan & Pattison, 1996).

La contaminacion de alimentos vegetales y balanceados por micotoxinas, se
puede dar antes o después de la cosecha, durante el almacenaje, transporte,
procesamiento o en el momento de ser utilizados en alimentacion, siendo un
problema comun para la industria avicola (Bennett & Klich, 2003). Las micotoxinas al
encontrarse en productos forrajeros como cereales (maiz, sorgo, cebada, trigo,
harina de arroz), en oleaginosas como harina de semillas algodon, mani y de otras
leguminosas, reducen la produccion de los cultivos y causan perdidas econémicas
(Jordan & Pattison, 1996; Gqgaleni et al., 1996; Garcia & Heredia, 2006).

Las micotoxinas mas comunes encontradas en los alimentos son las
aflatoxinas (AF), entre ellas la aflatoxina B; (AFB;) que es la mas téxica; la
zearalenona, toxina T-2, deoxinivalenol (vomitoxina), ocratoxina A, fumonisina y
patulina. Otras micotoxinas importantes son nivalenol, citrinina, esterigmatocistina,
acido fusérico, acidos penicilico y ciclopiazénico (Bennett & Klich, 2003).

Tanto en la agricultura organica, como en la convencional son necesarias
buenas préacticas agricolas, de manipulacion y de almacenamiento, para reducir al

minimo el riesgo de desarrollo de mohos y de contaminacion por micotoxinas.
I.1.6. Pérdidas econémicas debidas a contaminacion por aflatoxinas.

Los granos y alimentos vulnerables al crecimiento de hongos y a la presencia
de aflatoxinas (AF), representan un peligro considerable para las aves de corral y
sus productos derivados (Calnek et al., 1997). Las pérdidas biolégicas y econémicas
causadas por el rechazo de granos contaminados son enormes. Pero son mas
importantes las pérdidas no detectadas, debido a la reduccion de la productividad en

la explotacion de animales (Charmley et al., 1995).



Los niveles de AF, de 60 a 800 ppm, reportados en la contaminacion de los
alimentos, originan efectos significativos y variables sobre el decremento del peso
corporal de las aves de corral (Sodhi et al.,, 2005). EI consumo de alimentos
contaminados con AF, de 50 a 200 ppm ocasiona alta mortalidad en las granjas
avicolas (Oguz et al., 2000; Abdolamir-Allameh et al., 2005).

1.2. Las aflatoxinas
[.2.1. Importancia en aves de corral.

Las AF son las micotoxinas mas importantes en la industria avicola al
ocasionar pérdidas significativas, ya que son consumidas, en los granos de cereal,
por las aves de corral (Salyi, 1999; Oguz et al., 2000). Las aves de corral jovenes
son mas susceptibles a la contaminacién por AF que las aves adultas, esto se debe
a la falta de sistema enzimatico hepatico que es requerido para degradar las AF
(Cheeke & Shull, 1985). Existen diferencias entre las especies de aves, los patos
son 10 veces mas sensibles que los pollos, y los pavos tienen una respuesta
intermedia (Jordan & Pattison, 1996).

Los mayores efectos econdmicos de la aflatoxicosis en las aves son el
decremento del crecimiento, la conversion pobre de los alimentos a carne, leche y
huevos (Verma et al., 2004; Sodhi et al., 2005), y altos indices de mortalidad en las
granjas avicolas, con lo que baja significativamente el valor de los granos como
alimento para las aves y como producto de exportacion (Bennett & Klich, 2003).
Altos niveles de AF (>10.0 ppm) pueden ser mortales para las aves de corral y
niveles bajos dan efectos crénicos (Jordan & Pattison, 1996).

Los pollos y gallinas que han ingerido cantidades >1.0 ppm de AF, pueden
desarrollar una aflatoxicosis que se manifiesta por una inmunodepresién, que trae un
marcado decremento en la resistencia a infecciones como salmonelosis, coccidiosis,
enfermedades en la Bolsa de Fabricio (Bursa de Fabricius) y candidiasis, asi como
falta de pigmentacion (Jordan & Pattison, 1996; Mavarez et al.,, 2005). Estas
deficiencias se presentan porque las AF afectan el sistema inmune al inhibir la
sintesis de proteinas (Verma et al., 2004) e interactuar con las rutas metabdlicas de
lipidos y carbohidratos (Quist et al., 2000). Las gallinas de postura intoxicadas con
cantidades >2.0 ppm de AF, tienen un decremento en la produccion de huevos y el
empolle de los mismos se reduce (Jordan & Pattison, 1996). La AFB; acumulada en



los 6rganos reproductivos se transfiere a los huevos y a la progenie empollada
(Calnek et al., 1997).

La vida media de la AFB; en gallinas es de 67 horas, y la mayor cantidad se
excreta por la bilis y el intestino, pero el aflatoxicol (AFL) y las AF hidrolizadas como
las aflatoxinas My (AFM1) y B2a (AFB2,) se presentan en huevos durante 7 dias o mas
(Calnek et al., 1997). ElI AFL y las AFM;y AFB ,,, también son un riesgo potencial
para la salud humana porque pueden presentarse en alimentos derivados de

gallinas y pollos, y pueden intoxicar al ser ingeridos (Oliveira et al., 2003).
[.2.2. Definicién.

Las AF son un grupo de alrededor de 16 metabolitos secundarios derivados
de las furanocumarinas (Bhatnagar et al., 2003). Son producidos principalmente por
los mohos Aspergillus flavus, y A. parasiticus; en particular, Aspergillus flavus es un
hongo contaminante de cereales. A. bombycis, A. ochraceoroseus y A. nomius,
también son especies que producen AF, pero no son encontradas frecuentemente
(Bennett & Klich 2003; Garcia & Heredia, 2006; Mohanamba et al., 2002; Sweeney &
Dobson, 1999).

Se trata de hongos toxigenos, capaces de desarrollarse en gran variedad de
sustratos, pudiendo contaminar los alimentos cuando son cultivados, procesados,
transformados o almacenados en condiciones adecuadas que favorezcan el
desarrollo fungico. El crecimiento de estos hongos y la produccion de toxinas
dependen de muchos factores ambientales. Existen cuatro principales AF: B; (AFB,),
B, (AFB.,), G1 (AFG;1) y G, (AFG;) (Bhatnagar et al., 2003; Sodhi et al., 2005).

Las AF son potentes mutagenos y cancerigenos al ser ingeridas por las aves
de corral (Oguz et al., 2000). La enfermedad causada por AF se llama aflatoxicosis
y cuando se consumen niveles medios a altos se producen efectos agudos como:
hemorragias, diarreas, dafios en higado, edema, alteracion en la digestion, en el
metabolismo de los alimentos, y en ocasiones la muerte. Cuando se consumen
niveles bajos a moderados de AF se producen efectos crénicos: baja absorcion de
los alimentos, crecimiento lento, baja respuesta a vacunas pues bajan las defensas,
cancer, inmunodepresion, sindrome de Reye, hepatitis, cirrosis y problemas renales
(Bennett & Klich, 2003).



[.2.3. Estructura quimica.

Las AF son bis-dihidrofurano-cumarinas, y se les nombra B y G segun los
colores con que fluorescen, ya sea azul (= Blue) o verde ( = Green) bajo la luz UV en
cromatografia de capa fina (Sweeney & Dobson,1999). La estructura quimica de las
AF de tipo B se caracteriza por un anillo ciclopentanol y las AF de tipo G por un
anillo de lactona (Figura 7). Las AFB, y AFG, tienen un anillo bisfuranil saturado y
las AFB,, Yy AFGy, tienen una estructura bisfuranil hidratada (Bhatnagar et. al.,
2003).
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Figura 7: Distintas aflatoxinas producidas por especies de Aspergillus
(Sweeney & Dobson, 1999).
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I.2.4. Propiedades fisicoquimicas (OPS, 1983).

Las AF exhiben una intensa fluorescencia cuando son expuestas a luz UV de
onda larga. Esto permite detectar las AF a concentraciones extremadamente bajas
(alrededor de 0.5 ng o menos por mancha en cromatografias de capa fina). Las AF
son solubles en disolventes no polares o medianamente polares como el cloroformo

y metanol, especialmente en dimetilsulféxido, e insolubles en agua.



Las AF son termo-resistentes y estables a temperaturas elevadas hasta
260°C la AFB; y llegando a 320°C la AFM;. Sin embargo, son inestables cuando se
les expone a la luz, particularmente a la radiacion UV. Las AF en cloroformo y en
benceno son estables por muchos afios si se mantienen en lugar oscuro y frio.

Las AF resisten la coccion, fermentacion, pasteurizacion, ultrapasteurizacion y
la nixtamalizacion. Sin embargo, pueden ser destruidas con un tratamiento drastico,
como el calentamiento en autoclave en presencia de amoniaco 0 hipoclorito.

La presencia del anillo de lactona en la estructura de las AF las hace
susceptibles a la hidrdlisis alcalina (De longh et al., 1962). Cuando las AF se ponen
en contacto con un pH alcalino (pH 8-12), el anillo de lactona se abre y se pierde la
fluorescencia, esto hace pensar que no hay AF, sin embargo el anillo de lactona se
cierra con un pH acido (1-3 pH), y al regresar a un pH neutro, fluorece otra vez. La
presencia de proteinas, el pH y la duracién de tratamiento pueden modificar los
resultados (Beckwith et al., 1975; Moctezuma, 2002). Si el tratamiento alcalino es

leve, la acidificacion invertird la reaccion, reconstituyendo la AF original.
[.2.5. Biosintesis.

La biosintesis de AFB1, AFB,, AFG; y AFG; es un proceso controlado por 20
reacciones enzimaticas (Yu et al., 2000). Los genes activos en la biosintesis de las
AF estan agrupados en una regioén de 70 Kb del ADN de A. flavus y A. parasiticus,
bajo control del gen regulatorio aflR (Chang et al., 1993) y el gen aflJ (Meyers et al.,
1998).

La sintesis de AF (Figura 8) ocurre a través de una serie de reacciones de
oxido-reduccion. La biosintesis comienza con la conversion de acetato y malonil
CoA a una unidad iniciadora hexanoil, por el producto de dos genes de lipasa
sintetasa (fas-1 y fas-2), la unidad iniciadora hexanoil es extendida por un policétido
sintetasa (pksA) a acido norsolorinico (NOR), que es el primer producto estable de la
ruta (Bhatnagar et al., 2003; Sweeney & Dobson, 1999).

La conversion de NOR a averantina (AVN) involucra una deshidrogenasa,
codificada por el gen nor-1 6 nor-A. Los pasos cataliticos en la conversion de
averufina (AVR) a versicolorina B (VERB) no se han asignado genes especificos del
conglomerado, pero se cree que los posibles candidatos son cypX, moxY y avfA. La

cetoreductasa (verl) y mono-oxigenasa (verA) son requeridas para la conversion de



versicolorina A (VERA) a dimetil-esterigmatocistina (DMST), a partir de aqui la ruta
se bifurca y se presenta la conversion de DMST a AFB;, AFG; por un lado, y por el
otro la conversion de O-metil-esterigmatocistina (OMST) ¢ dihidro-O-metil-
esterigmatocistina (DHOMST) a AFB, y AFG,, donde se requiere la presencia de un
NADPH-dependiente mono-oxigenasa (ordA). La formacion de las toxinas G
involucra una enzima adicional codificada por ordB (Bhatnagar et al., 2003; Yu et al.,
2000).

A continuacion presentamos dos figuras, una acerca de la ruta biosintética de
las AF (Figura 8) y otra de la ruta de biotransformacién de la AFB; (Figura 9), con
objeto de precisar tanto los cambios que van ocurriendo a las AF, como las enzimas

y genes involucrados.
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Figura 8: Ruta biosintética de las aflatoxinas. Enzimas involucradas: (a) lipasa sintetasa, (b) policétido sintetasa, (c) acido norsolorinico
reductasa, (d) acetato hemicetal versiconal reductasa, (e) estereasa, (f;) versicolorina B sintetasa, (f;) versiconil ciclasa, (g) desaturasa, (h) O-
metiltransferasa (MT-II), (i) O-metiltransferasa, (j) O-metiltransferasa (MT-1). Genes involucrados: (A) fas-1A y fas-2A, (B) pksA, (C) norl, norA, (D) avnA, (E)
avfl (avflB y avflw), (F) vbs, (G) verB, (H) verlAy aflS, (I) omtA y (J) ordl. (Trail et al., 1995; Minto & Townsend, 1997; Bennett et al., 1997).
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Figura 9: Ruta de biotransformacion de AFB; (Eaton et al., 1994 b).

.2.6. Ocurrencia natural.

La contaminacion de los alimentos por AF es un fenédmeno natural y
frecuente, a nivel de campo o de almacenamiento de los granos en paises
tropicales y subtropicales (Santuario et al. 1999), estas condiciones climaticas
(temperatura de 30-35° C y humedad relativa de 20% a 41%), estimulan el
crecimiento de los hongos. Asimismo, la produccién de AF se incrementa por el
estrés de las plantas al ser dafiadas por insectos, por la sequia, la baja

nutricion o el retraso de la cosecha (Jordan & Pattison, 1996).




Sin embargo, la mayoria de las veces la contaminacion del alimento por
AF se lleva a cabo en las tolvas de almacenamiento de las granjas, en
particular si la cosecha ha estado mojada. También, porque las AF estan
presentes en las camas de las aves de corral y el polvo de los locales (Gordon
& Jordan, 1985).

Como es muy frecuente la contaminacién de los alimentos con AF, la
Secretaria de Salud de México ha establecido dos Normas Oficiales para la
regulacion de AF en granos y cereales. La Norma Oficial NOM-188-SSA1-
2002, establece el maximo nivel de AF permitidas en cereales destinados para
consumo humano y animal, asi como los requerimientos sanitarios para el
transporte y almacenamiento de los productos. El nivel permitido para AF
totales en humanos es de 20 ug/kg, y cuando se excede este nivel de
tolerancia, los granos y cereales so6lo pueden ser utilizados para alimento
animal. En estos casos, el limite maximo permitido para pollos de engorda es
de 20 upg/kg, aunque se acepta ganado porcino de 100-200 pug/Kg y demas
ganado de 100-300 pg/Kg (Secretaria de Salud, 2002).

[.2.7. Presencia de aflatoxinas en alimentos de aves.

Cuando los hongos A. flavus y A. parasiticus, invaden y crecen sobre
diferentes cultivos en el campo, tales como maiz, nueces, cacahuates, algodon,
soya y sorgo, la contaminacion resultante con AF frecuentemente hace que los
cultivos no sean 6ptimos para el consumo humano ni animal (Charmley et al.,
1995; Mohanamba et al., 2002; Ratnavanthi & Sashidhar, 2003; Vardon, 2003;
Sudershan et al., 2004; Flores et al., 2006; Garcia & Heredia, 2006).

En Colombia se realiz6 un trabajo para establecer la fecuencia y
distribucion de AF en la produccién de sorgo. Las muestras de sorgo
recolectadas inmediatamente después de la cosecha no presentaron niveles
detectables de AF, mientras que las muestras de sorgo almacenado durante 6
meses en bodegas y silos comerciales presentaron incidencia de AFB;
(contenido promedio de 5.1 pg/kg). No obstante, los resultados indicaron que el
sorgo analizado no constituia una amenaza para la salud puablica y la
produccion pecuaria, al encontrarse las AF por debajo del limite de tolerancia
establecido mundialmente (20 pug/kg) (Abadia-Serna et al., 1997).



En Botswana, Africa, el sorgo y el maiz son base de la elaboracion de
alimentos para la poblacién humana y los animales. Se analizaron estos dos
cereales para detectar micotoxinas, y de las muestras totales de sorgo
analizadas, se encontraron en 40 % de AF de 0.1 a 60 pg/kg, mientras el maiz
no presentd AF (Siame et al., 1998).

La presencia de AFB; fue determinada en diferentes granos de consumo
humano y animal en Cuba. Entre los granos analizados se situaban el
cacahuate y el sorgo, los cuales mostraron el mas alto porcentaje de
contaminacion por AFB;. El cacahuate con el 40.4% de las muestras
contaminadas y del sorgo el 83.3 %, indican que en este pais los niveles de
AFB; en cacahuate y sorgo constituyen un gran riesgo para la salud publica
humana y animal (Escobar & Sanchez-Regueiro, 2002).

En Pakistan se analiz6 la AFB; en los ingredientes para alimentos
destinados a las aves de corral. Se analizaron un total de 3,230 muestras de
ingredientes de origen animal y vegetal, las cuales se situaron en un rango de
contaminacion de 13 pg/kg a 78 pug/kg (Bhatti et al., 2001). Un trabajo similar se
hizo en Bangladesh, donde se muestred alimento para gallinas de diferentes
granjas. En dichos alimentos el contenido de AF varié de 0 a 98 pg/kg (Khan et
al., 2005).

[.3. Efectos de las aflatoxinas en pollos y gallinas.
[.3.1. Efectos en higado.

El higado es el primer 6rgano dafiado cuando las aves de corral son
alimentadas con AFB; (Begum et al.,, 2001; Bennett & Klich, 2003; Eaton &
Groopman, 1994a), y presenta decoloracién y consistencia grasa por la
aflatoxicosis (Figura 10). En casos agudos el higado se encuentra
congestionado, puede tener un color amarillo parduzco, ocre o moteado, con
hemorragias multilocales (Calnek et al., 1997; Bahrami, 2004; Bianchi Del et al.,
2005), estar agrandado y tener degeneracion hidropica (Ortatatli & Oguz, 2001;
Sapcota et al., 2005; Giacomini et al., 2006).

Cuando las aves se recuperan, la palidez y dureza del higado progresan

hacia una cirrosis completa. A nivel histoldgico, el higado muestra



degeneracion de las células parenquimatosas, necrosis de las regiones
perisinusoidales, hiperplasia y proliferacion de los conductos biliares, fibrosis y
los hepatocitos presentan un nucleolo prominente. Inflamacion por basofilos,
hepatocitos regenerativos, heteroéfilos y células mononucleares se da en zonas
portales (Calnek, 1997; Gordon & Jordan, 1985; Jordan & Pattison, 1996;
Bhanuprakash et al., 2006).

Cuando los pollos y gallinas son contaminados por AF, la actividad
enzimatica de la amino-aspartato-transferasa (AAST) y la amino-alanina-
transferasa (AALT) aumenta (Oguz et al., 2002; Nath & Sarma, 2005). La
interferencia de las AF en el metabolismo de los lipidos es la causa del
deterioro de triglicéridos del higado, por lo que se presenta una reduccion de
ellos en el suero (Quist et al., 2000; Altintas et al., 2003; Eraslan et al., 2005).

Foto: Dra. Magda Carvajal.

Figura 10: Higado dafado por la contaminacion con aflatoxina Bj. A)
Higado control sano, B) Higado con trazas de aflatoxina Bj, C)
Higado con dosis altas de aflatoxina B; y mayor decoloracion.

1.3.2. Efectos en molleja.

El contacto directo del proventriculo y la molleja con las AF, durante el
proceso digestivo, causan irritacion e inflamacion de los mismos, que al
hincharse aumentan los pesos relativos de estos 6rganos (Figura 11) (Huff &
Doerr, 1981; Goher et al., 2004; Sapcota et al., 2005). Estudios de aflatoxicosis
realizados en gallinas, indican que el peso de la molleja y el proventriculo se
incrementan significativamente sélo con dosis altas de aflatoxinas (5 pg/g o
mas). Sin embargo, la molleja parece ser méas sensible a los efectos de las AF
que el proventriculo. La diferencia en la sensibilidad de ambos &rganos



radicaria en los tiempos de retencion de los alimentos, pero las contracciones
de ambos son coordinadas, asi que el tiempo de retencion es el mismo. Sin
embargo, la diferencia en la respuesta de la sensibilidad del proventriculo y la
molleja a las AF, es mediada por diferencias en el recubrimiento interno de los
organos o por el resultado de la toxicosis sistémica causada y reflejada en las
concentraciones de AF en los tejidos (Huff et al., 1986).

oto: bra. Magda Carvajél.

Figura 11: Hifas del hongo Aspergillus flavus saliendo de aberturas de la
molleja.

[.3.3 Efectos en pechuga.

Las lesiones que se aprecian en piernas y musculos de la pechuga, en
pollos y gallinas con aflatoxicosis de deben al decremento de los mecanismos
de coagulacion de la sangre y a la fragilidad del endotelio capilar, que
incrementan la tendencia a hemorragias en el cuerpo (Figura 12) (Ortatatli &
Oguz, 2001; Goher et al., 2004).

Las gallinas con aflatoxicosis también presentan una marcada disminucién
en la produccion de pechuga. Las AF reducen la produccion de musculo o
afectan su integridad llevando el decremento en peso de este tejido a un
extremo mayor a lo que sucede con el tejido 6éseo (Huff et al., 1984; Begum et
al., 2001; Bahrami, 2004; Sapcota et al., 2005; Bintvihok & Kositcharoenkul,
2006).



Fotos: Dra. M

Figura 12: Hemorragias causadas por AFB; en pechuga de gallina. A) Con
piel. B) Sin piel.
1.4. Métodos de control.

La contaminacion de los granos con micotoxinas comienza en el campo,
y es ahi donde la mayoria de las acciones practicas y econémicas se deben
establecer para reducir los niveles de AF; las medidas de control se enfocan a
prevenir la colonizacion con A. flavus y A. parasiticus a los cultivos, y la
produccion de AF en los cultivos (Zuber et al. ,1993; Raju et al. ,2005; Garcia &
Heredia, 2006).

Sin embargo, en los ultimos 10 afos, se han realizado estudios de
control para desintoxicar los alimentos contaminados por AF y minimizar los
efectos deletéreos que ellas causan en las aves de corral (Zaghini et al., 2001,
Oguz et al., 2000; Singh et al., 2003).



Muchos investigadores, desde 1990 han estado probando adsorbentes
de AF, algunos son exitosos, pero pocos son utilizados comercialmente. Estos
incluyen silicatos de aluminio, bentonitas, zeolitas naturales y sintéticas, que
son adsorbentes inertes y no nutritivos, utilizados por su capacidad de union a
las AF cuya finalidad es removerlas de los alimentos contaminados y reducir su
absorcién por el tracto gastrointestinal de las aves de corral (Oliveira et al.,
2003). También son utilizados para reducir la toxicidad por AF en pollos,
gallinas y otras especies de aves, las cuales después de ser tratadas con esos
componentes presentan una mejora significativa (Oguz et al.,, 2000;
Naveenkumar et al., 2005).



I.1.

11.2.

II. OBJETIVOS

General.

Identificar y cuantificar las aflatoxinas presentes en higado, molleja y
pechuga de gallina de postura.

Particulares.

Extraer, concentrar y purificar las aflatoxinas presentes en higado,
molleja y pechuga de gallina.

Cuantificar las aflatoxinas (AFB;1, AFB,, AFG;, AFG,, AFM1, AFM,, AFP;
Y AFL) por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Elaborar las curvas de calibracion para cada aflatoxina.

Conocer las diferencias en cantidad de aflatoxinas de los distintos tejidos
de gallina.

Definir cual es el mejor método quimico usado (método de Qian & Yang,
1984 6 método de Koeltzow & Tanner, 1990)) y proponer mejoras al
mismo.

Comparar los dos métodos de analisis quimico para ver cual extrae y
purifica mejor a las aflatoxinas en los tejidos de la gallina.



1. MATERIALES Y METODOS
.1 Disefo experimental.

Con objeto de conocer la cantidad de AFB; ingerida por gallinas raza
Hi/Line W36, de 121 semanas de edad en segundo ciclo de produccién, se
disefid un experimento sobre el paso de la AFB; del alimento a los tejidos
(pechuga, molleja e higado) de gallinas de postura. Este experimento se realizé
en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola
(CEIEPA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM en
Tlahuac, Distrito Federal, del 8 al 15 de agosto de 2005, esta ultima fecha
corresponde al dia en que se sacrificaron las gallinas.

