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1. RESUMEN 
 
 
 

La necesidad de la industria avícola de contar con alimentos balanceados libres de 

micotoxinas aumenta día con día. Es por ello que se debe de contar con un 

laboratorio de análisis, que debe tener como uno de sus propósitos principales la 

producción de datos analíticos de alta calidad por medio del uso de técnicas que 

sean precisas, confiables y adecuadas para tal fin. 

 

 La validación en la actualidad es la forma más adecuada de demostrar de forma 

documentada que una técnica proporcionará datos con determinadas 

especificaciones y atributos de calidad.    

 

 En el presente estudio se llevo a cabo la Validación del Método de Cuantificación 

de Ocratoxina A por HPLC (Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución) en 

sorgo.  

 

Inicialmente se verificó la correcta instalación del equipo y que este se encontrará 

calificado, esto lo realizó una compañía externa certificada por el proveedor del 

equipo para tal efecto. 

 

Posteriormente se determinaron las mejores condiciones cromatograficas para 

obtener el pico de interés (Ocratoxina A). Se realizaron las corridas necesarias en 

Sorgo para cuantificar Ocratoxina A utilizando 0, 1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb  como 

contaminación en el sorgo. 

 

Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente para obtener Linealidad 

(Correlación Lineal), Repetibilidad, Límite de Detección, Límite de Cuantificación, 

Recuperación y Robustez, que son los datos que se utilizaron para realizar la 

validación del método. 
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2.  INTRODUCCIÓN 
 
Los inicios de la industria de alimentos balanceados datan de la década de los 

40’s y tiene una importancia crucial para el sector agropecuario de la economía, ya 

que involucra, por una parte, al sector productor de granos y oleaginosas y por 

otra, a los sectores pecuarios productores de bovinos (carnes,  lácteos), avícola  
(pollo, pavo, huevo).  

La avicultura mexicana se ha caracterizado siempre por ser una de las ramas más 

dinámicas del sector agropecuario obteniéndose cada vez mejores rendimientos 

con menores inversiones, pero con mayores riesgos, siendo también los 

problemas que aquejan a las aves más complicados y en muchas ocasiones 

confusos (Soto, 1990). 

En la década de los cuarenta hace su aparición la enfermedad de Newcastle 

(ENC), que junto con pasterelosis y salmonelosis fueron el mayor problema de la 

avicultura hasta los años sesenta, en donde la enfermedad de Marek (EM) y la 

laringotraquetitis infecciosa (LT) se unen al grupo de enfermedades con mayor 

impacto económico (Soto, 1990). 

Al inicio de los ochenta disminuyen los problemas clínicos de Newcastle, 

laringotraqueitis infecciosa, enfermedad de Marek,  pasterelosis y salmonelosis, y 

aparecen la infección de la bolsa de Fabricio o Gumboro (IBF), el síndrome de la 

baja postura (SBP) y los problemas de reovirosis que agrupan al síndrome de la 

mala absorción, proventriculitis infecciosa, proventriculitis hemorrágica, síndrome 

del pollo pálido, pollos helicóptero, pollos enanos, necrosis de cabeza de fémur y 

artritis viral (Soto, 1990). 

A partir de 1985 se observaron nuevamente graves problemas de pasterelosis (P. 

multocida y Phaemolytica) e inician múltiples problemas de vomito negro así como 

nerviosismo, mala pigmentación, mal emplume, retraso de crecimiento y bajas de 

postura no atribuibles a infecciones  con adenovirus (Soto, 1990). 

Durante 1986 se inician los cursos de toxicología, siendo los temas  de 

micotoxinas, adulteración de ingredientes y vomito negro los más destacados. A 

partir de este momento el patólogo de campo descubre cada vez con mayor 

frecuencia que muchos de sus problemas clínicos y patológicos se inician con 
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alimentos que contienen diferentes niveles de Aflatoxinas,  Ocratoxina “A” o T2 
(Soto, 1990). 

A partir de 1988 se observan una serie de anormalidades  en las que la 

inmunodepresión y la inmunosupresión se ponen de manifiestas, siendo los 

médicos veterinarios y la industria de alimentos balanceados los más atacados, y 

los avicultores los más perjudicados. 

Estas anormalidades comprenden una serie de cuadros cuya etiología es muy 

variable y cuestionable, siendo los principales problemas: alta mortalidad, pollo 

pelón, canibalismo e histeria; bajo peso, diuresis y mala pigmentación; vómito 

negro-inmunodepresión-infecciones bacterianas; erosión de molleja-alta 

mortalidad-inmunodepresión; ascitis; inmunodepresión e inmunosupresión (Soto, 

1990). 

 

En su relación con el sector agrícola, la industria de alimentos balanceados ha 

participado activamente en la adquisición de las cosechas nacionales de sorgo, de 

las pastas derivadas de la molienda de semillas oleaginosas, como son la soya, el 

cártamo, el girasol, así como otros subproductos (Mier, 1993); a estos productos 

se les han detectado  micotoxinas, las cuales  son de gran interés  a partir de la 

primera intoxicación masiva en pavos en Inglaterra, a principios de los 60’s. Este 

estudio permitió identificar a las aflatoxinas  y desde  entonces  su estudio ha  ido 

adquiriendo mayor importancia.  

 

De acuerdo a la Organización para la Agricultura y la Alimentación de las 

Naciones Unidas (FAO), aproximadamente el 25% del suministro mundial de 

granos está contaminado con micotoxinas (Benitez, 2002). La pérdida económica 

debida a la contaminación por micotoxinas se ha estimado en varios millones de 

dólares al año, y los que sienten el mayor impacto económico son los productores 

agrícolas y pecuarios, junto con los de alimentos para consumo humano y animal 

(FAO, 1999). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
La discusión anterior, de carácter eminentemente técnico, invita a adoptar un 

programa completo de investigación de las micotoxinas  que incluya varios 

aspectos como: 1) Desarrollo y validación de técnicas analíticas para la 

determinación de micotoxinas;  2) Determinación de la incidencia, prevalencia y 

niveles de micotoxinas en materias primas y alimentos terminados; 3) Caracterizar 

el cuadro clínico-patológico que pueden provocar en las diferentes especies; 4) 

Cuantificar los efectos adversos de las micotoxinas sobre la industria avícola.     

 

El presente trabajo solo tratará la primera parte de esta investigación (Desarrollo y 

validación de técnicas), para que posteriormente otros trabajos aborden el 

problema de las micotoxinas con un criterio racional.  

 
 
 
 

 
4. GENERALIDADES 

 
 
4.1. Definiciones: 
 
A) Hongos : Son vegetales  carentes de clorofila pertenecientes al grupo de las 

talofitas. Esta carencia de clorofila no es sólo una característica que distingue a 

los hongos de los otros vegetales, si no que también es un condicionante 

importante en la actividad biológica de estos vegetales. El hecho de carecer de 

clorofila provoca el que ellos no sean capaces de sintetizar materia orgánica 

utilizando la luz solar como fuente energética, por este motivo deben 

desarrollarse sobre un sustrato  que contenga materia orgánica (Gimeno y 

Martins, 2003). 

B) Micología: Es una rama de la biología que tiene como objetivo el estudio de los 

hongos (mohos y levaduras) (Gimeno y Martins, 2003). 
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C) Micosis : Es el nombre con el que se conocen a las enfermedades ocasionadas 

por los hongos microscópicos en el hombre y en los animales (Gimeno y 

Martins, 2003). 

D) Micotoxicosis: Es el nombre que se da al grupo de enfermedades y trastornos 

originados en el hombre y en los animales, por unos metabolitos secundarios 

tóxicos que son producidos por algunas especies fúngicas (Gimeno y Martins, 

2003). 

E) Micotoxinas: Son metabolitos secundarios tóxicos producidos por algunas 

especies fúngicas. Las micotoxinas son compuestos policetónicos resultantes 

de las reacciones de condensación que tienen lugar cuando en determinadas 

condiciones físicas, químicas y biológicas se interrumpe la reducción de los 

grupos cetónicos en la biosíntesis de los ácidos grasos realizada por los 

mohos. Estos ácidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los mohos 

como fuente de energía. Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase 

exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del moho 

(Gimeno y Martins, 2003). 

 

 

4.2.  Principales Factores Condicionantes para el Desarrollo de los Hongos y 
la Producción de Micotoxinas  
 
4.2.1. Factores Físicos  
4.2.1.1.  Humedad y agua disponible o actividad de agua (aw) 
La cantidad de agua existente en el ambiente y en los sustratos es uno de los 

factores importantes para el desarrollo de los hongos y para  la producción de 

micotoxinas. Sin embargo no sólo influye la cantidad de agua sino también la 

forma de presentación de la misma, así pues, el agua se encuentra en forma libre 

y en forma combinada (Gimeno, 2000).  

 

El agua libre existe dentro y alrededor de los tejidos vegetales o de las células y 

puede ser eliminada sin interferir seriamente con los procesos vitales.  
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La forma combinada está presente en los tejidos vegetales y animales, formando 

parte integrante de las células que los componen y en unión con las proteínas y 

glucidos. Para la germinación de las esporas de hongos, es necesario que el agua 

se encuentre en forma libre.  

 

Existen dos grandes unidades relacionadas con la cantidad de agua, a saber:  

- Humedad relativa de equilibrio (HRE): es la cantidad de humedad de la que 

disponen los microorganismos una vez alcanzado el equilibrio entre la humedad 

libre del producto y el vapor de agua existente en el medio ambiente que lo rodea. 

La HRE se expresa en porcentaje y varia de unos alimentos a otros conforme su 

riqueza en glucidos o en materia grasa (Gimeno, 2000)..  

- Agua disponible o Actividad de agua (aw)": es la relación existente entre el agua 

libre en los alimentos y la capacidad de los microorganismos para allí proliferar. La 

aw nos indica cual es la cantidad de agua disponible para el desarrollo de los 

microorganismos una vez se ha alcanzado el equilibrio hídrico en el sistema - 

alimento/medio ambiente.  

 

La aw se expresa como la relación existente entre la tensión del vapor de agua en 

el sustrato (P) y la del agua pura (P0), a la misma temperatura, (aw = P/P0).Si la 

humedad del alimento está en equilibrio con la humedad relativa de equilibrio 

(HRE) de la atmósfera que lo rodea, la aw en el alimento es numéricamente 

equivalente a esta  (aw= HRE/100). 

 

Es necesario tener en cuenta que la HRE se refiere a la atmósfera en equilibrio 

con el producto y la aw se refiere al propio producto. El agua pura tiene una aw de 

1 y está en equilibrio con una atmósfera de 100% de HRE. La aw de un alimento 

es siempre menor que 1.  

 

Los valores de aw que los diversos grupos de hongos necesitan varían de acuerdo 

con el sustrato y la temperatura, algunos valores de aw necesarios para el 
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desarrollo de algunos hongos y la producción de micotoxinas  se muestra en la 

Tabla  1. (Gimeno, 2000) 

 

TABLA 1.- VALORES DE aW NECESARIOS PARA EL DESARROLLO DE 
ALGUNOS MOHOS Y PARA LA PRODUCCIÓN DE ALGUNAS MICOTOXINAS.  

Mohos aw Micotoxinas aw
Aspergillus flavus 0,78 Aflatoxinas 0,83 

Aspergillus parasiticus 0,70 Aflatoxinas 0,80 
Penicillium expansum 0,85 Patulina 0,99 
Penicillium patulum 0,83 Patulina 0,95 
Aspergillus clavatus 0,85 Patulina 0,99 

Aspergillus ochraceus 0,77 Ocratoxinas 0,88 
Aspergillus ochraceus 0,77 Acido penicílico 0,90 
Penicillium cyclopium 0,82 Ocratoxinas 0,90 
Penicillium viridicatum 0,83 Ocratoxinas 0,90 

Penicillium citrinum 0,80 Citrinina 0,88 
Penicillium martensii 0,79 Acido penicílico 0,99 

Gimeno, A., 2000. Los Hongos y las Micotoxinas en la Alimentación Animal; Conceptos, Problemas, Control 
y Recomendaciones, pp 2-3. 
 

 
Así pues, la mayor parte de los hongos se desarrollan a partir de valores de aw de 

0,70, en general es raro que haya hongos que germinen con valores de aw entre 

0,60 y 0,70. Las bacterias por regla general no crecen con valores de aw por 

debajo de 0,90.  

 

La influencia del factor aw en el metabolismo de las micotoxinas solo está 

suficientemente estudíado para las aflatoxinas, ocratoxinas, ácido penicílico y 

patulina. Sin embargo,  la producción de micotoxinas es nula o muy baja con aw 

inferior a 0,85 y no obstante el crecimiento de mohos toxicogénicos ya se puede 

producir en un intervalo de aw de 0,70 - 0,85 (Gimeno, 2000).  

Aunque el valor porcentual de humedad libre de un alimento solo  da una 

orientación para juzgar las posibilidades de crecimiento y multiplicación de los 

hongos,  valores de humedad inferiores al 13% suelen presentar un crecimiento y 

proliferación fúngica bajos y a medida que la humedad aumenta, estos fenómenos 

se aceleran, pudiendo efectuarse de forma exagerada para valores de humedad 

del 16%.  
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4.2.1.2. Temperatura. 
La temperatura óptima para el desarrollo de los hongos se encuentra entre 25 y 

30ºC y el limite máximo entre 40 y 45ºC. La mayor parte de los hongos no crecen 

por debajo de 5ºC y sin embargo hay hongos como el Aspergillus flavus, 

Aspergillus candidus y Aspergillus fumigatus que pueden crecer sin problemas 

hasta los 55ºC y otros como  Penicillium expansum y Penicillium cyclopium que 

son capaces de crecer a 0ºC (Gimeno, 2000).  

 

La temperatura mínima necesaria para el desarrollo de algunos Mohos y la 

producción de Micotoxinas se muestra en laTabla  2.  

 

TABLA 2.- TEMPERATURA MÍNIMA NECESARIA PARA EL DESARROLLO DE 
ALGUNOS MOHOS Y PARA LA PRODUCCIÓN DE ALGUNAS MICOTOXINAS. 

Mohos Temperatura (ºC) Micotoxinas Temperatura 
(ºC) 

Aspergillus flavus 10 Aflatoxinas 10 
Aspergillus clavatus 10 Patulina 12 

Aspergillus ochraceus 10 – 12 Ocratoxina 12 
Penicillium expansum 0 Patulina 0 – 24 
Penicillium cyclopium 0 Ocratoxina 0 – 24 

Penicillium cyclopium 0 Acido 
penicílico 4 

Fusarium roseum 15 Zearalenona 10 
Gimeno, A., 2000. Los Hongos y las Micotoxinas en la Alimentación Animal; Conceptos, Problemas, Control y 
Recomendaciones, pp 3. 
 
 
Una combinación de temperatura y aw para el crecimiento de algunos mohos y la 

producción de micotoxinas se muestra en la Tabla. 3.  
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TABLA 3.- TEMPERATURA Y  aW  EXIGIDAS PARA EL DESARROLLO DE 
ALGUNOS MOHOS Y PARA LA PRODUCCIÓN DE ALGUNAS MICOTOXINAS  

 Crecimiento  Producción 
Mohos Temp (.ºC) aw Micotoxinas Temp.(ºC) aw

Aspergillus flavus 10 0,78 Aflatoxinas 10 - 25 0,83 
Aspergillus clavatus 10 0,85 Patulina 12 0,99 

Aspergillus 
ochraceus 10-12 0,77 Ochratoxinas 12 0,99 

Penicillium 
expansum 0 0,85 Patulina 0-24 0,99 

Penicillium 
cyclopium 0 0,82 Ocratoxinas 4-31 0,90 

Smith,J.E., and Moss,M.O. (1985) Mycotoxins Formation, Analysis and Significance. John Willwy and Sons 
(Eds). pp.50 - 63. 
 
En algunos casos existe una proximidad entre la temperatura mínima necesaria 

para el crecimiento del moho y la que se precisa para la producción de la 

micotoxina y en general también sucede con la temperatura óptima. Sin embargo, 

hay excepciones: Aspergillus flavus crece en el arroz entre 6 y 45ºC con un óptimo 

a 37ºC y la producción de aflatoxina se efectúa entre 11 y 36ºC con un máximo de 

producción de 30ºC (Hesseltine, 1976).  

 

De la misma forma, el Fusarium roseum (moho productor de zearalenona), se 

desarrolla bien entre 24 y 27ºC, no obstante solo producirá aquella micotoxina a 

temperaturas entre 10 y 12ºC. Sin embargo, se han encontrado variedades de 

Fusarium roseum, como Fusarium roseum "gibbosum" y Fusarium roseum 

"semitectum" que han sido capaces de producir en granos de sorgo a 25ºC 

cantidades de zearalenona equivalentes a las producidas a la temperatura de 

10ºC (Mirocha y col., 1977).  

