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RESUMEN

Las Aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios (bis-dihidro-furanocumarinas)
con propiedades cancerigenas potentes. EI hombre ingiere continuamente AF en
multitud de alimentos y estas pueden producir diferentes tipos de cancer, abortos,
vomitos, diarreas y hemorragias internas que pueden causar la muerte. Dado lo anterior
es de gran importancia realizar la identificacion y cuantificacion de AF en pistache ya
gue es una oleaginosa muy susceptible.

Este estudio consistio en el analisis de 55 muestras de pistache de las cuales 48
eran provenientes de la Ciudad de México, seis de la ciudad de Estambul en Turquia y
una de Santorini en Grecia. Para el analisis las muestras se prepararon y extrajeron
para llevar a cabo la identificacion y cuantificacion de AF.

Los resultados demostraron que todas las muestras se encontraban
contaminadas aunque con niveles muy bajos.

El 36.36% de las muestras se encontraron contaminadas con AFB; (0.10 a 4.15
ng g ), el 100% de las muestras con AFB, (0.01 a 4.00 ng g), el 100% con AFG; (0.02
a 1.02 ng g™, el 56.36% con AFG, (0.46 a 8.09 ng g™) y el 100% con AFt (0.04 a 8.39
ng g”).

Las muestra mas contaminada por AFB; (4.15 ng g%) y AFG; (1.02 ng g™) fue la
proveniente de la delegacion Xochimilco del Mercado de Xochimilco, por AFB, (4.00 ng
g}) fue la del Mercado Tulyehualco de la delegacién Xochimilco, por AFG; (8.09 ng g™)
y AFt (8.39 ng g™) fue una de las seis muestras del Mercado Bazar de las Especias de
la ciudad de Estambul en Turquia.

Mediante el analisis estadistico de los resultados se encontré que existe
diferencia significativa entre el contenido de AF (Bi, B,, G1, G, y total) y el lugar de
origen de las muestras, esto se debe a que la concentracion de AF en algunas

muestras fue superior a las demas.



viii
ABSTRACT

Aflatoxins (AF) are secondary metabolites (bis-dihydro-furancoumarins) with
potent carcinogenic properties. The man consume AF continuously in many foods and
they can produce different types of cancer, abortions, vomiting, diarrhea and internal
bleeding that can cause death. Accordingly, it was very important to include the
identification and quantification of AF in pistachio as it is a very sensitive oilseed.

This study involved the analysis of 55 samples of pistachio seeds from which 48
were from Mexico City, six from the city of Istanbul in Turkey, and one from Santorini in
Greece. Samples for analysis were prepared and extracted to carry out identification and
guantification of AF.

Although the samples had very low aflatoxin levels, all of them were
contaminated. A 36.36% of the samples were contaminated with AFB1 (0.10 to 4.15 ng
g1), 100% of the samples with AFB; (0.01 to 4.00 ng g), 100% with AFG; (0.02 to 1.02
ng gt), a56.4% with AFG, (0.46 to 8.09 ng g™*) and 100% with AFt (0.04 to 8.39 ng g™).
The most contaminated samples were, with AFB; (4.15 ng g*) and AFG; (1.02 ng g%)
were from Xochimilco market; by AFB, (4.00 ng g*) was from the Tulyehualco market
also in Xochimilco; by AFG2 (8.09 ng g) and total AF (8.39 ng g*) was one of the six
samples from the Spice Bazaar market in the city of Istanbul, in Turkey.

The Statistical Analysis of the results showed that a significant difference exists
between the content of AF (B, B2, Gi1, G, and total aflatoxin), and the place of origin of
the samples, this is because the concentration of aflatoxins in some samples was higher

than in others.



|. INTRODUCCION
1.1. Generalidades del cultivo de pistache.

El pistache (Pistacia vera L.) de la familia Anacardiaceae tiene un fruto seco, ovalado,
con cascara exterior dura, lisa y de color marrén claro (Figura 1), con una semilla color
amarillo verdosa que es la parte comestible, de olor grato y sabor suave. Se origind en Asia
central y occidental, y los cultivos se extendieron a los paises mediterraneos, principalmente
a ltalia. Actualmente su cultivo se desarrolla en Asia, todos los paises del sur de Europa,
parte de Africa y de Sudamérica, asi como sur de Estados Unidos (California, Texas, Arizona
y Nuevo México) (Diaz, 2004; Ballistreri et al., 2010). El pistache es uno de los frutos secos
preferidos en el mundo y se cultiva en zonas salinas, secas y calurosas pues su resistencia a
las altas temperaturas, a la sequia e intolerancia a la humedad es superior a la de otros
frutales. Se cultiva en suelos que no son aptos para otros cultivos frutales (Set, 2009; Vitale et
al., 2013).

A menudo los pistaches se comen y exportan crudos, tostados y salados para su
posterior utilizacidon en postres, helados y dulces (Pittet, 1998; Freire et al., 2000, Set &

Erkmen, 2010)_ El pistache se emplea en reposteria para la elaboracién de helados, tartas y

pasteles asi como para aromatizar platos de cocina como condimento (Diaz, 2004).

Figura 1. Pistache (Pistacia vera L.) de la Familia Anacardiaceae.

El nombre espafiol del arbol pistachero es alfoncigo 6 alfonsigo (Figura 2),
generalmente no supera los 10 m de altura, sus flores son purpuras y pequefias, es una

planta de lento crecimiento que fructifica hasta los 12 afios, llegando a sus mayores cosechas
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a los 30 afos. Los pistaches se recolectan cuando la cubierta exterior se desprende con
facilidad, una simple vibracion del arbol tira los pistaches que generalmente se recogen en
lonas (Diaz, 2004).

Figura 2. Pistachero.

El pistache es uno de los frutos secos mas populares en el mundo por su alto valor
nutritivo y sabor Unico, contiene grasas, proteinas, hidratos de carbono, vitaminas y minerales
(Tabla 1). Existen diferencias en el contenido y tipo de acidos grasos del pistache (Vazquez
et al., 2005), como son el &cido oleico del 54.7 al 71.8 %, acido linoleico del 16.7 al 35.3 %,
acido palmitico del 7.2 al 10.5 %, &cido esteérico del 0.9 al 2.5 %, y acido linolénico menos
del 2% (Bellomo & Fallico, 2007; Gamli & Hayoglu, 2007).

Tabla 1. Informacién nutrimental del pistache (Vazquez et al., 2005).

Nutrimento Contenido
Grasas (Lipidos) 52 %
Proteinas 18 %
Hidratos de Carbono 12 %
Calcio 136 mg
Hierro 7.3 mg
Vitamina B1 0.69 mg
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El consumo de pistache es parte de una dieta saludable pues se reduce el consumo de

acidos grasos saturados y aumenta la ingesta de acidos grasos monoinsaturados y poli-
insaturados (Kris-Etherton et al., 2008; Sabaté & Ang, 2009; Lloyd-Jones et al., 2010; Ros et
al., 2010), protege contra enfermedades cardiacas pues reduce el colesterol total (Edwards et
al., 1999; Kocyigit et al., 2006; Sheridan et al., 2007; Gebauer et al., 2008; Sari et al., 2010).

1.2. Produccion mundial, principales importadores y exportadores.

1.2.1. Produccién mundial

Actualmente, las principales zonas productoras se encuentran en el Sur y Occidente de

Asia, Estados Unidos y Europa. Los principales paises productores son Iran, Estados Unidos,

Turquia y Siria. China, Grecia, Afganistan, Tanez, Italia tienen menor produccion, y México

produjo 71 ton y ocupo el 16° lugar en 2010 (FAOSTAT, 2010).

Se presentan los principales paises productores de pistache de 2008-2010 (Tabla 2).

Tabla 2: Principales paises productores de pistache de 2008 a 2010 (FAOSTAT, 2010).

Afo 2008 Ano 2009 Ano 2010
Pais Toneladas Pais Toneladas Pais Toneladas
s 14N 446,647 | e Iran 446,647 | Iran 446,647
| = Estados Unidos | 126,100 | ®= Estados Unidos 175,088 | ®= Estados Unidos | 213,000
Turquia 120,113 Turquia 81,795 Turquia 128,000
=== Siria 52,600 | mmm Siria 61,484 | mmm Siria 57,500
B china 40,000 | WM china 45,000 | WM china 48,700
= Grecia 8,100 "= Grecia 5,518 "= Grecia 9,000
Afganistan 3,300 E Afganistan 3,000 E Afganistan 3,000
Tlnez 2,500 Tlnez 2,500 Tlnez 2,600
Italia 2,000 [N Nitalia 1,896 | W Nitalia 1,600
—m Pakistan 773 | @ | Kirguistan 820 | @ | Kirguistan 800
| Il Kirguistan 759 Pakistan 773 Pakistan 663
" I Madagascar 254 == Uzbekistan 205 N Costa de Marfil 250
Costa de Marfil 206 B Madagascar 203 B Madagascar 210
= Uzbekistan 190 ¥ costa de Marfil 164 = Uzbekistan 200
I Marruecos 69 Marruecos 80 B \iarruecos 80
= Chipre 24 BN méxico 66 BN méxico 71
| "N México 9 = Chipre 40 = Chipre 50
_= Mauricio 7 = Mauricio 6 = Mauricio 6
B Azerbaiyan 3 B Azerbaiyan 2 B Azerbaiyan 2




1.2.2. Paises importadores y exportadores

Los mayores exportadores son Estados Unidos, Iran, RAE Hong Kong y los Emiratos
Arabes Unidos (Tabla 3). Los principales paises importadores son RAE Hong Kong, China,

Alemania y los Emiratos Arabes Unidos (Tabla 4).

Tabla 3: Principales paises exportadores de pistache durante 2010 (FAOSTAT, 2010).

Lugar de Pais Cantidad Lugar de Pais Cantidad

exportacién (tons) exportacion (tons)
1 ¥ Estados Unidos 113,363 11 = Siria 2,559
2 s [raN 76,124 12 Turquia 2,376
3 RAE de Hong Kong 30,036 13 B Atganistan 1,969
4 = Emiratos Arabes Unidos| 14,155 14 "= Grecia 1,248
5 Australia 14,080 15 = Espafia 1,079
6 === Paises Bajos 13,451 16 Eslovaquia 904
7 B Alemania 13,200 17 B D aia 759
8 B ¥ ssigica 12,875 18 B ¥ rrancia 617
9 = LUxemburgo 9,111 19 X Tune: 535
10 Bl china 4,461 20 Arabia Saudita 372

Tabla 4: Principales paises importadores de pistache durante 2010 (FAOSTAT, 2010).