Se trabajo con 25 gallinas colocadas en jaulas individuales, las cuales se

subdividieron en 3 grupos:

a) El grupo control que constd de 9 gallinas alimentadas con 2 kg diarios de
sorgo molido y homogeneizado sin contaminacion con AFB;, aunque las
gallinas generalmente comieron 125 g diarios, se les pusieron 250 g por ave,

para facilitar su consumo.

b) El grupo con dosis baja de AFB;de 30 pg/kg fue de 8 gallinas. Se trabaj6
con esta dosis baja dado que la legislacion Mexicana y del Tratado de Libre
Comercio (TLC) indica que para las gallinas de postura el limite maximo de
tolerancia de AFB; en el alimento es de 20 pg/kg y como casi siempre se pierde
toxina en las paredes del recipiente, se contamin6 con 30 pg/kg, para que a las

gallinas les llegaran al menos 20 ug/kg.

c) Finalmente, el grupo alimentado con sorgo contaminado con dosis alta de
AFB;: de 500 pg/kg, fue de otras 8 gallinas. Esta dosis se utilizo para tratar de

asegurar el paso de AFB; de alimento a tejidos.

Después de ocho dias de experimento, las gallinas se sacrificaron por
dislocacion cervical, se les extrajo el higado, pechuga y molleja, cada érgano
fue pesado para obtener el peso fresco y etiquetado de acuerdo a la
concentracion del tratamiento al que pertenecian, se tomé asimismo el nimero

de gallina y la fecha. Los tejidos se congelaron a - 4°C hasta su analisis.



Los higados y mollejas se colocaron en cajas de Petri, y las pechugas en
charolitas de papel aluminio, y se colocaron dentro de una campana de
extraccidon a temperatura ambiente para su secado total por aire. Cada tejido se
molié en un molino de café Moulinex. Después de obtener el tejido seco y
molido se pes6 cada muestra para la obtencion del peso seco. En el Cuadro 1
se presenta la adicién de la AFB; al alimento de las gallinas, y el peso inicial de

las mismas.

Cuadro 1: Experimento sobre la adicion de la AFB; al alimento de las
gallinas, el peso inicial de las mismas y el tipo de tratamiento.

Alimento Control sin AFB; (250 g) Peso inicial (kg) de gallina
colocado en comedero por dia. 08 de agosto del 2005

N° de gallina N° de gallina

1.764

1.482

1.440

1.724

1.602

1.652

1.782

1.682

OO |INO(U|RWIN|F-

2.128

Tratamiento con alimento adicionado con 30 pg/kg de AFB, por dia.

N° de gallina N° de gallina

1.602

1.536

2.080

1.688

1.896

1.440

1.712

OINO|UT[AWIN|F

1.740

Tratamiento con alimento adicionado con 500 pg/kg de AFB, por dia.

N° de gallina N° de gallina

2.008

1.654

1.414

1.946

1.876

1.604

1.958

X INOUDWIN|F-

2.194




[11.1.1. Composicién del alimento de las gallinas.

A continuacion se presenta la composicion del alimento de las gallinas

gue se mezcld y homogeneiz6 en el CEIEPA y que sirvié de base para preparar

una tonelada de alimento para hacer el experimento (Cuadro 2).

Cuadro 2: Ingredientes de la formula para preparar una tonelada de

alimento base para las gallinas.

Ingredientes

Cantidad en kg

Sorgo sin marca (Siroga SA de CV) 675.817
Soya (Siroga SA de CV) 190.016
Carbonato de Calcio (Moliendas Tizayuca SA de CV) 89.207
Aceite vegetal crudo de soya (Siroga SA de CV) 24.349 L
Fosfato de calcio (Tecamac Industrial SA de CV) 12.345
Sal (El Elefante SA de CV) 3.882
DL metionina (Degusa SA de CV) 1.533
Pigmento extracto de flor de cempoaltxdchitl (Pigmentos

vegetales SA de CV) 1.500
Cloruro de colina (Celanece SA de CV) 0.500
Vitaminas de gallina de postura A, D, E, Ky complejo B

(Helm SA de CV) 0.250
Minerales: Zn, Mg, Mn, |, Fe, Cu, Co, Se (Helm SA de CV) 0.500
Antibibtico Bacitracina zinc (Insumos Quimicos SA de CV) 0.100
Antioxidante BHT y BTQ (Insumos Quimicos SA de CV) 0.150

[ll.2.  Analisis quimico.

Se describirdn primero los métodos de extraccion de las AF y después

los pasos para cuantificarlas.

[11.2.1. Comparacion de dos métodos quimicos (Qian & Yang, 1984 y

Koeltzow & Tanner, 1990), para el analisis de AFB; en tejidos de

gallina.

Se realizaron analisis in vitro para conocer el porcentaje de recuperacion

de la AFB; por cada uno de los dos métodos quimicos.

A continuacion se describira cada uno de los métodos empleados.




[11.2.2. Porcentaje de recuperacion in vitro de la AFB; en tejidos de

gallina, para valorar los métodos quimicos.

Se realizaron analisis de los tejidos control y de los fortificados con
AFB;. Con relacion a los tejidos control sin AFB;, se realizaron 15 diferentes
extracciones (cinco de higado, cinco de molleja y cinco de pechuga), con cada
uno de los dos métodos a probar (Qian & Yang, 1984 y Koeltzow &
Tanner,1990), esto da un total de 30 extracciones de tejidos control.

Con objeto de comparar los dos métodos usados y obtener sus
porcentajes de recuperacion, lo primero que se hizo fue la fortificacion con
AFB;, de higados, mollejas y pechugas compradas en supermercado segun el

método siguiente:

[11.2.2.1 Fortificacion de los tejidos de gallina con AFB;.

a. Se prepararon 5 diferentes concentraciones de estandar de AFB; (0.5, 1, 2,
5y 10 ng/g), para fortificar los tejidos.

b. Por otro lado, se corté un gramo por cada uno de cinco higados, mollejas o
pechugas y se homogeneizaron en morteros, por separado, con 2 mL de
solucion de cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker, 3624-19) saturada.

c. Cada pedazo homogeneizado se colocé en un tubo de centrifuga de 50 mL,
se le afadieron 2.5 mL H;Ogest Y 10 mL de metanol (MeOH) (Fermont, N°
Cat. 06123), para hacer una soluciéon de MeOH/H,O (81:19 v/v).

d. Finalmente, se fortific6 cada gramo de tejido homogeneizado (con sal, agua
y metanol), con cada concentracién de AFB;.

e. Las muestras fortificadas se dejaron reposar en el refrigerador por 24 horas.

El método de la fortificacion in vitro se usé igual para ambas técnicas de

extraccidn que a continuacion se describen:

[11.2.2.2. Técnica de Qian & Yang (1984) para la extraccion rapida y

deteccidn de aflatoxinas en higado.



Cada muestra de tejido fortificada y reposada, se agitdo por 10 minutos
en un vortex-2 (Scientific industries Modelo G-560) y se centrifugdé a 3000 rpm
durante 15 min (Centrifuga Cool Working System 4235). El total de
sobrenadante de cada muestra, se vertid6 en una columna LC-18 desechable
de fase reversa (Supelclean LC-18 SPE Tubes 6 mL, 57054), que previamente
fue lavada con 5 mL de MeOH y después con 5 mL de H,Ogest. Después el
filtrado de cada columna LC-18, aproximadamente 11 mL, que representa el
75% de la muestra original, se diluyd con H,O gt (1:5 Vv/v), hasta que el
contenido de MeOH fue del 20 %. El filtrado diluido (36 mL) se transfirio a una
segunda columna de LC-18 de fase reversa desechable, prelavada con 5 mL
de MeOH y se le pusieron otros 5 mL de H,O 4est. Después de secar esta
segunda columna LC-18 a temperatura ambiente por toda la noche, las AFB;
se eluyeron con 2 mL de acetona (Merck, 501766) al 5% en cloruro de metileno
(J.T. Baker, N° Cat. 9315-3). El eluido se evapor6é a sequedad a 40 °C y se
resuspendio en 200 pL de Fase movil (H2Ogest:acetonitrilo (ACN J.T. Baker, N°
Cat. 901703):MeOH 6:2:3 v/v) , y se inyectaron 50 pL con una microjeringa
(Microliter # 705, Hamilton, 80565) a la columna cromatografica del HPLC
(Phoenomex C;g de 250 x 4.60 mm 5 ). Los restantes 150 yL se evaporaron a
sequedad a 40°C.

No obstante de que el método original no menciona eluir la primera
columna LC-18, se eluyd, con objeto de conocer cuanta AFB; se retenia por
ella y asi poder proponer modificaciones al método de Qian & Yang que lo

optimicen.

[11.2.2.3 Técnica de Koeltzow & Tanner (1990) para la extraccion de
aflatoxinas, en un gramo de tejido animal, y su concentracion con

columnas de inmunoafinidad.

Cada homogeneizado fortificado en la solucion de MeOH/H,O (66:34
v/v) de los tres tejidos, se agité por 10 minutos en vortex y se centrifugo a 3000
rpm por 15 min. El total del sobrenadante se diluyé con 40 mL de solucion de
amortiguadora de fosfatos (PBS) a 7.4 de pH con objeto de proteger al
anticuerpo de la columna de inmunoafinidad. Quedd un volumen final de 50 mL

de extracto diluido que se pasO por una columna de inmunoafinidad Easi-



Extract para aflatoxinas totales, prelavada con 20 mL de PBS para activarla,
cuidando que no se secara. El filtrado se desecho en un frasco de residuos. La
columna de inmunoafinidad contiene un gel de agarosa con anticuerpos
monoclonales que retienen a las AF totales, por una reaccion antigeno-
anticuerpo.

Después se lavo la columna con 20 mL de H,Ogest desionizada y se seco
haciendo pasar aire por ella. Finalmente, se eluyé con 2 mL de MeOH y se
colect6 el eluido en un vial de vidrio ambar. El eluido se evapor6 a sequedad a
40 °C y se resuspendié en 1 mL de MeOH grado HPLC, de los cuales se
inyectaron 50 pL con una microjeringa, al cromatografo de liquidos (HPLC). Los

restantes 950 UL se evaporaron a sequedad a 40 °C y se refrigeraron.

[11.2.3. Extraccion de aflatoxinas de los tejidos del experimento.

Se hicieron analisis para conocer la recuperacion in vivo de la AFB; de
los tejidos de gallina de las muestras del experimento donde se les dié sorgo

contaminado.

[11.2.3.1. Extraccion rapida y deteccion de aflatoxinas en los higados,
mollejas y pechugas del experimento por el método de Qian &
Yang (1984).

Hay que recordar que se alimentdé las gallinas tratadas con sorgo
contaminado con AFB;, y se aliment6 con sorgo limpio, no contaminado, a las
gallinas control. Para la extraccion de AFB; de los higados, mollejas y
pechugas del experimento se utilizé la técnica de Qian & Yang (1984) con
modificaciones por Carvajal & Diaz-Zaragoza (2006) en proceso de
publicacién.

De cada tejido seco y molido de higado, molleja y pechuga, se peso un
gramo, se colocé en un tubo de centrifuga de 50 mL y se le agregaron 2 mL de
solucion de NaCl saturada, se continud con el método de Qian & Yang (1984)
descrito anteriormente.

La modificacién realizada por Carvajal & Diaz-Zaragoza (2006) se

describe a continuacion. Se secaron ambas columnas LC-18 de fase reversa, a



temperatura ambiente por toda la noche. La AFB; se eluyé con 2 mL de
acetona en cloruro de metileno (5:95 v/v). Los eluidos de la primera y de la
segunda columnas LC-18, por separado, se evaporaron a sequedad a 40 °C,
se resuspendieron en 1 mL de MeOH grado cromatografico, y se inyectaron 50

uL de cada eluido, con una microjeringa al HPLC.

[1.2.3.2. Método de extraccion de aflatoxinas de los higados, mollejas y
pechugas del experimento, concentradas con columnas de

inmunoafinidad (Koeltzow & Tanner, 1990).

Para la extraccion de AF de los higados, mollejas y pechugas del
experimento se uso la técnica de Koeltzow & Tanner (1990) concentrando las
AF por medio de columnas de inmunoafinidad. Las modificaciones aplicadas al
mencionado método constaron en secar los tejidos antes de pesarlos.

Se pesaron 10 g de tejido seco de cada uno de los higados de las 25
gallinas. Cada muestra se coloc6 en un vaso de licuadora con 2 g de NaCl y se
licué con una solucién de MeOH/H20 gest (40:10 v/v) por 2 minutos.

Para extraer las AF del tejido seco de cada una de las mollejas de las
25 gallinas, se pesaron 6 g de cada molleja, se colocaron en vasos de
licuadora, en forma individual, se les afiadié 1 g de NaCl y se licuaron con 50
mL de MeOH/H20gest (40:10 v/v) por 2 minutos.

Para la extraccion de AF del tejido seco de las pechugas se pesaron 40
g de cada una, se colocaron en forma individual en vasos de licuadora Waring,
se les afiadieron 5 g de NaCl para clarificar cada extracto, 200 mL de una
solucion de MeOH/H20 gest (80:20 v/v), y se licuo cada mezcla por 2 minutos.

Una vez licuados los tejidos, cada extracto se filtrd6 con papel filtro de
poro fino, y se puso a evaporar a temperatura ambiente en una campana de
extraccion, para reducir a 15 mL el volimen del extracto. El extracto evaporado
se diluy6 en 4 volumenes de PBS a pH 7.4. Los 60 mL del extracto diluido se
volvieron a filtrar y se pasaron por una columna de inmunoafinidad Easi-
Extract desechable, prelavada con 20 mL de PBS para activarla, cuidando que
no se secara. Después se lavo la columna con 20 mL de H,0 4est desionizada

y se secO haciendo pasar aire por ella. Finalmente, se eluy6é con 2 mL de



MeOH grado HPLC y se colect6 el eluido en un vial de vidrio &mbar. El eluido
se evaporo0 a sequedad en una incubadora Lab-line Instruments Inc., 40 °C, se
redisolvi6 en 1 mL de MeOH grado HPLC, y se inyectaron 50 pyL con una
microjeringa al cromatografo de liquidos.

l.3. Cuantificacion por Cromatografia de liguidos de alta resolucion
(HPLC).

1.3.1. Aparatos.

La cuantificacion de AFB; por analisis en HPLC se hizo en el
cromatografo marca Agilent Series 1100, equipado con una bomba isocratica
Modelo G1310A y una valvula de inyeccion con loop de 20 pL. Se utilizé un
detector de fluorescencia LC-10 Perkin-Elmer con exitacion de 360 nm, emision
de 418 a 700 nm y flujo de 1mL/min. Se us6 una columna cromatografica
Phoenomex Cig de 250 x 4.60 mm 5 um. El integrador de datos fue Modelo LCI
100 de Perkin-Elmer.

111.3.2. Reactivos.
111.3.2.1. Solucién isocréatica.

La fase movil para el HPLC se elaboré con 600 mL de HOgest, 200 mL
de ACN y 300 mL de MeOH, que se filtr6 al vacio con una membrana de 0.45
pum HV (Durapore, HVLPO4700). Las muestras rediluidas en MeOH, fueron

inyectadas al HPLC con una microjeringa de 50 pL.

[11.3.2.2. Solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS).

e Reactivos para preparar 5 L:

Reactivo Marca Formula Cantidad
Cloruro de Potasio J.T. Baker N° Cat 3040 KClI 10.0g
Fosfato de potasio monobasico | J.T. Baker N° Cat 3246-20 | KH, PO, |10.0g




Fosfato de sodio monobasico J.T. Baker N° Cat.3818-01 | Na; HPO, | 58.0¢g
hidrogenado

Cloruro de Sodio J.T. Baker N° Cat. 3624-19 | Na Cl 400.0g
Azida de Sodio J.T. Baker N° Cat. V01 Na N3 25¢g
Agua destilada H.O Aforara 5L

e Preparacion:

Las sales (excepto Azida de Sodio) son pesadas individualmente en
recipientes previamente tarados, en la balanza Triple beam marca Ohaus,
series 700. La azida de sodio es pesada, a 4 0 5 decimales, en una balanza
analitica marca Denver Instrument company, series DE, modelo 100 A. Las
sales son mezcladas y disueltas, usando un agitador magnético en
aproximadamente 4.5 L de agua destilada. El volumen de la solucién se afora a

5L, con agua destilada, y el pH se ajusta a 7.4.
.4. Proceso.

[11.4.1. Medicion de un microgramo (ug/kg) de AFB1, AFB,, AFG;, AFG;,
AFM1, AFM,, AFP1y AFL por espectrofotometria.

Para obtener la concentracion del estandar de AFB; (Sigma, N° Cat A-
6636) necesaria para realizar la fortificacion de los tejidos (higado, molleja y
pechuga), y asi conocer el porcentaje de recuperacion de la toxina, se procedio
a preparar el estdndar de AFB;. También se prepararon los estandares de
AFB,, AFGi, AFG,, AFM;, AFM; y AFL para obtener la concentracién de cada
AF y elaborar las curvas de calibraciéon. La preparacion de los estandares
consistié en diluir el estandar puro con 1 mL de benceno:acetonitrilo (98:2 v/v)
(CsHs Merck, N° Cat. 404129/ ACN J.T. Baker, N° Cat. 901703), de acuerdo a
las indicaciones sugeridas por los Métodos Oficiales AOAC 970.43 para
micotoxinas (Scott, 1995).

Se midid la absorbancia de cada AF en un espectrofotometro Genesys
10 UV Modelo Thermo Electron Corporation, y se aplicé la siguiente formula

para hacer una concentracion de 1 pg/mL de AF:

Absorbancia de AF a 360-362 nm x peso molecular (PM) =




Coeficiente de extincion de la AFB; (CE)

Ejemplo con la AFB;= _0.748 x 312 = 0.010705321800
21800

después se divide 1 entre 0.010705321800 = 93.4 que son los pL de AFB;
que hay que poner en el vial. Se restan 1000 uL menos 93.4 uL, se redondea a
93 uL, y dan 907 que son los uL de MeOH que se tendran que mezclar en el
vial para dar la solucion de 1ug/mL.

Cada solucion patron original tuvo que ser calculada con los pesos
moleculares y coeficientes de extincion especificos de cada AF (Cuadro 3). De
estas soluciones patrén originales se hicieron las diluciones, se inyectaron en el
cromatografo de liquidos y con las diferentes areas de los picos
cromatograficos se obtuvieron las curvas de regresibn con el programa
Microsoft Office Excel 2003.

A continuacion se ponen los pesos moleculares y coeficientes de
extincion de cada AF usada. Se afadieron AFM;, AFM,, AFP; y AFL porque
son los productos del metabolismo de la AFB; que aparecen en los tejidos

animales.

Cuadro 3: Pesos moleculares y coeficientes de extincion de cada

aflatoxina.
AF Peso molecular Coeficiente de extincion
(PM) (CE)
AFB; 312 21,800
AFB, 314 24,000
AFG; 328 17,700
AFG, 330 17,100
AFM; 328 21,250
AFM, 328 22,900
AFL 314 14,100

I11.4.2 Curvade calibracion con las diluciones de las aflatoxinas.

La curva de calibracion se obtuvo a partir de direrentes diluciones del
estdndar de AFB; en Metanol grado HPLC (MeOH) (J.T. Baker, N° 909303).
Las diluciones fueron 1 (1000 ng/mL), 1:1 (500 ng/mL), 1:2 (250 ng/mL), 1:4



(125 ng/mL), 1:8 (62.5 ng/mL), 1:16 (31.25 ng/mL), 1:32 (15.63 ng/mL) y 1:64
(7.8 ng/mL).

Las diferentes diluciones se cuantificaron por HPLC y las éreas
obtenidas se graficaron por regresion lineal para obtener el coeficiente de
correlacion (r = 1 6 sea aproximado a 1) de la curva de calibracion con el
programa Microsoft Excel 2003.

Lo mismo se hizo con cada una de las otras AF.
[11.5. Metodologia del Andlisis Estadistico.

El analisis estadistico fue realizado con el Software JMP6 por el Dr.
Ignacio Méndez del Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y
Sistemas (IIMAS). El andlisis estadistico consisti6 en ANOVAS de dos
Factores, transformacion de los valores de cada AF con el modelo de Box &
Cox, graficas de interaccion entre columnas LC-18, pruebas de Tukey y
Andlisis de las variables categoricas via Cuadro de Contingencia para conocer
las diferencia significativas existentes entre el grupo control y los tratamientos.

En el caso de los higados de gallinas del experimento analizadas por el
método de Qian & Yang (1984) se realiz6 un analisis de varianza AxB con 2
factores (ANOVA AxB) correspondientes a la primera y segunda columnas LC-
18 del Método de Qian & Yang (1984). El analisis de varianza AxB permite
conocer si los valores de AF retenidos en la primera columna LC-18 son
significativamente diferentes los de la segunda columna, y qué tanto afecta la
cantidad retenida en una columna en los valores de la otra.

El analisis estadistico ANOVA AxB se aplicO para los valores
cuantificados de las AFG; y AFG,, por ser mas abundantes en el higado, estar
presentes en un mayor nimero de muestras y por ser retenidas por ambas

columnas LC-18.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Disefio Experimental.

El dia 15 de agosto del 2005, se dej6 de alimentar a las gallinas con
sorgo contaminado con AFB; y se obtuvo el peso final de las gallinas. Una vez
muertas por dislocacion cervical se les extrajeron las pechugas, mollejas e
higados, los cuales fueron pesados y etiquetados de manera individual
(Cuadro 4). También se registré la cantidad de alimento consumido por las

gallinas que fue de 125 g de los 250 g colocados en cada comedero.

Cuadro 4: Experimento sobre el paso de la AFB; de alimento a tejidos de

gallina.
Tratamiento | Peso inicial | Peso final Peso seco
(kg) (kg) Pechuga | Higado | Molleja
Control
1 1.764 1.774 58.7 14.5 10.3
2 1.482 1.500 47.7 16.2 9
3 1.440 2.014 44.3 14.9 13
4 1.724 1.670 * 53.5 22.5 10.1
5 1.602 1.660 58 14 8.4
6 1.652 1.720 58 19.6 9.8
7 1.782 1.570 * 53.3 11.2 14.9
8 1.682 1.750 60.6 21.7 10.3
9 2.128 2.294 58.1 17.3 9.7
30 pg/kg
1 2.008 2.048 56.1 18.6 9.2
2 1.654 1.630 * 58.5 13.5 9
3 1.414 1.714 44.4 35.2 11.2
4 1.946 1.886 * 72.6 15.6 7.2
5 1.896 1.954 55.7 20.3 11
6 1.440 1.494 51.2 13.8 8.7
7 1.712 1.782 53.3 23 8.8
8 1.740 1.656 * 79.3 15.2 9.6
500 ug/kg

1 1.602 1.654 58 16.1 7.7
2 1.536 1.708 58.4 20.6 12.2
3 2.080 2.012 * 65.1 15.5 10.3
4 1.688 1.750 58.7 13.3 9.9
5 1.876 1.906 50.6 15.4 9.7
6 1.604 1.714 57.8 14.1 11.3
7 1.958 1.798 * 65.6 16.5 12.6
8 2.194 2.152 * 78.9 20.4 11

* La gallina bajé de peso.



IV.2. Curvas de calibracién de aflatoxinas.

Las curvas de calibracion se elaboraron de acuerdo al tiempo de
retencion en que salieron los picos cromatogréaficos (Cuadro 5) y su area bajo

la curva.

Cuadro 5: Resumen de los tiempos de retencion cromatograficos de las
aflatoxinas, bajo las condiciones experimentales.