 

A pesar de las temperaturas mínimas necesarias para el crecimiento de algunos 

mohos, de una forma generalizada se tiene que para un crecimiento y proliferación 

fúngica son condiciones óptimas una aw superior a 0,75, una temperatura superior 

a 20ºC y orientativamente una humedad del sustrato de 14% o más (Gimeno., 

2000).  
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Con una actividad de agua del 0,85 a 20ºC, la cual aproximadamente puede 

corresponder a un 15-16% de humedad en el sustrato, las esporas fúngicas 

requieren de 5 a 12 días para germinar, en cambio con una actividad de agua de 

0,75 (que corresponde aproximadamente al 13-14% de humedad en el sustrato) a 

la misma temperatura, las esporas fúngicas tardan en germinar de 4 a 12 

semanas (Gimeno., 2000). Sin embargo, las cosas pueden variar 

significativamente de acuerdo al tipo de semilla (alimento) de que se trata.  

 

Así pues y tal como anteriormente se indicó, la HRE varia de semilla a semilla, 

conforme ésta sea amilacea o bien oleaginosa. La relación entre la humedad de 

varios cereales y semillas y las diferentes HRE (humedad relativa) dentro de un 

mismo intervalo de temperatura se muestran en la tabla 4 (Gimeno, 2000; Mirocha 

y col., 1977).  

 
TABLA  4.- RELACIÓN ENTRE LA HUMEDAD (%) DE VARIOS CEREALES Y 

SEMILLAS Y LAS DIFERENTES HRE A 25-30ºC.  
 

HRE % Maíz Trigo, 
Sorgo Soya Integral Girasol Integral 

65 12,5 - 13,5 11,5 8,5 
70 13,5 - 14,5 12,5 9,5 
75 14,5 - 15,5 13,5 10,5 
80 15,5 - 16,5 16,0 11,5 
85 18,0 - 18,5 18,0 13,5 

Mirocha,C.J.(1977) XV Symposium Científico; Sección Española de la Asociación Mundíal de Avicultura 
Científica (WPSA), Barcelona (España), 29 de Noviembre a 1 de Diciembre, pp.9 - 44. 
 
 

De acuerdo a  Mirocha y colaboradores (1977), dentro de este intervalo de 

temperatura, los granos de cereales (maíz, trigo y sorgo) mantenidos en estado de 

equilibrio a un nivel de humedad de 13% o menos (lo que correspondería a una 

humedad relativa de equilibrio del 65%), se pueden almacenar con seguridad 

durante un tiempo indefinido. No se puede decir lo mismo para la soya integral en 

estas mismas condiciones y mucho menos para el girasol integral (semilla de 

girasol), donde un 13% de humedad en estado de equilibrio correspondería a una 

HRE de casi 85%.  
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Mirocha y colaboradores  (1977) mencionan que cualquier semilla almacenada en 

estado de equilibrio con una HR por debajo de 65%, ésta muy segura de no ser 

invadida por hongos propios.  

 

Cereales como el trigo, maíz y sorgo con niveles de humedad de 13,5-14% serán 

invadidos por hongos tales como Aspergillus restrictus y Aspergillus halophilicus. 

Si la humedad fuera de 15% o más, la invasión fúngica más común seria por 

Aspergillus glaucus. 

 

Trabajos de Gimeno ( 2000)  indican en lo que se refiere a los valores de humedad 

necesarios para la producción de aflatoxina B1 por  Aspergillus flavus según el tipo 

de alimento. Trigo, maíz y sorgo necesitan un 18% de humedad. La soya necesita 

un 17-18% y el cacahuate necesita sólo un 9 - 10% de humedad.  

 

4.2.1.3. Zonas de Microflora. 
En un silo pueden existir pequeñas zonas con alto contenido en humedad 

susceptibles de desencadenar un desarrollo fúngico, lo cual puede después 

provocar un aumento general de humedad en el sustrato y consecuentemente una 

mayor contaminación fúngica y predisposición para la producción de micotoxinas.  

 

Dentro de las estaciones del año, verano e invierno, se pueden crear estas zonas 

de microflora en el interior de los silos.  

 

En VERANO el aire que rodea al grano almacenado en un silo tiene una 

temperatura más elevada en la zona periférica que en la zona central. Así pues el 

aire frío de la zona central desciende y el aire caliente de la zona periférica 

absorbe humedad y asciende, creándose de esta forma corrientes de convección 

(Gimeno, 2000). 

 

El aire frío en su desplazamiento provoca una depresión que obliga a que el aire 

caliente y cargado de humedad (una vez que ha alcanzado la parte superior del 
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silo) descienda hacia la zona central. De esta forma se condensa la humedad en 

aquella zona de contacto del aire caliente con las zonas centrales más frías.  

 

En INVIERNO ocurre lo contrario, el aire de la zona central tiene una temperatura 

más elevada que el de la periferia. De esta forma el aire de la zona central tiende 

a estar más caliente, hay mayor capacidad de saturación y por lo tanto absorbe 

humedad. Este aire más caliente, asciende por ser más ligero y el de la periferia 

desciende por ser frío y más denso, creándose de esta forma unas corrientes de 

convección (Gimeno, 2000). 

 

El aire que está caliente y cargado de humedad, cede ésta al ponerse en contacto 

con las zonas superiores más frías, debido a que pierde calor y su capacidad de 

saturación disminuye. 

 

Estas migraciones de humedad que sufren las materias primas y piensos en los 

silos de almacenamiento tiene una importancia decisiva en el desarrollo fúngico y 

en la posible producción de micotoxinas.  

 

Deben cuidarse, además las infiltraciones de humedad en los silos durante los 

días lluviosos (Gimeno, 2000). 

 

4.2.1.4. Integridad física de los granos. 
Los tegumentos intactos del grano dificultan el acceso del hongo al almidón 

endospérmico. Los granos partidos son más susceptibles de invasión y desarrollo 

fúngico, que los granos enteros. Esencialmente esto es debido a un aumento de la 

superficie de cultivo y una mayor predisposición para que el hongo contacte con la 

parte interna del grano, la cual es más vulnerable que la cutícula o parte externa 

(Gimeno, 2000) 
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4.2.2. Factores Químicos 

4.2.2.1. pH 
Los hongos toleran un gran intervalo de pH ( 2,5 - 7,5 ), de un modo general 

soportan mejor el medio ácido que el alcalino. Es de destacar que ellos mismos 

son capaces de alterar el pH, utilizando como fuente de energía los ácidos 

orgánicos del alimento o los excretados por bacterias acidificantes que pueden 

aparecer durante el período de deterioro del alimento (Gimeno, 2000).  

 

4.2.2.2. Composición del sustrato. 
Los hongos no son exigentes desde el punto de vista nutricional y ellos se nutren 

de los micro y macro elementos existentes en el sustrato donde se desarrollan. Sin 

embargo, la composición del sustrato está muy ligada a la producción de la 

micotoxina.  

Se han descrito estudios en cereales y semillas de oleaginosas previamente 

esterilizadas en autoclave e inoculadas con estirpes toxicogénicas de Aspergillus 

parasiticus  (Tabla 5).  

 

TABLA 5.- PRODUCCIÓN DE AFLATOXINA (PPM) POR ASPERGILLUS 
PARASITICUS EN DIVERSAS SEMILLAS. 

 
Semilla NRRL 3000 NRRL 2999 NRRL 3145 

Cacahuate 107 104,0 8,50 
Soya 19 2,8 0,06 
Maíz 53 47,0 5,50 
Trigo 72 19,0 7,10 
Arroz 107 185,0 10,60 
Sorgo 72 88,0 57,60 

Hesseltine,C.W. (1976) Mycotoxins and Other Fungal Related Food Problems (Joseph V. Rodricks (Ed), 

American Chemical Society, Washington DC, pp.1 - 22. 

 

Los resultados obtenidos  indican que la soya es un sustrato pobre para la 

producción de Aflatoxina, aunque le sean dadas las mejores condiciones de 

producción (Hesseltine, 1976).  

En este estudio el crecimiento del Aspergillus parasiticus en la soya fue excelente 

y la baja producción de Aflatoxina fue sólo debida a la composición del sustrato 
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4.2.2.3. Nutrimentos Minerales. 
 

Están relacionados con la composición del sustrato y a pesar de que el hierro y el 

zinc son los elementos más importantes para un desarrollo fúngico, tanto estos 

como otros pueden ser necesarios para la producción de micotoxinas.  

 

Las concentraciones óptimas de ciertos minerales (en el ámbito de laboratorios) 

para la producción de ocratoxina A por el Aspergillus ochraceus NRRL 3174 

fueron: 0,055 - 2,2 mg/l de zinc., 0,0040-04 mg/l de cobre., 1,2 - 2,4 mg/l de hierro 

(los valores de las concentraciones están referidas por litro de caldo de cultivo 

utilizado).  

 

Cuando disminuyeron las concentraciones de zinc y cobre la producción de 

ocratoxina A fue casi nula (Hesseltine, 1976). La falta de algunos de esos 

elementos da como resultado un pobre crecimiento fúngico y una no producción 

de ocratoxina A (Hesseltine, 1976).  

En el caso de la Aflatoxina, son necesarios sustratos ricos en zinc y ciertos 

aminoácidos para que el Aspergillus flavus produzca Aflatoxina.  

 

4.2.2.4. Potencial de Oxido - Reducción (O2/CO2). 
 

La mayor parte de los hongos son aerobios y por lo tanto necesitan oxígeno para 

el desarrollo de sus reacciones metabólicas. Una carencia de oxígeno condiciona 

el crecimiento de los hongos y la ausencia total puede llegar a producir la muerte 

de éstos. El anhídrido carbónico puede inhibir la formación de algunas 

micotoxinas, como las aflatoxinas. Una atmósfera con 20 a 40% de CO2 en 

combinación con una temperatura reducida (17ºC) o bien una humedad relativa 

reducida o ambos factores, evitan la formación de aflatoxina en cacahuates 

(Hesseltine, 1976).  
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4.2.3. Factores Biológicos 
 
4.2.3.1. Presencia de invertebrados 
 

La presencia de insectos actúa como agente de diseminación de la microflora y 

por lo tanto contribuye al crecimiento y multiplicación de los hongos. El propio 

metabolismo del insecto eleva el contenido de humedad del sustrato y además la 

ruptura del pericarpio permite la infección del interior del grano (Gimeno, 2000).  

 

4.2.3.2. Estirpes específicas. 
 

En una misma especie fúngica, no todas las estirpes se comportan de la misma 

forma. Así pues, la estirpe NRRL 1957 de Aspergillus flavus no produce aflatoxina, 

sin embargo otras estirpes como: NRRL 3251, NRRL 3357, NRRL 3517 y NRRL 

3353  si la producen (Hesseltine, 1976).  

 

 

4.2.4. Tipos de Hongos 

 
En la Tabla 6 se presentan tres tipos de flora fúngica contaminante de alimentos 

para piensos (Gimeno, 2000). En estos tres tipos de flora fúngica (las floras de 

campo, intermedia y de almacenamiento) citaremos también algunos factores que 

están correlacionados con cada una de las floras fúngicas en cuestión.  
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TABLA 6.- TIPOS ECOLÓGICOS DE HONGOS  

 

Tipos de 
Hongos  HRE 

Temperatura 
de 

proliferación
O2/CO2 Sustrato Hongos 

Flora de 
Campo 

95% ó 
mayor Baja Aerobia Fitopatógeno 

Plantas vivas  

Fusarium 
Cladosporium 
Alternaria 
Cephalosporium 
Helminthosporiu
m  

Flora 
intermedia  

95% ó 
mayor 

Relativament
e Baja Aerobia 

Cereal recién 
recogido, 
aún húmedo  

Algunos 
Fusarium 

Flora de 
almacenamie
nto  

95% ó 
menor 

20-25ºC, opt. 
a 25ºC  

Anaerobia 
Facultativa 

Material 
Fisiologicam
ente inactivo  

Penicillium, 
Aspergillus, 
Mucorales 

Quinta,L.M. (1978) Rev.Port.Cienc.Veter. Vol.LXXIII, nºs. 447/48, Jul./Dez. pp. 101 - 126. 
 
 
 
 
 
 
 

5. MICOTOXINAS MÁS COMÚNES 
 
5.1.  Micotoxinas de Aspergillus. 

El Aspergillus es un moho que fundamentalmente pertenece a la flora de 

almacenamiento. En general, la temperatura mínima necesaria para desarrollarse 

y producir micotoxinas es de 10-12°C. La actividad de agua (aw) necesaria para 

iniciar su desarrollo y para producir micotoxinas es, a partir de 0.75 y de 0.83 

respectivamente. Aspergillus crece y puede producir micotoxinas de una forma 

óptima a 25 °C, con una actividad de agua de 0.95. Sin embargo, existen estirpes 

de Aspergillus flavus que en sustratos tales como el arroz, crecen entre 6 y 45 °C 

con un óptimo a 37 °C y la producción de micotoxinas se efectúa entre 11 y 36°C 

con un máximo de producción a 30°C (Hesseltine, 1976). 

En sustratos tales como cacahuate, arroz, sorgo, trigo y maíz, las estirpes de 

Aspergillus parasiticus NRRL 3000 y NRRL 2999 tienen un rendimiento de 
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producción de Aflatoxinas de 107, 107, 72, 72, 53 mg/kg (ppm) y de 104, 185, 88, 

19, 47 mg/kg, respectivamente. En cambio la producción de aflatoxinas en soya es 

de 19 y 2.8 mg/kg, respectivamente. La estirpe NRRL 3145 tiene un rendimiento 

de producción en cacahuate, arroz, sorgo, trigo y maíz de 8.50, 10.60, 57.60, 7.10 

y 5.50 mg/kg, respectivamente, la producción de aflatoxinas  en soya es 

significativamente más baja, del orden de 0.06 mg/kg. Dentro de unas condiciones 

de temperatura y actividad de agua (aw) óptimas, podemos ver que la estirpe y la 

composición del sustrato están muy ligados a la producción de la micotoxina.  Las 

estirpes de Aspergillus flavus  NRRL 3251, 3357, 3517 y 3353 son productoras de 

aflatoxinas, sin embargo la estirpe NRRL1957 no produce aflatoxinas (Hesseltine, 

1976). 

Las principales micotoxinas producidas por el género Aspergillus son Aflatoxinas, 

ocratoxinas, patulina y el ácido penicílico. Sin embargo, las que se van a tratar y 

que deben tenerse en cuenta para los riesgos de micotoxicosis en especies 

animales tales como: pollos, gallinas, patos, pavos, cerdos, vacas lecheras 

conejos y en la especie humana, son las dos primeras.  

 

5.1.1 Aflatoxinas. 
Producidas esencialmente por Aspergillus Flavus y Aspergillus parasiticus. Existen 

hasta el momento 18 tipos de aflatoxinas de las cuales la más tóxica es la 

Aflatoxina B1 (AFB1) y la aflatoxina M1 (AFM1) siendo ésta un derivado 

metabólico de AFB1 y que da como resultado un producto del metabolismo de 

algunos animales, la cual se encuentra normalmente en la leche y la orina. 

Siguen después en orden de mayor a menor toxicidad, las aflatoxinas G1 (AFG1), 

M2 (AFM2), B2 (AFB2) y G2 (AFG2) (siendo la aflatoxina M2, un derivado 

metabólico de la aflatoxina B2 y que procede del metabolismo animal, pudiéndose 

encontrar también en la leche y orina) (Gimeno  y Martins., 2003). 

. 

Las aflatoxinas pueden encontrarse como contaminantes naturales en los cereales 

(maíz, trigo, arroz, y otros) y subproductos de cereales, tortas de oleaginosas 

(algodón, cacahuate, colza, coco, girasol y otros), mandioca y toda una serie de 
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productos para humanos de los que destacamos productos de cereales, frutos 

secos, productos de salchichonería, especias, vinos, leguminosas, frutas, leche y 

derivados.  

Las aflatoxinas tienen una gran actividad cancerígena, teratogénica y mutagénica. 

El principal síndrome que producen es el hepatotóxico, pudiendo también provocar 

problemas renales. Los principales órganos afectados son: el hígado, riñón y 

cerebro (Hesseltine, 1976; Edds, 1979). 

Las aflatoxinas son inmunosupresivas ya que inhiben la síntesis proteica (los 

anticuerpos son proteínas) interrumpiendo la síntesis del ADN y ARN (Gimeno  y 

Martins., 2003). 

 

 

5.1.2 Ocratoxinas. 
Producidas esencialmente por Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum y 

Penicillium cyclopium. Existen 7 tipos de ocratoxinas, sin embargo la más tóxica 

es la ocratoxina A (OTA).   

