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RESUMEN

El cacahuate (Arachis hypogaea L.) es una leguminosa tropical de la familia
Fabaceae originaria y cultivada en el sur de México y Peru, Asia, Africa y Australia . El
cacahuate, tiene propiedades medicinales, que ayudan a prevenir las enfermedades

cardiacas al reducir el colesterol, también estimula y regula la digestion.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos que consisten en moléculas
pequefias (PM < 700) y las producidas por algunos hongos filamentosos como
Aspergillus spp. se llaman Aflatoxinas (AF). Los dafios generados por las AF son
hemorragias, vomitos, abortos, malformaciones, diarrea y muerte. También causan dafios
cronicos en el higado y el rifiébn, céncer (digestivo, pulmonar e incluso cervical),
inmunosupresion y desnutricion aguda asociada con el sindrome de Reye, Kwashiorkor y

marasmao.

La presente investigacion consistio en el muestreo de 50 g de cacahuates, de los
tres principales mercados de cada una de las 16 Delegaciones de la Ciudad de México.
Las muestras de cacahuate se homogenizaron y posteriormete las cuatro aflotoxinas (AF)
se extrajeron con metanol/agua (80:20 v/v), se purificaron y concentraron con columnas
de inmunoafinidad. La identificacion y cuantificacion de las AF se realizd por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Mediante el andlisis estadistico de la
prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskal-Wallis se compararon el origen de las

muestras y el tipo de AF.

Se validdé el método de extraccion y cuantificacion de AF en cacahuate. Se
comprobd que el método es selectivo y lineal, los porcentajes de recuperacion de AF se
encontraron en rangos de 82% a 100%. Los limites de deteccion de las AF (ng g™),
obtenidos de las curvas de calibracion fueron: AFB; (0.1), AFB, (0.01), AFG; (0.01) y
AFG; (0.05).

Los resultados indican, que de las 58 muestras, el 80% de ellas se encuentra
contaminada con AFB; y el 100% por aflatoxinas totales (AFt). El analisis estadistico
arrojo como significativa a la mayor concentracion de AFB; encontrada en las muestras
de la Delegacion Gustavo A. Madero (44 pg Kg ™). Para la AFB; (80 pg Kg™) fue la
Delegacion Benito Juarez, y solo hubo trazas de AFG; donde el nivel mas alto fue 0.64 ug
Kg™, en la Delegacion Tlahuac. Hubo trazas de AFG, < LOD en las muestras. La mayor

concentracion total de AF fue de 8.53 pg Kg™.



ABSTRACT

The peanut (Arachis hypogaea L.) is a tropical oil seed of the family Fabaceae
native and cultivated in the south Mexico and Peru, Asia, Africa and Australia. The peanut
has medicinal properties, which help to prevent heart disease by lowering cholesterol, also

stimulates and regulates the digestion.

Mycotoxins are toxic secondary metabolites consisting of small molecules (MW <
700), and those produced by some filamentous fungi such as Aspergillus spp. are called
aflatoxins (AF). Among the symptoms caused by AF are bleeding, vomiting, abortions,
malformations, diarrhea and death. AF cause chronic liver damage and kidney cancer
(gastrointestinal, pulmonary and even cervical), immunosuppression and acute

malnutrition associated with Reye's syndrome, Kwashiorkor and marasmus.

The purpose of the present research was to obtain samples of 50 g of peanut of the
three major markets of each one of the 16 boroughs of Mexico City. The peanut samples
were homogenized and the 4 AF were extracted with methanol/water (80:20 v/v) and were
purified and concentrated by immunoaffinity columns. The identification and quantification
of AF was performed by high performance liquid chromatography (HPLC). Through the
statistical analysis of the non-parametric Wilcoxon/ Kruskal -Wallis the role of the origin of

the samples and types of AF were compared and their significance was obtained.

The method of extraction and quantification of AF in peanut was validated. It was
found that the method has a linear selectivity and the range of the percentage of AF
recovery was from 82% to 100 %. The limits of detection of AF (ng g*) obtained from the
calibration curves were AFB; (0.1), AFB; (0.01), AFG; (0.01) and AFG, (0.05).

The results indicated that from the 58 samples a 80% was contaminated with AFB;
and all of them had total aflatoxins (AFt). The statistical analysis showed a significant
difference with AFB; with the highest concentration of 44 pg Kg*found in the Gustavo A.
Madero borough. For AFB, the highest concentration was 80 ug Kg™ from Benito Juarez
borough; and only traces of AFGj, the highest was 0.64 pg Kg*, were the Tlahuac
borough. Only traces of AFG, were present , and all the samples had an average of AFt
of 8.53 ug Kg™.



|. INTRODUCCION
[.1. Generalidades del cultivo del cacahuate.

Los cacahuates son plantas dicotiledéneas de la familia Leguminosae (Fabaceae),
subfamilia Papilionoidae, género Arachis. La planta consta de una parte aérea con
ramificaciones, hojas y flores. Después de la fecundacion, las flores forman ginoforos
(porciones alargadas del receptaculo o del eje de algunas flores en cuyo apice se dispone
el gineceo) que se alargan y penetran en el suelo. El periodo desde el inicio de la
fructificacion hasta la cosecha dura de 40-50 dias (Camara, 1998), y durante este lapso
hay muchos agentes infecciosos (bi6ticos), como hongos y bacterias que enferman a la
planta.

Son alrededor de 20 millones de hectareas de siembra y produccion del cacahuate,
55 de la soya (Glycine max L. Merryl) y 26 del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) (FAO,
1998).

China, India y Africa son los mayores productores de cacahuate. En Latinoamérica,
Brasil posee los suelos y clima apropiados para el cultivo del cacahuate, con una
produccién estimada de 267,800 toneladas en la cosecha 2005/2006, con el estado de

Sao Paulo como el mayor productor (Chang, 2013).

El resto de paises importan cacahuate para satisfacer sus necesidades de consumo
interno, por su falta de condiciones de agricultura tropical para cultivar esta leguminosa
(Zorzete, 2011). La temperatura Optima de desarrollo esta entre 21 y 27°C, a 12°C el
crecimiento se detiene y a mas de 30°C aumenta la transpiracion y las flores pueden
deshidratarse. Los mejores suelos para el cultivo del cacahuate son los permeables,
sueltos, profundos, sin agua freatica en un 1 m de profundidad. Las tierras con los mejores
rendimientos en grasa de cacahuate contienen: arcilla 5 a 7%, limo 5 a 7%, arena silicea
75 a 85% y materia organica 2 a 3% (SIAP, 2012).