AF Tiempo de retencion en
minutos
AFB, 11.61a12.91
AFB, 10.38 a 10.62
AFG; 8.65a9.17
AFG, 7.13a7.53
AFM, 6.44 a 6.59
AFM, 9.46 a 9.68
AFP, 5.38a5.74
AFL 9.39 a 9.60

Los tiempos de retencion que van de 9.46 a 9.60 minutos se comparten
entre las AFM, y AFL, de modo que si es 9.39 a 9.45 correspondera a AFL y si
es de 9.61 a 9.68 correspondera a AFM,.

a) Curvade calibracién de AFB;.

Las diluciones utilizadas en la elaboracién de la curva de calibracion de
AFB;, se encuentran dentro del intervalo de concentracion de 7.8 pug/kg a 1000
pog/kg, el tiempo de retencion para esta toxina se localiza en el rango de 11.61
a 12.91 minutos como se observa en el Cuadro 6, en la cual también se
muestra el area bajo la curva obtenida en los cromatogramas para cada
dilucion. Las diluciones hechas para la curva de calibracion de AFB; engloban
las concentraciones de 30 y 500 pg/kg empleadas para la contaminacion del
alimento para las gallinas del experimento. En la Figura 13 se presenta
graficamente los datos de la curva de calibracion de AFB; después de
analizarlos por medio de una regresion lineal, la cual dio un coeficiente de

correlacion de R?= 0.9977.



Cuadro 6:

Resultados de la curva de calibracion de AFB;.

Dilucion del Concentracion de AF en la Tiempo de Area
estandar de curva de calibracién retencion relativa
AFB1 (ng/kg) (minutos)

1 1000 12.20 5139 070
11 500 12.09 2 404 416
1.2 250 12.06 1 056 606
1:4 125 12.02 557 358
1:8 62.50 11.62 238 352
1:16 31.25 11.61 157 948
1:32 15.63 12.27 46 134
1:64 7.80 12.91 43 540

Curvade calibracion de AFB1
6000000
5000000 /)
(_IJ 4000000 /
o
I 3000000
()]
= 2000000 -
0 y =5129.6x - 71953
¢ 1000000 - 2
R®=0.9977
O T T T T T
1000000 D 200 400 600 800 1000 1200
concentracion de AFB1(ug/kg)

Figura 13: Curva de calibracion para AFB; de 7.8 a 500 pg/kg.

b) Curva de calibracién de AFB..

En el Cuadro 7, se muestran las diluciones utilizadas en la elaboracion

de la curva de calibracion de AFB, estan dentro del intervalo de concentracién

de 7.8 ug/kg a 500 pg/kg, su tiempo de retencion esta dentro del rango de

10.38 a 10.62 min, y las areas bajo la curva obtenidas en los cromatogramas




para cada dilucion. En la Figura 14 se presenta graficamente los datos de la

curva de calibracién, donde se observa un coeficiente de correlacion de R?=

0.9948 obtenido después de ser analizado con una regresion lineal.

Cuadro 7: Resultados de la curva de calibracién de AFB..
Dilucion del Concentracién de AF en lacurva | Tiempo de Area
estandar de AFB; de calibracion (ug/kg) retencion relativa
(minutos)
1:1 500 10.55 54 925 928
1:2 125 10.42 10 859 224
1:8 62.50 10.38 4734 204
1:16 31.25 10.62 3623 392
1:32 15.63 10.62 2 403 952
1:64 7.80 10.57 1324 144
Curvade calibracion de AFB2
60000000

¢ 90000000 e

§ 40000000 |

£ 30000000 -

© 20000000 -

<L 10000000 y =109744x - 596491

/ R2=0.9948
O n I I
0 200 400 600
Concentracion de AFB2 (ug/kg)

Figura 14: Curva de calibraciéon para AFB, de 7.8 a 1000 pg/kg.

c)

Curva de calibracion de AFG;.

Las diluciones utilizadas en la elaboracién de la curva de calibracién de

AFG3, se encuentran dentro del intervalo de concentracion de 62.5 pg/kg a

1000 pg/kg, el tiempo de retencion para esta toxina se localiza en el rango de

8.65 a 9.17 minutos como se observa en el Cuadro 8, en la cual también se

muestra el area bajo la curva obtenida en los cromatogramas para cada

dilucion. La dilucién 1:64 (7.8 pg/kg) hecha para la curva de calibracion de




AFG; no fue detectada por el HPLC ya que esta toxina es menos sensible para
el HPLC que AFB; y AFB,. En la Figura 15 se presentan graficamente los
datos de la curva de calibracién de AFG; después de analizarlos por medio de

una regresion lineal, se obtuvo un coeficiente de correlaciéon de R2=0.9968.

Cuadro 8: Resultados de la curva de calibracion de AFG;.

Dilucion del Concentracion de AF en la Tiempo de Area
estandar de AFG;| curvade calibracion (ug/kg) retencién relativa
(minutos)
1 1000 8.79 883882
1:1 500 8.72 486804
1:2 250 8.66 279800
1:4 125 8.67 137796
1:8 62.50 9.17 75248
1:16 31.25 9.09 53360
1:32 15.63 8.65 37120

Curvade calibracién de AFG1

1000000
800000 A~
600000 /
400000 /

/ y = 866.05x + 33633

200000 7
R™=0.9968
0 /

0 500 1000 1500
Concentracién de AFGz (ug/Kg)

Areade HPLC

Figura 15: Curva de calibracion para AFG; de 15.63 a 1000 ug/kg.

d) Curvade calibracién de AFG..

Las diluciones utilizadas en la elaboracion de la curva de calibracion de
AFG,, se encuentran dentro del intervalo de concentracion de 7.8 pg/kg a 1000
pg/kg, el tiempo de retencion para esta toxina se localiza en el rango de 7.13 a
7.53 minutos como se observa en el Cuadro 9, en la cual también se muestra

el area bajo la curva obtenida en los cromatogramas para cada dilucién. En la



Figura 16 se presentan los datos de la curva de calibracion de AFG, de forma
grafica y después de analizarlos con una regresion lineal se obtuvo un
coeficiente de correlacién de R%= 0.9959.

Cuadro 9: Resultados de |la curva de calibracion de AFG.,.

Dilucion del Concentracién de AF en la Tiempo de Area
estandar de AFG, curvade calibraciéon (ug/kg) retencion relativa
(minutos)

1 1000 7.28 31920012

1:1 500 7.35 17725008

1:2 250 7.39 9618788

1:4 125 7.13 4447800

1:8 62.50 7.14 2326668
1:16 31.25 7.25 1178424
1:32 15.63 7.42 569160
1:64 7.80 7.53 305120

Curvade calibracion de AFG2

35000000
¢ 30000000 - /‘
-
=' 25000000
T 20000000 d
5 12000000 - y = 32227x + 486249
S 10000000 - ,
2 5000000 - R? = 0.9959

0 ‘ ‘

0 500 1000 1500

concentracion de AFG2 (ug/kg)

Figura 16: Curva de calibracion para AFG; de 7.8 a 1000 ug/kg.

e) Curva de calibracion de AFM;.

Las diluciones utilizadas en la elaboracién de la curva de calibracion de
AFM;, se encuentran dentro del intervalo de concentracion de 62.5 ug/kg a
1000 pg/kg, el tiempo de retencidn para esta toxina se localiza en el rango de
6.44 a 6.59 minutos como se observa en el Cuadro 10, en la cual también se

muestra el area bajo la curva obtenida en los cromatogramas para cada



dilucion. Las diluciones 1:16 (31.2 pg/kg), 1:32 (15.6 ug/kg) y 1:64 (7.8 ug/kg)
hechas para la curva de calibracion de AFM; no fueron detectadas por el HPLC
al ser esta toxina menos sensible para el cromatégrafo. En la Figura 17 se
presentan graficamente los datos de la curva de calibracion de AFM; después
de analizarlos por medio de una regresion lineal, se obtuvo un coeficiente de

correlacion de R?= 0.9837.

Cuadro 10: Resultados de la curva de calibracién de AFM;.

Dilucién del Concentracién de AF en la Tiempo de Area
estandar de AFMj| curva de calibracién (ug/kg) retencion relativa
(minutos)
1 1000 6.44 340222
1:1 500 6.53 213320
1:2 250 6.54 106856
1:4 125 6.57 53004
1:8 62.5 6.59 30796
Curvade calibracion de AFM1
400000

S

5 300000 A

T

o 200000 -

©

S 100000 | y = 333.37x + 19660

< R*=0.9837

0 ; '
0 500 1000 1500
concentracion de AFMz (ug/kg)

Figura 17: Curva de calibracion para AFM; de 62.5 a 1000 pg/kg.

f) Curva de calibracion de AFM..

En el Cuadro 11 se muestran las diluciones utilizadas en la elaboracion
de la curva de calibracibon de AFM, y estdn dentro del intervalo de
concentraciéon de 62.5 pg/kg a 1000 pg/kg, su tiempo de retencion esta dentro
del rango de 9.46 a 9.68 min. y las areas bajo la curva obtenidas en los

cromatogramas para cada dilucion. La dilucion 1:64 (7.8 pg/kg) hecha para la



curva de calibracién de AFM; no fue detectada por el HPLC al ser esta toxina
menos sensible para el cromatégrafo como AFM;. En la Figura 18 se
presentan graficamente los datos de la curva de calibracion, donde se observa
un coeficiente de correlacién de R?= 0.9981 obtenido después de ser

analizados con una regresion lineal.

Cuadro 11: Resultados de la curva de calibracién de AFM,.

Dilucién del Concentracién de AFM; en la | Tiempo de Area
estandar de AFMj curva de calibraciéon (ug/kg) retencion relativa
(minutos)

1 1000 9.46 236016

1:1 500 9.46 121568

1:2 250 9.51 71456

1:4 125 9.68 32512

1:8 62.5 9.63 22288

Curvade calibracion de AFM2

& 250000
g 200000 - /
— 150000
f: 128888 o y =228.19x + 8346
< el R®=0.9981
0 500 1000 1500
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Figura 18: Curva de calibracién para AFM, de 62.5 a 1000 pg/kg.

9) Curva de calibracion de AFP;.

En el Cuadro 12, se observan las diluciones utilizadas en la elaboracion
de la curva de calibracion de AFPi, las cuales se encuentran dentro del
intervalo de concentracién de 15.63 pg/kg a 1000 ug/kg, su tiempo de retencién
esta dentro del rango de 5.38 a 5.74 min y las areas bajo la curva obtenidas en

los cromatogramas para cada dilucion. En la Figura 19 se presenta



graficamente los datos de la curva de calibracion, donde se observa un
coeficiente de correlacién de R?= 0.999 obtenido después de ser analizado con

una regresion lineal.

Cuadro 12: Resultados de la curva de calibracién de AFP;.

Dilucién del Concentracién de AFP; en la | Tiempo de Area
estandar de AFP, curva de calibracion (ug/kg) retencion relativa
(minutos)

1 1000 5.74 718234

1:1 500 5.69 381808

1:2 250 5.59 189296

1:4 125 5.47 89492

1:8 62.5 5.38 46032

1:16 31.25 5.55 28860

1:32 15.63 5.59 13094

Curvade calibracion de AFP1

800000

O
1 600000 /
I /
© 400000
o y =721.17x +5106.3
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0 500 1000 1500
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Figura 19: Curva de calibracion para AFP; de 15.6 a 1000 pg/kg.

h) Curva de calibracion de AFL.

En el Cuadro 13, se observan las diluciones utilizadas en la elaboracion

de la curva de calibracion de AFL, las cuales se encuentran dentro del intervalo



de concentracién de 7.8 upg/kg a 1000 pg/kg, su tiempo de retencidn esta
dentro del rango de 9.39 a 9.60 min, y las areas bajo la curva obtenidas en los
cromatogramas para cada dilucién. En la Figura 20 se presenta graficamente
los datos de la curva de calibracién, donde se observa un coeficiente de
correlacion de R*= 0.998 obtenido después de ser analizado con una regresion

lineal.

Cuadro 13: Resultados de la curva de calibracién de AFL.

Dilucién del Concentracién de AFL enla | Tiempo de Area

estandar de AFL | curvade calibracién (ug/kg) retencion relativa

(minutos)

1 1000 9.43 2835360

1.1 500 9.47 1554792

1:2 250 9.53 718360

1:4 125 9.60 386448

1:8 62.5 9.53 205344
1:16 31.25 9.46 87636
1:32 15.63 9.44 59512
1:64 7.8 9.39 36336

Curvade calibracién de AFL

3500000
3000000 -

2500000 ,//////‘
2000000
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Figura 20: Curva de calibracion para AFL de 7.8 a 1000 ug/kg.




IV.3. Comparacion de los porcentajes de recuperacion de los dos

meétodos quimicos para el andlisis de AFB; en tejidos de aves.

IV.3.1.Adiciébn de AFB; (Fortificacion) de los tejidos de aves y su
porcentaje de recuperacion para la comparacion y valoracion de
las técnicas.

A continuacion se presentan los datos obtenidos en la cuantificacion por
HPLC de 30 extracciones (15 controles y 15 fortificadas) correspondientes a los
estudios de porcentaje de recuperacion del método de Qian y Yang (1984), 30
extracciones del porcentaje de recuperacion del método de Koeltzow & Tanner
(1990), y la comparacibn de ambos métodos, para saber cual era mas
recomendable para la cuantificacion, identificacion y obtencién de un mayor

porcentaje de recuperacion de AF en tejidos de aves.

IV.3.2.Método de Qian & Yang (1984), para la extraccién rapida y
deteccion de aflatoxinas en los higados, mollejas y pechugas para

obtener el porcentaje de recuperacion.

a. Recuperacion de AFB; en higado por el método de Qian & Yang
(1984).

En los cromatogramas de los extractos de tejido de higado, molleja y
pechuga fortificados de AFB; y analizados por el método de Qian & Yang,
1984, se observa lo siguiente:

Como se puede ver en el Cuadro 14 la primera columna LC-18 retuvo

mas AFB; que la 22 Columna, y en la técnica de Qian & Yang (1984) los



autores indican que la AFB; se queda retenida en la parte blanca (el gel de
silice, mas alimina) de la 22 columna de modo que si seguimos sus
indicaciones y eliminamos lo que queda retenido en la 12 columna LC-18 se
estara perdiendo el 83.4% de la AFB; total de la muestra. Cuando se reprodujo
la técnica de Qian & Yang, la mayoria de la AFB; se retuvo en la primera
columna, en contra de lo especificado por los autores. Es decir, cuando se use
esta técnica hay que eluir ambas columnas con acetona al 5% en
diclorometano, que fue el eluyente recomendado y usado, y sumar la cantidad
de AFB; obtenido de ambas columnas, para tener una recuperacion de 92%,
los autores de la técnica reportan una recuperacion total de 95% que no se
hubiera logrado eliminando el eluido la 12 columna.

Cuadro 14: Recuperacion de AFB; de los extractos de higado fortificados
por el método de Qian & Yang (1984).

N° Recuperaciéon de AFB; en higado.
Higado Control Fortificacion
12 22 Total de |Adicién 12 22 Total de AFB;,
Columna| ColumnalAFB; basal |de AFB;|Columna| Columna| recuperada
pa/kg ua/kg ug/kg pa/kg pa/kg ua/kg (%)
1 22.6 25.1 47.7 0.5 22.9 25.2 48.1 (80%)
2 24.7 10.4 35.1 1.0 25.3 10.7 36.0 (90%)
3 9.0 7.1 16.1 2.0 10.7 7.2 17.9 (90%)
4 8.9 10.8 19.7 5.0 11.4 13.3 24.7 (100%)
5 286.1 10.4 296.5 10.0 291.1 15.4 306.5 (100%)
351.3 63.8 415.1 361.4 71.8 433.2 (92%)

En la recuperacién de la AFB; del higado fortificado, aparecen otros
picos con tiempo de retencién de 6.70 minutos correspondiente a AFMy, con un
area de 4,644,568 que corresponde a 13,651 pg/kg que es una cantidad alta,
esto indicaria que el ave cuyo higado se analiz6 y que fue comprado en el
supermercado, habia comido AFB; en su alimento y lo habia acumulado en el
higado a lo largo de su vida, y ya estaba metabolizado en su mayoria (96.7%)
como AFM;, y la cantidad de AFB; basal que fue de 415.1 ug/kg que
correspondi6 al 3.3% del total ingerido. El ave metaboliza a la AFB; formando
un producto menos toxico que es la AFM1, como un proceso de destoxificacion.

Generalmente los animales metabolizan la AFB;, a AFM;, AFP; y AFL.
Como podemos observar en la Figura 8 de la Ruta biosintética de las AF, la
AFG; es un producto metabdlico de la dihidro-O- metil esterigmatocistina que

se sintetiza en forma separada a la AFB; y sin conexién directa con ella (Trail



et al., 1995; Minto & Townsend, 1997; Bennett et al., 1997). Las primeras
investigaciones sobre la ruta biosintética de AF (Steyn et al., 1980), realizadas
con C*, estudios cristalograficos y de resonancia magnética, indican que la
AFB; puede formar a la AFG;, cosa que se especifica en las publicaciones de
Trail et al. (1995), de Minto & Townsend (1997) y de Bennett et al. (1997) como

producida a partir de un ancestro que es la dimetil esterigmatocistina.

b. Recuperacion de AFB; en molleja por el método de Qian & Yang
(1984).

La recuperacion de AFB; en molleja fue de 90.2%, lo cual se considerd
aceptable para dar resultados confiables. La contaminacién basal de la molleja
fue de 42.8 pg/kg, pero menor que el higado y la pechuga, lo cual indica que la
poblacién mexicana estd consumiendo esta cantidad de AFB; cada vez que
ingiere mollejas, cantidad que supera el limite de 20 pg/kg de AF totales
establecido en la NOM-188-SSA1-2002 (Cuadro 15).

Cuadro 15: Recuperacion de AFB; de los extractos de molleja
fortificados por el método de Qian & Yang (1984).

N° Recuperacion de AFB; en molleja.
Molleja Control Fortificacion
12 22 Total de |Adicién 12 28 Total de AFB/{
Columna| Columna |AFB; basal|de AFB;|Columna| Columna| recuperada
pa/kg pa/kg pa/kg ua/kg ua/kg ua/kg (%)
1 6.5 5.7 12.2 0.5 6.7 5.9 12.6 (80%)
2 1.0 5.4 6.4 1.0 0 7.3 7.3 (90%)
3 4.6 4.0 8.6 2.0 4.5 5.9 10.4 (90%)
4 1.6 0 1.6 5.0 6.4 0 6.4 (96%)
5 12.3 1.7 14.0 10.0 17.0 6.5 23.5 (95%)
26.0 16.8 42.8 34.6 25.6 60.2 (90.2%)

La recuperacion de AF en higado fue mayor (92%) que en molleja (90%)

esto se debe en mucho a la anatomia y fisiologia del tejido, pues la molleja es

mas dura y callosa que el higado, quien es un tejido blando y lleno de enzimas

que facilitan el metabolismo. Cuadros 14y 15.
(10.57 pg/kg), AFG; (81.3 pg/kg) vy

En molleja hubo también AFB;
trazas de AFG; (0.6 pg/kg).



C. Recuperacion de AFB; en pechuga por el método de Qian & Yang
(1984).

La recuperacion promedio de AFB; en pechuga fue de 87% lo cual
también es una proporcion correcta para dar resultados confiables. La
contaminacion basal de la pechuga fue de 334.9 ug/kg, lo cual indica que la
poblacion mexicana esta consumiendo esta cantidad de AFB; cada vez que
ingiere pechugas, considerando que la mayoria de las gallinas contengan ese
nivel de contaminacion de AFB;.

En la pechuga la recuperacion obtenida en la 28 Columna LC-18 es
mayor (294.0 pg/kg) que la retenida en la primera columna (57.9 pg/kg), como
lo recomienda la técnica de Qian & Yang (1984), y pero si no se toma en
cuenta el eluido de la primera columna se perdera el 20% de la AFB;, por lo
gue se recomienda eluir ambas columnas y sumar sus contenidos de AF para
tener una medicidon mas precisa. Se encontré la presencia de AFG;y AFG;
posiblemente provenientes del alimento dado a las aves. Se presentaron
también AFB,, AFM, y AFL. Cuadro 16.

Cuadro 16: Recuperacion de AFB; de los extractos de pechuga
fortificados por el método de Qian & Yang (1984).

Recuperaciéon de AFB; en pechuga.
N° Control Fortificacién
Pechuga 1a 22 Total de o 1a 22 Total de
Columna| Columna | AFB; |Adicién |Columna| Columna AFB;
ug/kg pg/kg basal |de AFB;| pg/kg pg/kg | recuperada
(Ma/kg) | pglkg (%)
1 0 11.1 111 0.5 - 11.5 11.5 (80%)
2 0 44.7 44.7 1.0 - 45.6 45.6 (90%)
3 10.4 1.0 11.4 2.0 13.0 - 13.0 (80%)
4 43.0 149.7 192.7 5.0 44.9 152.2 | 197.1 (88%)
5 - 75.0 75.0 10.0 - 84.7 84.7 (97%)
53.4 281.5 334.9 57.9 294.0 | 351.9 (87%)

Las recuperaciones obtenidas en higado (92%), molleja (90%) y pechuga

(87%) quiza pudieron ser mayores en el caso de haber usado un
homogeneizador de tejidos en lugar de mortero para la molienda, ya que el
homogenizado en particulas mas pequefias da mas uniformidad al analisis de

las muestras.



El total de la contaminacion basal de AFB; en los higados control fue de
415.1 pg/kg mientras que en molleja fue de 42.8 pug/kg y en pechuga 334.9
pg/kg, indicando que el riesgo de consumo de AF en orden decreciente es:
primero el de mayor riesgo es el higado, en segundo lugar la pechuga y en
tercer lugar la molleja. Hay que considerar que se obtuvo la contaminacion
basal (de los controles comprados en supermercado), y de la contaminacion
artificial de los tejidos fortificados, esto nos da un panorama completo de las AF
de cada tejido. Las diferentes durezas de los tejidos quiz& hicieron una
diferencia pequefia, aunque no hubieran cambiado las proporciones de riesgo
de los tejidos. Los resultados de las muestras del experimento se presentaran

en el andlisis de los tejidos de las gallinas.

IvV.3.3. Método de Koeltzow & Tanner (1990) para la extraccion y
concentracion de aflatoxinas de tejido animal, por columnas de

inmunoafinidad para obtener el porcentaje de recuperacion.

Los cromatogramas obtenidos de los eluidos de la extraccion de AFB;
con el método quimico de Koeltzow & Tanner (1990) muestran un porcentaje
de recuperacion bajo. La recuperacion de AFB; del método de Koeltzow &
Tanner (1990) y el area de los cromatogramas de los tres distintos tejidos, su

tiempo de retencion y su area se presentan en los Cuadros 17, 18 y 19.

a. Recuperacion de AFB; en higado por el método de Koeltzow &
Tanner, 1990.

La recuperacion de AFB; por el método de Koeltzow & Tanner (1990) fue
de 94% en higado de gallina y con un limite de deteccion de 5 ug/kg, abajo del
cual ya no se logré detectar ninguna AF (Cuadro 17). El método de Qian &
Yang (1984) tuvo un limite deteccion de 0.5 pug/kg aunque un porcentaje de

recuperacion del 92%.



Cuadro 17: Cuantificacion del extracto de higado fortificado con AFB;
(ng/kg), y concentrado en columnas de inmunoafinidad, por
el método de Koeltzow & Tanner (1990).
Recuperacion de AFB; en higado.
N° Control Fortificacion
Higado Total de AFB; Adicién de AFB, Total de AFB;
basal (ug/kg) (ug/kg) recuperada (%)
1 0 0.5 0
2 0 1.0 0
3 0 2.0 0
4 93.8 5.0 98.4 (92%)
5 79.2 10.0 88.7 (95%)
173.0 187.1 (94%)
b. Recuperacion de AFB; en molleja por el método de columnas de

inmunoafinidad (Koeltzow & Tanner, 1990).