La ocratoxina A puede encontrarse como contaminante natural en los cereales 

(esencialmente la cebada y arroz), subproductos de cereales, harina y torta de 

cacahuate y en una serie de alimentos para humanos como son, granos de café 

crudo, legumbres, quesos, carnes ahumadas (jamón, tocino, embutidos) y otros 

géneros alimenticios. 

El principal síndrome que produce es el nefrotóxico pero también se producen 

trastornos en el hígado  dando lugar a una acumulación de glucógeno en los 

tejidos hepático y muscular. Los órganos afectados son: el hígado y el riñón 

(Carlton y Krogh., 1979; Gimeno y Martins, 1982). Las ocratoxinas son 

inmunosupresivas (Gimeno y Martins; 2003). 

La Ocratoxina A es aproximadamente tres veces más tóxico que las aflatoxinas, 

en pollos jóvenes, reduce significativamente la ganancia de peso (-17.6%), 

disminuye la proteína total (-16.4%) y los valores de hematocritos (-11.3%). En 

general podemos observar un aumento en la mortalidad de las aves con alimentos 

contaminados con Ocratoxina A (Díaz., 2005). 
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En México Medina y colaboradores reportaron en 1994 que la contaminación en 

sorgo por ocratoxina A fue de 25.5%, considerando un límite de detección de 1 

ppb. El valor promedio de las muestras positivas fue de 15.3 ppb y el valor máximo 

encontrado fue de 82 ppb. 

El principal consumidor de productos avícolas es el ser humano, por lo que los 

residuos de Ocratoxina A en estos alimentos  es un problema relevante para la 

salud humana. En 2001 The World Health Organisation recomendó un límite 

máximo de Ocratoxina A de 5 ppb en cereales y sus subproductos. Desde 2001 

diferentes países han adoptado este nivel como oficial para alimentos para 

humanos y animales (Díaz. 2005). 

 

 

FIGURA 1. ESTRUCTURA DE OCRATOXINA A 
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Diaz, D. E. 2005. The Mycotoxin Blue Book. Nottingham University Press. Manor Farm, Main Street, 
Thrumpton Nottingham, NG11  OAX, United Kingdom. pp 33.  

 

 

 

 

5.2.  Micotoxinas de Fusarium. 
El Fusarium es un género de moho que forma parte de la flora de campo 

(sustratos de cereales recién recogidos y aun húmedos). Este moho vegeta entre 

6 y 40°C con un óptimo entre 18 y 30°C. Es aerobio y necesita en general de una 

actividad de agua (aw) superior a 0.88 para crecer y proliferar y superior a 0.91 

para producir micotoxinas. En lo que se refiere a la temperatura hay casos como el 

Fusarium roseum que necesita de un mínimo de 15 °C para desarrollarse con un 

óptimo entre 24 y 27°C. Otra micotoxina que puede producir es  zearalenona, a 
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temperaturas entre 10 y 12°C. No obstante hay variedades de Fusarium roseum 

como es el caso de Fusarium roseum “gibbosum” y fusarium roseum “semitectum” 

que son capaces de producir en un sustrato de sorgo a 25°C, cantidades de 

zearalenona equivalentes a las producidas a una temperatura de 10°C. Fusarium 

es uno de los grupos de mohos con más capacidad genética para producir 

micotoxinas cuando se tienen las condiciones físicas, químicas y biológicas 

adecuadas para ello. 

El Fusarium contamina el cereal en campo y posteriormente cuando este cereal es 

sometido a procesos de secado y otros, el moho puede morir y no obstante la 

micotoxina permanecer en el sustrato. Así pues, no es de extrañar que en los 

análisis micológicos y de micotoxinas que se realicen posteriormente al cereal 

almacenado, se encuentre la micotoxina y no el Fusarium. Por otro lado, también 

no es extraño que se encuentre Fusarium en ese cereal almacenado, o bien 

porque el tratamiento del cereal fue insuficiente para matar totalmente a ese moho 

o bien como consecuencia de recontaminaciones posteriores debidas por ejemplo, 

a vectores transportadores como son los insectos.  

Las micotoxinas de Fusarium más importantes en cuanto a problemas de 

micotoxicosis y de las que vamos a tratar son: zearalenona (ZEN), vomitoxina  o 

deoxinivalenol (DON) , fumonisina B1 (FB1), toxina T2, diacetoxiscirpenol (DAS), 

monoacetoxiscirpenol (MAS), triacetoxiscirpenol (TAS) y escirpentriol (STO) en 

especies animales tales como pollos, gallinas, patos, pavos, cerdos, vacas 

lecheras y conejos. En lo que se refiere a los humanos, la vomitoxina o 

deoxinivalenol y la fumonisina B1 son muy importantes a tener en consideración 

por los riesgos de micotoxicosis que puede representar el consumo de alimentos 

contaminados con éstas. 

 

5.2.1.  Zearalenona (F2) 
La zearalenona (ZEN) es producida esencialmente por Fusarium roseum, F. 

tricinctum, F. roseum “Culmorum”, F. roseum “Equiseti”,  F.roseum “Gibbosum”, F. 

roseum “Graminearum”, F. oxysporum y F. moniliforme. El  F. roseum es el que 
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produce zearalenona en mayor concentración (3000-15000mg/kg),  mientras que 

el F. moniliforme, sintetiza pequeñas cantidades (1-19 mg/kg). 

Existen unos 16 derivados de la zearalenona de los cuales el más importante es la 

zearalenona y después el alfa y beta zearalenol. 

La zearalenona puede encontrarse como contaminante natural en maíz y 

subproductos, cebada, trigo, avena, sorgo, semilla de sésamo, heno y ensilados. 

El principal síndrome de la zearalenona es el estrogénico dando lugar a casos 

muy significativos de hiperestrogenismo con vulvas dilatadas y enrojecidas 

(vulvovaginitis y edemas de vulva) (Mirocha y Christensen, 1974; Mirocha, 1977; 

Christensen, 1979). 

Las cerdas son muy sensibles a la zearalenona en especial las cerdas jóvenes y 

pre-púberes. 

 

 

5.2.2.  Fumonisinas 
Las fumonisinas son producidas esencialmente por Fusarium moniliforme. Existen 

6 tipos de fumonisinas,   la B1, B2, B3, B4, A1 y A2 (Gimeno y Martins, 2003). Sin 

embargo, las que suelen encontrarse con más frecuencia y las más importantes 

por su toxicidad son la fumonisina B1 (FB1) y la fumonisina B2 (FB2). 

La FB1 y la FB2 pueden encontrarse como contaminantes naturales en los 

cereales (principalmente en el maíz y sus subproductos). 

Los principales síndromes que producen son: neurotóxicos 

(leucoencefalomalacia), nefrotóxicos, edema pulmonar y cerebral, hepatotóxicos y 

lesiones cardiacas. Los órganos afectados son: el cerebro, pulmón, hígado, riñón y 

corazón. Estas micotoxinas inhiben la síntesis de las lipoproteínas denominadas 

esfingolípidos (esfinganina y esfingosina) (Gimeno y Martins, 2003). 

 

 

5.2.3.  Micotoxinas Tricotecenas 
Las producen esencialmente los Fusarium tricinctum,  F. nivale, F. roseum, F. 

graminearum, F. solani, F. oxysporum, F. lateritium, F. sporotrichioides, F. 
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rigidiuscululum, F. episphaeria y F. poae. Otros mohos también pueden producir 

toxinas tricotecenas, a saber, Cephalosporium crotocigenum, 

Myroteciumverrucaria, Stachybotrys atra, Calonectria nivalis, Trichoderma viride, 

Tricotecium roseum y Gibberella saubinetti. Existen más de 40 derivados de 

tricotecenos, sin embargo los que se han encontrado más significativamente como 

contaminantes naturales, por el momento son: toxina T2, diacetoxiscirpenol (DAS), 

vomitoxina o deoxinivalenol (DON) y nivalenol (Abdelhamid y col. 1992; Gimeno y 

Martins, 2003). Otras que también referimos en este articulo son: 

monoacetoxiscirpenol (MAS), triacetoxiscirpenol (TAS) y escirpentriol (STO). 

Los tricotecenos reciben este nombre por poseer en su molécula el esqueleto 

tetracíclico, 12,13-epoxitricotec-9-eno. 

Las toxinas tricotecenas pueden encontrarse como contaminantes naturales en los 

cereales (maíz, cebada, sorgo, avena, trigo, arroz, centeno, mijo y subproductos 

de cereales). 

El principal síndrome que provocan es el gastroentérico y los sistemas y órganos 

afectados   son:  el sistema digestivo, nervioso, circulatorio y piel. Es característico 

de la vomitoxina el provocar vómitos y rechazo del alimento, para más detalles 

puedo citar las características toxicológicas generales de estas micotoxinas (a 

depender de la especie animal) ((Smalley y Strong, 1974; Bamburg, 1976; 

Ohtsubo y Saito, 1977; Pathre y Mirocha, 1977; Sato y Ueno, 1977; Ueno, 1977; 

Mirocha, 1979; Betina, 1989): 

a) Vómitos, taquicardia, diarrea;  b) Hemorragias, edemas, necrosis de los tejidos 

cutáneos;  c) Hemorragias de la mucosa epitelial del estómago e intestino; d) 

destrucción de tejidos hematopoyeticos;  e)Disminución de los glóbulos blancos y 

plaquetas circulantes;  f)Meninges hemorrágicas (cerebro);  g)Alteración del 

sistema nervioso; h) Rechazo del alimento; i) Lesiones necróticas en diferentes 

partes  de la boca; j) Degeneración patológica  de las células  de la  médula ósea, 

nódulos linfáticos e intestino. 

 Las micotoxinas tricotecenas tienen una potente actividad inmunosupresiva 

(Gimeno y Martins, 2003). Estas se dividen en dos grupos:  macrocíclicas y no-

macrocíclicas.  La  toxicología de las micotoxinas  macrocíclicas (roridins, 
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verrucarins, satratoxins y otras) en los animales esta poco estudiada. Por el 

contrario, la toxicología de las micotoxinas no-macrocíclicas esta mucho más 

estudiada. 

Las micotoxinas tricotecenas no-macrocíclicas se dividen en dos grupos, A y B. 

Las micotoxinas del grupo A son más tóxicas para las aves que las del grupo B. 

Algunas de las micotoxinas del grupo A son: toxina T2, diacetoxiscirpenol (DAS), 

monoacetoxiscirpenol (MOS), triacetoxiscirpenol (TAS), escirpentriol (STO) y HT-2 

toxina. Algunas del grupo B son: fusarenona-X, vomitoxina o deoxinivalenol (DON) 

y nivalenol (NIV). 

Fundamentalmente y a nivel celular, el principal efecto tóxico de las micotoxinas 

tricotecenas consiste en la inhibición de la síntesis proteica seguida de una 

interrupción secundaria de la síntesis del ADN y ARN. Se produce también una 

división de células tales como en aquellas que forman parte de la membrana del  

tracto gastrointestinal, piel y células linfoides y eritrociticas (Leeson y col. 1995). 

La acción tóxica de las micotoxinas tricotecenas en las aves consiste  en una 

necrosis extensiva de la mucosa de la piel y la boca cuando hay contacto con la 

micotoxina. Se producen problemas agudos a nivel del tracto gastrointestinal, 

degeneración de la medula ósea y una inhibición muy significativa del sistema 

inmunitario. Se dan lugar a hemorragias de la mucosa epitelial del estómago  e 

intestino  con una destrucción de los tejidos hematopoyeticos. 

 Pueden surgir lesiones graves en la molleja de las aves. Las típicas lesiones 

orales en las aves consisten en una proliferación de placas blanco amarillentas 

caseosas (sustancia albuminoidea) que tienen lugar en la parte superior e inferior 

del pico, mucosa del paladar, boca y lengua. Las erosiones bucales son patentes. 

Evidentemente que la gravedad de las lesiones se incrementa con el tiempo de 

exposición a la micotoxina (Leeson, S. y col. 1995). 

Los pollos afectados pueden tener problemas de retraso en el crecimiento, 

plumaje anormal, regresión de la bolsa de Fabricio y anemia. En gallinas 

ponedoras se producen lesiones orales y una disminución de la ingesta, 

producción de huevos y deficiencias en la calidad de la cáscara con una aparición 

significativa de huevos blandos (Leeson, S.  y col. 1995). 
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6.  MÉTODOS DE ANÁLISIS DE MICOTOXINAS 
 

6.1.  Muestreo 
El muestreo es una herramienta para evitar variación en la determinación de 

micotoxinas, se considera que representa hasta el 90% de esta variación, por lo 

que es necesario realizarlo de acuerdo con un programa establecido (Whitaker y 

col. 1979). 

En la elaboración del plan de muestreo se debe considerar que la distribución de 

micotoxinas en un determinado lote, de granos o alimentos, no es homogénea, por 

lo que es indispensable que la muestra se  obtenga  tomando pequeñas porciones 

del lote en diferentes sitios. 

El muestro se puede llevar a cabo en lotes estáticos o en lotes dinámicos. En el 

caso de furgones o camiones (lotes estáticos) el muestreo se realiza con un 

calador de doble fondo, estos caladores están estandarizados con base en el tipo 

de producto a muestrear, desde luego los de mayor aplicación para la industria 

son los específicos para granos y para muestreo manual.  

Los puntos donde se introducirá el calador para obtener las submuestras, es en 

base al objeto de muestreo y están indicados en la normatividad oficial.  

Existen sistemas automáticos para realizar el procedimiento de muestreo, este se 

realiza en cuestión de minutos, su empleo es necesario en la adquisición de grano 

en la etapa de cosecha. El material colectado en cada submuestra se mezcla y se 

divide por cuarteo, generalmente con un equipo especifico y se obtiene la muestra 

que no debe ser menor a 5 kg si se trata de sorgo ó de 10 kg si es maíz (NOM-

188-SSA1-2000). 

En lotes dinámicos el muestreo encierra mayor grado de dificultad, por lo que 

prácticamente no se realiza de manera manual. El sistema automático, que 

consiste en colocar un dispositivo en la tubería donde fluye el grano, permite 

obtener una muestra continua del grano, una vez que se concluye el lote, el 

tamaño de la muestra es cercano a 80 kg, se procede a efectuar la reducción de la 

muestra, utilizando equipo certificado para cuarteo (Medina, 2004). 
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6.2.  Preparación de Muestras: 
La preparación de la muestra suele representar un error del orden del 5 % en la 

determinación de micotoxinas. Una vez que las muestras han sido obtenidas y 

remitidas al laboratorio, se procede a efectuar la molienda y el cuarteo para 

obtener la muestra de laboratorio. Existen molinos que son muy efectivos para 

realizar este proceso, por ejemplo el molino Dickens-Satterwhite y el molino 

Romer, entre las ventajas de estos molinos, es que realizan simultáneamente la 

molienda y el cuarteo. Las partículas de grano, una vez molidas deben pasar a 

través de malla 20. Es importante considerar que los 10 kg de maíz o los 5 kg de 

sorgo deben molerse, no se permite la realización de un cuarteo preliminar 

(Medina, 2004). 

 

 

 

6.3.  Procedimientos Analíticos. 
En general los métodos analíticos para la determinación de micotoxinas se 

clasifican en métodos rápidos y métodos de referencia. Una descripción sobre la 

selección de métodos y estándares de referencia fue publicada por la FAO 

(Medina y col. 1994). Las etapas que comprende un método analítico son: 

extracción, purificación del extracto y detección. 

 

6.3.1.  Extracción: 
La muestra de la materia o alimento que se va a someter al análisis de 

micotoxinas, debe haber sido molida, de modo tal que pase a través de malla 20. 

La cuantificación se realiza pesando de 20 a 50 g de la muestra representativa. La 

extracción tiene como propósito que las micotoxinas contenidas en las muestras 

de granos pasen a la fase líquida, esto se realiza con la finalidad de que se tenga 

la toxina aislada en suficiente concentración para que pueda ser detectada. La 

selección de los componentes de la solución de extracción debe garantizar que 

toda la micotoxina presente pasará a la fase líquida;  generalmente son mezclas 

34 
 



de disolventes orgánicos con agua. La composición de la solución de extracción 

se determina considerando las propiedades físicas y químicas de la micotoxina, la 

naturaleza de la muestra y consideraciones de seguridad del personal que 

realizará el ensayo. Por ejemplo, en el caso de muestras de maíz, la composición 

de la solución extractante, en los métodos de referencia, es una mezcla de 

acetonitrilo y agua, mientras que en los métodos rápidos es una mezcla de 

metanol y agua. La eficiencia de extracción es diferente con cada una de estas 

mezclas (Romer y Wilson, 1990). 

El procedimiento de extracción se realiza por dos técnicas: ensayos individuales 

con una mezcladora o licuadora  procedimiento que se realiza en 3 minutos o bien 

por medio de agitación mecánica que suele realizarse de 60 a 120 minutos, esta 

técnica tiene la ventaja de realizar la extracción de más de 20 muestras 

simultáneamente. 