Lugar de Pais Cantidad Lugar de Pais Cantidad
importacién (tons) importacién (tons)
1 RAE de Hong Kong 55,125 11 B ancia 9,806
2 China 38,142 12 i India 9,199
3 B Alemania 34516 13 Arabia Saudita | 4,623
4 = Emiratos Arabes Unidos | 17,058 14 ® Japon 4,567
5 === Paises Bajos 16,424 15 =f= Reino Unido 3,724
6 B ¥ seigica 14,038 16 = Grecia 3,103
7 = Luxemburgo 11,848 17 —— Libano 3,067
8 B Rusia 11,776 18 = Israel 2,426
9 = Espana 11,137 19 = Egipto 2,267
10 BN taia 10,282 20 Australia 2,160
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1.2.3. Produccion de pistache en México

En el afio 2011 México ocupo el lugar 16 en el mundo en cuanto a produccion de pistache
con 69.42 ton de Chihuahua, Unico Estado productor en México, con una superficie sembrada
de 241.79 hectéareas y la superficie cosechada fue de 123.30 hectareas. Con un rendimiento
(ton/Ha) de 0.56 (SIAP, 2011a) (Tabla 5).

Tabla 5. Produccion agricola de pistache en diferentes Estados en 2011 (SIAP, 2011b).

Estado Superficie Superficie Produccién | Rendimiento
sembrada (Ha) | cosechada (Ha) | (ton) (ton/Ha)
Chihuahua 218.79 123.30 69.42 0.56
Baja California Sur 1.00 0.00 0.00 0.00
Nayarit 20.00 0.00 0.00 0.00

1.3. Micotoxinas

Los hongos utilizan para su crecimiento una serie de sustancias quimicas, como
pueden ser los acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos principalmente. El uso de
estas sustancias quimicas se asocia con la fase de rapido crecimiento (Vaamonde, 1995;
Carlile et al., 2001).

Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que no son esenciales para
el crecimiento vegetativo de los hongos. Dentro de este grupo, tenemos a los antibibticos y a
las micotoxinas. Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio

de la fase estacionaria del crecimiento del moho (Soriano, 2007) (Figura 3).

Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

\ ¥
;Y__J\ ~ g j{

Fase de retraso Fase exponencial  Fase estacionaria

Tiempo

Figura 3. Fases de crecimiento fingico y sintesis de micotoxinas (Soriano, 2007).



Las micotoxinas son moléculas relativamente pequefias (PM<700) (Moss, 1991). Son
compuestos que se producen cuando la fase de crecimiento llega a su etapa final, en la fase
estacionaria (Goldblatt, 1972).

Las micotoxinas pueden contaminar a los alimentos, piensos 0 materias primas
utilizadas para su elaboracion, originando un grupo de enfermedades denominadas
micotoxicosis que afectan al hombre y a los animales (Soriano, 2007).

La micotoxicosis aguda es asociada al consumo de elevadas cantidades de
micotoxinas en una sola ingesta y es un problema de salud animal, ya que los alimentos
deteriorados por hongos se desechan o se destinan a su consumo. Mientras que para el
hombre tiene mayor importancia la toxicidad crénica, asociada al consumo de pequefas

cantidades de micotoxinas durante periodos prolongados (Martinez & Anadon, 2006).

1.4. Toxicidad de las Micotoxinas

Elevados niveles de micotoxinas en la dieta pueden causar dafios agudos y crénicos
sobre la salud del hombre y una gran variedad de animales. Los efectos adversos son a
distintos érganos, aparatos o sistemas, especialmente al higado, rifién, sistema nervioso,
endocrino e inmunitario. Los sintomas causados por las micotoxinas son tan diferentes como
lo son sus estructuras quimicas (Camean & Repetto, 1997; Faustman & Omenn, 2005;
Martinez & Anadon, 2006).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer ha situado la aflatoxina B
como cancerigeno grado | ya que existen suficientes evidencias de su poder cancerigeno en
el humanos (Jaimez et al., 2000; IARC, 2002; Castells et al., 2008; Arino et al., 2009).

1.5. Hongos del género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus son ubicuas, aislandose de diferentes sustratos,
con frecuencia de climas célidos tropicales y subtropicales. La especie Aspergillus flavus es
caracteristica de los cereales como el maiz, produce unicamente AFB; y AFB,, y la especie
Aspergillus parasiticus presenta una afinidad especial por frutos de nuez y semillas de
oleaginosas, es la que contamina a los pistaches. A. parasiticus y A. nomius producen 4 tipos
de aflatoxinas (AF), B (AFB1), B2 (AFB>), G1 (AFG31), G2 (AFG2) (Soriano, 2007). En la Tabla
6 se incluyen también otras dos especies que han sido recientemente descritas como
productoras de AF: A. pseudotamarii y A. bombycis (Ito et al., 2001; Peterson et al., 2001;
Chang et al., 2005).
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Las AF son producidas principalmente por los mohos Aspergillus flavus y A. parasiticus

y también son producidas por A. nomius, A. bombycis y A. pseudotamarii, que son especies

menos frecuentes (Sweeney & Dobson, 1999; Yabe et al., 1999; Mohanamba et al., 2002;

Bennett & Klich, 2003; Manonmani et al., 2005; Garcia & Heredia, 2006; Cheraghali et al.,
2007; Ghali et al., 2009; Baltaci et al., 2012; Georgiadou et al., 2012).

Tabla 6. Micotoxinas elaboradas por especies de Aspergillus (Soriano, 2007).

Especie AFB1y AFB; | AFG: y AFG,
A. flavus + -
A. parasiticus + +
A. nomius + +
A. pseudotamarii + -
A. bombycis + +

1.6. Factores que afectan al desarrollo de hongos Aspergillus y la produccion de AF.

La temperatura, actividad de agua (a,) y pH ejercen, sin duda, una presion sobre el
desarrollo de hongos del género Aspergillus, y por tanto sobre la acumulacion de AF (Frazier
& Westhoff, 1985; Samson et al., 1995; Soriano, 2007).

1.6.1. Temperatura
Aspergillus flavus y A. parasiticus crecen desde 10 a 43 °C, con un 6ptimo entre 32-33
°C. Las AF se producen a temperaturas entre 12 y 40 °C (Jiménez et al., 1996).

1.6.2. Actividad de agua (ay)
A. flavus y A. parasiticus crecen optimamente a 0.99 a,, estando la a,, minima para su
crecimiento entre 0.80 y 0.83. Las AF, sin embargo, se producen en el intervalo 0.95-0.99 a,,

aunque se ha detallado un minimo de 0.82 a,, para A. flavus (ICMSF, 1996).

1.6.3. Influencia del pH
Por lo general, las especies de Aspergillus toleran mal los valores de pH muy acidos

(2-3). Su crecimiento se ve menos afectado a valores de pH alcalinos (Bullerman, 1985;
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Wheeler et al., 1991). Asi, se ha comprobado que cuando A. parasiticus crece en un medio
de cultivo con un pH menor de 6.0 se favorece la sintesis de las AF del grupo B, mientras que
a valores de pH superiores a 6.0 se estimula la sintesis de AF del grupo G (Buchanan &
Ayres, 1975; Ehrlich & Cotty, 2003).

1.7. Generalidades de las Aflatoxinas (AF)

La palabra aflatoxinas (A = del género Aspergillus y fla = de la especie flavus) se
refiere a toxinas (= venenos) biosintetizados por el hongo Aspergillus flavus (Carvajal, 2004;
Erkmen & Bozoglu, 2008). Fueron descubiertas en Inglaterra en 1960 como consecuencia de
muertes inexplicables en 100,000 pavos (Enfermedad X de los pavos) y 14,000 crias de pato.
La causa de las muertes se relaciond con la ingestion de harina de cacahuate que provocaba
la muerte de los animales en un plazo de una semana revelando el examen post-mortem
dafio en las células hepaticas, diversos estudios permitieron determinar una serie de
compuestos denominados AF (Asao et al., 1965; D"Mello & Macdonald, 1997; Simon et al.,
1998; Bata & Léasztity, 1999; Jaimez et al. 2000; Blesa et al., 2004). Las AF son alrededor de
18 metabolitos secundarios derivados de las furanocumarinas (Sweeney & Dobson, 1999;
Rastogi et al., 2001; Bhatnagar et al., 2003; Unusan, 2006). La estructura quimica de las AF
de tipo B se caracterizan por un anillo ciclopentanona y las AF de tipo G por un anillo de
lactona. Las AFB, y AFG; tienen un anillo bisfuranil saturado y las AFB,, Yy AFG», tienen una
estructura bisfuranil hidratada (Leeson et al., 1995; Bhatnagar et. al., 2003) (Figura 4).

Existen cuatro tipos principales de AF:. AFB;, AFB;, AFG; y AFG, (Moss, 2002;
Bhatnagar et al., 2003; Sodhi et al., 2005). También se han aislado sus derivados hidroxilados
M1 (AFM3), M2 (AFMy), AFB,a ¥ AFG,,, aungue la AFB; es la mas frecuente y téxica
(Shibamoto & Bjeldanes, 1996; Sweeney & Dobson, 1999).

La presencia y magnitud de la contaminacion por AF varia en funcion de factores
geograficos y estacionales, y también de las condiciones en que se cultiva, recolecta y
almacena un producto agricola. Los hongos aflatoxigenos pueden infectar los cultivos en
crecimiento y producir toxinas antes de la cosecha o bien durante la recoleccién y posterior

almacenamiento (Soriano, 2007).



Afiatoxicol

Figura 4. Estructura quimica de algunas Aflatoxinas (Soriano, 2007).
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1.7.1. Propiedades fisicoquimicas de las AF
Las propiedades fisicoquimicas se relacionan con la nomenclatura de las AF, ya que
las del tipo B presentan fluorescencia azul (Blue) y las tipo G fluorescencia verde (Green)
cuando se les observa bajo luz ultravioleta de onda larga (Carrillo, 2003).
Las AF son solubles en solventes no polares o medianamente polares como el
cloroformo y metanol, especialmente en dimetil sulfoxido, e insolubles en agua. Las AF son
estables a altas temperaturas (coccion y pasteurizacion), ademas resisten la nixtamalizacion

y fermentacion.