En molleja la recuperacion obtenida por el método de columnas de
inmunoafinidad fue de 92%. Este método recupera hasta 2 ng/mL lo cual es un
limite menor al de la recuperacion en higado (Cuadro 18).

Cuadro 18: Cuantificacion del extracto de molleja fortificado con AFB;
(ug/kg), y concentrado en columnas de inmunoafinidad por el
método de Koeltzow & Tanner (1990).

Recuperacion de AFB; en molleja.
o]
Mol\llleja Control _ Fortificacion
Total de AFB; Adicion de AFB; Total de AFB;
basal (pg/kg) (ng/kg) recuperada (%)
1 0 0.5 0
2 0 1 0
3 11.0 2 12.8 (90%)
4 20.9 5 25.6 (94%)
5 35 10 13.8 (92%)
35.4 52.2 (92%)
C. Recuperacion de AFB; en pechuga por el método de columnas de

inmunoafinidad (Koeltzow & Tanner, 1990).

La recuperacion de AFB; en pechuga por el método de Koeltzow &
Tanner (1990) fue de 87.5%, con un limite de deteccién de 1 ng/g, la cantidad
adicionada de 0.5 pg/kg de AFB; ya no se logré detectar por medio de esta
técnica. En la fortificacion de pechuga con 10 pg/kg se obtuvo un porcentaje de

recuperacion de 92% y esta prueba se repitid 4 veces (Cuadro 19).




Cuadro 19: Cuantificacion del extracto de pechuga fortificado con AFB;
(ug/kg), y concentrado en columnas de inmunoafinidad por el
meétodo de Koeltzow & Tanner (1990).

Recuperacién de AFB; en pechuga.

N° Control Fortificacion
Pechuga Total de AFB; Adicién de AFB; Total de AFB;
basal (ug/kg) (ug/kg) recuperada (%)
1 0 0.5 0
2 10.2 1.0 11.0 (80 %)
3 20.1 2.0 21.9 (90%)
4 35.6 5.0 40.0 (88 %)
5 6.9 10.0 16.1 (92%)
72.8 89.0 (87.5%)

IV.3.4.Cuantificacién de aflatoxinas en

los

tejidos de gallina del

experimento por método de Qian & Yang (1984).

a.l.

Cuantificacion

de aflatoxinas

en

higados

experimento con método de Qian & Yang (1984).

de gallinas

del

En el Cuadro 20 a, se puede observar como los controles de las

segundas columnas LC-18 retienen mas AF que las primeras, como se

esperaba segun la técnica de Qian & Yang (1984) (Figura 21 a, b, d, e y f),

excepto AFG;, donde la primera columna LC-18 retuvo una cantidad promedio

por gallina de 48.5 pg/kg y la segunda retuvo 30.2 pg/kg por gallina (Figura 21

C).

Cuadro 20 a: Cuantificaciéon de aflatoxinas (ug/kg) en los higados de
método de Qian & Yang

gallina del experimento por el

(1984).
Gallinas Cantidad ( pg/kg) de AF en higado de gallina
AFB, [ AFB, AFG, AFG, AFM; [ AFM, AFP, AFL
Control Columna Columna| Columna Columna Columna Columna | Columna Columna
1° 2° 1° 120 [1° 22 1° 2° 1° 2° 1° p? 1° 22 1° 28
1 - 19.8| - - 111.7 183.2| 1.6 13.1 - - - - - - - -
2 - - - - - - 3.0 17.4 - - - - 1423 - - 13.4
3 - - - - - 35.1 2.8 16.1 - - - - - - 76 | -
4 - - - - - - 3.1 12.3 - - - - - - 73 | -
5 1.7 - - - 71.8 - 0.9 16.3 - - - - - - - -
6 - - - - 99.6 10.9 1.6 7.4 - - - - - - - -
7 - - - - 13.6 - 2.0 231 - - - - - - - -
8 - 66.0| - - 122.1 35.3 2.8 13.2 - - - - - 464.6 - (145
9 - - - - 18.1 7.3 3.1 28.2 - - - - - 358.6 - -
Suma 1.7 65.8| - - 436.9 271.8| 20.9| 147.1 - - - - |42.3| 823.2 | 149 | 279
X AF/ gallina 0.2 73| - - 48.5 30.2 2.3 16.3 - - - - | 47| 915 1.7 3.1




Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 ug/kg AFB;

1 - - - - 11.8 352.5| 3.8 14.2 - - - - - - - -
2 - - - - - 155.6| 1.3 8.2 - - - - - - - -
3 - - - - 7.2 264 | 12 9.4 - - - - - 106.9 - -
4 - - - - - 543 | 0.8 134 - - - - - 1069.9| - -
5 - - 3.9 - 97.9 143 0.8 30.5 - - - - - 1694.7| - -
6 - - - - - 1.1 20.5 - - - - |124.2| 1428.6|16.1 -
7 - - - - - 1.5 18.4 41.8 - - - - 441.4 - 14.8
8 - - - - - 1.1 13.1 | 40.7 - - - - 312.1| 6.8 | 63.4
Suma - - |39 - 116.9 | 731.8| 11.6 | 127.7| 82.5 - - - [124.2| 5053.6| 22.9 | 78.2
)ZAF/gaIIina - - |05] - 14.6 915| 1.5 16.0 | 10.3 - - - 155 631.7| 29 | 9.8
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - - 12.9 12.1 1.2 9.0 - - - - - 71.2 - -
2 - - 0.1 - 70.1 104.6| 0.7 115 |39.6 - - - - 231.3| - -
3 5.4 - - 71.0 1222 1.1 14.9 - - - - - 1081.1| - -
4 - - - 19.6 16.3 0.8 12.4 | 36.9 - - - - 2086.7| - -
5 - - - - - 136.5| 0.9 16.5 - |2919.1] - - - 592.8 | 6.7 -
6 - - - 10.43| 35.0 | 351.9 - 12.1 | 39.0 | 620.2| - - - 1489.8| - 78.7
7 - - - - - - 1.0 17.9 | 52.4 |1031.0| - - - 421.1 | 45 -
8 - - - - - 15.7 - 29.6 - - - - - 196.6 - -
Suma 5.4 - 0.1/0.43 | 208.6 |759.3 | 5.7 121.9| 167.9|4570.3 - - - 6170.6| 11.2| 78.7
X AF/ gallina 0.7 - [0.01/0.05| 26.1 |94.9 0.7 153 | 21.0 | 571.3 - - - 771.3| 14| 93

= = Andlisis realizado igual a no detectable.

Quiza la mayor retencién de AFG; por la primera columna LC-18, se
relacione con la estructura quimica de esta AF, donde el oxigeno forma una
lactona, en el anillo final. Posiblemente esta lactona interacciona con mas
rapidez frente a la alumina y el gel de silice, de la primera columna LC-18, y
queda menos sustrato para interaccionar cuando se repite su elucion con la
segunda columna LC-18. Si no se suman las AF de los eluidos con acetona en
diclorometano de ambas columnas, se perdera el 9.33% de las AF cuantificadas
por este método.

Los resultados de un gramo de higado control, muestran el posible
riesgo de ingestion de AF del consumidor. Al sumar las 9 repeticiones o sea los
pedazos de un gramo de las 9 gallinas control, dio una suma de AF totales de
1,852.5 ng (= 1.9 pg) en 9 g de higado, que es una cantidad real. El riesgo es
en patés o en papilla de higado de pollo para nifios, donde el consumo es
alrededor de 27 g por racion (seria de 5.7 ug), que se sumara al resto de AF de
los otros alimentos (arroz, tortillas, lacteos, etc.), suponiendo que contienen

concentraciones similares a las encontradas en el higado.




Con respecto al tratamiento de sorgo contaminado con 30 upg/kg de
AFB; y que sirvio de alimento a las gallinas, los eluidos de las segundas
columnas LC-18 retienen mas las AFG3, AFG,, AFP; y AFL (Figura22 b, c, ey
f) que a AFB, y AFM; (Figura 22 a y d), quienes no se detectaron en las
segundas columnas LC-18.

En el tratamiento de 500 ug/kg de AFB; se encontraron las misma AF
gue en el tratamiento de 30 pug/kg de AFB;, mas AFB; retenida por la primera
columna LC-18 (Figura 23). No se detecté AFM, en ningun caso, quiza no
existe biotransformacién de AFB; a AFM; en el metabolismo de las gallinas.

Se presentan los cromatogramas mas representativos de las AF del
higado Control (Figura 21), de los tratamientos de las gallinas alimentadas con
sorgo contaminado con 30 ug/kg de AFB; (Figura 22) y 500 pg/kg de AFB;
(Figura 23), en los cuales se observan las diferencias entre la retencion de

ambas columnas LC-18 .
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Figura 21: (a) Cromatogramas de AFB; de la muestra 5 de higado Control.
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Figura 21: (b) Cromatogramas de AFB; de la muestra 8 de higado del
grupo Control.
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Figura 21: (c) Cromatogramas de AFG; de la muestra 1 de higado del
grupo Control.



2

12 Columna LC-18 “23 Columna LC-18

«——AFG, (7.36)

Area Cromatografica
Area Cromatografica

(7.41)

.82

|

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 21: (d) Cromatogramas de AFG, de la muestra 9 de higado del
grupo Control.
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Figura 21: (e) Cromatogramas de AFP; de la muestra 8 de higado Control.
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Figura 21: (f) Cromatogramas de AFL de la muestra 3 de higado Control.
Figura 21: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en los higados
de gallinas del grupo Control alimentadas con sorgo sin AFB;.
(a) AFB;de la muestra 5. (b) AFB;de la muestra 8. (c) AFG; de

la muestra 1. (d) AFG,de la muestra 9. (e) AFP;de la muestra 8.
(f) AFL de la muestra 3.

Cromatogramas correspondientes a la retencion de las AF, por las dos
columnas LC-18, provenientes de los higados de las gallinas alimentadas con

sorgo adicionado con 30 ug/kg.
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Figura 22: (a) Cromatogramas de AFB, de la muestra 5 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
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Figura 22: (b) Cromatogramas de AFG; de la muestra 1 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30

png/kg de AFB;.
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Figura 22: (c) Cromatogramas de AFG; de la muestra 5 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;.
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Figura 22: (d) Cromatogramas de AFM; de la muestra 7 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 ug/kg de

AFB;.
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Figura 22: (e) Cromatogramas de AFP; de la muestra 6 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de

AFB;.
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Figura 22: (f) Cromatogramas de AFL de la muestra 8 de higado de gallina
alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de AFB;.



Figura 22: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en los higados
de gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg
de AFB;. (a) AFB,de la muestra 5. b) AFG; de la muestra 1. (c)
AFG;de la muestra 5. (d) AFM; de la muestra 7. (e) AFP;1 de la

muestra 6. (f) AFL de la muestra 8.
Cromatogramas correspondientes a la retencién de las AF, por las dos

columnas LC-18, provenientes de los higados de las gallinas alimentadas con

sorgo adicionado con 500 pg/kg.
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Figura 23: (a) Cromatogramas de AFB; de la muestra 3 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 pg/kg de
AFB;.
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Figura 23: (b) Cromatograma de AFB,, AFG; y AFL de la muestra 6 de
higado de gallina alimentada con sorgo contaminado con
500 pg/kg de AFB;.
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Figura 23: (c) Cromatograma de AFG, y AFM; de la muestra 7 de higado
de gallina alimentada con sorgo contaminado con 500
ug/kg de AFB;.



Area Cromatogréafica

12 Columna LC-18

Area Cromatogréafica

-

«—— AFP, (5.40)

22 Columna LC-18

Tiempo de retencién (min)
Figura 23: (d) Cromatogramas de AFP; de la muestra 4 de higado de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 pg/kg
de AFB;.
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Figura 23: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en higados de
gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg
de AFB;. (a) AFB;1de la muestra 3. (b) AFB,, AFG; y AFL de la
muestra 6. (c) AFG, y AFM; de la muestra 7. (d) AFP; de la
muestra 4.

Se presentd la cuantificacion total y los tipos de AF de los higados de

gallina, la retencion de la primera y segunda columnas LC-18 (Técnica de Qian

& Yang, 1984), el andlisis de los controles y de los 2 tratamientos (con 30 pg/kg,
y con 500 pg/kg). El grupo control tuvo AFB;, AFG;, AFG,, AFM;, AFP;1y AFL.
En las muestras adicionadas con 30 pg/kg de AFB;, se detectaron AFB1, AFB,,
AFG31, AFG,, AFM;, AFP; y AFL. Finalmente, en muestras adicionadas con 500
png/kg de AFB;, se identificaron AFG;, AFG,, AFP; y AFL (Figuras 21 a 23y
Cuadro 20 b).

Cuadro 20 b: Resumen de la cuantificacién de aflatoxinas (ug/kg) en los
higados de gallina del experimento por el método de Qian
& Yang (1984).

Gallinas | Cantidad (pg/kg) de AF en higado de gallina sumada de las dos columnas LC-18
Control | AFB1 | AFB2 AFG1 AFG2 AFM1 AFM2 AFP1 AFL

1 19.8 - 294.9 14.7 - - - -

2 - - - 20.4 - - 42.3 13.4

3 - - 35.1 19.0 - - - 7.6

4 - - - 15.4 - - - 7.3




5 17 - 71.8 17.2 - - - -
6 - - 110.5 9.0 - - - -
7 - - 13.6 251 - - - -
8 66 - 157.4 16.0 - - 464.6 145
9 - - 254 313 - - 358.6 -
Suma 87.5 708.7 168.1 865.5 42.8
X AF/ gallina 9.7 78.7 18.7 96.2 4.8
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB;
1 - - 364.3 18.0 - - - -
2 - - 155.6 9.5 - - - -
3 - - 33.6 10.6 - - 106.9 -
4 - - 54.3 14.2 - - 1069.9 -
5 - 3.9 240.3 313 - - 1694.7 -
6 - - - 21.6 - - 1552.8 16.1
7 - - - 19.9 41.8 - 441.4 14.8
8 - - - 14.2 40.7 - 312.1 70.2
Suma - 3.9 848.1 139.3 82.5 5177.8 101.1
X AF/ gallina - 0.5 106.0 17.4 10.3 647.2 12.6
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - 25.0 10.2 - - 71.2 -
2 - 0.1 174.7 12.2 39.6 - 231.3 -
3 5.4 - 193.2 16.0 - - 1081.1 -
4 - - 35.9 13.2 36.9 - 2086.7 -
5 - - 136.5 17.4 2912.1 - 592.8 6.7
6 - 0.4 386.9 12.1 659.2 - 1489.8 78.7
7 - - - 18.9 1083.4 - 421.1 4.5
8 15.7 29.6 196.6
Suma 5.4 0.5 967.9 129.6 | 4734.2 6170.6 89.9
X AF/ gallina 0.7 0.06 121.0 16.2 591.8 771.3 11.2

= = Andlisis realizado igual a no detectables.

Las toxinas con mayor concentracion o acumulacién en los higados de

los tratamientos con 30 pg/kg y con 500 pg/kg fueron: AFG;, AFG,, AFP; y AFL,
mientras en el grupo control (9.7 pg/kg por gallina) y en el tratamiento con
adicion de 500 pg/kg de AFB; se encontro esta misma toxina AFB; (0.7 pg/kg
por gallina).

El tratamiento con adiciéon de 500 pg/kg acumuldé AFB1, AFG1, AFG,,
AFM;, AFP;, AFL y no AFM,, posiblemente las gallinas alimentadas con el
sorgo contaminado ya han metabolizado la AFB;, dando lugar a los otros
metabolitos de AF mencionados.

La AFB; es sumamente toxica y el metabolismo de la gallina tiende a
bloquear este veneno transformandolo en otros compuestos menos toxicos,
como una medida de proteccion para el organismo, de modo que la alta
presencia de ese metabolito es un indicativo del proceso de desintoxicacion que

se esta realizando en la gallina (Yip & Coulombe, 2006).



a.2. Resultados del Analisis Estadistico de la presencia de aflatoxinas

en higado por el método de Qian & Yang, 1984.

Como se observa en el Cuadro 20 a, las diferencias existentes entre la
capacidad de retencion de ambas columnas LC-18 en higado, no es clara.

Como todo experimento donde se utilizan seres vivos en disefio
experimental, en el presente experimento se obtuvieron resultados parameétricos
(bioldgicos), los cuales se tuvieron que transformar a datos no paramétricos (no
biologicos) por medio de la transformacion de Box & Cox, donde a los valores
de cada muestra se les suma un 1 para evitar obtener ceros una vez que se
calcula el logaritmo. Esta transformacion hace que la prueba sea mas confiable.

La transformacion de los valores de las muestras correspondientes a
AFG; (Figura 24) indica que existen diferencias significativas (P<0.05) entre
columnas LC-18, por lo que se deben sumar ambas columnas para obtener una

cantidad de AFG; confiable al final de este método.

Analisis de Varianza

Fuentes de Grados de | Suma de Cuadrados |Cuadrados medios F experimental
Variacion libertad
Modelo 5 80577.36 16115.5 3.0285
Error 44 234132.12 5321.2 Prob > F
C. Total 49 314709.49 0.0196*

* Estadisticamente significativo.

Interaccion entre la 12y 22 columna LC-18 de la AFG;

7
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. 30 ug/kg AFB; ¢

500 pug/kg AFB; &

AFGy (pg/kg) | /
3 A — _ X
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12 22
Columnas LC-18

Figura 24: Anélisis de Varianza e interaccion de los valores
transformados de AFG; entre la 12y 22 columna LC-18 del




andlisis quimico de higado.

La interaccion de los valores no transformados de cada muestra de AFG,
no es significativa entre la primera y segunda columnas. Pero la interaccion
(Figura 25) de los valores con transformacion de Box & Cox si fue significativa.
La segunda columna retiene mayor cantidad de AFG, que la primera columna
como lo notaron los autores Qian & Yang, sin embargo, no se deben de ignorar
las cantidades de AFG; retenidas por la primera columna, pues se perderia
mucha precision.

En cuanto a AFG; del grupo control, existe mayor efecto significativo
entre columnas LC-18. La segunda columna del grupo control retiene mayor
cantidad de AF que la primera columna, habiendo una diferencia significativa
entre ambas.

En los tratamientos AFG,, cuando los valores de cada muestra han sido
transformados y cuando se les hace la transformacion de Box & Cox (Figura
25), la segunda columna presentd mayor retencion de AFG,, existiendo
diferencias significativas entre ambas columnas, con lo que se concluye,
después del andlisis con el método de Qian & Yang (1984), que es necesario la
suma de la primera con la segunda columna para obtener un dato mas preciso
de la cantidad total de AFG..

Analisis de Varianza

Fuentes de | Grados de Sumade Cuadrados medios F experimental
Variacion libertad Cuadrados
Modelo 5 1773.9319 354.786 77.7255
Error 44 200.8426 4.565 Prob > F
C. Total 49 1974.7745 <0.0001*

* Estadisticamente sianificativo.
Interaccién entre la 12y 22 columna LC-18 de la AFG;
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Figura 25: Anédlisis de Varianza e interaccion de los valores transformados
de AFG; entre la 12y 22 columnas LC-18 del anélisis de AF de
higado.

Se realizd6 un andlisis estadistico para conocer las diferencias
significativas existentes entre el grupo Control y los tratamientos (30 ug/kg de
AFB; y 500 pg/kg de AFB;) con relacidon a las AFB;1, AFB,, AFG;1, AFG, y AFM;
identificadas en el higado. El andlisis estadistico consistié en hacer un andlisis
de varianza simple con los datos originales (ANOVA de la variable original),
otro cuando a los datos se les ha aplicado una transformacion de Box & Cox
(ANOVA de la variable transformada) y un analisis de presencia/ausencia via
Cuadro de contingencia (variable Categoérica) (P<0.05).

No se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los valores de
AFB; del grupo Control y de los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB,) del
higado con ninguna de las pruebas estadisticas utilizadas en el andlisis
(Cuadro 2l1ay b) (Figura 26). En el analisis de presencia/ausencia via Cuadro
de Contingencia, se observa que el grupo Control presentd mayor nimero de
muestras con AFB; que los tratamientos, pero no se observaron diferencias
significativas (P<0.05) (Cuadro 21c).



Cuadro 21: Resultados del Andlisis Estadistico de la cuantificacién de
AFB1 (ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang, 1984.

(@) ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 509.12 254.56 1.43 0.2615
Error 22 3925.75 178.44
Total 24 4434.87
(b) ANOVA de la variable transformada (transformacién de Box & Cox).

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob >F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 0.591 0.2957 1.84 0.1830
Error 22 3.542 0.1610
Total 24 4.134
(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 6 66.7 3 33.3
30 pg/kg AFB; 8 8 100 0 0
500 pg/kg AFB; 8 7 87.5 1 12.5
Total 25 21 4
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo | Grados de libertad | Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 2.249 2 4.497 0.1055
Completo 8.743
Total 10.992
Nivel Media Desviacion Estandar

Control 9.7 4.5
30 pug/kg AFB; 0 4.7
500 pg/kg AFB; 0.7 4.7
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Figura 26: Comparacion de las mediciones promedio de AFB: (ng/kg)
encontradas por higado de gallina.

No se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los valores de
AFB; del grupo Control y de los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;) del
higado con ninguna de las pruebas estadisticas utilizadas en el analisis
(Cuadro 22a y b) (Figura 27). El andlisis de presencia/ausencia via Cuadro de
Contingencia, indica que el grupo Control no presentdé muestras con AFB,. El
tratamiento de 30 pg/kg de AFB; presenté el 12.5% de presencia y el
tratamiento de 500 pg/kg de AFB; present6 un 25.0% de presencia de AFB; en
las muestras. No se observaron diferencias significativas (P<0.05) (Cuadro
22c).

Cuadro 22: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFB; (ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang
(1984).

(a) ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1.158 0.579 0.947 0.4030
Error 22 13.447 0.611
Total 24 14.605
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.
Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios




Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 0.011 0.006 0.7497 0.4842
Error 22 0.165 0.007
Total 24 0.176
(c) Anédlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) N° de muestras (%)
Control 9 9 100 0 0
30 pg/kg AFB; 8 7 87.5 1 12,5
500 pg/kg AFB; 8 6 75.0 2 25.0
Total 25 22 3
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi
cuadrada
Diferencia 1.660 2 3.321 0.1901
Completo 7.513
Total 9.173
Cuantificacion de AFB; (ug/kg) en el higado
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Nivel Media Desviacion Estandar
Control 0.0 0.261
30 pg/kg AFB; 0.5 0.276
500 pg/kg AFB; 0.06 0.276

Figura 27: Comparacion de las mediciones promedio de AFB; (ug/kg)
encontradas por higado de gallina.

Entre el grupo Control y los tratamientos (30 pug/kg de AFB; y 500 pg/kg

de AFB;) para los valores de AFG; identificada en el higado, no se encontraron

diferencias significativas (P<0.05) con ninguna de las pruebas estadisticas




utilizadas en el analisis (Cuadro 23 a y b) (Figura 28). En el andlisis de

presencia/ausencia via Cuadro de Contingencia, se observa que el grupo

Control contiene un 77.8% de muestras con AFG;, el tratamiento de 500 pg/kg

de AFB; present6 un 87.5% de las muestras con AFG;, mientras el tratamiento

de 30 pg/kg de AFB; presentd el menor porcentaje, con el 12.5% de presencia

de AFG;. Con este analisis tampoco se obsevaron diferencias significativas
(P<0.05) (Cuadro 23c).

Cuadro 23: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacién de
AFG; (ng/kg) en el higado por el método de Qian & Yang (1984).

(@ ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 7854.79 3927.4 0.266 0.7692
Error 22 325427.08 14792.1
Total 24 333281.87
(b) ANOVA de la variable transformada (transformacién de Box &

Cox).