 

 

6.3.2.  Procedimiento de purificación de extractos: 
En todos los procedimientos analíticos para la determinación de micotoxinas, se 

realiza un proceso de filtración para separar la fase sólida (el lugar donde se 

encontraban las micotoxinas) de la fase líquida. En los métodos de referencia y en 

algunos otros métodos se utilizan procedimientos de purificación de los extractos, 

actualmente se consideran obsoletos las técnicas de limpieza que se 

desarrollaban en 48 horas, desde hace 10 años se encuentran en el mercado 

columnas de limpieza en fase sólida, que permiten efectuar este proceso en 10 

segundos, tales como las columnas elaboradas en los laboratorios Romer, Trilogy 

y NUTEK. La limpieza del extracto permite la eliminación de los compuestos que 

pueden causar interferencias tales como: lípidos, carbohidratos, proteínas, 

pigmentos, etc., en este tipo de columnas todas las impurezas son retenidas en la 

fase sólida y el extracto contendrá exclusivamente las micotoxinas.  

Otro procedimiento de purificación es por medio de las columnas de 

inmunoafinidad, estas columnas están constituidas por anticuerpos monoclonales, 

que retienen a la micotoxina a analizar, mientras que las impurezas se eliminan  

35 
 



en el eluato que sale de la columna, posteriormente la micotoxina especifica se 

colecta cambiando el disolvente que sirve para efectuar la elusión. En el mercado 

se encuentran disponibles columnas de inmunoafinidad para el análisis de 

aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas, zearalenona y deoxinivalenol. La ventaja de 

las columnas de inmunoafinidad es que son específicas para cada micotoxina en 

particular. La única limitante es que se debe tener la seguridad de que la columna 

contenga la cantidad suficiente de anticuerpos para retener la totalidad de la 

micotoxina, sobre todo en el caso de concentraciones elevadas, por lo que se 

debe solicitar al proveedor que especifique la capacidad de la columna (Medina, 

2004). 

 

 

6.3.3. Detección: 

El paso final de un proceso analítico comprende la utilización de alguna 

característica física o química de las micotoxinas, los procedimientos de detección 

más utilizados se fundamentan en reacciones especificas con cada micotoxina, 

por ejemplo, en el caso de detectar aflatoxinas por Fluorometria o HPLC se realiza 

un proceso de derivatización para incrementar la fluorescencia natural y 

posteriormente cuantificarlas utilizando detectores de fluorescencia (HPLC). En el 

caso de otras micotoxinas se utiliza como procedimiento de detección la 

capacidad de absorción en una determinada región del espectro, principalmente 

en la región ultravioleta o bien se aprovecha la fluorescencia natural como en la 

cuantificación de zearalenona (Medina, 2004). 

 

6.3.4.  Métodos Rápidos 
El primer procedimiento que se utilizó como un ensayo rápido para la búsqueda de 

aflatoxinas en maíz, fue el de “luz ultravioleta”, que permite identificar la 

fluorescencia de color verde amarillo, característico de la presencia del ácido 

kojico (Shotwell y Hesseltine, 1981). Este procedimiento ha sido desechado por 

que es inespecífico para aflatoxinas y se obtienen resultados falsos positivos o 

negativos. 
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Los métodos actuales para detección y cuantificación se denominan ensayos 

inmunológicos, las diferencias entre estos métodos son función de la forma en que 

se inmovilizan los anticuerpos, de una manera práctica podemos decir que se 

clasifican en columnas de inmunoafinidad (columnas en fase sólida) y los sistemas 

ELISA (ensayos inmunológicos de enzimas ligadas). 

Una vez que se obtiene la micotoxina purificada por el paso a través de la columna 

de inmunoafinidad, se somete a un proceso de derivatización (solamente en el 

caso de las aflatoxinas para incrementar su fluorescencia), la técnica finaliza con 

la cuantificación de la micotoxina mediante un fluorómetro (Scott y Trucksess, 

1997). A partir de octubre del 2004 el Departamento de Agricultura de los Estados 

Unidos  (USDA) determinó que los ensayos de cuantificación de aflatoxinas, para 

la exportación de granos, se realicen por medio del procedimiento de la lectura del 

fluorómetro, con la aplicación de una columna comercial de inmunidad (Garza y 

Ceballos, 2005). 

Los ensayos ELISA están comercializados para distintos tipos de micotoxinas y 

determinadas matrices, materias o alimentos balanceados. Algunos estudios sobre 

los alcances y limitaciones de estos ensayos se han publicado en la literatura (Chu 

1996, Pestka, 1994). La mayoría de los sistemas ELISA que se utilizan en la 

industria alimentaria se basan en el formato de competencia. Una alícuota del 

extracto que contiene la micotoxina que se va a cuantificar compite con la misma 

micotoxina etiquetada (en la forma del conjugado enzimático de la propia 

micotoxina) por una cantidad determinada de anticuerpos, inmovilizados en una 

placa o en minivasos. La concentración se determinará por el desarrollo de un 

color que es función de la cantidad de sitios ocupados por la toxina y por la toxina 

etiquetada. Esta es la limitante del sistema ELISA porque cualquier factor que 

afecte el enlace entre la micotoxina etiquetada con los anticuerpos inmovilizados 

modificará los resultados. Entre estos factores se encuentra la naturaleza de la 

micotoxina y las impurezas presentes en los extractos (interferencias de matriz), 

que interfieren en el enlace y en algunos casos pueden desnaturalizar los 

anticuerpos.  
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6.3.5.  Métodos de referencia: 
Los métodos de referencia requieren de la aplicación de instrumentación analítica, 

que sirvan para la realización de la cuantificación precisa y confiable del contenido 

de una determinada micotoxina. Además son los métodos para confirmar la 

presencia de micotoxinas que hayan sido detectadas por los métodos rápidos. La 

cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) es el método que se utiliza 

con mayor frecuencia y que tiene mayor aplicación para los ensayos de 

micotoxinas (Trucksess, 1998). Las técnicas de HPLC tienen la suficiente 

sensibilidad que se han adaptado para la determinación de las aflatoxinas, 

zearalenona, ocratoxina A, fumonisinas y vomitoxina. 

La técnica de HPLC separa las micotoxinas por la relativa afinidad en las fases 

estacionaria y móvil. Permitiendo que cada compuesto emerja de la columna a un 

tiempo distinto, pasando por el detector que permite la cuantificación de la 

micotoxina de interés. Los detectores usualmente son de fluorescencia o 

ultravioleta. Para la mayoría de las micotoxinas el tiempo de retención en la 

columna es del orden 15 minutos, después de haber sido inyectado, pero además 

debe considerarse el tiempo empleado en la extracción y en el proceso de 

eliminación de impurezas. La única desventaja del instrumento es el costo de 

adquisición (Medina, 2004). 

La cromatografía de gases acoplada a un espectrómetro de masas (GC/MS) es el 

método de referencia para la determinación de los tricotecenos. Los componentes 

son separados por medio de la afinidad relativa de estos compuestos por la fase 

estacionaria y la fase móvil (gas inerte). El método tiene una alta sensibilidad, el 

tiempo de retención es menor a 45 minutos. Los analitos (micotoxinas) separados 

de la columna son detectados por métodos físicos o químicos en la cromatografía 

de gases, en el caso de que este acoplado a un espectro de masas la detección 

será por la cuantificación de las fracciones de la masa del compuesto. Este 

sistema es el más preciso. La desventaja de los sistemas de GC/MS es el costo 

del instrumento (Medina, 2004). 
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6.3.6.  Interpretación de resultados analíticos: 
Existen diferentes limitaciones en cuanto a la contaminación con micotoxinas que 

es permitida, aunque algunos autores comentan que no existe ningún nivel 

seguro. En México a la fecha no existe ninguna limitación, excepto para 

aflatoxinas que es de máximo 20 ppb (NOM-188-SSA1-2002). Se han hecho 

diferentes pronunciamientos al respecto, se estableció en el comité de normas 

oficiales mexicanas la limitación en alimentos para aves, sin embargo  no se ha 

publicado este proyecto de norma oficial. 

La vomitoxina y la zearalenona se limitan no por que causen daño en las aves a 

las concentraciones especificadas, sino por que son indicadoras de contaminación 

con otras fusariotoxinas. Uruguay limita la contaminación con zearalenona a 200 

ppb. 

La limitación del contenido de toxina T-2 no es común, excepto en la legislación de 

Israel que limita a 100 ppb esta contaminación en alimentos balanceados, pero en 

nuestro país la presencia de tricotecenos, a la cual pertenece esta micotoxina, han 

causado fuertes pérdidas económicas en la industria pecuaria, especialmente a 

los productores de huevo de plato y pollo de engorda. 

En el caso de la ocratoxina A recientemente se han emitido reglamentos para 

limitar su presencia en cereales para consumo humano, por ejemplo, a partir del 

año 2002, el límite máximo permitido es de 3 ppb. Uruguay limita la contaminación 

en maíz a 50 ppb. Sin embargo, se considera que debe limitarse a menores 

niveles por que tiene efectos sinérgicos al combinarse con las aflatoxinas (Medina, 

2004). 

 

Debido a las repercusiones económicas, a las legislaciones existentes en cada 

país y por una cuestión moral, tanto los métodos rápidos como los métodos de 

referencia  para cuantificar micotoxinas deben limitarse a las matrices en que se 

ha demostrado su efectividad, es decir donde han sido sometidos a extensos 

estudios de validación que aseguren que los datos reportados son correctos 

(Medina, 2004). 
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7. VALIDACIÓN 
Hoy en día se ha dado un auge en el uso de métodos analíticos en diversas áreas 

y la de alimentos no es la excepción; esto es debido a los requerimientos que 

estipulan las diferentes legislaciones vigentes, en las cuales se hace hincapié en 

el aseguramiento de calidad (Wood, 1999) 

 

Este término se define dentro de la CGMP (Current  Good Manufacturing Practice) 

de la siguiente manera: 

 

“ Todas las actividades necesarias para verificar la calidad de un proceso que se 

aplica para la manufactura de algún producto” (Wood, 1999). 

 

Dicho de otra forma, para asegurar la calidad de un producto terminado es 

necesario controlar numerosos factores a lo largo de la producción del mismo, 

como la selección de la materia prima, formulación, condiciones del proceso, entre 

otras. Debido a esto es de vital importancia contar con métodos analíticos que 

permitan demostrar  si efectivamente, se obtiene un alimento de calidad o, si por el 

contrario, dicho producto ha sido objeto de diversas alteraciones o adulteraciones 

a lo largo de su proceso de manufactura. No sólo basta con tener métodos de 

análisis sino que los resultados reportados a partir de éstos deben ser confiables, 

razón por la cual deben de sujetarse a un proceso de validación. 

 

Según ISO (International Standards Organization) un método de validación “Es el 

proceso mediante el cual se establecen las características de desempeño y 

limitaciones de un método analítico, así como la identificación de las influencias 

bajo las cuales puede darse un cambio en el desempeño de éste”. 

 

La FDA establece que un “proceso de validación consiste en establecer evidencia 

documentada, la cual proporciona un alto grado de confianza, de que un proceso 

específico originará determinado producto con determinadas especificaciones y 

atributos de calidad.” (Food and Drug Administration, 1987). 
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La validación es una herramienta que, con el paso del tiempo, ha ganado terreno 

dentro del área de aseguramiento de calidad. Esta metodología surge como 

respuesta a la necesidad de probar la seguridad de los productos y prevenir 

adulteraciones a los mismos y, aunada a las buenas prácticas de manufactura 

establecidas en 1976 por la FDA, dan como resultado la obtención de un producto 

cuya calidad cumple con las especificaciones establecidas en la legislación 

vigente (Chapman, 1991). 

 

El aumento que se ha dado en la aplicación de la validación en diferentes rubros 

de la industria se debe a la importante inversión que esta metodología representa, 

ya que por un lado mejora la productividad reduciendo costos de producción al 

mismo tiempo que asegura la confiabilidad del método o proceso. (Chapman, 

1991). 

 

La validación se aplicó en un inicio a los procesos de esterilización y asépticos 

(1979) y poco a poco fue involucrándose dicha metodología a otras áreas en 

donde el aseguramiento de la calidad constituía un factor determinante, ya que los 

científicos cayeron en la cuenta de que la calidad de un producto debe forjarse a lo 

largo del proceso de producción y no únicamente evaluarse al final del proceso. 

(Chapman, 1991). 

 

En la actualidad se considera que un método analítico debe validarse cuando se 

requiere verificar  si su desempeño es el adecuado para utilizarlo en un problema 

en específico, como pudiera ser el desarrollo de un nuevo método, para introducir 

mejoras a un método ya existente, para demostrar la equivalencia entre dos 

métodos, etcétera. (Food and Drug Administration, 1987). 

Del mismo modo, dentro de la legislación ya se plantea la importancia de la 

validación, tal es el caso de la norma NMX-EC-17025-IMNC-2000 “Requisitos 

generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de calibración”, en 

donde se establecen los requisitos que los laboratorios de ensayo y calibración 

deben cubrir si desean demostrar que operan un sistema de calidad y que son 
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capaces de generar resultados válidos, motivo por el cuál el laboratorio debe 

validar tanto los métodos no normalizados, como los desarrollados o diseñados 

por él mismo, para con esto confirmar que dichas metodologías se ajustan  al uso 

propuesto. 

 

 

7.1 Tipos de Validación 
Dependiendo de la fase del proceso de producción en la cual se aplique, existen 3 

tipos de validación, los cuales se describen a continuación: 

 

 

7.1.1.  Validación Prospectiva 
“Es la validación que se lleva a cabo antes de la distribución o entrada de un 

producto nuevo al mercado o bien, en el caso en que se hayan dado cambios en 

el proceso de manufactura de un producto, lo cual pudiera haber afectado sus 

características.” (Food and Drug Administration, 1987). 

 

Este tipo de validación involucra una secuencia de pasos que se muestran en el 

diagrama 1: (Chapman, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

42 
 



DIAGRAMA 1. VALIDACIÓN PROSPECTIVA 
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Chapman Kenneth G. A History Of Validation In The United States: Part 1. 
Pharmaceutical Technology (1991), Vol. 15, No. 10, pág. 88 

 
 

 CALIFICACIÓN DE LA INSTALACIÓN (IQ): La cual consiste en verificar 

que los equipos y sistemas fueron instalados de acuerdo a las especificaciones 

del fabricante. 

 CALIFICACIÓN OPERACIONAL (OQ): Es la evaluación que se basa en el 

correcto funcionamiento de los equipos y materiales que se utilizan en un 

método. 
 CALIFICACIÓN DEL DESEMPEÑO (PQ): Se refiere a la evaluación  que 

se hace al proceso en sí, es decir, establece la evidencia de que tanto el 

proceso como las condiciones de operación y los parámetros establecidos son 

los adecuados para obtener un producto con las especificaciones de calidad 

determinadas (Lazar, 1993). 
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7.1.2.  Validación Retrospectiva 
Consiste en la validación de un proceso para un producto que ya se distribuye. 

Esta validación establece la evidencia documentada que un proceso cumple con el 

propósito para el que fue diseñado basada en la revisión y análisis de la 

información histórica acerca del producto. Esta validación se lleva acabo con 

procesos establecidos con anterioridad. (Lazar, 1993; Food and Drug 

Administration, 1987). 

Este tipo de validación involucra una secuencia de pasos, como se muestra en el 

diagrama 2: (Chapman, 1991). 
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DIAGRAMA 2. VALIDACIÓN RETROSPECTIVA 

                              
            
            

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Chapman Kenneth G. A History Of Validation In The United States: Part 1. 
Pharmaceutical Technology (1991), Vol. 15, No. 10, pág. 92 
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7.1.3.  Validación Concurrente 
Es la evidencia documentada de que un proceso cumple con el propósito para el 

que fue diseñado de acuerdo con la información obtenida durante su 

implementación. (Lazar, 1993). 
 

 

7.2.  Clasificación de los métodos analíticos 
Es frecuente ver que al momento de validar un método se aplican a éste todas las 

pruebas estadísticas que se sugieren en las guías de validación, lo cual podría 

desencadenar consecuencias tales como, mala toma de decisiones o retraso 

debido a que se aplican técnicas estadísticas innecesarias. Con el fin de evitar 

trabajo innecesario y contar con la información adecuada para una toma de 

decisiones correcta, es importante ajustar el diseño de validación y evaluación de 

resultados al proceso o método en específico al que va a ser aplicado. Para lograr 

esto, diversas instituciones como la USP (United States Pharmacopea) y la ICH 

(The International Conference on the Harmonization of the Technical 

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) han realizado 

una categorización de los métodos analíticos dependiendo de la aplicación o 

propósito del mismo (Joachim, 2001). 