1.7.2. Efectos a la salud

Las AF son potentes mutdgenos, cancerigenos y teratdgenos que causan la
enfermedad llamada aflatoxicosis con efectos agudos, cuando se consumen en mg, y Cuyos
sintomas son hemorragias, diarreas, dafios en higado, edema, alteracion en la digestion, en
el metabolismo de los alimentos, y en ocasiones la muerte. Cuando se consumen niveles de
Mg 6 ng de AF se producen efectos crénicos como son una baja absorcion de los alimentos,
crecimiento lento, baja respuesta a vacunas, inmunodepresion, cancer, sindrome de Reye,
hepatitis, cirrosis, Kwashiorkor o desnutricion proteica y problemas renales. Estudios
epidemioldgicos realizados en Africa y Asia, indican que existe una correlacion positiva entre
cancer hepatico y consumo de alimentos contaminados con AF (Wyllie & Morehouse, 1978;
Wang & Groopman, 1999; Oguz et al., 2000; Chiavaro et al., 2001; Hussein & Brasel, 2001,
Bennett & Klich, 2003; Carrillo, 2003; Anguiano et al., 2005).

La AFB; se considera la mas importante, es absorbida en el intestino delgado y
transportada por los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado,
mayoritariamente por via portal. La toxina entra en la célula y es metabolizada para ser
hidroxilada y transformarse en varios compuestos tales como la AFP;, AFM; y AFQ:
(Fernandes-Oliveira et al. 2000). También puede dar lugar a la formacion de un producto
oxidado y electrofilico llamado AFB1-8,9-epOxido que es sumamente inestable y que presenta
afinidad por diversas macromoléculas tales como acido nucleicos y proteinas a las que se
une covalentemente y por ello puede dar lugar a disrupciones en la transcripcion y en la
traduccion, respectivamente. El AFB;-8,9-ep6xido se une al nitrégeno 7 (N’) de los residuos
de guanina del ADN para formar el 8,9-dihidro-8-(N’-guanil)-9-hidroxiaflatoxina B; (AFB;-N’-
Gua), con lo que se interrumpe la transcripcion y disminuye la sintesis del &cido ribonucleico,

lo que puede producir una mutacion o iniciacion al cancer (Essigmann et al.,1977; Croy, 1978;
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Hertzog et al., 1982; Aoyama et al., 1990; Derache, 1990; Ramsdell et al., 1991; Fujimoto et
al., 1994; Lindner, 1995; Vaamonde, 1995; Shibamoto & Bjeldanes, 1996; Smela et al., 2001,
Creppy, 2002; Scheidegger & Payne, 2003; Sotomayor et al., 2003; Gimeno, 2004; Binder,
2007; Guzman, 2007) (Figura 5 ). El higado es el 6rgano que forma y acumula mas aductos
AFB;-ADN (OPS, 1983).

Aducto de ADN
AFB,-N"-Gua

Figura 5. Formacién de aductos de la AFB; (Jeffrey & Williams, 2005).

1.7.3. Aflatoxinas en el pistache

Entre el 5y 10 % de los productos agricolas en el mundo son dafiados por mohos de
tal forma que no pueden ser consumidos por humanos ni animales. Durante el manejo post-
cosecha y almacenamiento del pistache se da la contaminacion por medio de las esporas y
se producen las AF que se traduce en graves riesgos para la salud y pérdidas econémicas
(Set & Erkmen, 2010).

Los productos agricolas con mayor riesgo de contaminacién por aflatoxinas incluyen
el maiz, mani, nuez, pistache, higo, especias y pimienta (Trucksess & Scott, 2008).

Encuestas y programas de vigilancia realizados en varios paises sobre la
contaminacion de frutos secos por aflatoxinas, mostraron que los pistaches tienen la mayor
incidencia de contaminacion (Abdulkadar et al., 2000; Juan et al., 2008; Ghosia & Arshad,
2011). Los altos niveles de aflatoxinas se relacionan con la cascara agrietada o abertura

prematura del pistache ademas de permitir el dafio por insectos (Doster & Michailides, 1999).
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Todos los paises productores de pistacho se enfrentan con el problema de la
contaminacion por AF. Esto conduce a un costo adicional en la produccion y a la pérdida de
ingresos para los productores, distribuidores y consumidores (Cheraghali et al., 2007).

La contaminacién de los alimentos por AF es un fendmeno natural y frecuente, a nivel
de campo o de almacenamiento de los granos en paises tropicales y subtropicales (Santuario
et al., 1999), estas condiciones climaticas (temperatura de 30-35 °C y humedad relativa de
20% a 41%), estimulan el crecimiento de los hongos (Jordan & Pattison, 1996; Grippi et al.,
2008).

En 2006 en Irdn se detectd que el 36.7% del pistache analizado presentaba un nivel
medio de contaminacion de 5.9 + 41.7 ng g™ por AFB; y el 28.3% present6 un nivel medio
contaminacion de 7.3 + 53.2 ng g™ de Aflatoxina Total (AFt) (Cheraghali et al., 2007).

En 2008 en Marruecos se detectd que el 45% del pistache analizado presentaba un
nivel medio de contaminacién de 158 + 6.3 ng g™ por AFB; y el 45% presenté un nivel medio
de 163 + 5.4 ng g por AFt (Juan et al., 2008).

En 2009 en Tunez se detectd que el 53% del pistache analizado estaba contaminado
con un nivel medio de contaminacién de 21.8 + 38.0 ng g™ de AFt (Ghali et al., 2009).

En 2013 en Irdn se detecté que el 23.4% del pistache analizado presentaba un nivel
medio de contaminacién de 2.18 + 13.1 ng g™ por AFB; y el 23.5% presenté un nivel medio
de 2.42 + 14.7 ng g* de AFt (Dini et al., 2013).

1.8. Control de las AF
1.8.1. Medidas en el campo

Son la primera linea de defensa contra la contaminacion por AF y consisten en
medidas como rociar con agua de forma peridédica los caminos cercanos al cultivo para evitar
la dispersion de esporas, la aplicacion de plaguicidas para reducir al minimo los dafios por
insectos, utilizar agua de calidad adecuada para el riego, mantener limpio el equipo de
recoleccion y controlar las buenas practicas sanitarias y de higiene personal durante la
recoleccion (CODEX, 2005).

1.8.2. Medidas durante el almacenamiento
Las instalaciones de almacenamiento deben consistir en estructuras limpias, secas,
bien ventiladas y que protejan al pistache (de la lluvia, de la entrada de roedores y aves), se

puede incluir el uso de insecticidas y fungicidas (CODEX, 2005).
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1.8.3. Medidas complementarias

1.8.3.1. Fungicidas
Fungicidas tales como carboxin, clortalonil, mancozeb, dicloran, iprodiona, metil-
tolclofos y vinclozolina se han mostrado eficaces para la inhibicion del crecimiento y

produccion de AF por A. flavus y A. parasiticus (Sanchis et al., 2007).

1.8.3.2. Inactivacion por calor
El rango efectivo de temperaturas capaz de descomponer estas micotoxinas se sitla
entre los 237 y los 306 °C. Factores como la humedad y el pH del alimento tienen un efecto

sinérgico reduciendo la actividad mutagénica de estas micotoxinas (Rastogi et al., 2004).

1.8.3.3. Irradiacion

El uso de la luz UV, rayos gamma (y) y luz solar son los mas empleados para la
inactivacion de las AF. La luz UV es efectiva ya que estas micotoxinas tienen un maximo de
absorcion a 362 nm, lo que permite obtener hasta 12 productos de fotodegradacion que son
menos toxicos (Rodriguez et al., 2003).

Los rayos y, con 1y 10 Kgy, pueden reducir en un 75y 100% la presencia de AFB;,
por otro lado la radiacién solar como fuente de luz UV produce entre un 16 y un 99% de
destruccion de las AF. En la irradiacion es importante la formacién de radicales libres que
interaccionan con el anillo furano terminal de la AFB; disminuyendo su actividad mutagénica
(EI-Nezami et al., 1995).

1.8.3.4. Biocontrol por microorganismos degradadores de AF

Se ha demostrado la eficacia de determinados microorganismos para degradar las AF.
Flavobacterium aurantiacum B-184 permite la degradacion irreversible de estas AF (Ciegler et
al., 1966; Lillehoj et al., 1967; Soriano, 2007).
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1.9. Anélisis de micotoxinas en alimentos
1.9.1. Cromatografia en capa fina

Desde 1960 ha sido uno de los métodos de eleccion para la investigacion y
determinacién de micotoxinas. En la cromatografia en capa fina normal la fase estacionaria
es polar y la fase mévil no polar, siendo arrastrados los componentes de las muestras de
acuerdo a su polaridad permitiendo su separacion. En la cromatografia de capa fina reversa,
la fase movil es polar y la fase estacionaria no polar. Sin embargo, en los Ultimos afos esta

técnica ha sido desplazada por otras técnicas cromatograficas (Soriano, 2007).

1.9.2. Cromatografia de gases

Es una técnica basada en la separacién de compuestos en funcién de su volatilidad y
afinidad por la fase estacionaria. Las micotoxinas son sustancias poco volatiles y se requiere
una derivatizacion previa para analizarlas, siendo los productos de reaccion susceptibles de
ser determinados.

Se utilizan detectores de espectrometria de masas, tanto en sus modalidades de

impacto electronico o de ionizacién quimica (Soriano, 2007).

1.9.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia agrupa métodos diversos que facilitan la separacién, identificacion y
determinacién de componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas. En
cromatografia de liquidos la fase movil es un liquido y la muestra se disuelve para pasarla por
una fase estacionaria inmiscible que permite separar dos 0 mas componentes de una mezcla.
Por medio de esta técnica se pueden analizar las AF usando cromatografia de liquidos en
fase reversa en donde se usan fases estacionarias hidrocarbonadas y fases mdviles polares,
los componentes mas polares eluyen primero (Skoog et al., 2008).

El detector de fluorescencia se utiliza para el analisis de AF debido a la fluorescencia
gue presentan. Para incrementar la fluorescencia de las AF se derivatizan con &cido
trifluoroacético (ATF) para que se lleve a cabo la reaccion de transformacion de AFB; y AFG;
(no fluorescentes) en sus hemiacetales By, y G2, (altamente fluorescentes), por otro lado la
AFB; y AFG; (fluorescentes) no sufren ninguna reaccion de transformacion durante el

proceso de derivatizacion (Takahashi, 1977), (Figura 6).