Los cacahuates se utilizan en la fabricacion de dulces, caramelos, pastas, etc.,
Figura 1. Alrededor del 60% de la produccién mundial de cacahuate se consume como

aceite (Santos, 2000). La semilla de cacahuate posee un alto valor nutricional y comercial
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debido a la presencia de proteinas, acidos grasos, carbohidratos y fibra, ademas de
vitaminas, calcio y fésforo (Camara, 1998).

ESVERATROL
\ntioxidant
Protection

w Down the

Figura 1: Productos del cacahuate: palanqueta, aceite, bebida con ron, salsas,
cacahuate japonés, helados, dulces, galletas, crema, garapifiados, tamales, mole,
mazapan, cacahuate natural, pastel, cosméticos, shampoo y antioxidante.
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La densidad de siembra de los cacahuates es de 30 a 40 cm entre plantas y de 130

a 200 Kg de semilla por hectarea. La siembra se puede hacer a mano, o usando una
sembradora de traccién animal 6 mecénica, el nimero de dias de crecimiento depende de
la variedad, altitud y latitud, y las plantas empiezan a florecer profusamente después de 6
a 8 semanas (SIAP, 2012). El cacahuate por su tipo de fructificacién subterranea y hébito
de crecimiento indeterminado, ocasiona que la cosecha sea una de las practicas mas

costosa y delicada.

Un punto critico del cultivo es determinar su tiempo de cosecha, los frutos que se
desarrollan primero estan maduros para su germinacion, y los prematuros aun no llenan la
vaina y carecen de valor. La practica general es sacar varias plantas en intervalos a lo
largo del surco, hasta observar que la mayor parte de las vainas estén maduras. Las
semillas maduras deben ser de color rosa o rojo, cuando la vaina se despega por dentro y
su testa se desprende facilmente. Las vainas se cosechan extrayendo la planta completa
del suelo, mediante una pala, o con un excavadora mecénica (SIAP, 2012). Figura 2.

Figura 2. Planta de cacahuate (Arachis hypogaea), semillay cosecha.

El cultivo se utiliza de manera integral, como forraje para el ganado, para el
consumo humano directo o para la elaboracion de productos industrializados. En el primer
caso se consume tostado como fruto seco y en confiteria, ensaladas, etc. En el segundo
caso se destina para la fabricacion de aceite, harina, crema de cacahuate, tintas, lapices
labiales, colores, jabon, entre otros (DGAPEAS, 2011).

Para la obtencion de aceite, el grano es sometido a una serie de operaciones
sucesivas: depuracion de los cuerpos extrafios (mediante cribas vibrantes y corrientes de
aire); cernido segun el tamafio, descascarado, separacion de la cuticula, molienda de la
semilla y finalmente extraccion. El contenido 6ptimo de humedad es de cerca del 6%.
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Tabla 1: Composicion quimica del cacahuate (Venkatachalam & Sathe, 2006;
Tuberoso et al., 2007).

Valor Nutritivo ‘ Minerales mg Vitaminas mg
Proteinas 25.60 Calcio 92 Vit. By 0.640
Grasa total 49.20 Potasio 705 Vit. B, 0.135
Grasa saturada 6.83 Zinc 3.27 Niacina 16.200
Calorias (Kcal) 567 Fosforo 376 Vit. Be 0.348
Hidratos de carbono 7.64 Magnesio 168 Folatos 240
Sodio (mg) 18 Hierro 4.50 Vit. E 9.130

Los cacahuates, presentan un alto contenido nutricional, lo cual debe atribuirse a la
presencia de compuestos como: tocoferoles, flavonoides, fitoesteroles, resveratrol, asi
como un nivel relativamente alto de proteina (Venkatachalam & Sathe, 2006; Tuberoso et
al, 2007). Tabla 1. El contenido de grasa en los cacahuates se encuentra en el rango del
50-55%, de los cuales, aproximadamente el 30% es acido linoléico y 45% es &cido oleico.
Este dltimo puede volverse rancio por la oxidacion de los lipidos. La relacion
oleico/linoléico, se utiliza actualmente como un indice de estabilidad y de vida util para la
aplicacion industrial. Se prevé que el uso del alto contenido del &cido oleico en el
cacahuate aumenta su vida de anaquel y por lo tanto mejora la estabilidad oxidativa de
sus productos (Isleib et al., 2006).

El cacahuate es la tercera fuente mas importante de proteina vegetal, que
constituye el 11% del suministro de proteinas del mundo. Debido a que la proteina del
cacahuate es vegetal tiene compuestos como fibra y biactivos tales como la arginina.
Estas proteinas se han clasificado tradicionalmente como albiminas (solubles en agua) o
globulinas (solubles en solucion salina) (Hefle, 1996).

l.2. Importancia econémica, produccion, consumo mundial y en México.

1.2.1. Produccion y consumo mundial.

La produccion mundial de cacahuate en 2011 fue de 35.9 millones de toneladas
(tons) anuales, que equivale a 25.7 millones de tons de cacahuate sin cdscara; de las que
se exporta alrededor de 8.1%. El principal productor de cacahuate en el mundo es China,
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con 39% de la produccién mundial, seguido de la India, Nigeria y Estados Unidos, con
19.9% y 5%, respectivamente (SIAP, 2011).

El volumen de cacahuate que se intercambia a nivel mundial equivale a 2.1 millones
de tons sin cascara; 85% se intercambia, con el grano sin cascara y solo el restante 15%
se intercambia con cascara; los principales derivados son pasta y aceite.

Los paises que exportan mas cacahuate son China (26.8%), India (14.7%), Estados
Unidos (14.6%) y Argentina (13.3%). Los paises importadores de cacahuates y sus
derivados son: Holanda (18%), Indonesia (8%), Reino Unido (7%), Rusia, Canada y
México, cuentan con un promedio de 6% y Alemania, con un 5%.

En el 2010 las exportaciones de cacahuates sin tostar ni cocer, alcanzaron 1,141
tons (2.4 millones de ddlares), lo que represent6 un incremento de 31.8% respecto a 2009
gue es un 87.5% inferior a lo exportado en el afio 2000, en donde se alcanzaron 9,105
tons (DGAPEAS, 2011). Las importaciones en 2010 ascendieron a 112,723 tons (129.8
millones de délares), 42.5% mas que las registradas en 2000. Los paises que venden esta
oleaginosa en el dltimo afio fueron: EEUU, del cual importamos el 51.0%, Nicaragua
(26.3%), China (15.2%), Argentina (5.0%) y Brasil (2.0%).