 

La USP establece tres  categorías para clasificar a los métodos analíticos y sus 

pruebas estadísticas correspondientes (Cuadro 7): (Swartz y col. 1997) 

 

- CATEGORÍA 1: Métodos que cuantifican el componente principal o ingrediente 

activo. 

- CATEGORÍA 2: Métodos que determinan las impurezas o degradación de 

productos. 

- CATEGORÍA 3: Métodos que determinan las características de desempeño. 
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TABLA 7. CLASIFICACIÓN DE LOS MÉTODOS ANALÍTICOS SEGÚN LA USP 
 

CATEGORÍA 2 
 

 
PARÁMETRO 

DEL 
DESEMPEÑO 
ANALÍTICO 

 
CATEGORÍ

A 1 
 

CUANTIFICACIÓN
 

PRUEBA 
LÍMITE 

 
CATEGORÍA 

3 

EXACTITUD SI SI * * 

PRECISIÓN SI SI NO SI 

ESPECIFICIDAD SI SI SI * 

LOD NO NO SI * 

LOQ NO SI NO * 

LINEALIDAD SI SI NO * 

INTERVALO SI SI * * 

ROBUSTEZ SI SI SI SI 
   *Pudiera ser requerido, dependiendo de la naturaleza de la prueba. 
     LOD = LIMIT OF DETECTION = LÍMITE DE DETECCIÓN 
     LOQ = LIMIT OF QUANTIFICATION = LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN 
Swartz, Michael. Analytical  Method Development And Validation.Marcel    Dekker, Inc. (1997). Pág. 69 

 
 
7.3 Desarrollo del método de validación 
Sin importar de que tipo de validación se trate, el paso inicial consiste en 

seleccionar el método que se desea validar, considerar sus requerimientos y 

realizar la elección del tipo de equipo o instrumentación que se va a utilizar. Así 

mismo, es importante justificar el motivo por el cuál se desea efectuar el desarrollo 

de un sistema de análisis, lo que puede deberse, entre otras razones, a que los  

procedimientos existentes presentan poca exactitud, son muy caros o tardados, o 

bien, a la  implementación de nuevos equipos o técnicas, etc. Una vez hecho lo 

anterior es importante establecer el alcance o propósito del método que va a ser 

sujeto de validación (Swartz y col. 1997; Hokanson, 1994). 
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Del mismo modo, el analista debe evaluar o considerar todos los factores que 

pudieran llegar a afectar a lo largo de la aplicación del método sujeto de 

validación, para de ésta manera delimitar o especificar, tanto como sea posible, 

dichos parámetros logrando así un mayor control sobre la técnica, evitando con 

esto que se llegue a presentar alguna variación, lo cual podría repercutir en el 

resultado final poniendo en duda la confiabilidad del método. Con respecto a lo 

anterior, es importante realizar la investigación de la muestra que será utilizada 

durante la técnica, esto es, definirla en términos de su composición, características 

físicas, químicas, entre otras, para así poder establecer el intervalo de valores bajo 

el cuál debe regirse el procedimiento y para qué tipo de compuestos es aplicable 

el método que está siendo validado (Swartz y col. 1997; Lazar, 1993; Food and 

Drug Administration, 1987). 

 

 

Para facilitar la identificación de estos factores, se recomienda dividir el proceso 

en operaciones, como se muestra en el diagrama 3. La finalidad de esto radica en 

proporcionar una manera más sencilla de establecer los parámetros, ya que de 

esta forma es posible examinar cada una de estas operaciones individualmente 

logrando así reconocer los parámetros de control en cada etapa (Hokanson, 

1994). 
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DIAGRAMA 3. IDENTIFICACIÓN DE FACTORES CRÍTICOS EN EL PROCESO 
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Hokanson G. C. 1994. A Life Cycle Approach To The Validation Of Analytical Methods During 
Pharmaceutical Product Development. Part I. Pharmaceutical Technology. 9: 118-130. 

  

 

En la etapa de validación, se deben realizar ensayos con el fin de demostrar que 

el método funciona con muestras del analito establecido obteniendo resultados 

con alto grado de exactitud y precisión. En las guías de validación se incluyen 

diversas propuestas para la validación de un método, las cuales pueden aplicarse 

según el criterio del analista, es decir, no se puede aplicar la misma propuesta 

para todos los métodos y el criterio del experimentador es de suma importancia al 

momento de seleccionar la propuesta que pruebe de manera efectiva la correcta 

validación de un método, ya que de esto depende que la técnica validada sea 

aceptada por otras personas relacionadas al campo de estudio que concierne a 

dicho procedimiento. Las propuestas de validación se enlistan a continuación 

(Swartz y col. 1997). 
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 MÉTODO DEL CERO OCULTO: Esta propuesta involucra a un solo 

analista, el cual utiliza el método con muestras de concentración o nivel 

conocidos para de ésta forma demostrar la recuperación, exactitud y 

precisión. Dentro de las ventajas de la aplicación de este método se 

encuentran que es rápido, sencillo y como una primera aproximación o 

demostración de la validación eficaz con un mínimo de tiempo, personal y 

costo, resulta ser una opción viable para iniciar todo el proceso de 

validación. Como desventajas se encuentra el hecho de que se considera 

que este método puede ser sujeto de cierta parcialidad por parte del 

analista, lo cual puede ocasionar cierta duda acerca de la correcta 

validación por parte del usuario final o por algún crítico. 

 

 MÉTODO OCULTO SIMPLE: Esta técnica involucra a dos analistas, uno 

de los cuales prepara diversas muestras a diferentes niveles o 

concentraciones desconocidas para el otro investigador. Éste último aplica 

el método a validar con las muestras desconocidas y una vez que obtiene 

los resultados los coteja con los reportados por el primer analista. Aunque 

al inicio ésta técnica es imparcial, dicha característica se pierde al 

momento de realizar la comparación de los resultados obtenidos por 

ambos investigadores. No obstante, se considera que ésta propuesta de 

validación es mucho más confiables que la del cero oculto. 

 

 MÉTODO OCULTO DOBLE: Esta propuesta involucra a tres analistas. El 

primero de ellos realiza la preparación de las muestras a niveles o 

concentraciones conocidas, el segundo realiza el análisis de las muestras 

con el método sujeto de validación y el último compara los resultados 

obtenidos de forma separada por ambos analistas, quienes únicamente 

tienen acceso a sus datos obtenidos. Se considera que ésta propuesta es 

la más objetiva. 
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 ANÁLISIS DE LOS MATERIALES ESTÁNDAR DE REFERENCIA (SRM): 
Esta es la propuesta de validación comúnmente aceptada. Para obtener 

estos materiales es preciso acudir a instituciones tales como United States 

Pharmacopeia (USP) y National Institute of Standards and Technology 

(NIST), entre otras de origen privado, que se dedican a la preparación, 

garantía y mercadeo de materiales estándar de referencia de diversos 

analitos. Cuando se hace uso de estos materiales el analista debe 

demostrar que el método sujeto de validación proporciona mediciones con 

alto grado de exactitud y precisión. 

 

 ESTUDIO DE COLABORACIÓN INTERLABORATORIOS: Esta propuesta 

es la más ampliamente aceptada para realizar la validación de un método 

analítico, sin embargo, es un procedimiento costoso y requiere de mucho 

tiempo, incluso años, para finalizar la validación. 

 

 COMPARACIÓN CON UN MÉTODO ACTUALMENTE ACEPTADO: Esta 

propuesta es generalmente llevada a cabo por un solo analista y consiste 

en utilizar los resultados de la técnica aceptada para corroborar o 

comprobar los valores obtenidos con la nueva técnica sujeta de validación. 

(Swartz y col. 1997). 

 

Una vez que se efectuó el número de repeticiones pertinentes de la técnica que 

esta siendo validada (por lo menos 20 ensayos), el siguiente paso consiste en dar 

el tratamiento de datos correspondientes, es decir, se deben aplicar las técnicas 

estadísticas para evaluar los factores de precisión, exactitud, reproducibilidad, etc. 

Para realizar lo anterior es necesario en primera instancia categorizar el método 

que se está validando, para de este modo poder establecer las pruebas que se 

requieren desarrollar, ya que como se mencionó anteriormente, no es necesario 

determinar todos los criterios estadísticos que se establecen en las guías de 

validación. 

51 
 



En el tabla 8 se muestra una síntesis de las técnicas y herramientas estadísticas 

que se aplican en la validación (Garfiel y col. 2000; Green, 1996; Eurachem Guide, 

1998). 

 

 
TABLA  8. TÉCNICAS Y HERRAMIENTAS ESTADÍSTICAS APLICADAS EN LA 

VALIDACIÓN 
 

TÉCNICA DE 
VALIDACIÓN 

 

DEFINICIÓN 
HERRAMIENTA 
ESTADÍSTICA 

 

SELECTIBILIDAD 

Se define como la capacidad de un método para identificar 

un análito especifico aun cuando este se encuentre en 

presencia de otros componentes. 

Prueba de 

hipótesis 

LINEALIDAD 

Se define como la habilidad de un método para obtener 

resultados que sean proporcionales a las concentraciones 

del análito de interés. La regresión lineal que se obtiene de 

graficar la respuesta del análito vs. su concentración, 

aporta ciertos parámetros que son fundamentales para la 

aceptación de la linealidad, estos valores son el coeficiente 

de correlación y la intersección con el eje Y.  

Regresión y 

correlación 

EXACTITUD 

Se define así a la cercanía que existe entre el valor 

obtenido del método a evaluar y un valor que es 

considerado como verdadero. Existen cuatro formas de 

evaluar este parámetro. La primera de ellas consiste en 

analizar una muestra de concentración conocida con el 

método sujeto de validación y cotejar los resultados 

obtenidos con los valores ideales o reales. Una segunda 

opción es realizar una comparación entre los resultados 

obtenidos con el nuevo método y aquellos que se recaban 

a partir de un método alternativo que de antemano se sabe 

de su exactitud. Las últimas dos opciones se basan en la 

recuperación de cantidades conocidas del análito dentro 

de una muestra.  

Prueba de 

hipótesis 

INTERVALO 
Se define así al grupo de concentraciones dentro del cual 

se presentan valores aceptables de precisión, exactitud y 

Prueba de 

hipótesis 
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linealidad. Una forma de obtenerlo es a partir de los 

valores de linealidad  y exactitud. 

PRECISIÓN 

Se denomina así a la dispersión o diferencia que se 

presenta entre los resultados obtenidos de varios ensayos 

de una muestra homogénea que se prepara bajo las 

mismas condiciones.  

Coeficiente de 

variación 

REPETIBILIDAD 

Es la cercanía que se da entre los resultados obtenidos de 

mediciones sucesivas realizadas por un mismo operador 

bajo las mismas condiciones experimentales en un periodo 

de tiempo corto. Se obtiene a partir de la repetición del 

método con varias muestras preparadas de la forma en 

que el método lo señala. 

Análisis de 

varianza 

REPRODUCIBILIDAD 

Consiste en determinar la precisión que existe entre los 

diferentes ensayos realizados por diferentes analistas en 

diferentes días a una misma muestra. 

Análisis de 

varianza 

LÍMITE DE 

DETECCIÓN 

Se conoce así a la concentración más baja del analito que 

es detectable. 

Desviación 

Estándar 

LÍMITE DE 

CUANTIFICACIÓN 

Es la concentración más baja del analito cuya exactitud y 

precisión pueden ser determinadas. 

Desviación 

Estándar 

ROBUSTEZ 

Se define como la habilidad para no mostrar cambio 

alguno en los resultados al realizar la prueba con 

pequeños cambios en los parámetros. Es importante 

mencionar que para evaluar este parámetro es factible 

realizar uno o varios cambios a la vez.  

Análisis de 

bloques aleatorios

Eurachem Guide. 1998. The Fitness for Purpose of Analytical Methods. A Laboratory Guide to Method 
Validation and Related Topics. Reino Unido. 
 
 

La tabla 8 muestra los parámetros que se cuantifican frecuentemente en la 

validación, a través de los cuáles se obtienen los datos suficientes para establecer 

si el método que está siendo validado, en efecto proporciona resultados 

confiables, así como también para  precisar las condiciones bajo las cuáles la 

técnica proporciona mejores resultados. Así mismo, para cuantificar dichos 

parámetros se utilizan diversas herramientas estadísticas, tales como prueba de 

hipótesis, coeficiente de variación, regresión y correlación, análisis de varianza, 

por citar las más usuales.   
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Aunado a lo anterior, es importante que se lleve a cabo por escrito un protocolo de 

validación, en el cual se reúnan los datos obtenidos a partir del método, se 

reporten las pruebas que se realizan a dichos datos así como sus respectivos 

resultados.  

 

Una vez realizada la validación es necesario monitorear los cambios posibles que 

se pudieran llegar a dar con el paso del tiempo, es decir, se requiere inspeccionar 

frecuentemente el método validado con el fin de detectar cambios de condiciones, 

personal, equipo, material, etcétera, los cuales son indicativos de la necesidad de 

plantear una revalidación de éste (Food and Drug Administration, 1987). 
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8.  DESARROLLO METODOLÓGICO 

ACTIVIDAD 8 ACTIVIDAD 10 ACTIVIDAD 11
PRECISIÓN LINEALIDAD RECUPERACIÓN 

(CV) (CORRELACIÓN) (PORCENTAJE)

DIAGRAMA 4. CUADRO METODOLÓGICO

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar la validación del método de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC) para cuantificar Ocratoxina A,
con la finalidad de emplear dicha técnica para la detección de concentraciones de esta micotoxina en sorgo.

OBJETIVO PARTICULAR 1
Garantizar la verificación del equipo en cuanto a su correcta instalación y funcionamiento, establecida por el proveedor de
este, estos puntos los realiza una compañía externa certificada por el proveedor del equipo.

ACTIVIDAD 1
Verificar la correcta instalación del equipo de
Cromatografia de Líquidos de Alta
Resolución (HPLC).

ACTIVIDAD 2

Verificar que el equipo cumpla con la calificación
(especificaciones) establecida por el proveedor.

OBJETIVO PARTICULAR 2
Efectuar corridas cromatograficas para determinar las mejores condiciones (columna, solvente, parámetros instrumentales)
de las sugeridas en la bibliografía para obtener el pico de interés del análito de investigación.

ACTIVIDAD 3 ACTIVIDAD 4

Preparar concentraciones del estándar de
Ocratoxina A y determinar la mejor resolución.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Obtener los datos que se requieren para realizar la validación del método de cuanticación de ocratoxina A por HPLC en sorgo.

ACTIVIDAD 9

Corridas de la muestra
contaminada con diferentes
concentraciones del estándar
(%Recuperación).

Preparar reactivos

Corridas de diferentes
concentraciones del estándar

ACTIVIDAD 5 ACTIVIDAD 6
Corridas de la muestra
sola (blanco).

ACTIVIDAD 7

ACTIVIDAD 12

OBJETIVO PARTICULAR 4
Realizar pruebas de validación a los datos de las repeticiones

Análisis de varianza

CONCLUSIONES Y 
DISCUSIÓN.

LÍMITE DE DETECCIÓN Y 
CUANTIFICACIÓN.

OBJETIVO PARTICULAR 5 
Análisis de resultados.
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8.1.  Descripción del Cuadro Metodológico 
En el diagrama 4 se muestra la metodología seguida para la realización del 

presente estudio, la cual consta de un objetivo general y de cinco objetivos 

particulares; éstos últimos cuentan con una serie de actividades y en conjunto 

buscan dar solución al objetivo planteado inicialmente (objetivo general). 
 

El Objetivo general consiste en desarrollar la validación del método de 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) para cuantificar Ocratoxina A, 

con la finalidad de emplear dicha técnica para la detección de concentraciones de 

esta micotoxina en sorgo, que pudiera llegar a afectar los rendimientos productivos 

en pollo de engorda. 

 

Para lograr lo anterior, se parte de la verificación de la correcta instalación y 

funcionamiento del equipo HPLC, posteriormente se tiene que verificar que el 

equipo cumpla con la calificación (especificaciones) establecida por el proveedor 

de éste. Estos puntos los realiza cada dos años una compañía externa certificada 

por el proveedor del equipo. 

 

El siguiente paso en la metodología corresponde al objetivo particular No. 2 y 

consiste en determinar las mejores condiciones cromatográficas (columna, 

disolvente, parámetros instrumentales) sugeridas en la bibliografía para obtener el 

pico de interés para el analito de investigación. Se prueban las diferentes 

condiciones cromatográficas utilizando un estándar del analito en cuestión  hasta 

encontrar la que visualmente nos de la mejor resolución de picos, un menor ancho 

de la base del pico y un menor tiempo de análisis (Quattrocchi y col., 1992).  