Figura 6. Reaccion de derivatizacion de las AFB; y AFB; (Takahashi, 1977).
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Il. Justificacion

Es de gran importancia realizar la identificacion y cuantificacion de AF en pistache ya
gue el hombre ingiere continuamente AF en multitud de alimentos y aunque las elimina por
orina, heces, leche materna y bilis, ellas le causan intoxicaciones severas, abortos, vomitos,
diarreas y hemorragias internas. Con el tiempo se van acumulando en el ADN humano
produciendo enfermedades cronicas como hepatitis, cirrosis, malformaciones en fetos y
canceres digestivos.

Por medio de este estudio se sabra si el aporte de aflatoxinas que el pistache da a la
dieta en México representa un riesgo a la salud y las concentraciones de AF se compararan

con los resultados obtenidos del pistache de otros paises.
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[ll. Hipotesis

Si algunos investigadores han revelado la presencia de las AF (B1, B2, G1y G2) en
muestras de pistache de varios paises, entonces se lograran detectar y cuantificar las AF (B1,

B2, G1y G2) en las muestras de pistache a analizar.
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IV. Objetivos

4.1. General

1. Identificar y cuantificar la presencia de las AF (B, B2, G1 y G) en semillas de pistache
(Pistacia vera L. de la familia Anarcadiaceae) procedente del Distrito Federal (México),
Estambul (Turquia) y Santorini (Grecia) por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC).

4.2. Particulares

1. Realizar el muestreo de pistache en México, Turquia y Grecia.
2. Extraer, purificar y derivatizar las muestras.

3. Validar el método analitico.

4. Analizar los resultados obtenidos con Estadistica.



19

V. Materiales y Métodos
5.1. Muestras
Se compraron 55 muestras de pistache con céscara de las cuales 48 pertenecen a
México (pistache a granel), 6 a Turquia (empacadas al vacio) y 1 a Grecia (empacada al
vacio). Se usaron bolsas de plastico para guardar las muestras y se etiquetaron con la fecha,
pais, nombre del mercado y en el caso de las muestras de la Ciudad de México se agrego la
Delegacion. Todas las muestras se mantuvieron en refrigeracién y en ausencia de luz hasta

el momento de su analisis.

5.2. Muestreo
5.2.1. Muestreo en México
Se tomaron muestras de 50-100 g de pistache de los 3 mercados mas importantes de

cada una de las 16 Delegaciones de la Ciudad de México, un total de 48 muestras Tabla 7.

Tabla 7: Muestreo de pistache en la Ciudad de México.

Muestra| Fecha |Delegacién Mercado en la Ciudad de México
2012
; Melchor Mazquiz: Av.Revolucién. Col. San Angel. 01000 México, D.F.
1 30/ago Alvaro Olivar del Conde: Agustin Lara y Ernesto P. Uruchurtu. Col. Olivar del Conde. 01400 México DF.
a, b, c Obregén Corpus Christi: San Luis. Col. Corpus Christi. 01530 Mexico D.F.
Azcapotzalco: Azcapotzalco S/N, Col. Centro de Azcapotzalco, 02000 México, D. F.
2 13/sep | Azcapotzalco | Prohogar: Eje 1 poniente (Calz. Vallejo). N° 12. Col. Pro Hogar. 02600 México, D.F.
a,b,c Nueva Santa Maria: Av. Camarones. Col. Nva Santa Maria, 02800 México, DF
De Mixcoac: Revolucién. Col. Mixcoac. C.P.03849 México D.F.
3 30/ago [Benito Juarez | Portales: Santa Cruz S/N. Col. Portales. C.P. 03300 México, D.F.
a,b,c Independencia: Eje 6 Sur e Independencia S/N. Col. Independencia. C.P.03630 México DF
Ajusco-Moctezuma: Mixtecas 92. Col. Ajusco. C.P. 04300 México D.F.
4 29/ago | Coyoacéan Santo Domingo Las Rosas: Papalotl. Col. Pedregal de Sto. Domingo C.P.04369 México, DF.
a,b,c De Coyoacén: Ignacio Allende. Col. Del Carmen. C.P 04100 México, D.F.
Contadero: Av. 16 de Sep esq. Mariano Escobedo. Col. Loma de la Papa. 05088 México D.F.
S 13/sep Cuajimalpa Rosas Torres: San José de los Cedros esq. Sauce. Col. San José de los Cedros.05200 México DF
a, b, c Cuajimalpa: Av. Veracruz esquina con Ocampo. Col. Manzanito.05040 México D.F.
Hidalgo: Dr, Balmis.Col, Obrera.6800 México D.F.
6 Cuauhtémoc| Arcos de Belén: Arcos de Belén esquina con Dr. Valenzuela. Col. Centro.06010 México D.F.
a, b,c 6/sep San Juan: Calle Ernesto Pugibet No. 71. Col. Centro. 06010 México D.F.
G.A. Rio Blanco: Emiliano Carranza. Col. Martires de Rio Blanco. 07880 México D.F.
7 19/sep De la Estrella: Joyas, Col. La Estrella. 07810 México D.F.
a, b, c Madero Martin Carrera: José J. Herrera. Col. Martin Carrera. 07070 México D.F.
San Miguel Iztacalco: Julio Garcia. Col. Barrio de San Miguel. 08650 México D.F.
8 26/sep | Iztacalco | Tlacotal: Oriente y Sur 123.Col. Gabriel Ramos Millan. 08730 México D.F.
a, b,c Santa Anita: Eje 1 oriente. Av. Andrés Molina Enriquez, Col. Viaducto Piedad. 08200 México DF.
Central de Abastos: Eje 6 Sur esg. Rio Churubusco, Col. Central de Abasto, 09040 México D.F.
9 26/sep Iztapalapa | Santa Cruz Meyehualco: Calle 55 esq. Calle 4, Col. Santa Cruz Meyehualco, 09290 México D.F.
a, b,c Jacarandas: Manlio Fabio Altamirano. Col. Jacareadas 09280 México D.F.
Magdalena | Cerro del Judio: Av. San Bernabé esg. Independencia. Col. Barros Sierra. 10380 México D.F.
10 12/sep La Loma: José Moreno Salido esq. Fresno, Col. Pueblo Nuevo Bajo. 10640 México D.F.
a,b,c Contreras | Turistico La Magdalena: Magdalena esq. Emilio Carranza Col. Rancho Totolapan,56580 México DF



http://maps.google.com.mx/maps/place?ftid=0x85d1f892e0d7df13:0x86596b658ab7d3ec&q=Mercado+Nueva+Santa+Mar%C3%ADa,+Nueva+Santa+Mar%C3%ADa,+Azcapotzalco,+Ciudad+de+M%C3%A9xico&hl=es&ved=0CA4Q-gswAA&sa=X&ei=Txw1UIe_K9PuwAH09oHoBA
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Tabla 7: Continuacion.

Muestra| Fecha |Delegacion Mercado en la Ciudad de México
2012
. Tacubaya: Arquitecto Carlos Lazo esq. Arg. Luis Ruiz. Col. Observatorio, 11860 México D.F.
11 12/sep Miguel Plutarco Elias Calles “El Chorrito”: Melchor Muzquiz esq. Parque Lira, Col. San Miguel
a b.c Hidalgo Chapul?epec, 1185Q México DF _ _ _
T Argentina: Lago Atitlan esquina con Lago Viedma Col. México Nuevo, 11260 México D.F.
San Antonio Tecémitl: 5 de mayo Col. San Antonio Tecémitl, 12100 México, D.F.
12 5/sep Milpa Alta | Benito Juarez: Yucatan sur. Col. Villa Milpa Alta. CP. 12000 México, D.F.
a, b,c San Pedro Atocpan: Francisco |. Madero Col. San Pedro Atocpan, 12200 México D.F.
27/sep Colonia del Mar: Camardn Col. Del Mar, 13270 México D.F.
13 Tlahuac Mercado de la Nopalera: Falsta Col. La Nopalera, 13220 México D.F.
a,b,c Mercado Tldhuac: General Severino Cisneros Col. La Magdalena, 13070 México D.F.
Tlalcoligia: Cristobal Colén Col. Tlalcoligia, 14430 México D.F.
14 6/sep Tlalpan Torres de Padierna: Tixpehual Col. Torres de Padierna, 14209 México DF
a,b,c De la Luz: Francisco |. Madero Col. Tlalpan Centro, 14000 México D.F.
La Merced: General Anaya .Col. Merced Balbuena. 15810 México D.F.
15 6/sep/ | V. Carranza | Jamaica: Guillermo Prieto 45 Depto. C-15, Col. Jamaica, 15800 México D.F.
a,b,c San Ciprian: Av. Gral. Anaya esg. San Ciprian. El Parque, 15960 México D.F.
/ / De Xochimilco: Calle Morelos. Col. el Rosario, 16070 México D.F.
16 S/sep Xochimilco San Gregorio Atlapulcolz .B_elisario Dominguez. Co_l. Sn Gregorio Atlapulco. CP.16600 México D.F.
a. b c 2012 Tulyehualco: Avenida Division del Norte. Col. Santiago Tulyehualco,
T 16700 México D.F.

5.2.2. Muestreo en Turquia.
Se muestrearon 50 g de pistache en la ciudad de Estambul, un total de 6 muestras.

Tabla 8: Muestreo de pistache en la Ciudad de Estambul.

Muestra Mercado Fecha
17a, 17b, 17c | Bazar de las Especias Mayo/2005
18a, 18b, 18c | Bazar de las Especias Mayo/2005

5.2.3. Muestreo en Grecia.
Se muestrearon 50 g de pistache en la ciudad de Santorini, un total de 1 muestra (19a)

en mayo de 2005 en el mercado de la isla Santorini en Grecia.

5.3 Preparacion de las muestras
Se peld al pistache para poder molerlo en una licuadora (Black & Dekker Mod. Crush

Master, Mod. V2350BP) para su posterior analisis.