La diferencia entre el precio del cacahuate importado y del exportado se ha
incrementado desde el afio 2000. En este afio el precio de las exportaciones se
encontraba un 6.2% por arriba del precio de las importaciones, sin embargo, para el afio
2009 la diferencia fue de 125.2 % y en 2010 fue de 86.0%, Tabla 2.

Tabla 2: Principales paises productores de cacahuates del mundo en 2011

(SIAP, 2011).
Produccién (Miles de | Rendimiento(Ton/Ha)
toneladas)

China 6,100 0.86
India 5,067 3.32
Nigeria 2,783 1.04
Estados Unidos 1,491 2.8
Indonesia 1,000 1.53
Senegal 828 1.08
Sudan 990 0.67
México 137 1.49
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La ventaja en precio del cacahuate extranjero ha logrado su penetracion en
nuestro pais, junto con la falta de competitividad del producto mexicano.

Tabla 3. Produccién, consumo y comercio mundial de cacahuate en millones de
toneladas (USDA., 2011).

CoSsL:eF():-ha 3 Rendimiento _ _
Produccion Importaciones | Exportaciones | Consumo

(mil ha) (Ton/Ha)
2005/06 21.7 33.2 1.5 1.9 2.2 32.7
2006/07 20.3 31.0 1.5 1.9 2.4 30.9
2007/08 20.9 32.6 1.6 2.0 2.4 32.3
2008/09 21.4 34.8 1.6 1.9 2.4 33.8
2009/10 20.4 334 1.6 1.9 2.4 33.1
2010/11 21.3 35.3 1.7 2.0 2.5 34.7
2011/12 21.3 35.1 1.6 2.0 2.5 34.8

La produccién mundial de cacahuate aumentd 12.2% entre el 2005/06 y 2010/11,
alcanzando en este ultimo 32.3 millones de tons. El consumo de cacahuate alcanzo en el
ciclo 2010/11 las 34.7 millones de tons y ha crecido a un ritmo de 1.1% anual desde hace
10 afios (USDA, 2011) Tabla 3.

[.2.2. Produccién de cacahuate en México.

En México, el cacahuate se cultiva en alrededor de 62,000 hectareas, con una
produccién promedio anual de 60,000 tons, y un valor de 653 millones de pesos. Se cultiva
principalmente en los Estados de Sinaloa, Puebla, Chiapas, Oaxaca, Chihuahua y
Guerrero, que en conjunto acumulan 84% de la superficie dedicada a este cultivo. Sinaloa
fue el mayor productor de cacahuate en el pais en 2012, al generar 21,122 tons, un 24.7%
del total nacional. Este Estado mantuvo el 100% de su produccién en zonas de temporal y
su liderazgo se debio, a la extensa superficie sembrada, un 29.3% de la superficie total de
siembra de cacahuate (DGAPEAS, 2012). La situacion de Sinaloa contrasta con la de

Chihuahua que es el segundo productor. El cual mantiene practicamente la totalidad de la
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siembra en superficies de riego, y en 2009 tuvo una produccion muy cercana a la Sinaloa
de 20,566 tons, que representd el 24.1% de la produccién nacional. En el afio 2000 la
produccion de cacahuate alcanz6 142,216 tons, y en el afio 2006 sufrid6 una notable caida
hasta 68,243 tons lo que representd una reduccion de 52%. Posteriormente, la produccién
se recuperd ligeramente, alcanzando en 2009 las 85,502 tons, lo que significa un
incremento de 25.3% respecto al 2006, la superficie cosechada se redujo en 44.0%
durante este periodo (DGAPEAS, 2012). Un 97.8% del cacahuate producido en México
corresponde al ciclo Primavera- Verano, mientras que solo el 2.2% corresponde al Otofio-
Invierno. La cosecha de temporal es de un 67.9%, mientras que el 32.1% restante se
produce en riego, por lo que este cultivo depende en su mayor parte de las condiciones
climéaticas (DGAPEAS, 2012).

Principales Estados Productores de
Cacahuate en Meéxico

Sinaloa Resto del pais

25% 22%

Oaxaca
9%
24%
_ 11%
Chihuahua Chiapas Puebla

Figura 3: Principales Estados productores de cacahuate en México (DGAPEAS,
2012).

Chihuahua representé un 11.6% de la superficie dedicada a este cultivo a nivel
nacional, con altos rendimientos alcanzados por su superficie tecnificada, que alcanzé los
3.2 ton/Ha en 2009, mientras que Sinaloa alcanzé unicamente 1.5 ton/Ha. Chiapas,
Puebla y Oaxaca también son importantes productores, en conjunto generaron casi el 30%
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de la producciéon nacional en 2009 (DGAPEAS, 2012). La mayor produccién de cacahuate
en México fue en 1983 con 170,433 tons. Con una eficiencia de 2.04 ton/Ha, lo cual hoy
en dia solo es posible lograr con riego (DGAPEAS, 2012), Tabla 4.

Tabla 4: Superficie sembrada, cosechada, produccién y rendimiento (ton/Ha) del
cacahuate (DGAPEAS, 2012).

Superficie Produccion | Rendimiento (Ton/Ha) Precio Valordela
(Miles Ha) (Miles Ton) Medio produccion.
Siembra | Cosecha Temporal Rural (Millones
(T) (pesos) de pesos)

2000 92.7 91.8 142.2 2.43 1.37 1.55|4,774.0 678.9
2001 80.2 79.4 119.5 2.55 1.33 1.51|4,983.3 595.6
2002 64.0 62.0 74.6 2.49 1.03 1.20 | 4,407.4 329.0
2003 50.7 50.2 91.6 2.95 1.63 1.82|4,672.5 428.1
2004 67.2 65.5 98.9 2.52 1.36 1.51|5,504.7 544.6
2005 65.5 48.0 72.9 2.80 1.23 1.52 | 5,346.4 389.5
2006 45.7 44.9 68.2 2.77 1.35 1.52 | 5,680.9 387.7
2007 54.2 52.2 82.8 2.49 1.45 1.59 | 6,228.9 515.8
2008 53.1 52.0 80.7 2.73 1.39 1.55|6,874.2 552.8
2009 55.5 51.3 85.5 2.87 1.39 1.67 | 7,958.4 680.5
2010 54.2 51.9 86.6 N/D N/D 1.67| N/D N/D

N/D. No hay datos
1.2.3. Consumo de cacahuate en México.