 

El objetivo particular 3 tiene como finalidad obtener los datos que se requieren 

para realizar la validación del método de cuantificación de Ocratoxina A por HPLC, 

para lograr lo anterior es necesario efectuar, de acuerdo con la bibliografía, 20 

repeticiones de la técnica bajo las mismas condiciones de trabajo para cada una 

56 
 



de las concentraciones del estándar establecidas y 10 repeticiones para cada una 

de las contaminaciones con estándar a la muestra. 

 

Una vez que se cuenta con los datos necesarios, el objetivo particular 4 busca 

utilizar dichos valores para efectuar las diferentes pruebas estadísticas que se 

requieren para la validación del método de cuantificación de Ocratoxina A por 

HPLC, tales como la prueba de hipótesis, coeficiente de variación, regresión lineal, 

correlación, coeficiente de variación y el análisis de bloques aleatorios para que, 

con estos resultados se pueda determinar la exactitud, selectibilidad, rango, 

precisión, linealidad, repetibilidad y robustez del método analítico. 

 

Por último, se procede al objetivo particular 5, en el cual se realiza el análisis de 

los resultados obtenidos en el objetivo particular 4 para con esto determinar que 

tan factible resulta el empleo del método de cuantificación de Ocratoxina A por 

HPLC para la detección de concentraciones de esta micotoxina en sorgo. 

 
Después de analizar los resultados se establecen las conclusiones finales del 

trabajo, las cuáles van orientadas a establecer si el método de cuantificación de 

Ocratoxina A por HPLC resulta ser una técnica efectiva para la detección de 

concentraciones de esta micotoxina en sorgo que pudieran llegar a afectar los 

rendimientos productivos en pollo de engorda. 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
9.1 Especificación de la Muestra 
Para la validación de la técnica de cuantificación de Ocratoxina A se utilizó  Sorgo, 

el cual se analizó en su forma original (blanco) y contaminado con un estándar 

comercial a concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb (spiked), cuantificándose 

por un método comercial de extracción y purificación (R-BIOPHARM RHONE 

LTD).   

 
 

 9.2. Preparación de los Estándares 
 

El  estándar utilizado fue adquirido en SIGMA ALDRICH con la siguiente 

identificación: 

 
Nombre de la 
Micotoxina 

No. 
Articulo 

Cantidad 

Ocratoxina  A O-1877 1 mg 
 
 
9.2.1 Determinación de la Pureza del Estándar  (AOAC. 1997) 
 
Debido a que el estándar de Ocratoxina A no cuenta con patrones nacionales o 

internacionales reconocidos, se documentan las bases que se usaron para la 

verificación de éstos. 

 

Para la cuantificación de la pureza del estándar de Ocratoxina A se realizó el 

siguiente procedimiento. 

 
 
 
9.2.1.1  Equipo y materiales: 
 
1.- Espectrofotómetro (Sequoia Turner, modelo 340). Capaz de medir de 200 a 

400 nm y certificado (ver anexo A, calibrado cada 6 meses). Este equipo se 

verificó de la siguiente manera: 
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a) Se determinó Absorbancia (A) a 3 soluciones de Dicromato de Potasio 

(K2Cr2O7) en Acido Sulfúrico (H2SO4) preparados como se indica en el punto 

de Reactivos inciso 2, a la máxima absorción lo más cercano a 350 nm, con 

ajuste de blanco empleando  H2SO4 0.018 N. 

 

La absorción molar (€) de cada concentración se calculó de la siguiente 

manera: 

 

€ = A x 1000/concentración en mM 

 

 

b) Se calculó el promedio de los 3 valores de € y se determinó el factor de 

corrección (CF) específico para el instrumento y las celdas sustituyendo en la 

ecuación: 

3160 

€ 

CF  == 

Donde 3160 es el valor para € de la solución de K2Cr2O7. Si el CF es <0.95 ó 

>1.05, se verificaba tanto la técnica como el instrumento, con el objeto de 

determinar y eliminar la causa de tener una correlación fuera de parámetros 

aceptados (se deben utilizar las mismas celdas en la calibración y en la 

determinación de pureza, para evitar variaciones debidas a estos factores). 

 

 

2.- Balanza Analítica (Sartorius, modelo BP301S). La balanza analítica empleada, 

tenia una sensibilidad de 0.0001 g y certificada   (ver anexo B, el equipo es 

calibrado cada 6 meses, en un Laboratorio de Calibración acreditado ante la 

EMA). 
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9.2.1.2. Reactivos: 
1.- Ácido Sulfúrico: Aproximadamente a 0.018 N; disolver 1ml H2SO4 en 2 l de  

H2O. 

 

2.- Soluciones De Dicromato De Potasio: 

 

a) Aproximadamente 0.25 milimolar (mM). Pesar exactamente 78 mg de 

K2Cr2O7  llevar a volumen de 1 l  de H2SO4  al 0.018N. 

 

b) Aproximadamente 0.125 mM. Diluir 25 ml de la solución 0.25 mM de 

K2Cr2O7 en H2SO4 al 0.018N en un matraz volumétrico, llevar a un volumen 

de 50 ml. 

 

c) Aproximadamente 0.0625 mM. Diluir 25 ml de la solución 0.125 mM de 

K2Cr2O7 en H2SO4 al 0.018N en un matraz volumétrico, llevar a 50ml de 

volumen. 

 

3.- Estándar De Ocratoxina A: 

 

a) 1 mg de Ocratoxina A 

 
4.- Preparación Del  Estándar. 

 

a) Para estándares de Micotoxinas que se reciben liofilizados o en cristales. 

  

Adicionar el volumen necesario de ácido acético-tolueno (1+99), para dar una 

concentración de 8-10 µg /ml de la toxina. Agitar vigorosamente por 1 minuto 

en vortex. 
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b) Para estándares de Micotoxinas en solución. Diluir la solución si es 

necesario, para ajustar a una concentración de 8-10 µg /ml  de Ocratoxina 

A. 

 

 

 

9.2.1.3.  Procedimiento para la Determinación de la Pureza del Estándar 
 

Se realizó un barrido de la solución de Ocratoxina A, desde 313 hasta 353nm, 

ajustando a cero con un blanco de la solución utilizada como disolvente, se graficó 

el barrido. Se determinó la concentración de la Micotoxina utilizando el cálculo de 

Absorbancia (A) a la longitud de onda de mayor absorción que se encuentre más 

cercana a 333 para Ocratoxina A, posteriormente se utilizó la siguiente ecuación: 

 

µg Micotoxina/ml = (A x MW x 1000 x CF) / € 

 

donde     CF = Factor de corrección del equipo 

 

              MW y € = Valores que se indican en la siguiente tabla: 

 
 

 
PESOS MOLECULARES Y ABSORCIÓN MOLAR PARA OCRATOXINA A 

 
MICOTOXINA 

 
MW 

 
€ 

Ocratoxina A 403 6500 
Association of Official Analitycal Chemists. 1997, Official Methods of Analysis of AOAC International. 
Ed. AOAC International,16 th. Edition. Gaithersburg, Maryland 20877-2417 USA, Secc. 971.22 A y B (ver 
49.2.03). Chapter 49, p  4. 
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9.3.   TÉCNICA PARA CUANTIFICAR OCRATOXINA A POR HPLC 
(Instrucciones de uso de Ochraprep). 
 
 

9.3.1. Preparación de Soluciones: 
 

1.  Solución de Desorción. 

 

Se preparó una solución Metanol HPLC/Ác. acético (98/2). 

 

 

9.3.2.  Extracción. 
 

1.  Se pesó 25g de muestra perfectamente molida y homogeneizada en un vaso 

para licuadora. 

2.  Se adicionó 100 ml  de Acetonitrilo/Agua (60:40).  

3. Se Agitó a máxima velocidad por 2 minutos (evitando al máximo el 

calentamiento de la extracción). 

4. Por último se filtró la mezcla obtenida, por papel Whatman No. 1 y se recibió el 

filtrado en un vaso de precipitados. 

 

 

9.3.3 Purificación 
1. Se tomó una alícuota de  4 ml, con pipeta volumétrica, del filtrado obtenido en el 

paso 4 de  extracción, se adicionaron 48 ml de Solución Reguladora de Fosfato 

(pH 7.4) en un vaso de precipitados y se mezclaron. 

2. Se filtró la mezcla por papel Whatman No.1 y se recibió el filtrado  en un vaso 

de precipitados. 

3. Se Acondicionó la columna de R-Biopharm para Ocratoxina A  pasando 20 ml 

de la Solución Reguladora de Fosfato (pH 7.4) a flujo libre a través de la misma. 

4. Una vez acondicionada  la columna, se pasó a través de la misma todo el 

filtrado obtenido en el paso 2 de purificación, a flujo libre (no se aplicó presión). 
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5. Al terminar de pasar el filtrado se pasaron 20 ml de agua destilada  a través de 

la columna (se  aplicó presión). 

6. Al terminar de pasar el agua destilada, se pasó aire a través de la columna  con 

ayuda de una jeringa  para eliminar el exceso de agua. 

7. Se adicionó a la columna 1.5 ml de solución de desorción  y se recibió el 

residuo de la solución de desorción en un vial color ámbar (no se aplicó 

presión).  Como se muestra en la Figura 2. 

 
 
 
 
 

Figura 2.  Columnas Ochraprep 
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Figura 3. Procedimiento de Purificación. 
 

 
8. Se evaporó el contenido del vial a sequedad en atmósfera  de nitrógeno. 

9. Se resuspendió el residuo en 1 ml de fase móvil y se agitó en vortex por 1 min. 

10.Por último se Inyectó en el equipo HPLC 20 µl. 
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10. VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA PARA OCRATOXINA “A”. 

 

10.1.  Repetibilidad 
 

Para iniciar la validación del método se realizó la prueba de repetibilidad, que es la 

precisión del método analítico expresado como la concordancia  obtenida entre 

determinaciones  independientes.  Por lo que se preparó a partir del estándar, 20 

muestras individuales  con una concentración final de 1.0 ng/ml, 5.0 ng/ml, 10.0 

ng/ml, 20.0 ng/ml, 30.0 ng/ml y 50.0 ng/ml de Ocratoxina A, las cuales fueron 

evaporadas en atmósfera de nitrógeno y resuspendidas en fase móvil, para 

después inyectarse en el HPLC. 

 

10.2.  Linealidad 
 

Para realizar la linealidad del método se obtuvieron los promedios de las 20 

muestras individuales con concentraciones finales de 1.0 ng/ml, 5.0 ng/ml, 10.0 

ng/ml, 20.0 ng/ml, 30.0 ng/ml y 50.0 ng/ml. 

 

10.3.  Recuperación. 
Para la evaluación del porcentaje de recuperación de Ocratoxina A. 

a) Se analizó el sorgo en su forma original (blanco) es decir sin contaminación 

del estándar, de acuerdo al procedimiento descrito en 8.3 (Técnica para 

Cuantificar Ocratoxina A por HPLC). 

 

b) También se analizó el sorgo contaminado (spike)  

• Se pesaron 25 g de sorgo perfectamente molido y homogeneizado en 

un vaso para licuadora.  Posteriormente se adicionó 0.25, 1.25, 2.5, 5.0, 

7.5 y 12.5 ml del estándar de referencia con una concentración de 100 

ng/ml de Ocratoxina A, para obtener concentraciones finales de la 

micotoxina de 1, 5, 10, 20, 30 y 50 ng/g de sorgo respectivamente.  
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11.  RESULTADOS 
 
11.1. Verificación del Equipo 
Como se mencionó en el capítulo anterior, la fase experimental inició con la 

verificación del equipo en relación a la verificación de su correcta instalación y 

funcionamiento por parte de una compañía externa (Hronos y Hronas).  En la Fig.  

3, se muestra el certificado correspondiente.  
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Figura 4. Certificado de Calificación del Cromatógrafo de Líquidos. 
 

 

Como lo demuestra este certificado, el HPLC estaba instalado y presentaba un 

funcionamiento de acuerdo a las especificaciones del fabricante, para la 

realización del presente trabajo. 
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En la Figura 5, se muestra el Cromatógrafo de Líquidos (marca Hitachi, modelo   

L-6200-Bomba; F-1080-Detector de Fluorescencia; D-2500-Integrador de Datos) 

empleado para llevar a cabo el presente estudio. 

 

Figura 5. Cromatógrafo De Líquidos De Alta Resolución (HPLC) 
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11.2.  Condiciones Cromatograficas  
 
 
11.2.1.  Determinación de la Pureza del Estándar 
 
Estándares evaluados:    Ocratoxina A 
 
Para la determinación de la pureza del estándar se obtuvieron los siguientes 

resultados: 

 
10.2.1.1.  Calibración del Espectrofotómetro. 
 
 

€ (0.25) = 0.718 x 1000 = 2872 
                           0.25 
 

€ (0.125) = 0.389 x 1000 = 3112 
                           
                            0.125 

€ (0.0625) = 0.197 x 1000 = 3152 
                            0.0625 

= 3045.33 

 

 
10.2.1.2.  Determinación de la concentración. 
 
Ocratoxina A (μg/ml) = 0.100 x 403 x 1000 x 1.03 = 6.38 μg/ml 

CF = 3160 = 1.03   (Especificación 0.95-1.05) 
 
       3045.33 

                                                        6500 
 

 

Esta  prueba determinó la concentración de la Ocratoxina “A”, registrándose un 

valor muy bajo de la micotoxina (esperado 10 μg/ml), posiblemente debido a una 

mala disolución del producto liofilizado. 
 
En la Figura 6, se muestra el estándar de Ocratoxina A empleado en el presente 

estudio.  
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Figura 6. Estándar De Ocratoxina “A” 

 
 
 
 

11.2.2.  Selección de las Condiciones Cromatográficas 
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Para la selección de las condiciones cromatográficas se realizó una revisión 

bibliográfica de los métodos por HPLC para la determinación de Ocratoxina “A”, 

llegando a la determinación que las mejores condiciones que producían 

cromatogramas  con mejor resolución y selectividad fueron las que se muestran en 

la Tabla 9 (Cohen y Lapointe ,1986;  Quattrocchi y col.1992): 

 
 
 

TABLA 9. CONDICIONES DE TRABAJO PARA LA DETERMINACIÓN DE 
OCRATOXINA A POR HPLC 

 

RHONE 

Fase móvil agua : acetonitrilo (60:40) 

+ 1% ácido acético. 

Fase 

estacionaria 

LICHROSPHER 100 

L = 125 mm;  

D.I. = 4 mm 

RP - 18  ;  5 µm. 

 

Velocidad de 

flujo 

 

2.0 ml/min. 

Detección Detec.de fluoresencia  

Emision  440 nm. 

Excitación 330 nm. 

Tiempo aprox.  

Retención. 

 

6-7 minutos 
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En la Figura 7, se muestra el cromatograma obtenido con las condiciones 

seleccionadas: 

 
FIGURA 7.  CROMATOGRAMA DE OCRATOXINA A 

 

 
 
 

 
 
 
11.3.  Datos para Validar la Técnica  
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11.3.1 Datos del Sistema 
 
11.3.1.1 Repetibilidad y Linealidad 
 
Como se estableció en el cuadro metodológico, la fase experimental siguiente fue 

la corrida de las diferentes concentraciones del estándar (1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb)  

para validar el sistema: 

En la siguiente tabla (tabla 10) se muestran los resultados de área bajo la curva de 

20 repeticiones de cada 6 diferentes concentraciones del estándar de Ocratoxina 

A (1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb). 

 

 
TABLA 10. ESTÁNDARES DE OCRATOXINA A  (AREA) 

 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 
1 2880 16831 34480 67636 107094 182045 
2 3240 16523 35637 73277 101450 169090 
3 3380 17142 33382 66450 101830 178606 
4 3483 16830 33810 69008 102790 182230 
5 3347 16207 32800 65820 106100 178399 
6 3364 15743 32420 68860 103690 172221 
7 3415 16696 32200 67460 103362 176413 
8 3613 15871 33150 68440 99980 172045 
9 3424 17618 35700 71274 105630 170065 
10 3372 16295 32450 68903 102454 171916 
11 3388 16679 32440 67880 104150 172358 
12 3170 18069 33080 67660 100833 168051 
13 3590 17361 33440 66860 103290 169523 
14 3405 16861 32930 68901 107100 175583 
15 3332 17106 32220 65889 103404 169582 
16 3254 16944 32610 65220 105911 171921 
17 3502 17345 34454 64840 100146 168514 
18 3142 17126 33230 66324 102045 176518 
19 3239 17988 32990 65444 100360 169097 
20 3363 16943 33230 69860 101320 178534 

PROMEDIO 3345 16909 33333 67800 103147 173636 
DESV. EST. 164 612 1022 2119 2261 4546 

C.V. 4.91 3.62 3.07 3.13 2.19 2.62 
 
En esta tabla 10 se puede observar que los coeficientes de variación que  se 

registraron se encontraron entre 2.19 y 4.91% para  la cuantificación por área, por 

otra parte, se pudo detectar,  que conforme aumenta la concentración del estándar 

de Ocratoxina A,  el coeficiente de variación disminuye (4.91% para 1 ppb y de 
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2.19 para 30 ppb), lo cual sugiere la conveniencia de trabajar a concentraciones 

de ocratoxina entre 5 y 50 ppb. 