5.4. Condiciones cromatogréaficas
La fase mévil fue H,O/ACN/MeOH (65:15:20 v/v/iv) con un flujo de 1 mL min™. La
deteccion de fluorescencia se realizé a una longitud de onda de excitacion de 360-362 nm

para cada AF y a una longitud de onda de emision de 425 nm para AFB; y AFB,, y 450 nm
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para AFG; y AFG,. El programa utilizado para HPLC fue ChemStation 32. Se usO un
cromatografo de liquidos (Series 1200) con bomba isocratica (G1310A Serie DE62957044),
detector de fluorescencia (G1321A Serie DE60456380) y automuestreador (G1329A Serie
DE64761666), todos de Agilent Technologies. La columna cromatografica Agilent Ecilpse
XDS - C18, 4.6x250 mm, 5 um de grosor de particula.

5.5. Validacion del método
5.5.1. Linealidad
5.5.1.1. Curvas de calibracién de AFB1, AFB;,, AFG; y AFG;

Para elaborar las curvas de calibracion se procedié a preparar una solucién patrén o
stock de 1 pg mL™ de cada uno de los estandares por separado, de AFB;, AFB,, AFG; y
AFG; (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA). La preparacion de los estandares consistio en
diluir cada estandar puro con 1 mL de benceno: acetonitrilo (98:2 v/v), de acuerdo a las
indicaciones sugeridas por los Métodos Oficiales AOAC 970.43 para micotoxinas (AOAC,
1995) y se homogeneiz6 en Vortex 2 Genie (Modelo G-560, Volts 120 - Amperes 0.5 — Hertz
60), después se tomaron en forma individual 1 mL de cada AF con una jeringa. Se pasé a un
vial etiquetado y se diluyé con metanol.

En una celda de cuarzo se colocé metanol como blanco y se ajusté la calibracion a
cero en blanco para que restara lo propio del metanol. Se colocé la solucibn de AF en
metanol dentro de una 22 celda y se midio la absorbancia. Se usé la absorbancia mas grande
entre 360 y 362 nm para las AF.

Se midi6 la absorbancia de cada AF en un espectrofotometro Genesys 10 UV Modelo
Thermo Electron Corporation, y se hizo una concentracién de 1 pg mL™ de cada AF (AOAC,
1995). Cada solucién patron se calcul6 con los pesos moleculares y coeficientes de extinciéon
correspondientes a cada AF.

En la Tabla 9 se mencionan los pesos moleculares y coeficientes de extincion de cada
estandar de AF
Tabla 9: Pesos moleculares y coeficientes de extincion de cada AF (OPS, 1983).

AF Peso molecular Absorcion UV
(PM) (Coeficiente de extincidén) a 362 nm
AFB; 312 21,800
AFB; 314 24,000
AFG, 328 17,700
AFG, 330 17,100
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Las curvas de calibracion se obtuvieron a partir de diferentes diluciones de los

estandares de cada AF en metanol grado HPLC. Las diluciones fueron las siguientes: 0.01,
0.05,0.1,0.5, 1, 2, 4, 5, 8, 10, 16, 20, 32, 40, 64, 70, 100, 128, 200, 600, 800, 1000 ng mL™.

Los viales con las diferentes diluciones de cada AF se pusieron a evaporar a sequedad
en un horno a 40°C (Novatech BTC-9100), se derivatizaron resuspendiendo en 200 uL de
ACN, a este volumen se le adicionaron 800 uL de solucion derivatizante. La solucion
derivatizante consistio en 5 mL de acido trifluoroacético (ATF) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
USA) + 2.5 mL &cido acético glacial (Merck, Naucalpan, Edo. Mex., México) + 17.5 mL de
agua desionizada, se agité la mezcla en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia, N.Y.,
EEUU) por 30 segundos.

Los viales se mantuvieron en un bafio Maria a 65 °C por 10 minutos segun describen
Kok (1994) y Akiyama et al. (2001). Finalmente se inyectaron 60 pL por triplicado para
cuantificar en el HPLC. Con base en las areas obtenidas y las concentraciones de las
diferentes diluciones, se obtuvieron las ecuaciones de cada curva de calibracion y los

coeficientes de correlacion con el programa Excel.

5.5.2. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

Para representar la sensibilidad del equipo HPLC para detectar la cantidad mas
pequefia de cada AF, se determin6 el LOD a partir de la concentracidn minima, de cada
estandar de AF, detectada en cada curva de calibracion. El valor de LOQ se tom6 como 5
veces el valor de LOD (MSCR, 2002).

5.5.3. Porcentaje de recuperacion

Se pesaron 4 repeticiones de un gramo de pistache molido, y se colocaron en tubos de
centrifuga de 50 mL (Falcon), se les afadieron, en forma independiente, 100 ng de cada
estandar de AF con 3 mL de MeOH, un gramo de NaCly 2 mL de agua, y se centrifugaron
(ALC 4235 con sistema de enfriamiento CWS) a 4000 rpm por 15 minutos. Se utilizaron los
sobrenadantes diluidos en buffer de fosfatos (PBS) (1:4 v/v). La preparacién del PBS se
realiz6 con 10.0 g de Cloruro de Potasio (KCI) (Marca J.T. Baker N° Cat 3040), 10.0 g de
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) (J.T. Baker N° Cat 3246-20), 58.0 g de Fosfato de
sodio monobasico hidrogenado (Na,HPO,) (J.T. Baker N° Cat.3818-01), 400.0 g de Cloruro
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de Sodio (NaCl) (J.T. Baker N° Cat. 3624-19), 2.5 g de Azida Sddica (NaN3) (J.T. Baker N°
Cat. V01) y se afor6 con agua destilada a 5 L, al final de su preparacién se ajust6 el pH a 7.4.

Los sobrenadantes diluidos se pasaron por la columna de inmunoafinidad (Easi-Extract
para aflatoxinas totales R-Biopharm Rhéne LTD, UK) previamente equilibrada con 20 mL de
PBS a una velocidad de una gota por segundo.

Se lavo la columna con 20 mL de agua destilada. Finalmente se eluy6 con 1.5 mL de
metanol HPLC por gravedad, y forzando un reflujo con el émbolo, se recibi6 el eluido en un
vial ambar etiquetado. Para finalizar se afladieron 1.5 mL de agua destilada a través de la
columna y se recibieron en el vial ambar con un volumen total de 3 mL de eluente.

Se evaporaron a sequedad los 3 mL del eluido en un horno a 40°C, se derivatizaron y
se inyectaron por triplicado 60 pL en el HPLC.

5.5.4. Prueba de selectividad

Con el objetivo de determinar el grado al cual el método puede determinar analitos
especificos (AF) sin interferencias de otros componentes del pistache se realiz6 la prueba de
selectividad. Para esta prueba se prepar6é una mezcla de los 4 estandares de AF para
analizar directamente por HPLC, también se preparé una mezcla de los 4 estandares de AF
disueltos en 3 mL de MeOH para contaminar un gramo de la muestra de pistache, se realizé
en un tubo de centriguga de 50 mL (Falcon). Después se agreg6é un gramo de NaCly 2 mL
de agua destilada, y se colocé en la centrifuga a 4000 rpm por 15 minutos.

Se utilizé el sobrenadante diluido en PBS (1:4 v/v) a 7.4 de pH para pasarlo por la
columna de inmunoafinidad previamente equilibrada con 20 mL de PBS. Se lavo la columna
de inmunoafinidad con 20 mL de agua destilada y se eluy6 con 1.5 mL de MeOH HPLC con
reflujo retrayendo el émbolo, después con 1.5 mL de agua destilada recibiendo los 3 mL en
un vial ambar etiguetado.

El eluido se secO en un horno a 40°C. Se derivatizé de la manera antes indicada y
finalmente se inyectaron 60 uL en el HPLC.

5.6. Método de extraccion de las muestras

Se licuaron 25 g de pistache previamente molido con 50 mL de metanol/agua (80:20
viv) y 2 g de NaCl, en una licuadora. Se filtr6 con papel filtro de poro fino (Norma Oficial
Mexicana, 2002).
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5.7. Método de purificaciéon y elucidon de las muestras
Se diluyeron 2 mL del filtrado con 14 mL de buffer de fosfatos (PBS). La columna de
inmunoafinidad se equilibr6 pasandole 20 mL de PBS, después recibié los 16 mL de filtrado
diluido a una velocidad de una gota por segundo, y se lavé con 20 mL de agua destilada. Se
eluy6 con 1.5 mL de metanol HPLC y después con 1.5 mL de agua destilada por gravedad y

se recibio el eluido de 3 mL en un vial ambar etiquetado (Norma Oficial Mexicana, 2002).

5.8. Método de derivatizacion de las muestras

Se pusieron a evaporar a sequedad los 3 mL del eluido en un horno, se derivatizo
resuspendiendo en 200 uL de ACN, a este volumen se le adicionaron 800 uL de solucion
derivatizante y se agité la mezcla por 30 segundos. Los viales se mantuvieron en un bafio
Maria a 65 °C por 10 minutos (Kok, 1994; Akiyama et al., 2001).

5.9. Cuantificacion de las AF de las muestras por HPLC

Se inyectaron 60 uL por triplicado para cuantificar la AF en el HPLC. Con las areas y
las ecuaciones de cada curva de calibracion se calcularon las concentraciones de cada AF
(ng mL™, ng g o ug Kg™), las concentraciones calculadas de AF en muestras se corrigieron
con los datos obtenidos del experimento de porcentaje de recuperacion de cada AF para

obtener las concentraciones finales de la siguiente manera:

Concentracion final o corregida = 100 x Concentracién de AF en muestra
% recuperacion de AF

5.10. Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico R para realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-
Walllis para ver si existian diferencias entre el contenido de AF en muestras de pistache y su
lugar de origen, posteriormente se hizo la prueba de rangos de Wilcoxon para encontrar en

donde se encontraban esas diferencias significativas.
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La validacion del método es un criterio de gran importancia para realizar mediciones

confiables y se divide en varios parametros como son: Linealidad, limites de deteccion y de

cuantificacion, porcentaje de recuperacion y selectividad.

El método analitico cumple los requisitos para las aplicaciones analiticas pretendidas

ya que en los resultados se obtuvo que las rectas que mejor se ajustaron a los datos en las

curvas de calibracion muestran una buena relacion entre la respuesta y la concentracion de

AF con valores de R? cercanos 1, se obtuvieron los LOD y LOQ necesarios para identificar y

cuantificar las AF, los porcentajes de recuperacién en todos los casos fueron superiores al

80% lo cual indica que el método de extraccidon de AF es eficiente y en la prueba de

selectividad no se observaron interferencias de otros componentes de la matriz en los Tr de

cada AF. Los resultados a detalle se muestran a continuacion:

6.1.1. Linealidad

6.1.1.1 Curvas de calibracién de AFB1, AFB,, AFG; y AFG;

Los tiempos de retencidn (Tr) de cada AF se obtuvieron de los experimentos de

porcentaje de recuperacion, selectividad y de las curvas de calibracion (Tabla 10), esto para

posteriormente poder identificar las AF en las muestras.