El consumo de cacahuate en México es de alrededor de 160,000 tons anualmente:
145,000 tons se destinan al consumo humano; 6,000 tons, al procesamiento industrial;
8,000 tons, a otros usuarios y 1,000 tons, a semilla para siembra (SIAP, 2011).

1.2.4. Exportacion de cacahuate.

Las exportaciones que realiza México de alrededor de 11,000 tons se destinan
principalmente a Estados Unidos, y las importaciones, que promedian 111,000 tons
anuales, provienen de varios paises como Estados Unidos, China, Nicaragua, Argentina y
en menor medida de Brasil, India y Paraguay.
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En 2010 México exportd el 99.9% de su cacahuate a Estados Unidos y el 0.1%
restante a Perl y a Honduras. El rendimiento ha crecido paulatinamente, alcanzando hoy
en dia un promedio de 1.67 tons por hectarea, lo que representa 428 Kg mas por unidad
sembrada que hace veinte afios. La balanza comercial del cacahuate present6 entre los
afios 2000 y 2010 cifras negativas a tasas crecientes, debido a la tendencia a la baja de
las exportaciones y al incremento en las importaciones. Ya que en el afio 2000 se import6
un 37.3% del consumo, para el afio 2010 se importo el 56.9% (DGAPEAS, 2012).

[.3. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos, son moléculas relativamente
pequeiias (Pm<700) (Frisvad et al., 2007; Soriano,2007). Las Aflatoxinas (AF)
guimicamente corresponden a bis-dihidro-furanocumarinas, producidas por varios hongos
filamentosos que se desarrollan en productos vegetales y pueden contaminar diversos
sustratos, incluyendo los alimentos, que al ser ingeridos por humanos y animales causan
una respuesta toxica denominada micotoxicosis (Vaamonde, 1995; Gilbert, 2002; Binder
2007), ademas de causar pérdidas econ6micas en las cosechas de granos (Garcia &
Heredia, 2006).

Los hongos utilizan para su crecimiento una serie de sustancias quimicas
denominadas metabolitos primarios, como son los &cidos nucleicos, proteinas,
carbohidratos y lipidos principalmente, y su uso se asocia con la fase exponencial de
rapido crecimiento. Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que no son
esenciales para el crecimiento y fisiologia del organismo productor (Soriano 2007;
Vaamonde, 1995), y dentro de este grupo, se encuentran los antibidticos y las
micotoxinas. Las micotoxinas se suelen formar cuando la fase de crecimiento de las
especies fungicas micotoxicégenas llega a su etapa final y al principio de la fase
estacionaria (Soriano, 2007).

Al aislar los metabolitos producidos por el hongo, se detectaron unos compuestos
fluorescentes, los cuales se demostr6 por estudios con animales, que tenian efectos
toxicos que variaban con la dosis suministrada.

En Rusia, en 1932, hubo una micotoxicosis por tricotecenos con una mortalidad del
60% ligada a la presencia de Fusarium sporotrichioides Sherb. y F. poae (Pk.) Wr. en
granos enmohecidos de cereales, y que provoco la muerte de millones de rusos de Siberia
y del distrito de Orenburgo. En sus origenes se confundié con la escarlatina, difteria,
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pelagra e incluso escorbuto, pero fue hasta 1943 cuando el gobierno ruso lo nombré como
Aleucia Toxica Alimentaria (ATA) (Joffe, 1950).

1.3.1. Generalidades de Aflatoxinas

En 1960 Inglaterra importd harina de cacahuate de Brasil, y su ingestion causé la
muerte a 100 000 pavos, patos y otros animales domésticos, a causa de una enfermedad
conocida como “Enfermedad X de los Pavos”, por toxinas de Aspergillus flavus (D"Mello &
MacDonald, 1997; Jaimez et al., 2000; Soriano, 2007).

Estas toxinas, se denominaron “Aflatoxinas” con poder cancerigeno. Las cuatro AF
principales se denominaron B;, By, G; y G,. De éstas, la B; y la G; se presentan con
mayor frecuencia y en mayores cantidades. Cuando se iluminan con luz ultravioleta, las
AFs B; y B, presentan una fluorescencia azul (= Blue) y las AFs G; y G, una fluorescencia
verde (= Green), de ahi su designacion como AFs B y G (Carrillo, 2003).

Los estudios realizados sobre los efectos de estas toxinas, demuestran que son
hepatotéxicos y cancerigenos muy potentes y sus efectos, ademas de variar con la dosis,
dependen también del tiempo de exposicién, la especie animal, la edad, la dieta y el
estado nutricional de los animales naturalmente afectados o bajo experimentacion (Papp
et al., 2002; Arzandeh et al., 2010).

Las especies de hongos tales como Aspergillus, en particular A. flavus y A.
parasiticus, (Li et al., 2009) pueden crecer en los productos agricolas, especialmente en
regiones calidas y humedas, y son un blanco potencial para la produccion de las AFs (Han
et al., 2010).

Las AFs se han encontrado en gran numero de semillas, en especial, cacahuate,
semilla de algodon, trigo, maiz, frijol, arroz, cacao, nueces, pistaches y almendras, asi
también en los productos de su procesamiento y en las secreciones y excreciones de los
animales alimentados con estos tipos de alimento (Cervino et al., 2008).

La contaminacién en los alimentos tales como arroz, cacahuate y especias,
especialmente chile, es algo generalizada. El arroz, es uno de los alimentos mas
consumidos en el mundo, y es uno de los cultivos menos susceptibles a la contaminacion
por micotoxinas, mientras que el chile y el cacahuate pueden ser afectados por AFs
durante la etapa de pre- o post- cosecha. (Cho et al. 2008, O'Riordan & Wilkinson, 2008;
O'Riordan & Wilkinson 2009; Reiter et al., 2010; Ellis et al., 1991).

El reglamento (Commission Regulation, 2010) ha establecido que el limite permitido
es de 5.0 ng g de AFB;y 10.0 ng g* para el total de AFs en las especias; 2.0 ng g* de
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AFB; y 4 ng g* para el total de AFs en los cacahuates y otras semillas del tipo
oleaginosas, ademas de productos transformados y destinados para el consumo humano.