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1745.32 872.66 0.2846 0.7550
Error 22 67451.65 3065.98
Total 24 69196.97
(c) Anélisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 2 22.2 7 77.8
30 ug/kg AFB; 8 3 375 5 62.5
500 pg/kg AFB, 8 1 12.5 7 87.5
Total 25 6 19
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 0.703 2 1.40595 0.4951
Completo 13.0743
Total 13.777

Nivel Media Desviacion Estandar

Control 78.7 40.5
30 ug/kg AFB; 106.0 43.0
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Figura 28: Comparacion de las mediciones promedio de AFG; ug/kg)
encontradas por higado de gallina.

El analisis estadistico aplicado a los valores de la AFG; hallada en los

higados, tampoco mostrd difrencias significativas (P<0.05) entre el grupo
Control y los tratamientos (30 pg/kg de AFB; y 500 pg/kg de AFB;) (Cuadro 24

ay b) (Figura 29). Con esta AF no se realizo el analisis de presencia/ausencia

via Cuadro de Contingencia, ya que en el 100% de las muestras se encontro

AFG; (Cuadro

20 b).

Cuadro 24: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFG; (ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang
(1984).

@)

ANOVA de la variable original.

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 26.056 13.028 0.303 0.7416
Error 22 945.944 42.998
Total 24 972.0
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios




Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 23.499 11.749 0.336 0.7182
Error 22 769.178 34.963
Total 24 792.677
Cuantificacion de AFG, (ug/kg) en el higado
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Nivel Media Desviacion Estandar
Control 18.7 2.2
30 ug/kg AFB, 17.4 2.3
500 pg/kg AFB, 16.2 2.3

Figura 29: Comparacion de las mediciones promedio de AFG; (ug/kg)
encontradas en el higado de gallina.

Para los valores de AFM; no hubo efectos significativos (P<0.05) entre el
grupo Control y los tratamientos (30 pug/kg y 500 pg/kg de AFB;) cuando se hizo
el ANOVA simple (Cuadro 25a) (Figura 30). Al aplicar la transformacion de
Box & Cox a los valores cuantificados de cada muestra si se observaron
diferencias significativas (P<0.05) entre el grupo Control y los tratamientos
(Cuadro 25b). Al analizar los valores de cada muestra por presencia/ausencia
via Cuadro de Contingencia, también existe diferencia significativa (P<0.05)
entre el grupo Control y los tratamientos. Con relacion a la presencia de AFMy,
el grupo Control presenta 0%, el tratamiento de 30 pg/kg de AFB; presento el
25% de AFM; y el tratamiento de 500 pg/kg de AFB;, posee el 62.5% de
presencia de AFM; (Cuadro 25c).

Cuadro 25: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacién de
AFM; (ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang,
1984.




G

ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1872014.2 936007 2.822 0.0811
Error 22 7296077.6 331640
Total 24 9168091.8
(b) ANOVA de la variable con transformacién de Box & Cox.
Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 212.88 106.440 5.8249 0.0093*
Error 22 402.011 18.273
Total 24 614.89
(c) Anélisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por Ausencia Presencia
tratamiento
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 9 100.0 0 0
30 pg/kg AFB; 8 6 75.0 2 25.0
500 pg/kg AFB; 8 3 37.5 5 62.5
Total 25 18 7
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi
cuadrada
Diferencia 5.033 2 10.065 0.0065*
Completo 9.791
Total 14.824
* Estadisticamente significativo.
Nivel Media Desviacidn Estandar
Control 0 191.9
30 ug/kg AFB; 10.3 203.6
500 pg/kg AFB, 591.8 203.6
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Figura 30: Comparacion de las mediciones promedio de AFM; (ug/kg)

encontradas en el higado por gallina.

Para los valores de AFP; hubo un efecto marginalmente significativo
(P<0.05) entre el grupo Control y los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de
AFB;) cuando se hizo el ANOVA simple (Cuadro 26a) (Figura 31). Al aplicar la
transformacion de Box & Cox a los valores cuantificados de cada muestra se
observon diferencias significativas (P<0.05) entre el grupo Control y los
tratamientos (Cuadro 26b). Al analizar los valores por presencia/ausencia via
Cuadro de Contingencia, también existen diferencias significativas (P<0.05)
entre el grupo Control y los tratamientos. Con relacion a la presencia de AFP;
se observa que el grupo Control presentd 33.3%, el tratamiento de 30 pg/kg
present6 un 25% en las muestras y el tratamiento de 500 pg/kg de AFB;, tuvo el
100% de presencia de AFP; (Cuadro 26c).

Cuadro 26: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFP; (ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang

(1984).
(@ ANOVA de la variable original.
Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 2226797.8 1113399 3.3775 0.0526*
Error 22 7252370.3 329653
Total 24 9479168.1




(b)

ANOVA de la variable transformada (transformacién de Box & Cox).

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 229337.33 114669 6.8598 0.0048*
Error 22 367751.26 16716
Total 24 597088.59
(c) Analisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 6 66.7 3 33.3
30 pg/kg AFB; 8 2 25.0 6 75.0
500 pg/kg AFB, 8 0 0 8 100.0
Total 25 8 17
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 5.444 2 10.889 0.0043*
Completo 10.227
Total 15.672

* Estadisticamente significativo.
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30 ug/kg AFB; 647.2 202.9
500 pg/kg AFB, 771.3 202.9

Figura 31: Comparacion de las mediciones promedio de AFP: (ug/kg)
encontradas en el higado por gallina.




Entre el grupo Control y los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;)

para los valores de AFL identificada en el higado, no se encontraron diferencias

significativas (P<0.05) con ninguna de las pruebas estadisticas utilizadas en el

analisis (Cuadro 27 a 'y b) (Figura 32). En el andlisis de presencia/ausencia via

Cuadro de Contingencia, se observa que el grupo Control tuvo la mayor
cantidad de AFL (44.4%), el tratamiento de 500 ug/kg de AFB; Y el tratamiento
de 30 pg/kg de AFB; presentaron ambos el 37.5% de las muestras con AFL.

Con este analisis tampoco hubo diferencias significativas (P<0.05) (Cuadro

27c¢).

Cuadro 27: Resultados del Andlisis Estadistico de la cuantificacién de AFL

(ug/kg) en el higado por el método de Qian & Yang (1984).

€) ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 304.943 152.47 0.347 0.7108
Error 22 9674.539 439.75
Total 24 9979.482
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 0.688 0.344 0.032 0.9682
Error 22 233.807 10.628
Total 24 234.494
(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 5 55.6 4 44.4
30 pg/kg AFB; 8 5 62.5 3 375
500 pg/kg AFB; 8 5 62.5 3 375
Total 25 15 10
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 0.058 2 0.115 0.9440
Completo 16.768
Total 16.825
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Figura 32: Comparacion de las mediciones promedio de AFL (ug/kg)
encontradas en higado por gallina.

b.1. Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas en mollejas de
gallinas del experimento.

Como se observa en el Cuadro 28 a, la mayor cantidad de AF retenidas
tanto en el grupo Control (Figura 33) como en los dos tratamientos establecidos
durante el experimento, se presentd en la segunda columna LC-18, lo cual
concuerda con lo indicado en la técnica de Qian & Yang (1984). En el
tratamiento de las gallinas alimentadas con sorgo adicionado con 30 ug/kg de
AFB;, la AFG; fue retenida en su mayoria en la segunda columna, mientras que

el AFL fue retenido en mayor cantidad en la primera columna (Figura 34 a).

Cuadro 28a: Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas (upg/kg) en
mollejas de gallina del experimento por el método de Qian &

Yang, 1984.
Gallinas Cantidad ( pg/kg) de AF en molleja de gallina
AFB; AFB, AFG; AFG, AFM; AFM, AFP, AFL
Control Columna|Columna| Columna | Columna | Columna |Columna|Columna| Columna
1* | 22| 12 | 22 12 28 12 22| 12| 2° 1| 22| 18 | 28| 17 28
- - - - - - - - - - - - - - - 2174.4

QR WIN|F




6 - - - - - |1805.8| - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - - 49.5
9 - - - - - 11052.0| - - - - - - - - - -
Suma - - - - - |6667.0| - - - - - - - - - 2223.9
X AF/gallina| ) ) ) ) 7408 ) ) ) ) ) ) ) ) ) 2471
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB,
1 - - - - - - - | 27] - - - - - - | 382 -
2 - - - - - [1123.8 - 22| - - - - - - 9.6 -
3 - - - - - (5741 - 29| - - - - - - 30.5 -
4 - - - - - [10535| - |38 - - - - - - 12215 -
5 - - - - - 638.4 - - - - - - - - - -
6 - - - - - - 04 | - - - - - - |78.0] 111 -
7 - - - - - 8.8 03] - - - - - - - 114.6 -
8 - - - - - 11.1 11 | - - | 88.9| - - - - | 1225 -
Suma - - - - - #4409.7 | 1.8 |11.6| - | 88.9| - - - |78.0] 548.0
X AFfgallina| -~ | = |- | - - [551.2| 02 |15 - |11 - | - | - | 98| 685
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - - - - - 0.7 | - - - - - - - - 338.5
2 - - - - - - 12 | - - - - - - - | 758.2| 701.3
3 - - - - - 13471 11 - - - - - - - 467.5 -
4 - - - - - - 15 - - - - - - - - -
5 - - - - |408.5R102.9 | - - - - - - - - | 76.9 -
8 - - - - - - 09 |56 - - - - - - - (13123
Suma - - - - 1408.53450.0 | 5.4 |5.6 - - - - - - 11302.612352.1
X AFfgallina| - | - |- | - Ppro|4313]07 j07| - [ - | - | -] - [ - [1628]294.0

- = Analisis realizado igual a no detectable.

Para el tratamiento de 500 pg/kg, AFG; fue retenida en la segunda columna
(Figura 35 a), mientras que la primera columna posee sélo trazas. AFG, y AFL
fueron retenidos en ambas columnas (Figura 35 b). Se deben sumar los eluidos de
ambas columnas, y no perder del 7% al 46% de AF cuantificadas en la molleja.

Como se puede apreciar las mollejas tuvieron menos AF que los higados.

A continuacién se presentan los cromatogramas mas representativos de
las AF encontradas en la molleja, en el grupo Control (Figura 33) en los cuales
se observan las diferencias existentes entre la retencion de ambas columnas

LC-18 usadas en el método quimico de Qian & Yang (1984).
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Figura 33: (a) Cromatogramas de AFG; de la muestra 5 de molleja de
gallina alimentada con sorgo sin AFB; del grupo Control.
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Figura 33: (b) Cromatogramas de AFL de la muestra 3 de molleja de gallina
alimentada con sorgo sin AFB; del grupo Control.



Figura 33: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en mollejas de
gallinas alimentadas con sorgo sin contaminacién de AFB; o
sea grupo Control. (a) AFG; de la muestra 5. (b) AFL de la
muestra 3.

Cromatogramas en aflatoxinas de las mollejas de las gallinas
alimentadas con sorgo contaminado con 30 ug/kg de AFB; (Figura 34) en los
cuales se observan las diferencias existentes entre la retencion de ambas

columnas LC-18 usadas en el método quimico de Qian & Yang (1984).
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Figura 34: (a) Cromatogramas de AFG; de la muestra 3 de molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;.
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Figura 34: (b) Cromatogramas de AFG,y AFL de la muestra 4 de molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;.
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Figura 34: (c) Cromatogramas de AFM; de la muestra 8 de molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;.
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Figura 34: (d) Cromatogramas de AFP; de la muestra 6 del tratamiento de
30 pg/kg de AFB;.

Figura 34: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;. (2) AFG;de la muestra 3. (b) AFG,y AFL de la muestra 4.

(c) AFM;de la muestra 8. (d) AFP; de la muestra 6.
Cromatogramas de aflatoxinas de mollejas de gallinas alimentadas con
sorgo contaminado con 500 pg/kg de AFB; (Figura 35), en los cuales se
observan las diferencias existentes entre la retencion de ambas columnas LC-

18 usadas en el método quimico de Qian & Yang (1984).
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Figura 35: (a) Cromatogramas de AFG; de la muestra 5 de molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500
pg/kg de AFB;.
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Figura 35: (b) Cromatogramas de AFG, y AFL de la muestra 8 del
tratamiento de 500 pug/kg de AFB;.

Figura 35: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en molleja de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 pg/kg de
AFB;. (a) AFG; de la muestra 5. (b) AFG,y AFL de la muestra 8.

En el Cuadro 28 b, se muestra la cuantificacion total de AF procedentes
del analisis de la primera y segunda columna LC-18 con la técnica de Qian &
Yang (1984), de las mollejas de gallinas, asi como el tipo de AF encontradas en
el andlisis de las muestras correspondientes al control, al tratamiento de
adicion de 30 pg/kg y de 500 pg/kg de AFB;.

Cuadro 28 b: Resumen de la cuantificacion de aflatoxinas (ug/kg) en las
mollejas de gallina del experimento por el método de Qian

& Yang, 1984.

Gallinas Cantidad ( pg/kg) de AF en molleja de gallina

Control AFB; | AFB, AFG, AFG, AFM; | AFM, | AFP; | AFL
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 - - - - - - - 2174.4
4 - - - - - - - -
5 - - 3809.2 - - - - -
6 - - 1805.8 - - - - -
7 - - - - - - - 49.5
8 - - - - - - - -
9 - - 1052.0 - - - - -




Suma - - 6667.0 - - - - 2223.9
X AF/gallina - - 740.8 B - B B 247.1
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB1
1 - - - 2.7 - - - 38.2
2 - - 1123.8 2.2 - - - 9.6
3 - - 1574.1 2.9 - - - 30.5
4 - - 1053.5 3.8 - - - 2215
5 - - 638.4 - - - - -
6 - - - 0.4 - - 78.0 11.1
7 - - 8.8 0.3 - - - 114.6
8 - - 11.1 1.1 88.9 - - 122.5
Suma - - 4409.7 134 88.9 - 78.0 548.0
X AF/gallina - - 551.2 1.7 11.1 - 9.8 68.5
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - - 0.7 - - - 338.5
2 - - - 1.2 - - - 1459.5
3 - - 1347.1 11 - - - 467.5
4 - - - 1.5 - - - -
5 - - 2102.9 - - - - 76.9
6 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -
8 - - 408.5 6.5 - - - 1312.3
Suma - - 3858.5 11.0 - - - 3654.7
X AF/gallina - - 482.3 1.4 - - - 456.1

= = Anadlisis realizado igual a no detectable.

En las muestras correspondientes al Control, se encontraron AFG; y
AFL. En las muestras del tratamiento con adicion de 30 pg/kg de AFB;, se
detectaron AFG;, AFG,, AFM;, AFP1y AFL. Mientras que en las muestras con
adicion de 500 pg/kg de AFB;, se obtuvieron AFG;, AFG, y AFL No se
detectaron AFB;, AFB, y AFM; en ningdn caso.

Las micotoxinas con mayor concentracion o acumulacion en los tejidos
correspondientes a los tratamientos de adicién con 30 pg/kg y con 500 ug/kg
de la molleja fueron AFGi;, AFG, y AFL, mientras en el grupo control de
mollejas se encontré AFG; y AFL. La presencia de AFG;en el grupo control se
debe a que las gallinas utilizadas en el experimento al ser de dos afios de
edad, habian consumido con anterioridad sorgo contaminado con AFG;, la cual
se acumulé y fue detectada en este experimento. Las mollejas que se venden
en el mercado, procedentes de pollos y pollas de engorda, representan
animales que estan listos para su venta y consumo de los 4 a 6 meses de
edad, por lo que su corta vida no les permite acumular altas cantidades de

AFG; en los musculos intermedios, de la capa cOrnea y tanica muscular,



representando un riesgo menor para la salud humana al consumir cantidades
menores de AF. En el caso de las gallinas ponedoras que también se comen,
el riesgo de acumulacion de AF es mayor pues son aves de mas de dos afios
de edad.

En el grupo de gallinas alimentadas con sorgo adicionado con 30 pg/kg
de AFB;, se encontraron AFM; y AFP; en pequefas cantidades. AFM; y AFP;
son productos del metabolismo de las gallinas, sin embargo, cabe mencionar
gue la molleja es, con respecto al higado y la pechuga, el érgano menos
sensible a la absorcion y acumulacion de AF. No obstante, cuando las gallinas
son alimentadas con altas cantidades de AFB; (2.5 pg/g y 5 upg/g), la parte
superior del tracto digestivo, principalmente el proventriculo y la molleja, sufren
un incremento en el peso. El incremento en el peso y tamafio de la molleja, se
deben a la inflamacion y retencién de agua debida al contacto directo con las

AF en el proceso digestivo (Huff et al., 1986).

b.2. Resultados del Analisis estadistico de la cuantificacion de

aflatoxinas en molleja por el método de Qian & Yang, 1984.

Como se observa en el Cuadro 28 a, en este tejido las diferencias
existentes entre la capacidad de retencion de ambas columnas LC-18 es muy
notoria. Se sumaron las cantidades retenidas en ambas columnas LC-18 para la
AFG,, la AFG, y el AFL. La AFG; y el AFL fueron retenidas en mayor cantidad
por la primera columna LC-18, mientras que las AFG;, AFM; y AFP; fueron
retenidas en la segunda columna. Por lo anterior, no fue necesario realizar un
analisis de varianza AxB, ni graficas de interaccion para conocer las diferencias
significativas existentes entre la capacidad de retencion de ambas columnas.

No obstante, se realiz6 un analisis estadistico para conocer las
diferencias significativas existentes entre el grupo Control y los tratamientos (30
po/kg y 500 pg/kg) con relacion a AFG;,, AFG; y AFL identificadas, al ser mas
abundantes y frecuentes en la molleja. El andlisis estadistico fue de varianza
simple (P<0.05) con los datos originales (ANOVA de la variable original), y
cuando se les aplicé una transformacion de Box & Cox (ANOVA de la variable
transformada) y un analisis de presencia/ausencia via Cuadro de Contingencia

(variable Categdrica).



Para AFG;: no hubo efectos ni diferencias significativas entre el control y

los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg) cuando se realizo el analisis estadistico

ya mencionado (Cuadro 29).

Cuadro 29: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFG; (ug/kg) en molleja por el método de Qian & Yang (1984).

@) ANOVA de la variable original.

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 308042 154021 0.159 0.8540
Error 22 21309246 968602
Total 24 21617288
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 5709.328 2854.66 0.930 0.4094
Error 22 67510.197 3068.65
Total 24 73219.524
(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 6 66.7 3 33.3
30 pg/kg AFB; 8 2 25.0 6 75.0
500 pg/kg AFB; 8 5 62.5 3 375
Total 25 13 12
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 1.7889 2 3.578 0.1672
Completo 15.52
Total 17.309
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Figura 36: Comparacién de las mediciones promedio de AFG; (ng/kg)
encontradas en la molleja por gallina.

Para AFG,, cuando se realiz6 el ANOVA simple hubo efectos
marginalmente significativos (P<0.05) entre el grupo Control y los tratamientos
(30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;) (Cuadro 30a) (Figura 37). Cuando se aplico la
transformacion de Box & Cox a los valores cuantificados de cada muestra se
observd un efecto muy significativo (P<0.05) entre el grupo Control y los
tratamientos (Cuadro 30b). También existié diferencia significativa (P<0.05)
entre el Grupo Control y los tratamientos al analizar los valores de cada muestra
por ausencia/presencia via Cuadro de Contingencia. Se observa que el grupo
Control presentdé 0% de AFG,, el tratamiento de 30 pg/kg de AFB;, tuvo un
87.5% de AFG; en las muestras y el tratamiento de 500 pg/kg de AFB;,
present6 un 62.5% de AFG, (Cuadro 30c). Por altimo, se aplicé una prueba de
Tukey a los valores de cada muestra, donde se observa que existieron
diferencias entre el grupo Control y los tratamientos, pero no hubo ninguna
diferencia entre el tratamiento de 30 y 500 pg/kg de AFB; (Cuadro 30d).

Cuadro 30: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFG; (ug/kg) en molleja por el método de Qian & Yang (1984).




CY

ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 13.756 6.878 3.25 0.0578
Error 22 46.510 2.114
Total 24 60.266
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 6.750 3.375 10.924 0.0005*
Error 22 6.797 0.310
Total 24 13.548
(c) Analisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 9 100 0 0
30 pug/kg AFB, 8 1 125 7 87.5
500 pg/kg AFB, 8 3 375 5 62.5
Total 25 13 12
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo | Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 9.002 2 18.003 0.0001*
Completo 8.307
Total 17.309

* Estadisticamente significativo.
(d) Prueba de Tukey
Nivel Media Desviacion Estandar Interaccion

Control 0.0 0.48 B
30 pug/kg AFB, 1.7 0.51 A
500 pg/kg AFB; 1.4 0.51 A
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Figura 37: Comparacion de las mediciones promedio de AFG; (ug/kg)
encontradas en molleja por gallina.

En el

analisis estadistico de AFL, no se observaron diferencias

significativas entre el grupo Control y tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de

AFB;) al aplicar el ANOVA a los valores originales (Figura 38) ni cuando se

hizo la transformacion de Box & Cox (Cuadro 31).

Cuadro 31: Resultados del Andlisis Estadistico de la cuantificacién de

AFL (ug/kg) en molleja por el método de Qian & Yang, 1984.

€) ANOVA de la variable original.
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 604620.2 302310 0.986 0.3889
Error 22 6744928.1 306588
Total 24 7349548.3
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 5749.6 2874.8 2.38 0.1161
Error 22 26595.1 1208.9
Total 24 32344.7
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Figura 38: Comparacion de las mediciones promedio de AFL (ug/kg)
encontradas en molleja por gallina.

c.l. Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas en pechugas de gallinas
del experimento.

Como se observa en el Cuadro 32 a, la mayor cantidad de AF retenidas
tanto en el grupo Control como en los 2 tratamientos establecidos durante el
experimento se presentd en la segunda columna LC-18, como se indica en la
técnica de Qian & Yang (1984).

En los casos en los que la primera columna retuvo AF, lo hizo en
cantidades muy pequefias comparadas con las grandes cantidades de AF
retenidas en la segunda columna, 6 cuando la cantidad de AF encontradas en
el extracto, al ser pequefia se retuvo en la primera columna, y al pasarlo por la
segunda columna ésta ya no retuvo nada. Sin embargo, si ho se toma en
cuenta los eluidos de las primeras columnas se pierde el 2.3% de AF

cuantificadas por esta técnica.




Cuadro 32 a: Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas (ug/kg) en
pechuga de gallina del experimento por el método de Qian &
Yang (1984).

Gallinas Cantidad ( pg/kg) de AF en pechuga de gallina
AFB; AFB;, AFG, AFG, AFM; AFM, AFP, AFL
Control Columna| Columna | Columna Columna | Columna | Columna | Columna Columna
18] 28 1° 2* |1° 2° 18 2* |1° 28 18 22 |1° 2° 1% |28
1 - | 26.5| - - - - 1.7 - |- 23.9 - - |185.7 - - -
2 - | 146] - - - - - - |-] 268 - - - - - -
3 - | 228 - - - - - 0.8 | - - - - - - - -
4 - 23.7| - - - - - 53] - - - - - - - -
5 - 14.3| - - - - - - - | 245.7 - - - - - -
6 - |52.1 - - - - 02 | 3.6 |- - - - - - - -
7 - | 55| - - - - - - | -] 1710 - - - - - -
8 - | 27 - - - - - - |- - - - - | 2739 | - -
9 - - - - - - 11| - |- - - - - | 2507 | - -
Suma - |162.5| - - - - 30 | 9.7 | - | 4674 - - |185.7| 524.6 | - -
X AF/gallina| - 181 | - - - - 03 |11 |-| 520 - - |20.6 | 58.3 - -
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB1
1-10 - - - - - - 1.3 | 89.2| - - - - - | 2206 | - -
2-11 - - - - - - - 61.8| - - - - - 40.6 | - -
3-12 - - - - - - - 66.3| - - - - - 234.1| - -
4-13 - - - - - - - - |- - - - - 355 | - -
5-14 - - - - - - - 93.4| - - - - - 266.2| - 33.7
6-15 - - - - - - - 97.1| - - - (1446 - 176.0| - -
7-16 - - - - - 128.7| - |105.1| - - - - - 129.2| - -
8-17 - - - - - - - 59.3| - - - - - 577 | - | 5.0
Suma - - - - - |128.7 | 1.3 |572.2| - - - (446 - |[1159.9| - 38.7
X AFfgallinal = | - | - | - | - | 161 | 016] 715 -] - - [181] - |1450| - | 48
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 ug/kg AFB;
1-18 - - - - - - 0.5 - | - | 8007.4 - - - 631.9 | - -
2-19 - - - - - - - - | - (126749 | - - - |18755]| - -
3-20 - - - - - 152.4| 0.2 - | -19104.1 - - - 650.0 | - -
4-21 - - - - - |3946.4| - 15.5| - |2318.1 - - - (14857 | - -
5-22 - - - - - - - - |-[31584 | - - - | 1706 | - -
6-23 - - - - - - - - | -]12933.7| - - - | 2401 | - -
7-24 - - - - - - - 53 | - - - - - 39.0 | - -
8-25 - - - - - - - 30.0| - - - - - 1915 | - -
Suma - - - - - 4098.8| 0.7 |50.8 | - - - - - 5284.3 - -
X AF/gallina] = | - - - - | 5124 | 0.08| 6.4|-|47746 | - - - | 6605 - -

- = Andlisis realizado igual a no detectable.