Tabla 10. Rango de Tiempos de Retencion de cada AF obtenido de las pruebas de
recuperacion, selectividad y de las curvas de calibracion.

Parametro Tiempos de retencion Rango de Tr considerado
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Curva de 7.612- 17.59- | 5.642- | 11.319-
calibracion 8.158 18.260 5.930 11.568
- 8.366- | 18.490- | 6.098- | 12.444- 7.612 - 17.590 - 5.642-| 11.319-
Selectividad
8.919 19.804 6.447 13.247 8.919 19.804 6.447 13.247
% de 8.359- | 18.340- | 6.139- | 12.291-
recuperacion 8.386 18.483 6.201 12.343

Para obtener las graficas que muestren la respuesta del método analitico (areas) en

funcién de concentraciones de cada AF se realizaron las curvas de calibracién que son la

base para la cuantificacion de AF.
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En la Tabla 11 se muestran las diluciones consideradas para formar las curvas de calibracion
de AF.

Tabla 11: Concentraciones utilizadas para obtener la curva de calibracién de AF (ng mL™).

AF Concentraciones de la curva de calibracion (ng mL™)
AFB; 0.1,05,1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128
AFB, 0.01, 0.05, 1, 5, 10, 20, 40, 70, 100, 200
AFG, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 4, 16, 100, 128
AFG, 0.5, 1,2, 4,8, 16, 32, 64, 100, 200, 600, 800, 1000
Curva de AFB1

En la Tabla 12 y Figura 7 se presentan los datos la curva, se observa que se obtuvo
un valor de R? = 0.9973, este valor es cercano a uno, lo que muestra una buena relacién
entre las respuestas del método analitico (areas) y las diferentes concentraciones, la

ecuacion que describe la curva de calibracion es y = 2.8299x.

Tabla 12: Datos de la curva de calibracion de AFB;.

Concentracion (ng mL™) | Area; | Try (min) | Areaz | Tr2 (min) | Areas | Trz (min)
0.1 1.3 7,612 1.3 7,612 1.3 7,612
0.5 4.5 8,158 1.9 7,979 1.7 7,767
1 3.4 8,112 3.7 7,985 4.5 7,886
2 10.6 7,894 8.6 7,828 9.7 7,804
4 16.7 7,728 14.4 7,769 15.7 7,710
8 34 7,774 34.4 7,758 25.1 7,810
16 48.7 7,759 55.6 7,759 49.9 7,749
32 91.3 7,740 97.5 7,741 93.1 7,746
64 1826 | 7,750 | 186.2 | 7,750 - -
128 3539 | 7,739 [360.2| 7,745 - -

400

350

300

250

©
@ 200
L

y = 2,8299x
R2=10,9973

150
100
50

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ng mL")

Figura 7. Curva de calibracion de AFB;.
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Curva de calibracion de AFB2
En la Tabla 13 se dan los datos de la curva de calibracion de la AFB, y en la Figura 8
se muestra la curva, se observa que se obtuvo un valor de R = 0.9908, este valor es cercano
a uno, lo que muestra una buena relacion entre las respuestas del método analitico (areas) y
las diferentes concentraciones, la ecuacion que describe la curva de calibracion es y =
1.7786x.

Tabla 13: Datos de la curva de calibracion de AFB,.

Concentracion (ng mL™) | Area; | Try (min) | Areas Tr, (min)
0.01 0.027 17.59 0.021 17.61
0.05 0.12 18.20 0.076 17.84

1 2 18.10 1.8 18.00

5 6.6 18.10 6.7 18.06
10 23 18.09 23.1 18.06
20 38.4 18.10 38.7 18.08
40 93 18.19 - -
70 149.7 18.25 150.5 18.24
100 173.9 18.26 173.9 18.24
200 345.4 18.22 346.7 18.20

y =1,7786x
R?=0,9908

0 50 100 150 200 250
Concentracion (ng mL-)

Figura 8. Curva de calibracion de AFB..



Curva de calibraciéon de AFG1

En la Tabla 14 se dan los datos de la curva de calibracién de la AFG1 y en la Figura 9

se muestra la misma, se observa que se obtuvo un valor de R? = 0.9969, este valor es

cercano a uno, lo que muestra una buena relacion entre las respuestas del método analitico

(areas) y las diferentes concentraciones, la ecuacion que describe la curva de calibraciéon es

y =1.7607x.

Tabla 14: Datos de la curva de calibracion de AFG;.

Concentracion (ng/mL) | Area; | Try (min) | Area, | Try (min) | Areas | Trz (min)
0.01 0.07 5.930 0.03 5.870 0.05 5.795
0.05 0.160 5.868 - - 0.130 5.836
0.1 0.200 5.833 0.220 5.863 0.270 5.794
0.5 0.890 5.753 1.000 5.642 0.980 5.772
1.0 3.100 5.784 3.300 5.690 3.300 5.732
4 11.600 | 5797 | 12.900 | 5720 | 12.900 | 5.710
16 22200 | 5778 | 21.300 | 5.795 | 22.300 | 5.818
100 172.700 | 5.865 |185.700 | 5.852 | 186.200 | 5.830
128 213400 | 5.864 | 225100 | 5.835 |226.600| 5.831
250
200
150

©
1}
|-
< o0 y = 1,7607x
R?=0,9969
50
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ng mL")

Figura 9. Curva de calibracion de AFG;.




Curva de calibracion de AFG2
En la Tabla 15 se dan los datos de la curva de calibraciéon de la AFG; y en la Figura 10 se

muestra la misma, se observa que se obtuvo un valor de R = 0.9986 considerando
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concentraciones mayores que en el resto de las curvas porque esto mejoré el valor de R?,

este valor resulté cercano a uno, lo que muestra una buena relacion entre las respuestas del

método analitico (areas) y las diferentes concentraciones, la ecuacién que describe la curva

de calibracion es y = 1.2411x.

Tabla 15: Datos de la curva de calibracion de AFG..

200

Concentracion (ng mL")

Concentracion (ng mL™) Area; | Tri(min)| Area, | Tro(min)| Areas | Trz (min)
0.5 2.900 11.353 2.700 11.371 2.900 11.391
1 1.800 11.407 1.800 11.390 1.800 11.401
2 3.300 11.404 3.500 11.432 3.400 11.431
4 6.000 11.478 6.000 11.473 6.000 11.475
8 10.500 11.472 10.400 11.477 10.400 11.486
16 17.700 11,513 17.300 11.523 16.500 11.534
32 42.100 11.525 43.100 11.519 43.500 11.520
64 74.500 11.511 74.500 11.532 75.100 11.527
100 109.100 | 11.568 | 104.300 | 11.557 | 108.700 | 11.533
200 220000 | 11554 | 219500 | 11.526 | 211.400 | 11.551
600 716.400 | 11.494 | 714160 | 11.473 - -
800 1017.800 | 11.416 | 1015.600 | 11.384 - -
1000 1253.000 | 11.355 | 1251.000 | 11.319 - -
1400
1200
1000
@ 800
S y =1,2411x
n< - 5
600 R?=0,9986
400
200
0
400 600 800 1000 1200

Figura 10.

Curva de calibraciéon de AFG.,.



30
6.1.2. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

Para representar la sensibilidad del equipo HPLC para detectar la cantidad mas pequefia de
cada AF con base en las curvas de calibracién se obtuvo el LOD y para calcular el LOQ se

tom6 como 5 veces el valor de LOD.

Tabla 16: Valores obtenidos de LOD y LOQ.

Aflatoxina AFB; | AFB, | AFG; | AFG,
LOD(ngg?) [0.1 [0.01 [0.01 [05
LOQ (nggh) |05 [0.05 [0.05 |25

6.1.3. Porcentaje de recuperacion

Este experimento se llevd a cabo para determinar la eficiencia de la extraccion de AF
del analisis. EIl método de extraccion presenta un porcentaje de recuperaciéon que va del
81.93 — 89.14 % para las diferentes AF, esto quiere decir que el método para extraer las AF
del pistache es eficiente.

En la Tabla 17 se presentan los datos obtenidos para el experimento de recuperacion

de cada AF y en las Figuras 11 a 22 se muestran los cromatogramas obtenidos.

Tabla 17: Datos del experimento de Porcentaje de Recuperacion.

Contaminacion Concentra_mon. Eje Concentracion de AF % de
AF 1 basal (ng mL™) la contaminacion | erada (ng mL™) | recuperacion
g con AF (ng mL™) P g P
AFB; 0.02 100 81.95 81.93
AFB, 0.03 100 89.17 89.14
AFG, 0.02 100 82.46 82.44
AFG, 0.32 100 86.59 86.27
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Cromatogramas obtenidos en el experimento de porcentaje de recuperacion AFB1y
AFB2 (EXC 360 nm, EM 425 nm) Y AFG1 y AFG2 (EXC 360 nm, EM 450 nm). TR = Tiempo de retencién
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6.1.4. Prueba de selectividad
Para determinar el grado al cual el método puede determinar analitos especificos sin

interferencias de otros componentes se realizo la prueba de selectividad del método analitico
para sustancias naturalmente presentes. En la Figura 23 tenemos los 4 estandares de AF
juntos sin pistache. No se observaron interferencias de otros componentes del pistache en los
tiempos de retencion de cada AF, es evidente que el método propuesto tiene el poder de
discriminacion entre las AFB1, AFB,, AFG; y AFG; y otros componentes de la matriz (Figura

24).
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Figura 23: Cromatograma obtenido de estdndares mezclados de las AFB;, AFB,, AFG; y

AFG,.
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Figura 24: Muestra de pistache de la Delegacion de Coyoacan contaminada con AFB;, AFB,,
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6.2. Cuantificacion de AF en las muestras por HPLC

Los resultados correspondientes del analisis de AF en pistache se presentan en la
Tabla 18 y en las Figuras 25 a 27. Todas las muestras (100%) salieron contaminadas con
dos o mas tipos de AF, concentraciones traza que demuestran un bajo grado de
contaminacion ya que las concentraciones encontradas se encuentran por debajo de los
limites establecidos (5 pg Kg™ para AFB; y 10 ug Kg* para AFt) por la OMS (Papp et al.,
2002) y por la FAO (20 ug Kg™ para AFB; y 35 pg Kg™* para AFt) (FAO, 2004).