 

A continuación se muestran los datos anteriores en la gráfica No. 1 donde se 

correlacionan los estándares de Ocratoxina A en función de la respuesta promedio 

del equipo HPLC como área bajo la curva, a partir de los datos de la tabla 10. 

 

GRAFICA NO. 1 LINEALIDAD DE LOS ESTÁNDARES DE OCRATOXINA A 
(AREA) 
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La gráfica No 1 muestra una casi perfecta linealidad (coeficiente de correlación = 

0.9998 y una ordenada al origen de cero) entre los diferentes estándares y las 

áreas bajo la curva promedio registradas por el HPLC.  
 
 
 
 
 
 
 
 

74 
 



En la Tabla No. 11 se muestran los resultados de altura de los picos de 20 

repeticiones de los 6 diferentes concentraciones del estándar de Ocratoxina A    

(1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb) estudiados. 
 

TABLA 11. ESTÁNDARES DE OCRATOXINA  A (ALTURA) 
 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 

1 116 768 1546 3110 4558 7681 
2 136 760 1495 3828 4981 8753 
3 154 866 1886 2707 4305 7737 
4 144 845 1910 3273 5030 8334 
5 135 805 1724 3407 5365 8909 
6 152 736 1520 3368 4719 7810 
7 139 661 1534 3406 5603 8910 
8 168 767 1450 2747 4906 7635 
9 173 703 1601 3160 4432 8711 
10 162 691 1463 3554 5205 7362 
11 131 716 1852 3093 4513 7526 
12 157 696 1774 3207 5590 8099 
13 112 678 1717 3948 4685 7428 
14 155 682 1811 2908 5476 8564 
15 151 677 1575 3564 5121 8369 
16 128 687 1598 3121 5828 7697 
17 111 725 1664 3801 5432 8423 
18 159 716 1413 2849 5705 8956 
19 124 732 1695 3774 4961 7869 
20 139 760 1702 3334 5889 8029 

PROMEDIO 142 734 1647 3308 5115 8140 
DESV. EST. 18 56 150 362 484 534 

C.V. 12.83 7.66 9.11 10.94 9.46 6.56 
 
En esta Tabla No. 11 se puede observar que los coeficientes de variación se 

registraron entre 6.56 y 12.83% para  la cuantificación por altura, los cuales en 

conjunto son superiores a los reportados para área (Tabla No. 10). En la presente 

tabla se observa al igual que en la Tabla No. 10 por área, que conforme aumenta 

la concentración del estándar de Ocratoxina A,  el coeficiente de variación 

disminuye.  Es interesante resaltar que los coeficientes de variación son mucho 

mayores por altura, que por área bajo la curva, lo cual sugiere trabajar por área y 

no por altura. 
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La gráfica No. 2, muestra la curva de correlación de los estándares de Ocratoxina 

A contra la respuesta promedio del equipo HPLC como altura de los picos, a partir 

de los datos de la tabla 11. 

 

 

 
GRAFICA NO. 2  LINEALIDAD DE LOS ESTÁNDARES DE OCRATOXINA A 

(ALTURA) 
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La gráfica No 2 muestra una casi perfecta linealidad (coeficiente de correlación = 

0.9990 y una ordenada al origen de cero) entre los diferentes estándares y las 

alturas promedio de los picos, registradas por el HPLC, aunque ligeramente menor 

en comparación con las registradas por el área bajo la curva (gráfica 1).  
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FIGURA 8. CROMATOGRAMAS DEL ESTÁNDAR DE OCRATOXINA “A” 
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La figura 8 representa la forma en que el HPLC responde y va registrando los 

picos a las diferentes concentraciones del estándar de Ocratoxina A (1, 5, 10, 20, 

30 y 50 ppb). 

 
 
11.3.1.2 Sensibilidad  (Límite de Detección y Límite de Cuantificación) 
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El límite de detección (LD) según la USP XXII es la menor concentración del 

analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una 

muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de 

concentración (%, ppm, ppb, etc). 

El límite de cuantificación corresponde según la misma referencia, a la menor 

concentración del analito que puede determinarse con precisión y exactitud 

razonables en las condiciones establecidas y se expresa también en unidades de 

concentración. 

Se calculó el límite de  detección  (3 desviaciones estándar del blanco) y el límite 

de cuantificación (10 desviaciones estándar del blanco)  (Quattrocchi y col. 1992). 

                                                Ybl +3 Sbl

Límite de detección=       ------------------- 
                                                        B 
 
                                                     Ybl + 10 Sbl

Límite de cuantificación=       ------------------- 
                                                          B 

 
Utilizando los datos de la tabla 10 y de la gráfica 1,  sustituyendo: 

 

                                                101.9  + (3 X 93.8) 
Límite de detección=       --------------------------------  =   0.11 ppb 
                                                        3452.2 
 

 

                                                      101.9  + (10 X 93.8) 
Límite de cuantificación=       --------------------------------  =   0.30 ppb 
                                                              3452.2 
 
 
 
11.3.2. Datos de la Técnica Seleccionada 
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11.3.2.1 Linealidad y Repetibilidad 
 
La fase experimental siguiente fue la corrida de 10 repeticiones de muestras 

contaminadas en 7 diferentes concentraciones del estándar (blanco, 1, 5, 10, 20, 

30 y 50 ppb)  para validar la técnica seleccionada, registrándose en la tabla 12: 

 
 

TABLA 12. PPB DE RECUPERACIÒN DE OCRATOXINA A 
 TEORICO 

 BLANCO 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 

 DATOS 
1 0.84 0.48 4.84 9.05 19.40 30.90 55.00 
2 1.33 0.94 8.14 14.45 27.30 27.58 45.63 
3 0 1.06 5.74 13.10 20.56 32.25 49.85 
4 0 1.02 5.35 10.49 18.37 25.54 42.46 
5 1.09 1.36 6.87 10.05 22.58 31.16 45.22 
6 3.84 0.75 6.06 6.45 18.97 29.40 50.28 
7 0 1.22 4.67 6.637 20.84 30.99 47.11 
8 0 0.80 5.64 9.21 19.63 27.53 52.31 
9 0.22 1.44 3.97 8.07 22.25 29.88 40.40 
10 0.60 1.55 4.54 11.15 28.38 39.10 50.92 

PROMEDIO 0.79 1.06 5.58 9.87 21.83 30.43 47.92 
DESV. EST. 1.18 0.34 1.23 2.58 3.45 3.67 4.56 

C.V. 149.06 31.64 22.01 26.16 15.80 12.07 9.52 
 
En la tabla 12 se puede  observar los valores cuantificados (ppb) para muestras 

contaminadas, detectándose una gran similitud entre el valor esperado y el 

promedio de las 10 repeticiones por cada valor del estándar. 

 

También se observa que los resultados de coeficiente de variación van 

disminuyendo conforme se incrementa la concentración de la Ocratoxina A (desde 

31.64% para 1 ppb hasta 9.52% para 50 ppb), siendo que a valores de 0 ppb 

(blanco) el resultado de CV es bastante alto (149.06 %). 
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A continuación se expone la gráfica de correlación de los valores teóricos de los 

estándares de Ocratoxina A contra el promedio de ppb detectadas, a partir de los 

datos de la tabla 12. 

 

 

 

GRAFICA NO. 3 LINEALIDAD DE LA RECUPERACIÓN (PPB) EN MUESTRAS 
DE SORGO CONTAMINADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

OCRATOXINA A. 
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La gráfica No 3 muestra una casi perfecta linealidad (coeficiente de correlación = 

0.9952 y una ordenada al origen de cero) entre los valores de los diferentes 

estándares teóricos y los promedios de las 10 repeticiones por estándar.  
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11.3.2.2  Recuperación. 
 
La exactitud del método, también conocida como error sistemático o tendencia, 

corresponde a la diferencia entre el valor obtenido y el valor verdadero 

(Quattrocchi y col . 1992), también con estos datos se evaluó la precisión del 

método el cual se expresa como porcentaje y sirve para describir y comparar la 

variabilidad o dispersión existente entre conjunto de datos (Toral,  2004), por lo 

que se transformaron los valores de la tabla No. 12  obteniéndose los resultados, 

plasmados en la Tabla 13: 

 
TABLA 13. PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN  (AREA) 

 1 5 10 20 30 50 
1 48.00% 96.80% 90.50% 97.00% 103.00% 110.00% 
2 94.00% 162.80% 144.50% 136.50% 91.93% 91.26% 
3 106.00% 114.80% 131.00% 102.80% 107.50% 99.70% 
4 102.00% 107.00% 104.90% 91.85% 85.13% 84.92% 
5 136.00% 137.40% 100.50% 112.90% 103.87% 90.44% 
6 75.00% 121.20% 64.50% 94.85% 98.00% 100.56% 
7 122.00% 93.40% 66.37% 104.20% 103.30% 94.22% 
8 80.00% 112.80% 92.10% 98.15% 91.77% 104.62% 
9 144.00% 79.40% 80.70% 111.25% 99.60% 80.80% 
10 155.00% 90.80% 111.50% 141.90% 130.33% 101.84% 

PROMEDIO 106.20% 111.64% 98.66% 109.14% 101.44% 95.84% 
DESV. EST. 33.60% 24.57% 25.81% 17.24% 12.24% 9.12% 

C.V. 31.64% 22.01% 26.16% 15.80% 12.07% 9.52% 

 
 

La tabla 13 muestra los porcentajes de recuperación a las diferentes 

concentraciones establecidas, observándose una recuperación general entre 48 y 

162% y nuevamente una variabilidad (coeficiente de variación) que disminuye 

conforme se incrementa la concentración del análito (31.64% para 1 ppb  y 9.52% 

para 50 ppb). 
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La siguiente gráfica (No. 4) registra el grado de variación de las muestras 

contaminadas con Ocratoxina A, a partir de los datos de la tabla No 13. 
 
 
 
 

GRAFICA 4. VARIABILIDAD DEL PORCENTAJE DE RECUPERACIÓN EN 
MUESTRAS DE SORGO CONTAMINADAS CON DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE OCRATOXINA A. 
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Se puede observar en la gráfica 4 como conforme aumenta la concentración de 

Ocratoxina A la variación en los porcentajes de Recuperación va disminuyendo, 

aunque al obtener los promedios, estos sean muy cercanos al 100%. 

82 
 



 
 
 

La siguiente gráfica (No. 5) muestra los coeficientes de variación de los 

porcentajes de recuperación en muestras de sorgo contaminadas con diferentes 

concentraciones de Ocratoxina A. 

 
 

 
 

GRAFICA 5. COEFICIENTE DE VARIACIÓN DEL PORCENTAJE DE 
RECUPERACIÓN  
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La gráfica No 5 muestra claramente como el coeficiente de variación para las 10 

repeticiones por cada estándar van disminuyendo conforme se va aumentando la 

concentración del estándar de Ocratoxina A (desde 31.64% para 1 ppb hasta 

9.52% para 50 ppb). 
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FIGURA 9.  CROMATOGRAMAS DE LA RECUPERACIÓN DE OCRATOXINA 
“A” EN SORGO 
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La figura 8 representa la forma en que el HPLC responde y va registrando los 

picos de la muestra de sorgo contaminado con las diferentes concentraciones del 

estándar de Ocratoxina A (1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb). 
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11.3.2.3  Robustez 
 

El análisis de la varianza de las muestras es un método utilizado para efectuar la 

comparación entre las medias de distintas poblaciones. 

  

Para realizar dicha comparación es necesario partir del establecimiento de una 

hipótesis nula y su alternativa correspondiente, las cuáles involucran a las medias 

de las poblaciones que están siendo evaluadas (Toral,  2004). 

 

Las hipótesis establecidas son las siguientes: 

 

Ho:   μ1 = μ5 = μ10 = μ20= μ30= μ50 

H1:   Al menos una media es diferente 
 
En la tabla 14 se resumen los resultados obtenidos del análisis de varianza 

realizado a los promedios de los porcentajes de recuperación para los estándares 

de Ocratoxina A que se establecieron (1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb). 
 
 
 
 
TABLA 14. ANÁLISIS DE VARIANZA DE RECUPERACIÓN A DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DEL ESTÁNDAR DE OCRATOXINA A. 
  

   
RESUMEN   

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 
1 10 10.62 1.062 0.1129066 
5 10 11.164 1.1164 0.0603536 

10 10 9.8657 0.98657 0.0666233 
20 10 10.914 1.0914 0.0297364 
30 10 10.14433333 1.014433333 0.0149823 
50 10 9.5836 0.95836 0.0083220

1 
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ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados 

F Probabilidad Valor 
crítico 
para F 

Entre grupos 0.191168567 5 0.038233713 0.7831 0.56630 2.3860
Dentro de los 
grupos 

2.636319583 54 0.048820733  

   
Total 2.82748815 59  
 
 
En la tabla 14 se muestra el valor P obtenido para cada una de las 

concentraciones analizadas (1, 5, 10, 20, 30 y 50 ppb), el cual, como se mencionó 

anteriormente, tiene como finalidad medir la confianza para rechazar o aceptar la 

hipótesis nula de acuerdo con el nivel de significancia que se maneje, mismo que 

para este caso en particular es de 0.05. Los resultados indican que no existen 

diferencias significativas entre las medias de los porcentajes de Recuperación a 

las diferentes concentraciones del estándar de Ocratoxina A en Sorgo, ya que el 

valor de P (0.56630) es mayor que el nivel de significancia (α= 0.05), por lo que se 

acepta la hipótesis nula, o sea que no existen diferencias significativas entre las 

medias de las diferentes concentraciones analizadas. 
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12. ANÁLISIS DE RESULTADOS 
 
12.1. Verificación del Equipo. 
 
El certificado de calibración del equipo HPLC (CLAR) marca Hitachi mostrado en 

la Fig.  4 (PAG. 66 y 67),  verifica que el equipo empleado para el presente estudio 

cumplía con las características necesarias para los procedimientos de calificación, 

especificaciones y criterios de Hitachi Inc., haciéndolo apto para la realización del 

presente estudio.  

 

La calibración del equipo HPLC se realizaba de forma anual por indicaciones del 

proveedor, sin embargo hace un par de años y después de la emisión de la NMX-

EC-17025-IMNC:2006 “Requisitos Generales para la Competencia de los 

Laboratorios de Ensayo y de Calibración” en donde se establece  que es 

responsabilidad del propietario y/o usuario determinar la vigencia de la calibración 

o medición de acuerdo a su frecuencia de uso, mantenimiento y programa de 

calibración establecido, se fijo el período de calibración cada 4 años basados 

principalmente en la disminución en el uso de este equipo, aunado al aumento en 

el costo de la calibración y al creciente aumento  en el uso de Kits rápidos para 

analizar Micotoxinas, obviamente previa validación de estos con respecto al 

HPLC. Hay que aclarar que independientemente de que no se realice la 

calibración al equipo  de forma anual, si se realiza el mantenimiento anual al 

mismo y se realizan calibraciones internas. En el momento que se detecta una 

desviación en los resultados esperados al trabajar con estándares, se llama al 

personal de mantenimiento para la corrección correspondiente y calibración 

posterior. 
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12.2.  Preparación y determinación de la pureza del estándar 
 
Debido a la falta de compañías que emitan certificados de estándares de 

micotoxinas, principalmente después de los atentados a las Torres Gemelas del 

11 de Septiembre en Estados Unidos, se decidió seguir las indicaciones de la 

Association of Official Analitycal Chemists (AOAC, 1997) para la preparación y 

determinación de la concentración de la Ocratoxina A, el resultado obtenido 

(11.2.1. pag. 69) refleja una pobre recuperación (6.38 μg/ml) al resuspender la 

micotoxina liofilizada en la solución de Tolueno - Ac. Acético, ya que se esperaba 

una concentración final de 10 μg/ml, lo cual indica una solución de tan sólo el 

63.8% de recuperación de la toxina, posiblemente debido a: 

 

A. Mala calibración del Espectrofotómetro. 
B. Que el estándar de Ocratoxina no era de 1 mg como decía la etiqueta y el 

certificado. 
C. Una mala agitación por lo que no se logró una correcta dilución de la 

Ocratoxina A. 
 