El limite era de 50 ng g* y 10.0 ng g de AFB; y AFs totales (AFt),
respectivamente, para los frutos secos destinados a ser sometidos al proceso de seleccién
u otro tratamiento fisico, antes del consumo humano o su utilizacién como ingredientes de
productos alimenticios (Commission Regulation, 2010).

Varios métodos analiticos se han descrito para la determinacion de AFs en
alimentos; la principal, es el ensayo inmunoenzimatico de ELISA ( O'Riordan &Wilkinson,
2009), la cromatografia de capa fina (Stroka et al., 2000), cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Herzallah, 2009; Quinto et al., 2009; Khayoon et al., 2010),
cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC ) (Fu et al., 2008) y la electroforesis
capilar (Pefa et al., 2002). Para la técnica de HPLC, la deteccién por fluorescencia es util
debido a su buena sensibilidad, mientras que la espectrometria de masas (MS) es
excelente para la confirmacién (Frenich et al., 2009).

1.3.2. Estructura quimica

Las AFs son difuranocumarinas que se producen por Aspergillus flavus y A.
parasiticus mediante una via policétido (Turner et al., 2009). Las AFs poseen una
estructura de derivados policiclicos a partir de un ndcleo de cumarina conectada a un
sistema bi-furano, Figura 4. La serie B de AFs estan unidas a una pentanona; mientras
que las AFs de la serie G, estan unidos a una lactona de seis miembros. Las AFs son muy
solubles en disolventes moderadamente polares, tales como cloroformo, metanol y
dimetilsulféxido y poco soluble en agua. La AFB; es la mas toxica para los mamiferos que
induce efectos mutagénicos, teratogénicos y los efectos hepatotdxicos (Nakai et al., 2008).

Basado en la clasificacion proporcionada por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC), la AFB3, ha sido clasificada como cancerigeno del Grupo
1 probado para humanos (IARC, 2002).

El nombre sisteméatico de la Aflatoxina G; (AFG;), es el siguiente: 1-ciclopenten-4-
acido, carboxilico [2-(3a, 8a-dihidroxi-6-metoxi-furano 2,3-b) bezofuran-5-il]-5-oxo. Su
nombre sistematico, es el siguiente: di-o-lactona del acido malénico [1-(3a, 8a-dihidro-4-

hidroxi-6-metoxi-furo [2,3b] benzofuran-5-il)-3-hidroxipropilden].
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Figura 4: Estructuras quimicas de las Aflatoxinas (Soriano, 2007).

Las AFB, y AFG; son los productos de la reduccion de las AFB; y AFG; en las
posiciones 2-3 del anillo de furo-furano.

Se han aislado también, de cultivos de A. flavus, dos derivados hidroxilados de las
AFB1y AFGy, en la posicién dos denominada AFB,, y AFGa..

1.3.3. Propiedades fisicoquimicas

Las AFs presentan caracteristicas diferentes, tanto en su peso molecular, sus
puntos de fusion y principalmente los niveles de emision que tienen cada una de ellas,
como se puede observar en la Tabla 5. Se conocen actualmente, dieciocho compuestos,
sin embargo, las AFB;, By, G1 y G, son los comunes en la naturaleza (Oga, 1996) y se
nombran segun su fluorescencia que emiten cuando se exponen a la luz ultravioleta
(B=azul y verde=G). Las AFs son estables a altas temperaturas, el punto de fusién de la
AFB; es de 269 °C y se desactivan mediante tratamientos en autoclave, en la presencia de
amonio y por tratamiento con hipoclorito (WHO, 1979).
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Presentan un bajo peso molecular, son poco solubles en agua, y altamente solubles

en disolventes moderadamente polares, tales como cloroformo, metanol y dimetilsufoxido
(WHO, 1979), (Tabla 5).

Tabla 5: Férmulas, peso molecular y propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas

(OPS, 1983).
Aflatoxina Formula Peso Punto de  Absorcion 360- Emision de
molecular molecular fusion 362 nm fluorescencia (nm)
B C17H1206 312 268-269 21,800 425
B, C17H140s6 314 286-289 23,400 425
G: C17H1207 328 244-246 16,100 450
G2 C17H1407 330 237-240 21,000 450
Boa C17H1407 330 240 20,400 -
Ga2a C17H160s 346 190 18,000 -

1.3.4. Efectos en la salud animal y humana.

Las AF, especialmente AFB,, afectan directamente a la calidad del cacahuate y sus
derivados utilizados en el consumo de alimentos en animales y humanos. Las AFs son
toxinas cancerigenas, teratogénicos e inmunosupresores (Turner et al, 2000; Wild &
Turner, 2002; Yu et al., 2002; Hall & Wild, 2003; Benedetti et al., 2005). Después de la
ingestidn, estas toxinas son absorbidas en el tracto gastrointestinal, y se biotransforma en
el higado por las enzimas microsomales del citocromo P450, la creacion de la forma activa
de la AFB;: (AFB: epOxido), que es capaz de afectar el metabolismo de los acidos
nucleicos, como el ADN y el ARN, y la sintesis de proteinas. La union covalente de las
AFs es el resultado de una disminucion tanto del ADN y las tasas de sintesis de RNA en el
higado. La inhibicién de la sintesis de proteinas no es tan rapida o extensa que la de los
acidos nucleicos (Roebuck et al., 1991).

El grado de toxicidad decreciente es AFB;>AFG;>AFB,>AFG,, indica que la
fraccion terminal de furano de AFB; es el punto critico para determinar el grado de
actividad biol6gica de este grupo de micotoxinas (Chiavaro et al., 2001).

En el hombre la AFB; tiene un papel importante en la etiologia del cancer hepatico,

sobre todo en individuos que tuvieron el virus de la hepatitis B (VHB) y que son
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portadores del antigeno del VHB. Finalmente, las AF se han asociado con desérdenes en
el crecimiento, como enanismo en nifios (Guzman de Pefia, 2007).

Los efectos de las AF “in vivo”, varian de acuerdo a la dosis, tipo de AF, la
exposiciéon y la edad del animal, su dieta y estado nutricional, Tabla 6.

Las AF pueden causar toxicidad aguda, cuando se administran en grandes dosis,
las dosis subletales producen toxicidad crénica y los niveles bajos y prolongados de
exposicion resultan con respuestas cancerigenas en muchos animales. Estos compuestos
se ingieren con alimentos de animales y del hombre (Aycicek et al., 2005)

Como efectos en el sistema inmunitario, la AFB1, provoca una hipoplasia del timo y una
deplecion de los timocitos (leucocitos inmaduros del timo), mientras que la Ocratoxina A,
provoca una necrosis del tejido linfatico, que tiene una funcién inmunolégica diferente a la
del timo.