El 36.36% de las muestras se encuentran contaminadas con AFB; (0.10 a 4.15 ng g}),
el 100% de las muestras con AFB, (0.01 a 4.00 ng g*) y con AFG; (0.02 a 1.02 ng g}), el
56.36% con AFG, (0.46 a 8.09 ng g') y el 100% con AFt (0.04 a 8.39 ng g*). Estas
concentraciones encontradas en las muestras presentan una menor contaminacion por AF
gue las reportadas en Iran (Cheraghali et al.,2007), Marruecos (Juan et al., 2008) y Tunez
(Ghali et al., 2009).

Las muestras mas contaminadas por AFB; fueron la del mercado de Mixcoac,
Delegacion Benito Juarez (1.23 ng g™), del mercado de Tacubaya, Delegacién Miguel Hidalgo
(3.20 ng g*) y del mercado y Delegacién de Xochimilco (4.15 ng g™). Por AFB; fueron del
mercado San Miguel de la Delegacion Ixtacalco (1.38 ng g*) y del mercado Tulyehualco,
Delegacién Xochimilco (4.00 ng g™). Por AFG; fue la del mercado y Delegacién de Xochimilco
(1.02 ng g™1). Por AFG; fueron la muestra del mercado de la Merced, Delegacién Venustiano
Carranza (4.06 ng g*), que también tuvo alta concentraciéon de AFt (4.43 ng g™, la muestra
18a (8.09 ng g*) que también tuvo la mayor concentracién de AFt (8.39 ng g), y 18b (6.36
ng g*) con muchas AFt (6.36 ng g™) del Bazar de las Especias de Turquia. Finalmente, por
AFt de México las concentraciones mas altas estuvieron en las muestras del mercado y
Delegacion de Xochimilco (7.04 ng g*'), del mercado de Tacubaya, Delegacién Miguel
Hidalgo (5.01 ng g™%).



Tabla 18: Aflatoxinas del pistache de la Ciudad de México, Turquia y Grecia.
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Concentracién de AF (ng g™)

Muestra Pais Ciudad Mercado Delegacion AFB; AFB, AFG, | AFG, AR
la México DF Melchor Muzquiz A.Obregon <LOD 0.02 0.03 0.65 0.71
1b México DF Olivar del Conde A.Obregon <LOD 0.04 0.14 1.25 1.43
1lc México DF Corpus Christi A.Obregon <LOD 0.04 0.04 1.30 1.38
2a México DF Azcapotzalco Azapotzalco <LOD 0.52 0.04 1.16 1.71
2b México DF Prohogar Azapotzalco <LOD 0.24 0.03 0.64 0.90
2c México DF Nueva Santa Maria Azapotzalco 0.24 0.03 0.24 | <LOD 0.51
3a México DF De Mixcoac B. Juarez 1.23 0.16 0.29 3.28 4.97
3b México DF Portales B. Juarez <LOD 0.04 0.04 0.54 0.62
3c México DF Independencia B. Juarez <LOD 0.02 0.02 | <LOD 0.04
4a México DF Ajusco-Moctezuma Cuajimalpa <LOD 0.03 0.02 | <LOD 0.06
4b México DF Sto Domingo Las Rosas Cuajimalpa <LOD 0.03 0.03 | <LOD 0.05
4c México DF De Coyoacan Cuajimalpa <LOD 0.11 0.03 2.26 2.39
5a México DF Contadero Coyoacan 0.10 0.12 0.08 1.24 1.54
5b México DF Rosas Torres Coyoacan <LOD 0.08 0.04 | <LOD 0.12
5c¢ México DF Cuajimalpa Coyoacén 0.12 0.05 0.03 | <LOD 0.20
6a México DF Hidalgo Cuauhtémoc <LOD 0.07 0.04 0.46 0.57
6b México DF Arcos de Belén Cuauhtémoc <LOD 0.07 0.03 0.99 1.08
6cC México DF San Juan Cuauhtémoc <LOD 0.12 0.03 0.93 1.08
7a México DF Rio Blanco G.A. Madero 0.18 0.16 0.03 0.66 1.02
7b México DF De la Estrella G.A. Madero <LOD 0.40 0.03 | <LOD 0.43
7cC México DF Martin Carrera G.A. Madero <LOD 0.30 0.03 | <LOD 0.33
8a México DF San Miguel Iztacalco Iztacalco <LOD 1.38 0.03 | <LOD 1.40
8b México DF Tlacotal Iztacalco <LOD 0.22 0.03 | <LOD 0.25
8c México DF Santa Anita Iztacalco <LOD 0.04 0.03 | <LOD 0.07
9a México DF Central de Abastos Iztapalapa <LOD 0.22 0.27 | <LOD 0.50
9b México DF Santa Cruz Meyehualco Iztapalapa <LOD 0.21 0.03 | <LOD 0.24
9c México DF Jacarandas Iztapalapa 0.52 0.04 0.06 | <LOD 0.62
10a México DF Cerro del Judio M. Contreras <LOD 0.03 0.04 | <LOD 0.07
10 b México DF La Loma M. Contreras <LOD 0.05 0.03 | <LOD 0.08
10c México DF Turistico La Magdalena M. Contreras 0.75 0.06 0.10 2.03 2.94
1la México DF Tacubaya M.Hidalgo 3.20 0.03 0.78 1.00 5.01
11b México DF P. E. Calles “El Chorrito” M.Hidalgo <LOD 0.03 0.03 | <LOD 0.05
11c México DF Argentina M.Hidalgo <LOD 0.02 0.02 | <LOD 0.04
12 a México DF San Antonio Tecémitl Milpa Alta <LOD 0.03 0.03 | <LOD 0.06
12b México DF Benito Juarez Milpa Alta <LOD 0.02 0.04 | <LOD 0.06
12 ¢ México DF San Pedro Atocpan Milpa Alta <LOD 0.03 0.04 0.52 0.59
13 a México DF Colonia del Mar Tlahuac <LOD 0.04 0.05 0.82 0.90
13b México DF Mercado de la Nopalera Tlahuac <LOD 0.04 0.03 | <LOD 0.07
13 ¢ México DF Mercado Tldhuac Tldhuac <LOD 0.03 0.05 | <LOD 0.08
14 a México DF Tlalcoligia Tlalpan 0.15 0.04 0.08 0.75 1.02
14 b México DF Torres de Padierna Tlalpan 0.19 0.03 0.06 0.73 0.99
14 c México DF De la Luz Tlalpan <LOD 0.02 0.05 | <LOD 0.07
15a México DF La Merced V.Carranza 0.12 0.21 0.03 4.06 4.43
15b México DF Jamaica V.Carranza <LOD 0.31 0.03 0.86 1.20
15¢c México DF San Ciprian V.Carranza <LOD 0.29 0.03 0.99 1.31
16 a México DF De Xochimilco Xochimilco 4.15 0.51 1.02 1.35 7.04
16 b México DF San Gregorio Atlapulco Xochimilco 0.28 0.02 0.08 0.61 0.99
16c México DF Tulyehualco Xochimilco 0.24 4.00 0.05 0.59 4.87
17 a Turquia | Estambul Bazar de las Especias - 0.60 0.01 0.10 | <LOD 0.71
17b Turquia | Estambul Bazar de las Especias - 0.14 0.03 0.05 1.41 1.63
17c Turquia | Estambul Bazar de las Especias - <LOD 0.06 0.06 151 1.63
18 a Turquia | Estambul Bazar de las Especias - 0.16 0.09 0.05 8.09 8.39
18 b Turquia | Estambul Bazar de las Especias - 0.22 0.02 0.07 6.05 6.36
18 ¢ Turquia | Estambul Bazar de las Especias - 0.17 0.03 0.09 0.96 1.25
19a Grecia Santorini Mercado de Santorini - 0.13 0.18 0.11 2.05 2.46



http://maps.google.com.mx/maps/place?ftid=0x85d1f892e0d7df13:0x86596b658ab7d3ec&q=Mercado+Nueva+Santa+Mar%C3%ADa,+Nueva+Santa+Mar%C3%ADa,+Azcapotzalco,+Ciudad+de+M%C3%A9xico&hl=es&ved=0CA4Q-gswAA&sa=X&ei=Txw1UIe_K9PuwAH09oHoBA
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Concentracion de AFB; y AFB, en las muestras
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Figura 25: Gréfica de concentraciones de AFB; y AFB; en las muestras método por HPLC.
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Aparentemente es una baja concentracion de AFt la encontrada en la presente
investigacion pero hay que considerar que la cantidad analizada fue un gramo de pistache y
segun nuestros célculos es mucho mayor la cantidad consumida en diferentes alimentos ya
gue el hombre ingiere pistache directa o indirectamente como ingrediente en diferentes
platillos y postres.

El pistache es de las oleaginosas mas contaminadas con AF a nivel mundial y aunque
en un gramo sus concentraciones estan por debajo de la cantidad necesaria para producir
una mutacion que son 10 ng g’ (Carvajal, 2004), llama la atencién ver que todas las
muestras analizadas estuvieron contaminadas.

Hay reportes que indican una reduccion de la produccion de AF por la presencia de los
antioxidantes naturales del pistache como son el acido caféico que reduce un 99.5 % a las
AF, el &cido quinico (90.2 %) y el &cido clorogénico (88.5 %) (Molyneux et al., 2007).

La contaminacién encontrada en las muestras se puede deber a diferentes factores,
los hongos del género Aspergillus con frecuencia deterioran el pistache antes de la cosecha
cuando los frutos secos estan todavia en el &rbol, pero también pueden ocurrir infeccion
después de la cosecha ya sea en el almacenamiento o posterior (Bruce et al., 2003;
Cheraghali & Yazdanpanah, 2010), ademas la apertura temprana de la cascara de los
pistaches antes de la cosecha provoca contaminacién por el viento con hongos 6 los insectos
gue los transportan. El almacenamiento a largo plazo, la comercializacion en condiciones no
higiénicas con altas humedad y temperatura favorecen la contaminacién por AF (Doster &
Michailides, 1994; Khosravi et al., 2007). Las muestras obtenidas de los diferentes mercados
se encontraban almacenadas en bolsas de plastico y frascos de vidrio o plastico, a
temperatura y humedad ambiente.