En el grupo Control, la segunda columna retuvo AFB;, AFG;, AFM; y

AFP; (Figura 39 a, b y c). En el tratamiento de las gallinas alimentadas con

sorgo adicionado con 30 ug/kg de AFB;, AFG, y AFP; (Figura 40 ay c). Y el
tratamiento de 500 pg/kg de AFB;, AFG,, AFM;y AFP; (Figura4lby c).




A continuacién se presentan los cromatogramas mas representativos de
las AF encontradas en la pechuga del grupo Control (Figura 39) como del
tratamiento de gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB; (Figura 40) y 500 ug/kg de AFB; (Figura 41), en los cuales se observan
de una forma clara las diferencias existentes entre la retencion de ambas

columnas LC-18 usadas en el método quimico de Qian & Yang (1984).
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Figura 39: (a) Cromatogramas de AFB;:y AFG,de la muestra 6 del grupo
Control.
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Figura 39: (b) Cromatogramas de AFM; de la muestra 5 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo sin AFB; 6 del grupo Control.
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Figura 39: (c) Cromatogramas de AFP; de la muestra 8 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo sin AFB1 6 del grupo Control.

Figura 39: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en pechugas de
gallinas alimentadas con sorgo sin AFB; 6 del grupo Control.



(a) AFB1y AFG.de la muestra 6. (b) AFM; de la muestra 5. (c)
AFPide la muestra 8.

Muestras representativas de los cromatogramas de HPLC de las dos
columnas LC-18 aplicadas a los tratamientos de adicion de 30 pg/kg al sorgo

con que se alimento a las gallinas del experimento.
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Figura 40: (a) Cromatogramas de AFG;y AFG; de la muestra 7 de pechuga
de gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg
de AFB;.
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Figura 40: (b) Cromatogramas de AFM, de la muestra 6 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
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Figura 40: (c) Cromatogramas de AFP;y AFL de la muestra 5 de pechuga
de gallina alimentada con sorgo contaminado con 30 ug/kg

de AFB;.

Figura 40: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en pechugas de
gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg de
AFB;. (a) AFG1y AFG; de la muestra 7. (b) AFM2de la muestra
6. (c) AFP,y AFL de la muestra 5.



Muestras representativas de los cromatogramas de HPLC de las dos
columnas LC-18 aplicadas a los tratamientos de adicion de 500 ug/kg al sorgo

que alimento a las gallinas del experimento.
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Figura 41: (a) Cromatogramas de AFG; de la muestra 4 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 pug/kg de

AFB;.
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Figura 41: (b) Cromatogramas de AFG;, de la muestra 8 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 ug/kg de
AFB;.
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Figura 41: c) Cromatogramas de AFP; de la muestra 2 de pechuga de
gallina alimentada con sorgo contaminado con 500 pg/kg de
AFB;.

Figura 41: Cromatogramas de las aflatoxinas encontradas en pechugas
de gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500
pug/kg de AFB;. (a) AFG; de la muestra 4. (b) AFG; de la
muestra 8. (c) AFP; de la muestra 2.

En el Cuadro 32 b, se muestra la cuantificacion total de AF procedentes
del analisis de la primera y segunda columna LC-18 de la técnica de Qian &
Yang, 1984, en las pechugas de gallina, asi como el tipo de AF encontradas en
el andlisis de las muestras correspondientes al control y los 2 tratamientos (30
pg/kg y 500 pg/kg). En las muestras correspondientes al Control, se
encontraron AFB;, AFG,, AFM; y AFP;.

Cuadro 32 b: Resumen de la cuantificacion de aflatoxinas (ug/kg) en las
pechugas de gallina del experimento por el método de
Qian & Yang (1984).

Gallinas Cantidad ( ug/kg) de AF en pechuga de gallina
Control AFB; AFB, AFG;| AFG, | AFM; | AFM, | AFP; | AFL
1 26.5 - - 17 23.9 - 185.7 -

14.6 - - - 26.8 - - -

2
3 22.8 - - 0.8 - - - -
4 23.7 - - 5.3 - - - -




5 14.3 - - - 245.7 - - -
6 52.1 - - 3.8 - - - -
7 5.5 - - - 171.0 - - -
8 2.7 - - - - - 273.9 -
9 - - - 11 - - 250.7 -
Suma 162.2 - - 12.7 | 467.4 - 710.3 -
X AF/gallina 18.0 - - 1.4 51.9 - 78.9 -
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB1
1 - - - 90.5 - - 220.6 -
2 - - - 61.8 - - 40.6 -
3 - - - 66.3 - - 234.1 -
4 - - - - - - 355 -
5 - - - 93.4 - - 266.2 | 33.7
6 - - - 97.1 - 144.6 176.0 -
7 - - 128.7 | 105.1 - - 129.2 -
8 - - - 59.3 - - 57.7 5.0
Suma - - 128.7| 573.5 - 144.6| 1159.9 38.7
X AF/gallina - - 6.1 | 77| - 18.1 | 1450 | 48
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - - 0.5 | 8007.4 - 631.9 -
2 - - - - 12674.9 - 1875.5 -
3 - - 1524 | 0.2 |9104.1 - 650.0 -
4 - - 3946.4f 15.5 |2318.1 - 1485.7 -
5 - - - - 3158.4 - 170.6 -
6 - - - - 2933.7 - 240.1 -
7 - - - 5.3 - - 39.0 -
8 - - - 30.0 - - 1915 -
Suma - - 4098.8| 51.5 |38196.6 - 5284.3 -
X AF/gallina - - 512.4| 6.4 |47746| - | 660.5 -

- Anadlisis realizado igual a no detectable.

En las muestras del tratamiento de 30 pg/kg, se detectaron AFG;, AFG,,
AFM;, AFM;, AFP; y AFL. Mientras en las muestras de 500 ug/kg AFG1, AFG,,
AFM;y AFP; No se detectd AFB, en ningun caso, y solo en una muestra se
encontr6 AFM,. AFM, también es un producto de la biotransformacion de AFB;.

Las toxinas con mayor concentracion o acumulacion en los tejidos
correspondientes a los tratamientos de 30 pg/kg y 500 pg/kg de la pechuga
fueron AFM; y AFP;, mientras en el grupo control de la pechuga se encontrd
AFB;. La presencia de AFB; en el control se debe a que las gallinas utilizadas
en el experimento son de alrededor de dos afios de edad, tiempo en el que han
acumulado esa cantidad tan alta. Normalmente las pechugas que se venden en
el mercado, son de pollos y gallinas de engorda, los cuales son animales que

estan listos para su venta y consumo de los 4 a 6 meses de edad, lo que indica



gue su corta vida no les permite metabolizar y acumular altas cantidades de AF
en los tejidos del musculo representando un riesgo menor para la salud humana
al consumir cantidades menores de AF.

En cuanto a la acumulacion de AFM; y AFP1, y no de AFB; en los
tratamientos establecidos en el experimento, se da porque las gallinas
alimentadas con el sorgo contaminado con concentraciones de 30 pg/kg y 500
pg/kg ya han metabolizado las AFB;, dando lugar a los metabolitos de AF ya
mencionados.

Lo anterior se puede probar con un experimento a nivel molecular en el
higado, donde el citocromo P45 es mas activo. Cuando las gallinas son
alimentadas con AFB; o cualquier agente xenobiotico que entre al organismo,
los sistemas enzimaticos son alertados para empezar la biotransformacion a
compuestos menos toxicos (Orellana & Guajardo, 2004).

Para que la biotransformacion se lleve a cabo, es necesaria la expresion
de los genes que seran traducidos como enzimas, y que degradaran a la AFB;
a metabolitos hidrolizados, los cuales son menos téxicos. En el momento en
que la expresion de esos genes se presente, se deben extraer los RNA
mensajeros para su secuenciacion e identificacién. Una vez que se conocen los
genes expresados, se obtendra la cantidad de transcriptos producidos al
exponer a las gallinas a diferentes concentraciones de AFB;, en este caso 30
po/kg y 500 pg/kg. Con lo que se estableceria si estas concentraciones de AFB;
son suficientes para que el higado empiece a metabolizar y producir metabolitos
menos toéxicos. Mientras cantidades debajo de esa concentracidon de AFBi,
indicaria que el higado no ha acumulado una cantidad de AFB; que promueva

su biotransformacion.

c.2. Resultados del Anédlisis Estadistico de aflatoxinas en pechuga por el
método de Qian & Yang (1984).

Como se observa en el Cuadro 32 a, en este tejido las diferencias
existentes entre la capacidad de retenciobn de ambas columnas LC-18 es muy
clara. Se sumaron las cantidades retenidas en ambas columnas LC-18 para
AFG; y AFP;, debido a que la primera columna retuvo trazas de estas AF y la

segunda columna retuvo la mayor cantidad de éstas como del resto de AF



localizadas en la pechuga. Por lo anterior, no fue necesario realizar un analisis
de varianza AxB, ni graficas de interaccion para conocer las diferencias
significativas existentes entre la capacidad de retencion de ambas columnas.

No obstante, se realiz6 un analisis estadistico para conocer las
diferencias significativas existentes entre el grupo Control y los tratamientos (30
po/kg y 500 pg/kg) con relacion a AFB;, AFG;, AFG,, AFM;, AFP; y AFL
identificadas, al haberse encontrado con mayor frecuencia en la pechuga. El
analsis estadistico consistio en hacer un andlisis de varianza simple (P<0.05)
con los datos originales (ANOVA de la variable original), un andlisis de varianza
simple cuando a los datos se les ha aplicado una transformacién de Box & Cox
(ANOVA de la variable transformada) y un analisis de presencia/ausencia via
Cuadro de Contingencia (variable Categorica).

En el andlisis estadistico de AFB;, se observan diferencias muy
significativas (P<0.05) entre el grupo Control y tratamientos (30 pg/kg de AFB;y
500 pg/kg de AFB;) al aplicar el analisis estadistico completo ya mencionado
(Cuadro 33 a 'y b) (Figura 42). Sin embargo, la diferencia observada se debe a
gue solo el grupo Control presentd AFB; (100%) mientras los tratamientos no,
como lo indica el andlisis de presencia/ausencia y la prueba de Tukey (Cuadro
33cyd).

Cuadro 33: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFB;: (ng/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang

(1984).
(a) ANOVA de la variable original.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1870.85 9354 10.137 0.0008*
Error 22 2030.18 92.3
Total 24 3901.03




(b)

ANOVA de la variable transformada (transformacién de Box & Cox).

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 78.710356 39.3552 54.0091 <0.0001*
Error 22 16.030879 0.7287 Prob > F
Total 24 94.741235
(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 1 111 8 88.9
30 pg/kg AFB; 8 8 100.0 0 0
500 pg/kg AFB; 8 8 100.0 0 0
Total 25 17 8
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo Grados de libertad | Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 12.53 2 25.06 <0.0001*
Completo 3.14
Total 15.67
* Estadisticamente significativo.
(d) Prueba de Tukey
Nivel Media Desviacion Estandar Interaccién
Control 18.0 3.2 A
30 pg/kg AFB; 0 0 B
500 pg/kg AFB; 0 0 B
Cuantificacién de AFB; (ug/kg) en pechuga
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Figura 42: Comparacion de las mediciones promedio de AFB;: (ug/kg)

encontradas en la pechuga por gallina.




Entre el grupo Control y los tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;)

para los valores de AFG; identificada en la pechuga, no se encontraron

diferencias significativas (P<0.05) con ninguna de las pruebas estadisticas

utilizadas en el andlisis (Cuadro 34 a y b) (Figura 43). El analsis de

presencia/ausencia via Cuadro de Contingencia, se observa que el grupo

Control no tuvo presencia de AFG,, el tratamiento de 30 pg/kg de AFB;

presentd 12.5% y el tratamiento de 500 ug/kg de AFB; presentod el 25% de las

muestras con AFG;. Con este analisis tampoco hubo diferencias significativas
mientras (P<0.05) (Cuadro 34 c).

Cuadro 34: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFG; (ug/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang

(1984).
@ ANOVA de la variable original.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1387220 693610 1.129 0.3413
Error 22 13511772 614171
Total 24 14898992
(b) ANOVA de la variable transformada (transformaciéon de Box & Cox).
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1.623 0.811 1.228 0.3122
Error 22 14.537 0.661
Total 24 16.160
(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de (%) N° de (%)
muestras muestras
Control 9 9 100.0 0 0
30 ug/kg AFB; 8 7 87.5 1 12.5
500 ug/kg AFB; 8 6 75.0 2 25.0
Total 25 22 3
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo | Grados de libertad | Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 1.660 3.32 0.1901
Completo 7.513
Total 9.173
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Figura 43: Comparacion de las mediciones promedio de AFG; (ug/kg)
encontradas en la pechuga por gallina.

El andlisis estadistico de AFG, si dio diferencias muy significativas
(P<0.05) entre el grupo Control y tratamientos (30 pg/kg de AFB;y 500 pg/kg
de AFB;) al aplicar el analisis estadistico completo ya mencionado (Cuadro 35
ay b) (Figura 44). Sin embargo, al aplicar el analisis de presencia/ausencia no
se observaron diferencias significativas. Con la prueba de Tukey se observo
gue hay una diferencia no estadistica entre el grupo Control y los tratamientos,
pero entre tratamientos no se observa diferencia alguna (Cuadro 35 c y d), lo

cual se le atribuye a la variabilidad genética de los seres vivos.

Cuadro 35: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFG; (ng/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang

(1984).
(@) ANOVA de la variable original.
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 25195.78 12597.9 31.23 <0.0001*
Error 22 8873.32 403.3
Total 24 34069.10




(b)

ANOVA de la variable con transformaciéon de Box & Cox.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1218.5692 609.285 13.1394 0.0002*
Error 22 1020.1581 46.371
Total 24 2238.7273
* Estadisticamente significativo.
c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) |N°de muestras (%)
Control 9 4 44.4 5 55.6
30 ug/kg AFB; 8 1 12.5 7 87.5
500 pg/kg AFB; 8 3 375 5 62.5
Total 25 8 17
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo Grados de libertad | Xi Cuadrada | Prob>Xi cuadrada
Diferencia 1.182 2 2.37 0.3065
Completo 14.489
Total 15.672
(d) Prueba de Tukey
Nivel Media Desviacion Estandar Interacciones
Control 1.4 6.7 A
30 pg/kg AFB; 71.7 7.1 B
500 pg/kg AFB; 6.4 7.1 B
Cuantificacion de AFG, (ug/kg) en pechuga
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Figura 44: Comparacion de las mediciones promedio de AFG; (ug/kg)

encontradas en la pechuga por gallina.




Para AFM3, el analisis estadistico de los valores de cada muestra sin y
con transformacion de Box & Cox indica una diferencia muy significativa entre el
grupo Control y tratamientos (Cuadro 36 a y b) (Figura 45). Con la prueba de
Tukey se observa que el tratamiento de 500 pg/kg de AFB; tiene mayor
cantidad de AFM; que el tratamiento de 30 pg/kg de AFB;, pero no son
diferentes estadisticamente y el grupo Control es igual a ambos tratamientos
(Cuadro 36 d).

Cuadro 36: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFM; (ug/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang (1984).

@ ANOVA de la variable original.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 122600609 61300305 9.033 0.0014*
Error 22 149305949 6786634.1
Total 24 271906559
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.
Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 13969.83 6984.92 9.035 0.0014*
Error 22 17008.08 773.09
Total 24 30977.91
(c) Analisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras | (%) | N°de muestras (%)
Control 9 5 55.6 4 44.4
30 pg/kg AFB; 8 8 100 0 0
500 pg/kg AFB; 8 2 25.0 6 75.0
Total 25 15 10
Prueba de Xi
Modelo -Logaritmo Grados de libertad Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 6.144 2 12.288 0.0021*
Completo 10.681
Total 16.825




* Estadisticamente significativo.

(d) Prueba de Tukey
Nivel Media Desviacion Estandar Interacciones
Control 51.9 868.4 A |
30 pg/kg AFB; 0 921.04 B
500 pg/kg AFB; 4774.6 921.04 A
Cuantificacion de AFM; (1ug/kg) en pechuga
6000
5000 T
© L
£ 4000
©
T 3000
<
3 2000
<
?2 1000
T T
0 T J_
Control 30 ug/kg AFB1 500 pg/kg AFB1
-1000
Tratamientos

Figura 45: Comparacion de las mediciones promedio de AFM; (ug/kg)
encontradas en la pechuga por gallina.

En el ANOVA de los valores originales AFP; si se observan diferencias
significativas entre el grupo Control y los otros dos. Al transformar los valores de
cada muestra se observé una diferencia muy significativa entre tratamientos al
realizar el ANOVA (Cuadro 37 a 'y b) (Figura 46). La diferencia radica en que
las gallinas tratadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg de AFB;
presentaron la mayor cantidad de AFP1, el tratamiento de 30 pg/kg de AFB;
tuvo una cantidad intermedia y el grupo control presenta la menor cantidad de
AFP;. En el analisis de presencia/ausencia se muestra que el 100% de las
muestras pertenecientes a los tratamientos presentan AFP; y el grupo Control
sOlo presentd el 33.3%.(Cuadro 37 c). La prueba de Tukey nos indic6 que si
existen diferencias significativas entre el grupo Control y los tratamientos
(Cuadro 37 d).

Cuadro 37: Resultados del Analisis Estadistico de la cuantificacion de
AFP;1 (ug/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang
(1984).




(@) ANOVA de la variable original.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1667233.0 833616 5.4624 0.0119 *
Error 22 3357432.5 152611
Total 24 5024665.5
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental | Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 173815.5 86907.7 10.13 0.0008 *
Error 22 188702.4 8577.4
Total 24 362517.9
(c) Anélisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras (%) N° de muestras | (%)
Control 9 6 66.7 3 33.3
30 pg/kg AFB; 8 0 0 8 100.0
500 pg/kg AFB; 8 0 0 8 100.0
Total 25 6 19
Prueba de Xi

Modelo | -Logaritmo | Grados de libertad | Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Diferencia 8.048 2 16.097 0.0003*
Completo 5.729
Total 13.777
* Estadisticamente significativo.
(d) Prueba de Tukey

Nivel Media Desviacién Estandar Interacciones

Control 78.9 130.2 B
30 pg/kg AFB; 145.0 138.1 A
500 pg/kg AFB; 660.5 138.1 A
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Figura 46: Comparacion de las mediciones promedio de AFP: (ug/kg)

encontradas en la pechuga por gallina.

En el

andlisis estadistico de AFL,

no se observan diferencias

significativas entre el grupo Control y tratamientos (30 pg/kg y 500 pg/kg de

AFB;) al aplicar el ANOVA a los valores originales ni cuando se ha hecho la

transformacion de Box & Cox (Cuadro 38) (Figura 47).

Cuadro 38: Resultado del Andlisis Estadistico de la cuantificacion de AFL

(a)

(ng/kg) en pechuga por el método de Qian & Yang (1984).

ANOVA de la variable original.

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob > F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 127.304 63.652 1.438 0.2587
Error 22 973.479 44.249
Total 24 1100.783
(b) ANOVA de la variable con transformacion de Box & Cox.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental | Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 0.104 0.052 2.493 0.1057
Error 22 0.456 0.021
Total 24 0.559




(c) Andlisis de Presencia/Ausencia via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por Ausencia Presencia
tratamiento N° de muestras (%) N° de muestras (%)
Control 9 9 100.0 0 0
30 pg/kg AFB, 8 6 75.0 2 25.0
500 pg/kg AFB, 8 8 100.0 0 0
Total 25 23 2
Prueba de Xi

Modelo -Logaritmo Grados de libertad Xi Cuadrada |Prob>Xi cuadrada
Diferencia 2.471 2 4.94 0.0845
Completo 4.499
Total 6.969

Nivel Media Desviacion Estandar

Control 0 2.2
30 pug/kg AFB, 4.8 24
500 pg/kg AFB, 0 2.4
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Figura 47: Comparacion de las mediciones promedio de AFL (ug/kg)
encontradas en la pechuga por gallina.

En la Figura 48 se observan las cantidades promedio de cada AF
encontrada por gallina, en los higados del grupo Control y en los tratamientos.
En cuanto a la cuantificaciéon de AFB;, se observa mayor acumulacion en el
grupo Control, mientras en los tratamientos de 30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;,
la cantidad detectada fue menor. Cabe recordar, que las gallinas utilizadas en
este experimento eran de casi tres afios de edad, por lo que habian acumulado

AF durante su vida. Por ello en el grupo Control se identific6 AFB;, pero era de




esperarse que también se encontrara esta toxina en los tratamientos de 30
pg/kg y 500 pg/kg de AFB;. La explicacion esta ligada con la activacion del
complejo enzimatico del citocromo P45 (Yip & Coulombe, 2006).

Para que el citocromo P45 empiece a degradar a las AF, necesita una
cantidad suficiente de ellas, la cual estimule su activacion, es decir, se presente
la expresion de los genes que seran traducidos a enzimas necesarias para la
biotransformacion. Por lo que la cantidad acumulada y encontrada de AFB;, en
los higados del grupo Control, no fue suficiente para que en las gallinas se
diera expresion de esos genes, ni la activacion del citocromo P50 para que se
biotransformara a metabolitos hidrolizados.

En las gallinas pertenecientes a los tratamientos de 30 pg/kg y 500 pg/kg
de AFB;, si se metaboliz6 la AFB; a AFM;, AFP;1 y AFL. La suma de la AFB;
acumulada antes del experimento mas la cantidad de la AFB; administrada
durante la fase experimental (30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;), alcanzaron la
cantidad requerida para promover la expresion de los genes del citocromo P4so
para su biotransmormacién, por ello no hubo AFB; detectada en los higados de
estos tratamientos, sin embargo, nétese que existen cantidades muy altas de
AFM; y AFP; en este tejido. Las gallinas del tratamiento de 30 pg/kg de AFB;,
biotransformaron la mayor cantidad de AFB; a AFP;, y poca cantidad de AFM;
y AFL, mientras las gallinas del tratamiento de 500 pg/kg de AFBi,
biotransformaron toda la AFB; a cantidades elevadas de AFM; y AFP1, y a una
cantidad pequefia de AFL.

En la biotransformacion de la AFB; en los mamiferos no se obtienen
AFG; y AFG,, su presencia se atribuye a la contaminacion del alimento que
habian consumido a lo largo de su vida antes de este experimento, por ello la
deteccion y cuantificacion de estas toxinas es notable, cuando no debieron

encontrarse.
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Figura 48: Cantidades promedio de las aflatoxinas identificadas en
higados del grupo Control y los tratamientos de 30 y 500 pg/kg
de AFB;.