Del elevado numero de micotoxinas, las AF son las més estudiadas. Producidas
esencialmente por Aspergillus flavus y A. parasiticus.

Las AF, también infectan el organismo de varios animales, por lo que la dosis letal
medial DLso, varia, en un rango de 0.3 a 10 pg Kg™* (Tabla 6), mientras que para los seres
humanos, el rango varia de 0.54 a 1.62 pg Kg* (Wild & Gong, 2010).

Tabla 6: DLso (g Kg™) dependiendo la especie animal (Soriano, 2007).

‘ Especie ‘ DLso (ug Kg™)
Conejo 0.30
Pato 0.43
Gato 0.55
Cerdo 0.60
Trucha 0.80
Perro 0.5-1
Oveja 1-2
Pollo 6.30
Rata 5.50-17.90
Raton 9

Existen estudios epidemioldgicos, donde se muestra que la exposicion a las AF
contribuye a la formacion de cancer de higado (Chung et al, 2009; Lui y Wu, 2010;
McMahon et al., 1986; Smela et al., 2002).
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La contaminacién por AF es el principal problema de seguridad alimentaria de los
cultivos, especialmente de materias primas que se producen en climas tropicales y
subtropicales, en los paises donde la alta temperatura y la humedad promueven el
crecimiento y la proliferacion de Aspergillus spp. Una serie de encuestas se han llevado a
cabo para identificar un patron general aflatoxicogénico y la contaminacion por AF en los
cultivos susceptibles. Las AF se encuentran con frecuencia en el arroz (Bansal et al.,
2011; Makun et al.,, 2011), cacahuate (Shank et al., 1972), frijoles (Pitt et al., 1994),
hierbas y especias (Candlish et al., 2001; Colak et al., 2006; Cho et al., 2008; Adzahan et
al., 2009), chiles (Paterson, 2007; Ravi et al., 2005), y frutos secos (Shenasi et al., 2002;
Trucksess y Scott, 2008).

Hoy en dia, parece que las AF se han convertido en un problema crénico, no sélo
en los paises tropicales y subtropicales sino también a todo el mundo debido al aumento
del comercio mundial y el transporte de productos alimenticios entre los paises que dan
lugar a la presencia del molde y / o sus toxinas en estos productos. Para gestionar este
riesgo, mas de un centenar de paises han establecido regulaciones para limitar el
contenido de micotoxinas en los alimentos y los productos agricolas (Van Egmond, 2002;
Van Egmond et al., 2007).

La agencia internacional para la investigacion sobre el cancer, clasifico a las AF, en
el Grupo 1 como cancerigenos probados de humanos (Ventura et al., 2006; Cavaliere et
al., 2007;). En el Reino Unido, los reglamentos relativos a las AF en los alimentos estan
armonizados con el reglamento de la Comision Europea (EC, 2006b) de los cuales los
limites maximos de AFB; y AFt que son la suma de AFB;, AFB,, AFG; y AFG; se
establecieron en los productos alimenticios especificos que van desde 2 a 12 pg Kg* de
AFB;y 4 a 15 pg Kg™* de AFt. La Organizacion para la Alimentacién y la Agricultura (FAO)
de las Naciones Unidas y el programa de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
sobre normas alimentarias adoptaron un nivel de 15 pg Kg ™ de AF en los cacahuates sin
procesar (CAC, 2001). Para el caso de México, se habia establecido la Norma Oficial
Mexicana NOM-188-SSA1-2002, donde el limite de tolerancia permitido para AF en
cereales de consumo humano y alimentos era de 20 pg Kg™ de AFt. Sin embargo, a partir
de 2013 dejo de aplicarse toda la legislacidbn que protegia a los mexicanos contra las
aflatoxinas en aras de un comercio internacional mas fluido y con todos los riesgos que

esto implica para la salud de los mexicanos.
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1.3.5. Aflatoxinas en cacahuate.

El cacahuate es una de las especies huésped mas susceptibles a los hongos
Aspergillus flavus y A. parasiticus, organismos productores de AFs. Las AF son
metabolitos de bajo peso molecular e inducen diferente grado de toxicidad a vertebrados,
invertebrados, plantas y microorganismos (Jones et al., 2009; Guo et al., 2009).

El suelo es la principal fuente de contaminacion por A. flavus y A. parasiticus, y
como el cacahuate se desarrolla bajo tierra, las vainas estan en contacto directo con la
poblacién de hongos del suelo (Horn & Dorner, 1998).

El hongo infecta granos de cacahuate en condiciones de sequia antes de la
cosecha. La contaminacion también puede ocurrir después de la cosecha de los
cacahuates, ya que si no se cortan rapidamente, se secan y se mantienen en un nivel de
humedad seguro, o durante el almacenamiento, cuando las condiciones de humedad y
temperatura son inadecuadas (Cole et al., 1995).

La elevada concentracion de AF es un problema para la calidad del cacahuate en
todo el mundo, generando graves consecuencias en la salud de los seres humanos y para
el ganado (Bhat & Vasanthi, 2003; D"Mello, 2003; Gong et al., 2003; Waliyar et al., 2003).
Los granos de cacahuate actian como buen sustrato para el crecimiento de moho cuando
el contenido de humedad, temperatura y tiempo son Optimos para su crecimiento. El
aumento de la contaminacién por AF puede ocurrir en toda la cadena de produccién
(Mehan et al.,, 1991), en el campo, formacion del fruto, cosecha, secado, transporte,
almacenamiento, asi como durante la manipulacién (Giray et al., 2007), el procesamiento y
la distribucién (Bastianelli & Le Bas, 2002; Waliyar et al., 2003).

Los hongos causan la decoloracién, olor desagradable y la alteracién en el valor
nutricional de los cacahuates. La actividad de agua del sustrato también juega un papel
importante en el crecimiento del hongo, ya que se define como la relacién entre la presion
de vapor de un alimento (Ej. cacahuate) en relacion con la presion de vapor del agua pura
bajo las mismas condiciones de temperatura (Pitt, 1997).