La opción A y B puede ser descartarla debido a que al mismo tiempo que se 

preparó el estándar de Ocratoxina A se prepararon otras 4 micotoxinas 

(Aflatoxinas, Zearalenona, Vomitoxina y T2) con 1 mg, reportándose valores para 

estas de entre 8 y 10 μg/ml al cuantificarlas con el mismo Espectrofotómetro, 

solamente la Ocratoxina fue la que resultó por debajo de los 8 μg/ml, lo cual 

sugiere que el problema que se dio fue un error humano, es decir la agitación 

inadecuada para lograr una efectiva dilución del estándar fue el motivo principal de 

este resultado. Para futuras preparaciones de este estándar se aumentará el 

tiempo de agitación y el número de lavados que se realizan al envase original de 

la micotoxina, para evitar que este problema se presente nuevamente. 
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12.3.  Selección de las condiciones cromatográficas 
 
El cromatograma mostrado en la Figura 7 (pag. 72) muestra una excelente 

separación del analito a evaluar, el ancho del pico y la línea base son buenos (pico 

gaussiano) (Quattrocchi y col. 1992),  además de que el tiempo de corrida de cada 

estándar es menor a 10 minutos (tiempo de aparición del analito de 5-6 minutos) 

(Cohen y Lapointe, 1986).  

 

 

12.4. Datos Del Sistema 
A continuación se muestran 2 Tablas No. 15 y 16 donde se concentran los 

resultados de las tablas 10 y 11 (pag. 73 y 75) respectivamente. 

 

 

TABLA 15. COEFICIENTES DE VARIACIÓN DE DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE ESTÁNDARES DE OCRATOXINA  A (AREA) 

 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 
PROMEDIO 3345 16909 33333 67800 103147 173636 
DESV. EST. 164 612 1022 2119 2261 4546 

C.V. 4.91 3.62 3.07 3.13 2.19 2.62 
R2= 0.9998 

 
 
 

TABLA 16. COEFICIENTES DE VARIACIÓN DE DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE ESTÁNDARES DE OCRATOXINA  A (ALTURA) 

 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 
PROMEDIO 142 734 1647 3308 5115 8140 
DESV. EST. 18 56 150 362 484 534 

C.V. 12.83 7.66 9.11 10.94 9.46 6.56 
R2= 0.9990 

 
 
En las tablas No. 15 y 16  se muestran los datos promedio del área bajo la curva y 

la altura de los picos del analito respectivamente (promedio de 20 

determinaciones), de  estas 2 tablas se establece que es mejor cuantificar una 

determinación de Ocratoxina “A” basándose en el área, ya que el coeficiente de 
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variación promedio es menor (3.25% promedio para área y 9.42% para altura) y se 

obtiene un mejor coeficiente de correlación (0.9998 en área vs. 0.9990 en altura).   

 

En lo referente al coeficiente de variación aunque la bibliografía establece un 

máximo de 3% también establece que para una determinación a niveles trazas 

como esta (ng/ml), puede no ser posible la precisión indicada, resultando 

apropiados valores entre 5 y 10% o mayores (para área es de 3.25%, es decir 

aceptable) (Quattrocchi y col.1992). 
 

Por otra parte éstas 2 tablas indican que el equipo bajo las condiciones 

establecidas está entregando una respuesta lineal a las diferentes 

concentraciones del análito (arriba de 0.999 como coeficiente de correlación), lo 

cual es una relación casi perfecta. Se afirma lo anterior debido a que la bibliografía 

recomienda un coeficiente de correlación de mínimo  0.99 y para casos especiales 

por arriba de 0.9 seria suficiente (Quattrocchi y col.1992). 
 

El límite de detección o la concentración mínima que puede ser detectada pero no 

cuantificada fue de 0.11 ppb. Mientras que el límite de cuantificación o la 

concentración mínima que puede determinarse con un nivel aceptable de exactitud 

y presición fue de 0.3 ppb. Sin embargo el rango de cuantificación que se utilizó 

para este estudio fue de 1 a 50 ppb y es el rango con el que se debe trabajar para 

reportar resultados con las especificaciones de exactitud y presición establecidas.  
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12.5. Datos de la técnica seleccionada 
 

La siguiente tabla (No. 17) registra los datos concentrados de la tabla No 12. 

TABLA 17. COEFICIENTE DE VARIACIÓN DE DIFERENTES CONCENTRACIONES 

(ppb) DE RECUPERACIÒN DE OCRATOXINA A 
TEORICO 

 BLANCO 1 ppb 5 ppb 10 ppb 20 ppb 30 ppb 50 ppb 
 DATOS 

PROMEDIO 0.79 1.06 5.58 9.87 21.83 30.43 47.92 
DESV. EST. 1.18 0.34 1.23 2.58 3.45 3.67 4.56 

C.V. 149.06 31.64 22.01 26.16 15.80 12.07 9.52 

 
R2= 0.9952 

 
 
En la  tabla 17 se demuestra la buena correspondencia entre la concentración del 

analito y la respuesta del equipo (R2= 0.9952), la ordenada al origen con un valor 

de cero expresa la casi perfecta correlación de los datos. 

 

Al observar los cromatogramas y analizar estadísticamente los resultados se 

detecta que la matriz no presenta interferencias  que puedan afectar la exactitud 

del método y que se verían reflejadas en la falta de correspondencia de los datos. 

 

Los datos de coeficiente de variación para las diferentes concentraciones del 

analito reflejan la precisión del método, para el caso de la muestra blanco (sin 

adición de la ocratoxina A), se presenta una variación muy alta (149%),  esto 

puede ser debido a que es muy difícil, sino es que casi imposible contar con una 

muestra que este completamente  libre de la micotoxina, en esta muestra se 

detectaron valores entre  0.0 y 3.84 ppb de Ocratoxina, lo que indica la variabilidad 

de las micotoxinas en los granos y hasta en una misma muestra. Para el caso de 

las muestras contaminadas con el estándar los coeficientes de variación van de 

31.64% para 1 ppb hasta de 9.52% para 50 ppb, que también son valores altos ya 

que la bibliografía recomienda máximo 3%.   Los resultados obtenidos refuerzan la 

necesidad de contar con una muestra homogénea y representativa, que no 



siempre es fácil conseguir, ya que el analista en el laboratorio no es siempre la 

persona que tomó la muestra y en ocasiones, no se cuenta con suficiente muestra 

para realizar homogeneizar adecuadamente la muestra y realizar las repeticiones 

que permitan detectar si fue un error experimental o una muestra mal 

homogeneizada. 

 

La Tabla No. 18 registra los datos concentrados de la tabla No 13 (pag. 81). 

 

TABLA 18. COEFICIENTE DE VARIACIÓN DE DIFERENTES 
CONCENTRACIONES (%) DE RECUPERACIÒN DE OCRATOXINA A 
 1 5 10 20 30 50 

PROMEDIO 106.20% 111.64% 98.66% 109.14% 101.44% 95.84% 
DESV. EST. 33.60% 24.57% 25.81% 17.24% 12.24% 9.12% 

C.V. 31.64% 22.01% 26.16% 15.80% 12.07% 9.52% 

 

 

En cuanto a la exactitud del método la Tabla No. 18 muestra los promedios de los 

porcentajes de Recuperación de 10 repeticiones para cada concentración del 

estándar establecida (1, 5, 10, 20, 30, 50 ppb). Los promedios reflejan una 

recuperación promedio del analito de interés de entre 95.84% y 111.64% y que 

corresponden a lo reportado por la bibliografía que es de mínimo el 93% para este 

tipo de columnas y técnica (Gimeno y Martins, 1998).   Los menores coeficientes 

de variación se obtienen a las mayores concentraciones y viceversa, por lo cual se 

recomienda que de ser posible se trabaje en la zona de 20 a 50 μg/ml, sin 

embargo es dificil predecir la concentración que de ésta toxina puede tener una 

muestra que va a ser analizada.  

 

Debido a que en el análisis de varianza el valor de P obtenido a las distintas 

concentraciones es significativamente mayor que el nivel de significancia, se 

acepta la hipótesis nula, con lo cual se establece que no existen diferencias 

significativas entre los valores de las recuperaciones promedio reportados a las 

distintas concentraciones, por lo que, de lo anterior se deduce que los porcentajes 

de recuperación obtenidos en las repeticiones y a las concentraciones estudiadas 
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son prácticamente iguales entre sí y debido a ello resulta correcto cuantificar 

Ocratoxina A con las diferentes concentraciones establecidas, ya que se obtendrá 

un porcentaje de recuperación superior al 95% ya sea a 1 ppb o a 50 ppb. 

  

La técnica estudiada posee una repetibilidad (de 33.60% a 9.12%) superior a lo 

requerido por la bibliografía que es de máximo 2%, por lo que, se requerirá que 

mientras más exactitud necesitemos más repeticiones  tendremos que realizar 

(mínimo 4) para lograr un valor real a un 95% mínimo de recuperación. En cuanto 

a la reproducibilidad, misma que determina que tanta dispersión existe entre los 

resultados obtenidos en los diversos ensayos realizados por diferentes analistas, 

para este caso en particular no puede ser evaluada, ya que sólo se cuenta con los 

datos reportados por un analista, siendo el principal factor para esta decisión el 

económico (Swartz y col., 1997). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

93 
 



 
13.  CONCLUSIONES 

 
 
1. Las pruebas que realiza la compañía representante del proveedor del equipo, 

para realizar la calificación del mismo son muy completas, abarcando las 

pruebas de la validación pero con estándares certificados específicos para las 

pruebas en el equipo, que aunque de una forma más sencilla verifican el 

funcionamiento correcto del equipo; por lo que se puede asegurar, la 

calibración aunada con el mantenimiento anual del Cromatógrafo de Líquidos 

de Alta Resolución (CLAR o HPLC) debe funcionar adecuadamente durante el 

período de vigencia de la calibración y la validación. 

2. La norma ISO 9000:2000 establece  “El equipo de medición debe de calibrarse 

o verificarse a intervalos especificados o antes de su utilización, comparado 

con patrones de medición trazables a patrones de medición nacionales o 

internacionales; cuando no existan tales patrones debe registrarse la base 

utilizada para la calibración o verificación” (NMX-CC-9001-IMNC-2000). Debido 

a que es difícil actualmente contar con un estándar de Ocratoxina A certificado 

contra patrones nacionales o internacionales por la naturaleza peligrosa del 

estándar y por las restricciones para la importación de éste, en el presente 

trabajo se registraron las bases utilizadas para la verificación de la 

concentración del estándar, siendo esta una técnica del AOAC (1997). Por lo 

que se considera que fue adecuada la selección del método para la 

cuantificación de la concentración del estándar de Ocratoxina A, aunque 

desafortunadamente se concluye que no se realizó adecuadamente la dilución 

del estándar original, ya que la concentración obtenida fue de 6.38 μg/ml y la 

esperada era de 10 μg/ml. 

3. El Objetivo General de este trabajo  “Desarrollar la validación de un método de 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC) para cuantificar 

Ocratoxina A en Sorgo”, se cumplió gracias a que la validación se dirigió a 

efectuar las corridas en una dirección segura o con buenas probabilidades de 

éxito, para evitar pruebas innecesarias, por lo que se decidió realizar una 

investigación bibliográfica dirigida al analito específico o que pudieran aportar 
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información útil para la selección de las mejores condiciones (Cohen  y 

Lapointe, 1986; Quattrocchi y col.1992). Basándose en el resultado obtenido 

(cromatograma) y sus características ya explicadas (línea basal, ancho del pico 

y asimetría), se concluye que la selección de las condiciones cromatográficas y 

la implantación de estas en el equipo fueron las adecuadas.   

4. Con base en los datos obtenidos del sistema, se concluye utilizar el área para 

la cuantificación de Ocratoxina A, demostrándose que el equipo entrega una 

respuesta lineal (R2= 0.9998) y un coeficiente de variación aceptable (3.25%).  

5. También se concluye que el equipo y las condiciones establecidas 

proporcionan una respuesta adecuada al análito de interés y esta se encuentra 

libre de interferencias de otros componentes (Selectividad).  

6. La técnica seleccionada para cuantificar Ocratoxina A por HPLC en Sorgo 

presenta una buena linealidad (R2= 0.9952).  

7. El uso de  columnas de inmunoafinidad permitió una limpieza de las posibles 

interferencias (pigmentos, proteínas, grasas, etc.) que pudieran afectar la 

exactitud del método. Sin embargo la precisión del método no es la más 

adecuada, ya que la bibliografía recomienda que el coeficiente de variación sea 

menor a 3% y se obtuvieron variaciones de ésta de 31.64% para 1 ppb hasta 

de 9.52% para 50 ppb, lo que expresa una variabilidad atribuible en la mayor 

parte a las bajas concentraciones del análito (ng/ml) y que debe de 

contemplarse al momento de realizar las determinaciones de Ocratoxina A de 

forma rutinaria. Contemplando la dificultad de la purificación de la matriz y las 

bajas concentraciones esperadas del análito (ppb), la bibliografía acepta hasta 

un 5-10% o mayores, por lo que se tiene que establecer que para el intervalo 

de 1 a 50 ppb se registre una variabilidad que va del 31.64% al 9.52% para 

esta técnica seleccionada.  

8. La exactitud del método basándose en los porcentajes de recuperación es muy 

buena, registrándose para esta técnica valores superiores al 95% el cual 

cumple con el parámetro establecido por la bibliografía que es de mínimo 93%. 

9. Sin embargo la sensibilidad del método es alta (LC = 4.33 ppb, LD = 12.59 

ppb). Es decir cualquier valor menor a 4.33 ppb se debe reportar como cero y 

cualquier valor entre 4.33 ppb y 12.59 ppb no presentan una buena exactitud y 
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presición, por lo que estos datos se deberán repetir por lo menos 4 veces y 

reportar con su porcentaje de desviación (25.19%). 

10. El análisis de varianza indica que en el intervalo de concentraciones 

seleccionado de la Ocratoxina A (1-50 ppb) los resultados no presentarian 

cambios  o diferencias significativas. 

11. Por último, de acuerdo con los resultados obtenidos, la robustez que presenta 

el método de “Determinación de Ocratoxina A en Sorgo por HPLC” no es 

adecuada y deberá ser considerada en las determinaciones rutinarias, ya que 

al ser ésta la habilidad que posee un método para no mostrar cambio alguno 

en los resultados al realizar la prueba con pequeños cambios en los 

parámetros, los datos estadísticos muestran que cuando se variaron las 

concentraciones del estándar los porcentajes de recuperación pueden cambiar, 

además de que los coeficientes de variación disminuyen conforme aumenta la 

concentración del estándar, por lo que se deberá de cuidar no cambiar ningún 

paso o condición analítica para conservar la confiabilidad del método, además 

de informar la variabilidad del método al reportar los resultados.  

12. Por todo lo anterior y de acuerdo con el objetivo general del presente estudio, 

se concluye que el método de cuantificación de Ocratoxina A por HPLC resulta 

ser una técnica efectiva para la detección de concentraciones de esta 

micotoxina en sorgo. 
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14.  RECOMENDACIONES. 
 

13.1. De los resultados se observa que conforme aumenta la concentración de la 

micotoxina, el coeficiente de variación disminuye, es decir seria mejor cuantificar 

niveles de Ocratoxina “A” por arriba de los 30 ppb. En el ámbito nacional aún no 

hay una regulación para ésta micotoxina, la Unión Europea establece valores 

entre 1 y 100 ppb para las diferentes especies de animales y de 100 ppb máximo 

para aves de corral (Diario Oficial de la Unión Europea, 2006), aunque esto en la 

práctica sea irreal  ya que normalmente se manejan valores máximos entre 1.0 y 

20.0 ppb. 

 

13.2 La técnica de HPLC como lo demuestra este trabajo, proporciona datos muy 

seguros, sin embargo se trata de una técnica costosa ($), inicialmente por la 

inversión del equipo, posteriormente el costo de los consumibles (columnas, papel, 

solventes) y por último el mantenimiento por compañías certificadas y autorizadas 

por el proveedor del equipo, además de que se requiere personal capacitado. 

Actualmente se cuenta con Kits rápidos de la Técnica de ELISA de diferentes 

marcas que han ido evolucionando y que proporcionan datos confiables 

(obviamente siempre y cuando las técnicas sean validadas para conocer sus 

limitaciones). Estas técnicas de ELISA son más baratas y bastante más rápidas, 

por lo que podrían emplearse para ciertas determinaciones en donde no sea tan 

necesario contar con la exactitud y precisión del HPLC. 

 

13.3. La evolución de las compañías dedicadas al análisis de Micotoxinas ha sido 

continua, pero desafortunadamente no suficiente y combinado con los sucesos del 

11 de Septiembre en las Torres Gemelas de E.U han propiciado que sea difícil y 

complicado la importación de Estándares de Micotoxinas, por lo que se considera 

prioritario continuar buscando una empresa seria que certifique los estándares y/o 

valide los resultados que reportan los laboratorios. 
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13.4. Debido a que el método seleccionado reporta una alta variabilidad 

(precisión), la recomendación sería repetir la determinación por lo menos 4 veces 

sin modificar las condiciones establecidas y realizar una determinación por un 

método alterno para verificar el resultado. 
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