En la Figura 49 se observan las cantidades promedio de cada AF
encontrada por gallina, en las mollejas del grupo Control y en los tratamientos.
En la molleja sélo se identificaron AFG;, AFG, y AFL. La presencia del AFL
proviene de la biotransformacion de la AFB;. La acumulacion del AFL en los
higados de los tres tratamientos es baja en comparacién con las mollejas
(Figura 48 y 49).

Las mollejas del grupo Control acumularon mas AFL que las mollejas del
tratamiento de 30 pg/kg de AFB;. Las mollejas del tratamiento de 500 pg/kg de
AFB;, presentaron la mayor cantidad de los tres tratamientos. El que se haya
encontrado AFB; en los higados y AFL en las mollejas del grupo Control se da
porque la AFB; y el AFL son interconvertibles, encontrar ambas AF indica igual
riesgo para la salud ya que presentan una toxicidad parecida.

Las mollejas del tratamiento de 30 pg/kg de AFB;, tuvieron baja
acumulacion de AFL pero no hubo diferencia significativa al compararlo con el
control y el tratamiento de 500 pg/kg de AFB; En la Figura 48 se observa que
los higados del tratamiento de 30 pg/kg tuvieron mayor cantidad de AFL que el

control y el tratamiento de 500 pg/kg. Las mollejas del tratamiento de 500 pg/kg



de AFB;, acumularon la mayor cantidad de AFL, pero en el higado, este
tratamiento tuvo menor cantidad de AFL que en el tratamiento de 30 pg/kg. Lo
anterior indica que este tejido es el que acumula mayor cantidad de AFL, mas
cuando la cantidad de AFB; administrada es alta (500 pg/kg), aunque la
biotransformacion se presente en el higado.

Las mollejas de los tres tratamientos, acumularon una cantidad elevada
de AFG;. La molleja es el primer 6rgano a donde el alimento llega, la
presencia de la AFG; y AFG, se debe a la contaminacion que ya trae el
alimento de origen sin metabolismo de los mismos; los masculos principales de
la molleja, muelen y reducen de tamaifo al alimento para que pueda pasar al
tubo intestinal. Probablemente, la actividad ritmica de la molleja, permite que el
alimento libere a la AFG; y la AFG,, las cuales son absorbidas y acumuladas
por los musculos. Por eso éste es el tejido con mayor acumulacion de de AFG,
y AFG,, en comparacion con el higado y la pechuga.

En cuanto a la cantidad de AFG; acumulada por las mollejas, el grupo
Control tuvo mayor acumulacion, le siguieron las mollejas del tratamiento de 30
po/kg de AFB; y las mollejas del tratamiento de 500 pg/kg tuvieron la menor
acumulacion. Estos datos indican el comportamiento en el consumo del
alimento por las gallinas. Uno de los sintomas que presentan las gallinas
cuando son contaminadas con AF, es la disminucion en el consumo del
alimento, lo que conlleva a la disminucién de su peso y baja productividad de
carne.

Asi, las gallinas del grupo control, que consumieron alimento
contaminado con AF, pero no con cantidades elevadas de AFB; como las
gallinas de los tratamientos; no declinaron su consumo de alimento y por eso
tuvieron mayor cantidad de AFG; en la molleja. Mientras las gallinas que
comieron alimento contaminado con 30 pg/kg y 500 pg/kg de AFB;, bajaron su
consumo de alimento y la acumulacion de AFG;. De esa manera, las gallinas
del tratamiento de 500 pg/kg de AFB; presentaron menor acumulacién de
AFG;. El suministrar concentraciones de 30 y 500 pg/kg de AFB; agravé los
dafios que las gallinas ya presentaban por el consumo de alimento

contaminado con AF durante su vida.
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Figura 49: Cantidades promedio de las aflatoxinas identificadas en las
mollejas del grupo Control y los tratamientos de 30 y 500 pg/kg
de AFB;.

En la Figura 50 se observan las cantidades promedio de cada AF
encontrada por gallina, en las pechugas del grupo Control y en los
tratamientos. En la pechuga se identificaron a AFB;1, AFG1, AFG,, AFM;, AFP;
y AFL.

En las pechugas del grupo Control hubo presencia de AFB;. La cantidad
acumulada de AFB; en el higado y pechuga, no fue la suficiente para activar el
citocromo P4sp € iniciar la biotransformacion. Las pechugas de los tratamientos
no presentan acumulacion de AFB;, pero si gran cantidad de AFP; y AFM;.

Las pechugas del tratamiento de 30 pg/kg de AFB; no presentaron
AFM;, sin embargo en la Figura 48 se observa que los higados del mismo
tratamiento acumularon cantidades altas de AFP;. Es decir, la AFB; consumida
por las gallinas del tratamiento de 30 pg/kg de AFB;, biotransformaron esta
toxina en su mayoria a AFP,, la cual fue acumulada por el higado.

Las pechugas del tratamiento de 500 ug/kg de AFB; tuvieron la mayor
cantidad de AFM;. Al parecer, la biotransformacion de cantidades altas de

AFB; origina cantidades elevadas de AFM;, ya que esta toxina fue identificada



en los higados del tratamiento de 500 pg/kg de AFB; (591.8 ug/kg) y en las
pechugas del mismo tratamiento (4774.6 pg/kg), siendo el ultimo tejido el que
mayor acumulacion tuvo.

Las pechugas e higados del tratamiento de 500 pg/kg de AFB;
presentaron cantidades altas de AFP;. El organismo biotransforma a la AFB; a
AFP;, porque ésta ultima al ser mas soluble en agua, se excreta con mayor

facilidad por medio de la orina y la bilis (Orellana & Guajardo, 2004).
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Figura 50: Cantidades promedio de las aflatoxinas identificadas en las
pechugas del grupo Control y los tratamientos de 30 y 500
png/kg de AFB;.

Debido a que ambas columnas LC-18 utilizadas en el andlisis de los
tejidos con el método de Qian & Yang (1984), estdn compuestas de igual fase
sélida y se utilizan bajo las misma condiciones, se optd por hacer las
modificaciones al método de Qian & Yang (1984) para comprobar que ambas
segundas columnas LC-18 retenian AF.

La mayoria de las AF identificadas en los higados, mollejas y pechugas
de los tres tratamientos, fueron retenidas en la segunda columna LC-18 como
indica el método de Qian & Yang (1984), a excepcion de AFG;, que fue retenida

en mayor cantidad por la primera columna LC-18. Sin embargo, cantidades




pequefias de AF también fueron cuantificadas es la primera columna. Lo que
indica que es correcta la modificacion realizada al método.

No huvo un comportamiento similar en la capacidad de retencion de las
columnas LC-18 para cada AF presente, ni un patrén de cantidades que se
siguiera en el higado, molleja y pechuga. Aunque la segunda columna haya
retenido la mayor cantidad de AF encontrada, la primera columna tiene trazas o
cantidades de 20 pg/kg a 100 pg/kg, es decir, en el analisis de cada tejido varia
la capacidad de retencion de la primera columna. Puede retener poca AF en
una muestra, mientras en otra que pertenece al mismo tejido y tratamiento,
retiene mucha AF. Lo anterior, se atribuye a que las AF se distribuyen en forma
heterogénea, focal y no en foma homogénea, estos datos sirven para la
valoracion de la técnica 6 método. Ya que para tejido o matriz analizada debe
realizarse una valoracion.

Las columnas LC-18 retienen componenetes de media y baja polaridad.
De ahi, que en el método de Qian & Yang (1984) se utilicen dos columnas LC-
18. La primera tiene la funcion de retener cualquier compuesto de baja
polaridad (como la grasa) y dejar pasar compuestos de media polaridad, como
las AF, para su retencion en la segunda columna. En este experimento se llevo
a cabo la valoracion del método de Qian & Yang (1984) de igual manera para
los tres tejidos. Por la morfofisiologia de cada tejido debié hacerse por
separado, de acuerdo a las diferencias en la cantidad de grasa contenida en
cada tejido, y esto es un factor importante para la capacidad de retencion de
ambas columnas LC-18. El higado tiene mayor contenido de grasa, le sigue la
pechuga y al final la molleja. Por lo tanto, las diferencias en la capacidad de

retencién de la primera columna, esta dada por la composicion de la matriz.

IV.3.5. Cuantificacion de aflatoxinas en los tejidos de gallina del

experimento con método de Koeltzow & Tanner (1990).

El método quimico de Koeltzow & Tanner, 1990, con columnas de
inmunoafinidad para la concentraciéon y purificacion de AF, no recuperé las
cantidades de AF esperadas en los tres tejidos (higado, molleja y pechuga). La

cantidad de AF debi6é estar dentro del rango de 30 pg/kg a 500 pg/kg ya que



esas fueron las concentraciones administradas a las gallinas por el sorgo

contaminado.

a.l. Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas (upg/kg) de los

higados de gallina del experimento con el método de Koeltzow &
Tanner (1990).

En el Cuadro 39, se muestra la cuantificacion total y el tipo de AF

encontradas en los higados de gallina analizados por el método de Koeltzow &

Tanner (1990), de las muestras correspondientes al control y los 2 tratamientos

(con adicién de 30 6 de 500 pg/kg). Las AFG,, AFM; y AFP; se encontraron en

el grupo control.

Cuadro 39: Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas (pg/kg) en
higado de gallinas del
Koeltzow & Tanner (1990).

experimento por el método de

Gallinas Cantidad (pg/kg) de AF en higado de gallina
Control AFB, | AFB, |AFG, |AFG, |AFM; |[AFM, |[AFP, |AFL
5 - - - 2.6 - - - -
7 - - - 2.8 - - - -
9 - - - 5.6 - - - -
Suma 11.0
X AF/gallina 12
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB;
2 - - - 0.2 - - - -
3 - - - 0.4 - - - -
5 - - 18.0 0.4 - - - -
6 - - - - - - 1064.2 -
8 - - - 1.2 - - - -
Suma 18.0 2.2 1064.2
X AF/gallina 2.3 0.3 133.0
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 ug/kg AFB;
3 - - 141.2 - - - - -
4 - - - 5.3 - - - -




5 - - 4.3 - 6916.5 - _
6 - - 9.1 - - - 3113.0
7 - - 5.5 - - _ _
8 - - - - 516.8 - -
Suma 160.1 | 53 | 74333 3113.0
X AF/gallina 20.0 0.7 929.2 389.1

= = Analisis realizado igual a no detectable.

En las muestras adicionadas con 30 pg/kg de AFB;, se detectaron AFG;,
AFG,, y AFP;. Mientras que en las muestras adicionadas con 500 pg/kg de
AFB;, se identificaron AFG; y AFG,, Las toxinas con mayor concentracion o
acumulacion en los higados correspondientes al tratamiento de adicion con 30
pg/kg fue AFP; y para el tratamiento con adicion de 500 pg/kg fue AFG;
(Cuadro 39).

a. 2. Resultados del Analisis Estadistico de los higados de gallina con el
método de Koeltzow & Tanner (1990).

Se realizd un andlisis estadistico para conocer las diferencias
significativas que existen entre los tratamientos con relacibn a las AF
encontradas en el higado. Las pruebas se realizaron con un analisis de
varianza de dos factores asi como una transformacion de Box & Cox a los
valores de cada tratamiento para conocer las diferencias significativas entre
ellos. Cuando el numero de valores presentes eran pocos se efectué un andlisis
de presencia o0 ausencia, via Cuadro de Contingencia.

Cuando se hizo el andlisis de varianza en los valores de AFG; no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, por ello se aplicé una
prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskal-Wallis sobre los valores (Cuadro

40), donde se observa una diferencia marginalmente significativa de 0.054.

Cuadro 40: Prueba no paramétrica de Wilcoxon / Kruskal-Wallis para
conocer las diferencias significativas entre los valores del
grupo Control y los tratamientos de AFG;.

Nivel Cantidad| Suma de cuadrados |Cuadrados Medios | Desviacion Estandar
Control 9 80.0 10.0 -1.6
30 pg/kg AFB, 8 93.0 11.6 -0.5
500 pg/kg AFB; 8 127.0 15.8 2.2




Prueba de aproximacién a Xi cuadrada

Xi cuadrada

Grados

de libertad

Prob>Xi cuadrada

5.8392

2

0.0540

Para analizar la AFG;, también se aplico el andlisis de presencia o

ausencia, via Cuadro de contingencia, la cual arrojé una diferencia significativa

de 0.0375 como se observa en el Cuadro 41, donde el tratamiento de 500

pg/kg AFB; tiene el 50 % de presencia de AFG; en las muestras, el tratamiento

de 30 pg/kg tiene el 12.5 % y el grupo control tiene 0%.

Cuadro 41: Resultados del andlisis de presencia o ausencia, via Cuadro
de Contingencia de AFG;.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N°de muestras | (%) |[N°de muestras (%)
30 pg/kg AFB; 8 7 87.5 1 125
500 pg/kg AFB; 8 4 50 4 50
Control 9 9 100 0 0
Total 25 20 5
Prueba de Xi
Fuente de Variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada
Modelo 2 3.722423 0.3031
Error 21 8.559339
Total 23 12.281762
N° de muestras 25
Prueba Xi Cuadrada Prob>Xi cuadrada
Indice de probabilidad 7.445 0.0242
Pearson 6.568 0.0375

Cuadro 42: Resultados del Analisis Estadistico de la AFG;, (ug/kg) de
mollejas de las gallinas por el método de Koeltzow & Tanner
(1990).
@ Anélisis de Varianza
Fuentes de |Grados de Sumade Cuadrados F Prob > F
Variacion libertad Cuadrados medios experimental
Tratamiento 2 4.980833 2.49042 0.9239 0.4125
Error 21 56.608750 2.69565
Total 23 61.589583
(b) Andlisis de presencia o ausencia, via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N°de muestras | (%) | N°de muestras (%)
30 pg/kg AFB; 8 4 50 4 50
500 pug/kg AFB; 8 7 87.5 1 12.5
Control 9 6 66.6 3 33.3




[Total | 25 17 8

Prueba de Xi

Fuente de variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada
Modelo 2 1.424495 0.0932
Error 21 13.851845
Total 23 15.276340
N° de muestras 25

Pruebas Xi cuadrada Prob>Xi cuadrada

indice de probabilidad 2.849 0.2406
Pearson 2.625 0.2691

El andlisis de varianza y la prueba no parameétrica de Wilcoxon / Kruskal-
Walllis de los valores de AFG, no arrojaron diferencias significativas entre
tratamientos (Cuadro 42), el analisis de presencia o ausencia, via Cuadro de
Contingencia tampoco permite ver una diferencia significativa entre

tratamientos.

b.1. Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas (ug/kg) de las
mollejas de las gallinas del experimento con el método de Koeltzow
& Tanner (1990).

En el Cuadro 43, se muestra la cuantificacion total de AF de las mollejas
de gallina procedentes del analisis con el método quimico de Koeltzow &
Tanner, 1990, asi como el tipo de AF encontradas en el analisis de las muestras
correspondientes al control y los 2 tratamientos (con adicion de 30 pg/kg, o bien
de 500 pg/kg).

Cuadro 43: Resultados de las cuantificacion de aflatoxinas (ug/kg) en
mollejas de gallinas del experimento por el método de
Koeltzow & Tanner (1990).

Gallinas Cantidad ( pg/kg) de AF en molleja de gallina

Control AFB; AFB, | AFG, | AFG, | AFM; | AFM, | AFP,; AFL
1 - - - - - - - -
2 - - 16.0 - - - - -
3 7.8 - 14.7 - - - 39.3 -
4 5.7 - - - - - - -
5 - - - 2.6 - - - -
6 - - 26.5 - - - - -
7 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - - -




Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 ug/kg AFB;

1 1.9 - - 1.03 - - - -
3 5.6 - - - - - - -
4 8.9 - - - - - - -
8 3.2 - - - - - - -
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;
1 - - - 3.6 - - - -
3 15.25 - 4.4 0.43 - - - -
5 37.5 - 132.7 - - - - -
6 - - - 0.8 - - - -
8 4.82 - - 0.9 - - - -

= = Analisis realizado igual a no detectable.

AFB;, AFG;, AFG; y AFP; corresponden a las AF encontradas en el
grupo control. En las muestras adicionadas con 30 pg/kg de AFB;, se
detectaron AFB; y AFG,. Mientras que en las muestras adicionadas con 500
pug/kg de AFB;, se identificaron AFB;, AFG; y AFG, Las toxinas con mayor
concentraciéon o acumulacién en las mollejas fueron las correspondientes al
tratamiento de adicion con 30 pg/kg fue AFB;y para el tratamiento con adicion
de 500 pg/kg fueron AFB;y AFG;. Asimismo, el grupo control de las mollejas

presentd mayor acumulacion de AFG; (Cuadro 43).

b.2. Resultados del Analisis Estadistico de las mollejas de gallina con
método de Koeltzow & Tanner (1990).

De las AF encontradas en las mollejas del grupo control y de los
tratamientos de 30 y 500 pug/kg AFB;, se llevo a cabo el analisis estadistico en
AFB;1, AFG; y AFG; para conocer las diferencias significativas existentes entre
tratamientos. Sin embargo, el andlisis de varianza y la prueba no paramétrica
de Wilcoxon/Kruskal-Wallis de los valores de AFB; no arrojaron diferencias
significativas entre tratamientos para cada AF, el andlisis de presencia o
ausencia, via Cuadro de contingencia tampoco permite ver una diferencia

significativa entre tratamientos (Cuadro 44).




Cuadro 44: Resultados del Analisis Estadistico de la AFB; (ug/kg) de
mollejas de gallinas por el método de Koeltzow & Tanner

(1990).

€) Anélisis de Varianza

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F experimental Prob > F

variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 142.7508 71.3754 1.0740 0.3597
Error 21 1395.6087 66.4576
C. Total 23 1538.3596
(b) Andlisis de presencia o ausencia, via Cuadro de Contingencia.

Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras| (%) | N°de muestras (%)
30 ug/kg AFB; 8 4 50 4 50
500 ug/kg AFB; 8 5 62.5 3 375
Control 9 7 77.8 2 22.2
Total 25 16 9
Prueba de Xi
Fuentes de Variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada (U)
Modelo 2 0.541153 0.0341
Error 21 15.336365
Total 23 15.877518
Prueba Xi cuadrada Prob>Xi cuadrada

indice de probabilidad 1.082 0.5821
Porcentaje 1.067 0.5866

El andlisis de varianza y la prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskal-

Wallis de los valores de AFG; no arrojaron diferencias significativas entre

tratamientos para cada AF, el analisis de presencia o ausencia, via Cuadro de

contingencia tampoco permite ver una diferencia significativa entre tratamientos

(Cuadro 45).

Cuadro 45: Resultados del Andlisis Estadistico de la AFG; (ug/kg) de
mollejas de gallinas por el método de Koeltzow & Tanner,
1990.
@ Anélisis de Varianza
Fuente de Grados de | Suma de cuadrados Cuadrados F experimental |Prob>F
variacion libertad medios
Tratamiento 2 1185.511 592.755 0.7758 0.4731
Error 21 16044.459 764.022
C. Total 23 17229.970
(b) Andlisis de presencia o ausencia, via Cuadro de Contingencia.




Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia

N° de muestras | (%) N° de muestras (%)
30 pg/kg AFB; 8 8 100 0 0
500 pg/kg AFB, 8 6 75 2 25
Control 9 6 66.6 3 33.3
Total 25 20 5

Prueba de Xi
Fuente de variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada (U)
Modelo 2 2.490575 0.2028
Error 21 9.791187
Total 23 12.281762
N 25
Prueba Xi cuadrada Prob>Xi cuadrada

indice de probabilidad 4.981 0.0829
Pearson 3.537 0.1706

El andlisis de varianza y la prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskal-

Walllis de los valores de AFG, no arrojaron diferencias significativas entre

tratamientos para cada AF, el analisis de presencia o ausencia, via Cuadro de

contingencia tampoco permite ver

tratamientos (Cuadro 46).

una diferencia significativa

entre

Cuadro 46: Resultados del Analisis Estadistico de la AFG; (ug/kg) de
mollejas de gallinas por el método de Koeltzow & Tanner
(1990).
(a) Andlisis de Varianza.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F experimental |Prob >F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 2 1.477408 0.738704 0.8968 0.4229
Error 21 17.298288 0.823728
C. Total 23 18.775696
(b) Andlisis de presencia o ausencia, via Cuadro de Contingencia.
Conteo Muestras por tratamiento Ausencia Presencia
N° de muestras| (%) | N° de muestras (%)
30 ug/kg AFB; 8 7 87.5 1 12.5
500 pg/kg AFB; 8 4 50 4 50
Control 9 8 88.9 1 11.1
Total 25 19 6
Prueba de Xi
Fuentes de variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada (U)

Modelo

2

1.922543

0.1425




Fuentes de variacion Grados de libertad -Logaritmo R cuadrada (U)
Error 21 11.573500
Total 23 13.496043
Prueba Xi cuadrada Prob>Xi cuadrada
indice de probabilidad 3.845 0.1462
Pearson 4.000 0.1353
C. Cuantificacién de aflatoxinas (ug/kg) de pechugas de gallinas del

experimento con el método de Koeltzow & Tanner (1990).

En el

Cuadro 47 se muestra la cuantificacion total de AF de las

pechugas de gallina procedentes del analisis con el método quimico de

Koeltzow & Tanner, 1990, asi como el tipo de AF encontradas en el analisis de

las muestras correspondientes al control y los 2 tratamientos (con adicion de 30

pg/kg, o bien de 500 pg/kg). AFB1 y AFG; corresponden a las AF encontradas

en el grupo control.

Cuadro 47: Resultados de la cuantificacién de aflatoxinas (ug/kg) en
pechugas de gallinas del experimento por el método de
Koeltzow & Tanner (1990).

Gallinas Cantidad (ug/kg) de AF en pechugas de gallina
Control AFB; AFB, | AFG,; | AFG, | AFM; | AFM, | AFP, AFL
1 - - 14.6 - - - - -
4 3.0 - - - - - - -
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 30 pg/kg AFB;
1 - - - 0.7 - - - -
7 43.9 - 12.3 - - - - -
Tratamiento: gallinas alimentadas con sorgo contaminado con 500 pg/kg AFB;




3

4

5

6

7 - - - - - - B
8

= = Andlisis realizado igual a no detectable.

En las muestras adicionadas con 30 pg/kg de AFB;, se detectaron AFB;,
AFG; y AFG,. Mientras que en las muestras adicionadas con 500 pg/kg de
AFB;, no se identificd ninguna AF,

Los tratamientos que presentaron mayor concentracion de AF fueron:

a) las pechugas adicionadas con 30 pg/kg, con mas AFG,, y b) con adicién de
500 pg/kg hubo mas AFB;. En esta cuantificacion de AF en pechuga no se
llevo a cabo andlisis estadistico pues casi no hubo datos para cada tratamiento.

Las pérdidas econO6micas por la contaminacion con micotoxinas de
alimentos dirigidos al hombre y animales son muy grandes. Los cultivos muy
contaminados por micotoxinas frecuentemente tienen que ser destruidos. Pero
la mayoria de las veces, los cultivos contaminados son dirigidos como alimento
para los animales. Los animales que consumen alimento contaminado con
micotoxinas, principalmente AFB;, son productores de carne y otros productos
derivados (leche, huevo, aceites, etc.) destinados a la alimentacién humana,
estos alimentos contienen residuos de AF y de metabolitos hidrolizados
productos de la biotransformacién de las micotoxinas (Bennett & Klich, 2003).

La cantidad de residuos de AF que es transportada del alimento a los
tejidos animales se expresa como un indice de n: 1, donde n es la
concentracion de AFB; que se necesita en el alimento para recuperar la
concentracion de una unidad de AFB; residual y/o sus metabolitos en
productos comestibles (Oliveira et al., 2003). Se han encontrado residuos de
AFB; en productos comestibles de origen animal, dirigidos a consumo humano,
como es el caso del higado y huevo (Park & Pohland, 1986).