El crecimiento de hongos toxicogénicos requiere de una actividad de agua minima,
en rangos de 0.78 a 0.80. Mientras que el valor, para que no exista crecimiento de hongos
se observa generalmente por debajo de 0.60 (Atayde et al., 2012). La contaminacion de
los cacahuates con AFs es uno de los principales factores que comprometen la calidad del

producto.
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El impacto econdmico, generado por la invasion del hongo, incluye la reduccion de
las tasas de germinacion de simillas y la calidad del producto. Una gran cantidad de
cacahuates, con niveles excesivos de contaminacion no se pueden utilizar para el
consumo humano y por lo tanto representan grandes pérdidas econOmicas para la
industria del cacahuate (Lamb & Sternitzke, 2001).

El control de AF en cacahuate se basa en varios criterios, tanto en pre-cosecha
(buenas practicas agricolas (BPA), el riego y el uso de variedades resistentes a la sequia),
o por métodos de post-cosecha (buenas practicas de fabricacién (GMP) y de manufactura
(BPM), el analisis de riesgos y puntos criticos de control (HACCP) en las industrias),
finalmente por clasificacion de dispositivos electronicos y palidez (Dorner, 2008). En la
Figura 7 se observa al hongo Aspergillus parasiticus y una muestra de cacahuate
contaminado por €l. Las BPA y BPM son herramientas para controlar las fuentes de
contaminacién y asegurar que los cacahuates y sus productos tengan los estandares de
calidad y seguridad (CAC, 2004, Castilho et al., 2009).

Estos procedimientos son caros y no siempre eficaces. El control biolégico reduce
la contaminacion de AF antes de la cosecha, y utiliza cepas del hongo no toxicogénicas
(Dorner & Cole, 2002). Cuando muchas esporas de las cepas de hongo no toxicogénicas
se afladen al suelo, compiten con las cepas toxicogénicas por los sitios de infeccion y por
los nutrientes esenciales en los cacahuates y tienen un efecto de arrastre y protegen de la
contaminacioén durante el almacenamiento de los cacahuates (Dorner & Cole, 2002).

S T
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Figura 5. (a) Imagen del hongo A. parasiticus al microscopio. b) Cacahuate

contaminado por A. parasiticus
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Il. HIPOTESIS

El cacahuate es un cultivo altamente susceptible a la contaminacion por AFs a nivel
mundial, por tanto es posible que exista una contaminacion apreciable en México, y que se
pueda determinar su contribucion al aporte de cancerigenos a la dieta del hombre en este

pais.
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lIl. OBJETIVOS

lIl.1. Objetivo General

1. Identificar y cuantificar las AF (Bi1, By, G1 y G2) de 48 muestras de cacahuate

nacionales y 10 muestras del extranjero (de Estambul, Turquia, y Bophal, India).
[11.1.2. Objetivos Particulares
a. Obtener muestras de 50 g de cacahuate natural de tres los mercados mas
representativos de las 16 Delegaciones del D.F.

b. Validar la técnica de extraccién y cuantificacion por Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia (HPLC), por los pardmetros de linealidad, selectividad, porcentaje de

recuperacion, limites de deteccidén (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

c. La concentracion y purificacién de estas toxinas mediante columnas de inmunoafinidad

con anti-aflatoxinas totales, y la cuantificacién e identificacion por HPLC.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se desarrollaron varios métodos para determinar AFs en alimentos: técnicas de
inmunoensayos (Li et al., 2001, Lee et al., 2004), electroforesis capilar (Pefa et al., 2002),
cromatografia en capa fina (Braicu et al., 2008). Algunas técnicas analiticas, tales como la
cromatografia de capa fina (TLC) (Trucksess et al., 1984; Stroka et al., 2000), la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Manetta et al., 2005; Giray et al., 2007),
cromatografia en capa fina de dos dimensiones (Van Egmond et al., 1991), y por ultimo,
el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) (Saha et al., 2007; Reddy et al.,2001;
Sarimehmetoglu et al., 2004).

Recientemente, los métodos analiticos, basados en la limpieza con columnas de
inmunoafinidad y HPLC con derivatizacién post-columna y fluorescencia, han ganado
mucha atencién para la terminacion de AFs en matrices de alimentos (Daradimos et al.,
2000).

El objetivo de este estudio fue desarrollar un método répido, preciso y confiable
para el andlisis de AFs en cacahuates. EI método propuesto con la columna de
inmunoafinidad, derivatizacion y HPLC con deteccion por fluorescencia, fue validado en
términos de selectividad, linealidad, limites de deteccidén y de cuantificacion, y porcentaje
de recuperacion (Muscarella et al., 2007; Tavcar-Kalcher et al., 2007).

IV.1. Muestreo
IV.1.1. En el Distrito Federal

Se realizd un muestreo representativo de los tres principales mercados cada una de
las 16 Delegaciones del Distrito Federal, en la Ciudad de México. Se hizo un estudio de
los mercados mas representativos que se encontraban en las Delegaciones, comprando
50 g de cacahuate natural.

En la Tabla 7, se presentan las Delegaciones, fechas y mercados donde se realizo

el muestreo.
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Tabla 7: Muestreo de cacahuate de 48 mercados de las 16 Delegaciones de la
Ciudad de México en 2012.