La presencia de AFB1, AFB,, AFG; y AFG; en las muestras se explica por la invasion
de Aspergillus parasiticus (productor de AFB;, AFB,, AFG; y AFG,) y probablemente por
Aspergillus flavus (productor de AFB; y AFB,). Se debe recordar que Aspergillus nomius, A.
pseudotamarii, A. tamarii, A. bombycis y A. ochraceoroseus son capaces de producir AF. Sin
embargo, A. flavus y A. parasiticus son los Unicos de importancia agronomica ya que los
demas son poco frecuentes (Kurtzman et al., 1987; Goto et al., 1996; Erhlich et al., 2007,
Soriano, 2007).

Existi6 mayor contaminacion de las muestras por AFG, y la AFB;, que es la mas
mutagena, teratdgena y cancerigena de todas, se encontré en menor porcentaje (Richard,

2007). Cuando A. parasiticus crece en un medio con un pH menor de 6.0 se favorece la
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sintesis de las AF del grupo B, y con pH superiores a 6.0 se estimula la sintesis de AF del
grupo G (Buchanan & Ayres, 1975). Podria sugerirse que el pH del pistache era mayor de 6.0
por lo que después de la invasion de A. parasiticus en las muestras se favorecio la sintesis de

las AF del grupo G especialmente la AFG..

6.3. Andlisis estadistico

Se uso la prueba de Kruskal-Wallis ya que al ser una prueba no paramétrica se ajusta
a los datos obtenidos en esta investigacion permitiendo comparar las medias de las muestras,
con esta prueba se encontré que existe diferencia significativa en el contenido de AFB1, AFB,,

AFG1, AFG; y AFt en las muestras de pistache de acuerdo a su lugar de origen (Tabla 19).

Tabla 19: Resultados obtenidos de la prueba de Kruskal-Wallis.

AF Valor estadistico Significancia Interpretacion
AFB; 67.6629 <0.05 Existe diferencia significativa
AFB; 64.1586 <0.05 Existe diferencia significativa
AFGy 60.4021 <0.05 Existe diferencia significativa
AFG; 53.2218 <0.05 Existe diferencia significativa
AFt 58.1913 <0.05 Existe diferencia significativa

Con la prueba de rangos de Wilcoxon encontramos en donde se encuentran las
diferencias significativas. En las Figuras 28 a 30 se muestran las medias de los contenidos
de AF para hacer las comparaciones y observar que muestras son iguales y diferentes de
acuerdo a su contenido de AF y lugar de origen.

Las letras en comuan entre los diferentes grupos indican que no existe diferencia
significativa entre las muestras debido a que su concentracién de AF similar y la ausencia de
letras en comun indican que existe diferencia significativa entre las muestras debido a que su

concentracion de AF varia en gran medida.



a) Comparacion entre lugar de origen y contenido de AFB1

A. Qbregon
Tldhuac
Milpa Alta
Iztacalco
Cuauhtémoc
Cuajimalpa
V. Carranza
Coyoacan
Azcapotzalco
G.A. Madero
Tlalpan
Santorini

—h —h —h Th —h

Lugar de origen

M. Contreras
lztapalapa
Estambul

M. Hidalgo
B. Judrez

Xochimilco

0 0,5 1 1,5 2

Medias de concentracidn de AF por lugar de origen (ng g1)
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Figura 28: Prueba estadistica Wilcoxon / Kruskal-Wallis.
a) Comparacion entre lugar de origen y concentraciones de AFB; .
b) Comparacién entre lugar de origen y concentraciones de AFB;,
Letras en comun = no existe diferencia significativa entre las muestras.

Ausencia de letras en comun = Existe diferencia significativa entre las muestras.
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a) Comparacion entre lugar de origen y contenido de AFG1
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Figura 29: Prueba estadistica Wilcoxon / Kruskal-Wallis.
a) Comparacion entre lugar de origen y concentraciones de AFG;.
b) Comparacién entre lugar de origen y concentraciones de AFG..
Letras en comdn = no existe diferencia significativa entre las muestras.

Ausencia de letras en comun = Existe diferencia significativa entre las muestras.
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Comparacion entre lugar de origen y contenido de AFT
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Figura 30: Prueba estadistica Wilcoxon / Kruskal-Wallis.
Comparacién entre lugar de origen y concentraciones de AFt.
Letras en comudn = no existe diferencia significativa entre las muestras.

Ausencia de letras en comun = Existe diferencia significativa entre las muestras.

Para el caso de la AFB; (Figura 28a) que es la mas mutdgena, teratbégena y
cancerigena de todas las AF (Richard, 2007) se observa que las muestras de Xochimilco
(Promedio = 1.56 ng g*) son las mas contaminadas por lo que presentan diferencia
significativa con el resto de las muestras excepto con las de Benito Juarez (Promedio = 0.41
ng g1). Para AFB, (Figura 28b) se observa que las muestras de Xochimilco (Promedio = 1.51
ng g*) son las mas contaminadas por lo que presentan diferencia significativa con la mayoria
de las muestras excepto con las de Azcapotzalco (Promedio = 0.26 ng g™), Venustiano
Carranza (Promedio = 0.27 ng g%), G. A. Madero (Promedio = 0.29 ng g*) e lztacalco
(Promedio = 0.54 ng g}). Para AFG; (Figura 29a) se observa que las muestras de Xochimilco
(Promedio = 0.38 ng g) y Miguel Hidalgo (Promedio = 0.27 ng g*) son las mas contaminadas
por lo que presentan diferencia significativa con la mayoria de las muestras excepto con las

de Azcapotzalco (Promedio = 0.10 ng g*), Benito Juarez (Promedio = 0.11 ng g™), Santorini
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(Promedio = 0.11 ng g}) e Iztapalapa (Promedio = 0.12 ng g*). Para AFG, (Figura 29b) se
observa que la muestra de Santorini (Promedio = 2.05 ng g*) es la mas contaminada y por lo
tanto presenta diferencia significativa con la mayor parte de las muestras excepto con las de
Cuauhtémoc (Promedio = 0.69 ng g*), Alvaro Obregén (Promedio = 0.71 ng g*), Benito
Juéarez (Promedio = 1.15 ng g*), Venustiano Carranza (Promedio = 1.52 ng g*) y Estambul
(Promedio = 1.8 ng g™).

Para las AFt (Figura 30) se observa que las muestras de Xochimilco (Promedio = 4.08
ng g*) y Santorini (Promedio = 2.47 ng g™) son las mas contaminadas por lo que presentan
diferencia significativa con el resto de las muestras excepto con las de Azcapotzalco
(Promedio = 0.88 ng g*), Benito Juarez (Promedio = 1.75 ng g*), Venustiano Carranza
(Promedio = 1.84 ng g*) y Estambul (Promedio = 2.07 ng g™%).

Las diferencias de concentracion entre las muestras se puede deber a la apertura
temprana de la cascara de algunos pistaches antes de la cosecha lo cual favorece la
contaminacion por el viento con hongos o por medio de los insectos, también se puede deber
al almacenamiento en condiciones no higiénicas con alta humedad y temperatura que

favorecen la contaminaciéon por AF (Doster & Michailides, 1994; Khosravi et al., 2007).
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VII. Conclusiones

Se logré la validacion del método de andlisis de AF en pistache. Debido a que las
curvas de calibracion de las diferentes AF muestran una buena relacion entre la
respuesta y la concentracion de AF con valores de R? cercanos 1; se obtuvieron los
LOD y LOQ necesarios para identificar y cuantificar las AF; los porcentajes de
recuperacion en todos los casos fueron superiores al 80%, lo cual indica que el método
de extraccion de AF es eficiente y en la prueba de selectividad no se observaron
interferencias de otros componentes de la matriz en los tiempos de retencién de cada
AF.

Se realizaron algunas modificaciones al método de la NOM-188-SSA1-2002 como el
ajuste de la proporcion de disolventes en la fase movil, los volimenes de inyeccion en
el HPLC, el tiempo de andlisis entre muestras y el ajuste de la longitud de onda de
excitacion y emision.

Se analizaron 55 muestras de pistache provenientes de México, Turquia y Grecia.
Todas las muestras (100%) resultaron contaminadas con AF aunque en niveles bajos
gue no ponen en riesgo a la salud pues se encuentran por debajo de los niveles
permitidos por la OMS (5 ng g™ para AFB; y 10 ng g™ para AFt) y por la FAO (20 ng g™
para AFB; y 35 ng g™ para AFt).

El 36.36% de las muestras se encuentran contaminadas con AFB; (0.10 a 4.15 ng g™),
el 100% de las muestras con AFB, (0.01 a 4.00 ng g), el 100% con AFG; (0.02 a 1.02
ng g%), el 56.36% con AFG, (0.46 a 8.09 ng g*) y el 100% con AFt (0.04 a 8.39 ng g™).
La muestra mas contaminada por AFB; (4.15 ng g*) y AFG; (1.02 ng g*) fue la
proveniente de la Delegacion Xochimilco del Mercado de Xochimilco, por AFB, (4.00
ng g™ fue la del Mercado Tulyehualco de la Delegacién Xochimilco, por AFG, (8.09 ng
gl) y AFt (8.39 ng g*) fue una muestra del Mercado Bazar de las Especias de la
ciudad de Estambul en Turquia, estos niveles elevados se pueden deber a la apertura
temprana de la cascara de los pistaches antes de la cosecha lo cual favorece la
contaminacion por el viento con hongos o por medio de los insectos, también se puede
deber al almacenamiento en condiciones no higiénicas con alta humedad vy
temperatura que favorecen la contaminacion por AF.

Se encontrg diferencia significativa entre el contenido de AF (B;, B2, G1, G, y AFt) y el

lugar de origen de las muestras.
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El presente estudio da certeza sobre el nivel de contaminacion de AF en pistache
natural (a granel y empacado al vacio) que posteriormente podria servir para comparar
con resultados obtenidos de pistache tostado, esto como una manera de observar si el
proceso de tostado influye sobre el contenido de AF.

Esta tesis fundamenta los cuidados que se deben tener en cuenta respecto a los
métodos de control de AF requeridos para la produccion de pistache inocuo vy
adecuado para el consumo, ademas de mostrar el método de andlisis para la

cuantificacion de AF especificamente en pistache.
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