La AFB; es considerada como el mas potente cancerigeno conocido
(Squire, 1981). Sin embargo, existen las demas AF (AFB,, AFM;, AFM,, AFP,
y AFL) que también han sido descritas, especialmente como productos de la
biotransformacion de AFB; en mamiferos y conocidos como metabolitos

hidrolizados (Bennett & Klich, 2003). Estudios epidemiolégicos han presentado




una fuerte correlaciéon entre la incidencia de cancer de higado en humanos y
animales, y el consumo de maiz contaminado con AF. Es conveniente aclarar
gue los efectos de las AF son potenciadas por la hepatitis B (Henry et al.,
1999).

La aflatoxicosis es una causa de grandes pérdidas econémicas en la
produccion de pollos y gallinas. En el presente estudio encontramos altos
niveles de contaminacién por AF en las gallinas control y esto ya fue reportado
antes por Micco et al. (1988) quienes sefialan que pequefias cantidades de
AFB; y sus metabolitos pueden ser encontrados en varios tejidos comestibles
de gallinas. Tedesco et al. (2004) indican que la contaminacién de AF en aves
representa un gran riesgo para la salud publica, por el alto consumo de
animales contaminados.

Las pérdidas en la produccion de carne en las gallinas son atribuidas al
tejido muscular dafiado por la contaminacion de AFB;, resultando en
enfermedades agudas ¢ cronicas. Las lesiones patolégicas se asocian con
aflatoxicosis aguda que incluye necrosis hepatocelular (Wilkinson et al., 2003;
Bryden & Cumming, 1980). Tanto en nuestros resultados como en la
literatura, el higado es el primer 6rgano blanco de las AF, el dafio hepético se
presenta cuando aves de corral, peces, roedores y primates han consumido
alimentos contaminados con AFB;. Existen diferencias entre la
susceptililidad de las especies a la contaminacion, y la respuesta del organismo
contaminado con AFB;, es influenciada por la edad, sexo, peso, dieta,
exposicion a otros agentes infecciosos y a la presencia de otras micotoxinas
(Cullen & Newberne, 1994; Eaton & Groopman, 1994). Esto se comprobé al
trabajar con gallinas control de dos afios de edad que ya habian acumulado
grandes cantidades de AF durante su vida, de modo que no hubo una
diferencia significativa entre los 3 tratamientos del experimento.

Como parte de esta investigacion, se adquirieron en el mercado higados,
pechugas y mollejas para hacer fortificaciones con dosis pequefias de AFB; y
obtener el porcentaje de recuperacion de la técnica. Sin embargo, después del
analisis quimico de recuperacién de AFB;, en los diversos tejidos control se
obtuvieron cantidades basales de AFB; muy altas. En el higado del grupo
Control se detectd una cantidad basal de 415.1 pg/kg de AFB; y en pechugas
del grupo Control se encontré una cantidad de 335 pg/kg de AFB;, la cantidad



de AFB; basal de las mollejas de gallinas del grupo Control fue menor que el
higado o pechuga, con 42.8 ug/kg de AFB;.

La susceptibilidad y la respuesta del organismo a la contaminacién con
AF es mediada por la edad, segun Cullen & Newberne (1994) y Eaton &
Groopman (1994). Tedricamente, los pollos de engorda, quienes son
sacrificados de 5 a 6 meses de edad, deberan tener menos contaminacion
basal de AF que las gallinas de postura de 2 a 3 afios. Sin embargo, las
cantidades de AFB; basales encontradas en pollos de engorda, son muy altas.
Estos datos prueban que la poblacion mexicana estd consumiendo cantidades
altas de AFB; en la carne de pollo de engorda, considerando que existan
concentraciones similares en la mayoria.

Las diferencias en susceptibilidad a las AF no han permitido extrapolar
los datos de toxicidad de animales a humanos, y las muertes de humanos por
toxicidad aguda de AF son menos frecuentes. Algunos humanos adultos
pueden estar consumiendo de 2 a 6 mg de AF en un solo dia (Krishnamachari
et al., 1975). Lo que ha dado paso a calcular que la dosis letal para los adultos
es aproximadamente de 10 a 20 mg de AF (Pitt, 2000). Los resultados de esta
investigacién arrojaron que el consumo de AF por los humanos si es frecuente,
las gallinas utilizadas en esta investigacion tenian 121 semanas de edad (dos
aflos 17 semanas) y presentaron una acumulacion de AF considerable. El
organo mas contaminado fue el higado como era de esperarse, segun lo
reportado en la literatura. Le siguio6 la pechuga, en contaminacién por AF, y por
altimo la molleja.

Cuando las gallinas, pollos y demas animales consumen AFB;, tienden a
inhibirla formando productos menos téxicos como son los metabolitos
hidrolizados (entre ellos la AFM; y AFP;) como un proceso de destoxificacion.
AUn asi, el organismo corre peligro al acumularlos.

En los higados de gallina de mi trabajo, se detectaron cantidades de
647.2 ug/kg y 771.3 ug/kg de AFP;; 10.3 pg/kg y 591.8 ug/kg de AFM; por
organo (Cuadro 20 a). En las pechugas hubo cantidades de AF muy elevadas,
se encontraron cantidades de 145.0 ug/kg y 660.5 pg/kg de AFP; y 51.9 ug/kg
y 4774.6 pg/kg de AFM; por pechuga (Cuadro 32 a). En la molleja, las
cantidades encontradas fueron de 740.8 pg/kg, 551.2 pg/kg y 482.3 pg/kg de
AFG3, y 247.1 ug/kg, 68.5 pg/kg y 456.1 pg/kg de AFL (Cuadro 28 a). Todas



las cantidades encontradas en los distintos 6rganos analizados son muy altas y
rebasan por mucho los limites de AF permitidas en la NOM en los alimentos
destinados para consumo humano que es de 20 pg/kg. Es interesante sefalar
gue el AFL es interconvertible con la AFB;, es decir se pueden transformar uno
en la otra y viceversa, de modo que el encontrar cantidades altas de AFL es un
claro indicio de peligro para la salud.

Para probar qué tan peligrosos son los metabolitos hidrolizados para el
hombre y otros mamiferos, es necesario realizar una prueba de genotoxicidad
in vivo, en un sistema eucariético como Drosophila melanogaster, y extrapolar
los dafios que sean observados, al hombre. La prueba de genotoxicidad mejor
conocida es la Prueba de mutacién y recombinacion somatica (SMART). Esta
prueba detecta eventos de mutacion e induce la recombinacion mitotica cuando
el modelo eucaribtico es tratado con compuestos genotoxicos, ademas es
posible cuantificar la actividad recombinogénica contra la mutagénica (Spano &
Graf, 1998). Si se aplica esta prueba con cada uno de los metabolitos
biotransformados a partir de AFB;, se obtendra un dato de mayor presicién en
cuanto al efecto toxico a nivel genético y anatomico.

En investigaciones previas realizadas por Bintvihok et al. (2002), sobre
los residuos de AFB; y sus metabolitos hidrolizados en higado, musculo y
huevo de pollos, patos, gallinas de postura y codornices, y las diferencias
existentes entre la cantidad acumulada por especie, se observan cantidades de
AF mucho menores a las encontradas en la presente investigacion. Este
estudio fue realizado durante 11 dias, en los cuales las aves de 1 dia de edad,
fueron alimentadas con 3000 pg/kg de AFB; y en nuestro estudio se utilizaron
gallinas de postura con méas de dos afios de edad que ya estaban
contaminadas, y fueron alimentadas con sorgo contaminado por 8 dias.
Bintvihok et al. (2002) observé que los niveles acumulados de AFB; y sus
metabolitos en tejidos fueron mas altos en codorniz que en las otras aves.
Ademas, la cantidad de AFB; fue equivalente a los niveles de los metabolitos
hidrolizados acumulados.

En el trabajo de Bintvihok et al. (2002), las cantidades de AFB; y de los
metabolitos hidrolizados fueron méas de 10 veces mayores en el higado que en
el masculo de todas las aves estudiadas. En las gallinas de postura observaron

acumulacién de AF en higado al 8" dia del estudio con una concentracién de



0.34 £ 0.03 ppb de AFB; y de 2.38 + 0.36 ppb de los metabolitos hidrolizados
conjugados; y a los 11 dias del estudio, hubo una concentracion de 0.13 +
0.042 ppb de AFB; y 1.84 £ 0.08 ppb de metabolitos hidrolizados. En el
musculo no observaron acumulacion de AF al 8" dia del estudio, sin embargo si
se detectaron concentraciones de 0.14 + 0.04 ppb de metabolitos hidrolizados
conjugados; y a los 11 dias del estudio, tampoco hubo deteccion de
concentracion alguna de AFB3, pero si de metabolitos hidrolizados (0.11+ 0.05
ppb).

En otra investigacion (Bintvinok & Kositcharoenkul, 2006), se han
encontrado niveles altos de AFB; y AFM; en higado, mayores que los
encontrados en musculo de gallina. Las gallinas fueron alimentadas con
alimento convencional, el cual fue tratado con pequefias cantidades de AFB;
(50 y 100 ppb) durante 6 semanas. Los resultados de Bintvihok &
Kositcharoenkul (2006), difieren a los encontrados en nuestro estudio, ya que
encontramos una cantidad mayor de AFB; y AFM; en pechuga que en higado.
Las discrepancias obtenidas se deben, a que el disefio experimental es
diferente para ambos experimentos. En el nuestro caso, se contaminé sorgo
con dosis de 30 pg/kg y 500 pg/kg, que fue administrado durante una semana.
Ademas, cabe mencionar que en el higado fueron identificadas las AFG;, AFG;
y AFL en cantidades mayores a las encontradas en pechuga. AFG; y AFG;
son toxinas provenientes del alimento que fue administrado a las gallinas antes
del experimento.

Encontrar mayores cantidades de AF en el higado indica que la AFB; es
biotransformada en este érgano por una enzima asociada al citocromo Pyso,
gue genera metabolitos hidrolizados como son las AFB,, AFM, y AFP;, a sus
intermediarios (8-9 epodxido) (Yip & Coulombe, 2006) y el AFL, que es formado
por una enzima citoplasmica NADPH dependiente (Oliveira et al., 2003). Estos
metabolitos hidrolizados, formados a partir de la biotransformacion de AFB;,
son acumulados por el higado y ayudan equilibrar los altos niveles de AFB; y
AFM;, de esa manera disminuye su toxicidad.

Para confirmar que el sistema enzimatico del citocromo P4s0 degrada la
AFB; a metabolitos hidrolizados, se debe estimular al citocromo Paso in vitro
con alguna sustancia toxica, como el fenobarbital (Chilo, 1999). Si se colocan

mitocondrias y microsomas en un tubo de ensayo bajo condiciones ambientales



y experimentales favorables para la activacion y funcionamiento citocromo Pgso,
éste se estimula con fenobarbital (droga hepatotoxica). Una vez que el
citocromo Pgs0 esté activado, se coloca una cantidad conocida de AFB;.
Entonces, la AFB; serd biotransformada a los metabolitos hidrolizados ya
mencionados. Después de algun tiempo, se cuantifica la AFB; restante, asi
como a los productos de su degradacion, por medio de HPLC o
espectrofotometria de masas. Asi se sabr4d la cantidad de AFB;
biotransformada y a qué tipo de metabolitos.

Sin embargo, la biotransformaciéon de AFB; también origina metabolitos
electrofilicos, entre ellos los epoxidos, que son compuestos quimicamente
reactivos y toxicos, su blanco es el ADN y producen mutaciones. Se debe tener
cuidado en los andlisis de AF, tal vez no se encuentren metabolitos
hidrolizados en los tejidos porque el metabolismo haya generado metabolitos
electrofilicos como el 8-9 epoxido de AFB;. El metabolito hidrolizado 8-9
epoxido tiene la capacidad de unirse al ADN y proteinas para formar aductos
(Eaton & Groopman, 1994). Es conocido que este epdxido se une en la
posicién del N’ de la guanina, para formar aductos de AFB;-ADN, y causando
las mutaciones o transversiones de GC a AT (Bennett & Klich, 2003).

En los resultados de esta investigacion se observa que los higados
pertenecientes a las gallinas tratadas con alimento contaminado con 30 pg/kg y
500 pg/kg presentaron un aumento en el tamafio, llamado hepatomegalia, en
comparacion con el grupo Control. Los higados pertenecientes al tratamiento
de 30 pg/kg presentaban un color rojo palido, mientras los higados
pertenecientes al tratamiento de 500 pg/kg presentaron un color ocre-
amarillento y apariencia grasa (Figura 51). La interferencia de las AF en el
metabolismo de los lipidos es la causa del deterioro de triglicéridos del higado,
por lo que se reducen en el suero y conducen a la formacion de “higado graso”
(Quist et al., 2000; Altintas et al., 2003; Eraslan et al., 2005). Los cambios
patoldgicos y la presencia de higado graso se utilizan para evaluar los efectos
téxicos de la AFB; sobre este 6rgano (Karaman et al., 2005). El higado es el
organo blanco de las AF y ahi es donde se lleva a cabo la biotransformacion de
la AFB; (Yip & Coulombe, 2006).
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Figura 51: Higados de gallina del experimento realizado con alimento
contaminado por una semana. A: Higado control, nétense zonas
de color rojo claro sobre el fondo guinda que indica contaminacion
basal por AF. B: Higado de gallina que ingiri6 alimento con 30
ug/kg de AFB; y C: Higado de gallina que ingiri6 alimento con 500
ug/kg de AFB;.

Una investigacidon hecha por Harintharano et al. (2000), indica que
cuando las gallinas son tratadas con dosis orales de 5 mg/kg de AFB; durante
10 dias, presentan un decremento en el consumo de alimento. El 87.5% de las
gallinas tratadas con la AFB;, presentaron higado graso y hemorragias a los
dos dias de haber empezado la administracién del tratamiento, de los 3 a 9
dias los higados se tornaron de un color amarillo palido, aunque su peso no
aumentd en comparacion con el grupo control. El 62.5 al 87.5% de las mollejas
sufrieron ulceracion y erosion en la mucosa entre los 2 y 8 dias de haber
empezado el tratamiento. Al comparar los resultados de Harintharano et al.
(2000), y los dafios en los 6rganos de mi estudio, existe una diferencia en la
morfologia de los o6rganos y es por la menor cantidad de AFB; administrada a
nuestras gallinas en comparacion con la utilizada por él.

De acuerdo a los resultados mostrados en el Cuadro 20 b para la
cuantificacion e identificacion de AF en higado, el Cuadro 28 (b) para mollejas
y el Cuadro 32 (b) para pechuga, se observa que la AFG; fue identificada y
detectada en los tres Organos analizados. La cantidad presente varia, en el

higado se detectaron de 78.7 ug/kg a 121.0 pg/kg de AFG; por gallina; en la



pechuga de 16.1 pg/kg a 512.4 ug/kg de AFG; por gallina, y en la molleja de
551.2 pg/kg a 740.8 pg/kg de AFG; por gallina. La presencia de AFG; indica
gue su origen puede ser el hongo A. parasiticus quien la puede formar de forma
simultanea con AFB;. Ambas AF son un alto riesgo para la salud humana. La
AFG; es un potente cancerigeno para rifion de rata. Al detectarse AFG; en los
higados, pechugas y mollejas prueba que las gallinas utilizadas en esta
investigacién estuvieron consumiendo durante sus mas de dos afios de vida
sorgo contaminado con AF proveniente de A. flavus y/o A. parasiticus, lo cual
acumul6 esta cantidad elevada de AFG;.

Debido a la relacion estrecha que posee AFG; con AFB; se ha realizado
una investigacion (Garner et al., 1972), sobre la toxicidad de AFG; in vitro para
después hacer una extrapolacion de los datos y conocer la potencia
cancerigena de esta AF en mamiferos y animales. La union de la AFB; y de la
AFG; al ADN es mayor que su union al ARN ribosomal de higado y rifiones de
rata, y la AFB; forma la mayor cantidad de aductos. En estudios de coeficiente
de distribucién de AFB; y AFG; sobre diversos modelos de membrana, se
mostré que la AFB; es mas lipofilica que la AFG;, por ello la AFG; se une
menos al ADN y es menos cancerigena que la AFB;. La menor potencia
cancerigena de la AFG; se ha probado en microsomas de higado y bacterias
en un ensayo de suspension liquida, donde AFG; resulté ser cuatro veces
menos toxica que la AFB; (Garner et al., 1972). Por otro lado, se ha reportado
gue la toxicidad de AFG; es del 30% de la actividad presente en AFB; en
ensayos con Salmonella (Wong & Hsieh, 1976). Con lo anterior se puede hacer
una extrapolacion de los datos sobre la toxicidad de AFG; in vitro para conocer
su potencia cancerigena en mamiferos y animales.

La caracterizacion de aductos (que son los cancerigenos activos) de
AFG;-ADN (trans-9,10-dihidro-9-(7-guanyl)-10-hidroxi-AFG;) formados por
activacion in vivo, in vitro y por oxidacion peracida indica que la mayoria de
estos aductos poseen la misma estructura quimica que los aductos de AFB;. El
aducto de AFG;-ADN se forma al unirse con el N’ de la guanina. Se dice hay
una buena correlacion entre las uniones AFG;-ADN in vivo en el higado y la
susceptibilidad a desarrollar cancer.

Es muy probable que la membrana nuclear de las células hepaticas sean

las responsables de la union de la AFG; y AFB; al ADN, mientras el reticulo



endoplasmico es responsable de unir las AF al ARN ribosomal (Neal & Godoy,
1976). Aunque es dificil de probar porque los tumores son producidos en otros
organos que no son el higado, a menos que ellos mismos tengan la capacidad
de activar las AF. Alternativamente, puede existir un metabolito que transporte
las AF a otros Organos y reactivar los metabolitos hidrolizados (Garner et al.,
1979).

Por lo anterior, es necesario prestar atencion a la presencia de AFG; en
los tejidos que son destinados al consumo humano, aunque esta probado que
la toxicidad de AFG; es menor que la de AFB; en un 70%, pero poseen la
misma capacidad para formar aductos con el ADN y ARN, y provocar tumores
de cancer.

Con relacién a la AFM; es un metabolito muy frecuente en orina de
poblaciones humanas (Sun et al., 1999) y tiene una asociacién directa con el
incremento de hepatitis, cirrosis y cancer hepatocelular. Cuando se usa leche
contaminada con AFM3, el queso concentra el 40% al 60% de la AFM; (LOpez
et al., 2001), la crema retiene el 10% y la mantequilla menos del 2% (Van
Egmond, 1994). La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer la sitla a
la AFM; como “Probable cancerigeno” (IARC, 1997).

En los dltimos 10 afos, los investigadores han realizado estudios de
control, para encontrar la forma de desintoxicar los alimentos contaminados por
AF y minimizar los efectos deletéreos que éstas causan a las aves de corral
(Zaghini, et al., 2001; Oguz et al., 2000; Singh et al., 2003). La deteccion de AF
en granos y cereales comerciales, y en sus productos derivados han originado
una preocupacion sobre el riesgo que corre la salud humana por causa de las
micotoxinas. Esto ha renovado el interés por nuevos métodos para destoxificar
componentes y alimentos utilizados para el consumo animal y humano (Garcia
& Heredia, 2006). Un método de control es utilizar adsorbentes de AF, algunos
son exitosos, pero pocos son utilizados comercialmente.

Zaghini et al. (2005), prob6 el adsorbente conocido como
Mananoligosacarido (MOS) para evaluar si aminora el efecto de la AFB; sobre
la calidad del huevo y el dafio al higado. Administré un suplemeto alimenticio
con 11% de MOS mas 2.5 ppm de AFB; durante 4 semanas. Al final encontré
cantidades muy pequefias de AFB; acumuladas en los higado pertenecientes

al grupo tratado con MOS+AFB; (2.21+-1.37 ppb) y en el huevo la presencia de



AFB; fue nula. Con lo que concluye que el MOS posee la habilidad de adsorber
y degradar la AFB; y reduce la absorcién gastrointestinal de AFB; Yy sus niveles
en tejidos.

Otro estudio se elabor6 con diferentes aceites vegetales para evaluar su
eficacia y contrarrestar los efectos adversos de la AFB; en pollos. Los efectos
del aceite vegetal (30 g/kg) administrado a los pollos junto con el alimento
contaminado con AFB; (0.3 pg/g) redujeron en gran consideracion los dafios
ocasionados al higado y contrarrestaron los efectos adversos que le ocasiona
la AFB; cuando el pollo la habia consumido AFB; sola (Raju et al., 2005).

De los dos métodos quimicos (Qian & Yang, 1984 y Koeltzow & Tanner,
1990) utilizados para la obtencién del porcentaje de recuperacion de AFB; en
los tejidos analizados en el experimento, el mejor método quimico para la
deteccion de AF en tejidos de gallina de postura fue el de Qian & Yang, 1984.
Este método posee un limite de deteccion mayor, la utilizacion de ambas
columnas LC-18 no impide detectar la cantidad de 0.5 ng/mL. Sin embargo, se
deben de aplicar las modificaciones mencionadas para obtener el porcentaje de
recuperacion idéneo y aceptable de mas del 80%. El método es mas
economico que el de columnas de inmuno-afinidad y aunque tarda el doble de

tiempo, es mas confiable y con mejor deteccion.



V. CONCLUSIONES

El método de Qian & Yang (1984) modificado tiene una mejor
recuperacion de la AFB; que el de Koeltzow & Tanner (1990) y es mas
recomendable para el analisis de aflatoxinas en tejidos de gallina.

El método de Qian &Yang (1984) requiere eluir las aflatoxinas de ambas
columnas LC-18 y sumarlas, con esta modificacion se recuperan el 92%
de las aflatoxinas.

Las cantidades basales de aflatoxinas en el higado control (415.1 pg/kg)
y en pechuga control (335 ug/kg) de gallina son muy altas, mientras en
las mollejas control es menor (42.8 pg/kg).

Hay un riesgo para la salud cuando se ingieren higados, pechugas y
mollejas de pollo/gallina contaminadas con aflatoxinas.

Con respecto a los higados de gallina del experimento analizados con el
método de Qian & Yang (1984):

¢ No hubo diferencia significativa entre la contaminacién por AF de las
gallinas control y las tratadas. El grupo Control tuvo alta cantidad de
aflatoxinas en los tejidos provenientes de la alta contaminacion basal
del alimento.

e EIl grupo control tuvo AFB;, AFG;, AFG,, AFM;, AFP1y AFL. Y los
tratamientos a) con 30 pg/kg, tuvo AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, AFM;,
AFP1y AFL; y b) con 500 ug/kg, presentd AFG;, AFG,, AFP; y AFL.

Con respecto a las mollejas de las gallinas del experimento analizadas
con el método de Qian & Yang (1984):
e La segunda columna LC-18 retuvo a la mayor cantidad de aflatoxinas

de los tres tratamientos.

e En el grupo Control, se encontraron AFG; y AFL. En los tratamientos
con 30 pg/kg, se detectaron AFG;, AFG,, AFM;, AFP1y AFL; y con
500 pg/kg, se obtuvieron AFG;, AFG,y AFL.

Con respecto a las pechugas de las gallinas del experimento

analizadas con el método de Qian & Yang (1984):

e La segunda columna LC-18 retuvo a la mayor cantidad de aflatoxinas.

e El grupo Control presentd AFB;, AFG,, AFM; y AFP1; los tratamientos:
a) con 30 pg/kg, tuvo AFG,, AFG,, AFM,, AFM,, AFP; y AFL; b) con
500 pg/kg presentd AFG1, AFG,, AFM,y AFP;.

El método quimico de Koeltzow & Tanner, 1990, no fue suficientemente
sensible para los tres tejidos (higado, molleja y pechuga), ya que en la



cuantificacion e identificacion, no se encontraron las cantidades de AF
esperadas.
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