N° de
muestra

ANo
2012

Delegacién

Mercado

1 Melchor Mlzquiz: Av.Revolucién Col. San Angel, 01000 México,
. DF
2 30/ago Alvaro Olivar del Conde: Agustin Lara y Ernesto P. Uruchurtu,Col. Olivar
Obregon | del Conde, 01400 México D.F.
3 Corpus Christi: San Luis,Corpus Christi, 01530 México D.F.
4 Azcapotzalco: Azcapotzalco S/N, Centro de Azcapotzalco, 02000
México, D. F.
5 19/se Azcapotzalco Prohogar: Eje 1 poniente (calzada vallejo). Num 12, Pro Hogar
P P (Azcapotzalco, 02600 México, D.F.
6 Nueva Santa Maria: Av. Camarones, Nueva Santa Maria,
Azcapotzalco, 02800 México, D.F.
7 _ De Mixcoac: Revolucion SN, Col. Mixcoac 03849 México D.F.
8 30/ago Benito Portales: Santa Cruz S/N Col. Portales C.P. 03300 México, D.F.
9 Juarez Independéncia: Eje 6 Sur e Independéncia, Col. Independéncia
03630 México D.F.
10 Ajusco-Moctezuma: Mixtecas 92, Col. Ajusco,04300Méx. DF
11 29 /ago Coyoacan Santo Domingo Las Rosas: Papalotl, Col. Pedregal de Sto
Domingo, 04369 México,DF
12 De Coyoacan: Ignacio Allende, Col. Del Carmen, 04100 México, DF
13 Contadero: Av. 16 de Septiembre esg. Mariano Escobedo.
Col. Loma de la Papa. 05088 México D.F
14 13/se .. Rosas Torres: Calle San José de los Cedros esquina con Sauce.
P Cuajimalpa Col. San José de los Cedros. 05200 México D.F.
15 Cuajimalpa: Av. Veracruz esquina con Ocampo. Col. Manzanito.
05040 México D.F.
16 Hidalgo: Dr. Balmis. Col, Obrera, 6800. D.F
17 Cuauhtémoc | Arcos de Belén: Arcos de Belén esquina con Dr. Valenzuela. Col.
6/sep Centro.06010 México D.F.
18 San Juan: Calle Ernesto Pugibet 71. Col. Centro.06010 Méx. DF.
19 Rio Blanco: Col. Mértires de Rio Blanco Gustavo A. Madero,
México D.F. 07880
20 19/sep Gustavo A. De la Estrella: Joyas, La Estrella, Gustavo A. Madero, 07810 Méx.
Madero DF
21 Martin Carrera: José J. Herrera, Martin Carrera, Gustavo A.
Madero, 07070 DF.
22 San Miguel Iztacalco: Calle Julio Garcia. Col Barrio de San
Miguel.08650
23 26/sep Iztacalco Tlacotal: Calle Oriente y Sur 123, Col Gabriel Ramos Millan. 08730,
DF
24 Santa Anita. Eje 1 oriente. Av. Andrés Molina Enriquez, Col
Viaducto Piedad. 08200
25 Central de Abastos: Eje 6 Sur Esq. Rio Churubusco. Col Central
de Abasto. 09040
26 26/sep Iztapalapa Santa Cruz Meyehualco: Calle 55 Esqg. Calle 4, Col. Santa Cruz
Meyehualco. 09290
27 Jacarandas: Calle Manlio Fabio Altamirano. Col. Jacareadas 09280
DF
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28 Cerro del Judio: Av. San Bernabé Esq. con Independencia. Col.
La Barros Sierra. 10380 México D.F.
29 La Loma: José Moreno Salido Esg. con Fresno. Col. Pueblo Nuevo
12/sep | Magdalena | gajo. 10640 México D.F.
30 Turistico “La Magdalena”: Magdalena esq. Emilio Carranza. Col.
Contreras Rancho Totolapan. 56580 México D.F.
31 Tacubaya: Arquitecto Carlos Lazo esq. con Arq. Luis Ruiz.
] Col. Observatorio.11860 México D.F.
32 Miguel Plutarco Elias Calles, “El Chorrito”: Melchor Muzquiz esq.
12/sep Hidal Parque Lira. Col. San Miguel Chapultepec.11850 México DF
33 Idalgo Argentina: Lago Atitlan Esqg. con Lago Viedma. Col. México Nuevo.
11260 México D.F.
34 San Antonio TecAmitl: Calle 5 mayo Col. San Antonio Tecémitl
12100 México, D.F.
. Villa Milpa Alta: Yucatan sur Col. Villa Milpa Alta 12000 México DF
35 5/sep Milpa Alta P P
36 San Pedro Actopan: Francisco |. Madero Col. San Pedro Atocpan.
12200 México D.F.
37 Colonia del Mar: Calle Camarén, Colonia del Mar, Delegacién
Tlahuac. D.F. C.P. 13270
38 ; Mercado de la Nopalera: Calle Falsta. Col. La Nopalera,
27/sep | Tlahuac | pelegacion Tlahuac. D.F. 13220
39 Mercado Tlahuéc: Gral Severino Cisnero, Col. La Magdalena.
13070 DF
40 Tlalcoligia: Cristobal Colén Col. Tlalcoligia. 14430 México D.F.
41 Torres de Padierna: Calle Tixpehual Col. Torres de Padierna
6/sep | Tlalpan | 14209 México D.F.
42 De la Luz: Calle Francisco |I. Madero Col. Tlalpan Centro 14000
México DF.
43 La Merced: General Anaya S/N, Merced Balbuena, V. Carranza,
] 15810 Ciudad de México, D.F.
44 Venustiano | Jamaica Guillermo Prieto 45 Depto C-15, Jamaica, 15800
20/sep c Venustiano Carranza, D.F.
45 arranza  ggp Ciaprian. Dulceria Hidalgo Esq. General Anaya con Juan de la
Granja, DF
46 De Xochimilco: Calle Morelos, Col. El Rosario, 16070 Méx. DF
47 Sisep Xochimilco | San Gregorio Atlapulco: Belisario Dominguez.16600 Méx.DF
48 Tulyehualco: Divisiéon del Norte, Col. Santiago Tulyehualco, 16700

México D.F.
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IV.1.1.Muestreo en el extranjero
Se realiz6 un muestreo al azar de 8 muestras de cacahuate provenientes del
mercado de Estambul, en Turquia y 2 muestras con 50g del mercado de Bophal, en India.
(Tabla 8).

Tabla 8. Muestras extranjeras

Pais ‘ Mercado ‘ Muestras
Turquia Estambul la, 1b, 1c,1d,1e,1f, 1g,1h
India Bophal 2ay2b

IV.2. Preparacion de las muestras.
Se etiquetaron y pesaron las muestras tanto nacionales como del extranjero.

IV.2.1. Extraccion quimica de las AF del cacahuate.

Se molieron 25 g de cacahuate en una licuadora (Jump Start Juicer modelo CDE-
38), con 50 mL de una mezcla de MeOH:H,0 (80:20 v/v) (MeOH J.T. Baker N° Cat 67-56-
1) y 1 g de cloruro de sodio (Cloruro de Sodio N° Cat. 3624-19 NaCl 400.0 g) para obtener
una muestra homogénea, se filtraron por decantacion los extractos de las 48 muestras
nacionales y de las 10 muestras extranjeras. En la extraccion, se utilizé un buffer de
fosfatos (PBS), preparado con los reactivos presentados en la Tabla 9.

Tabla 9. Reactivos de la solucion amortiguadora de fosfatos (PBS).

Reactivo Marca J.T. Baker Férmula Cantidad

Cloruro de potasio N° Cat 3040 KCI 10.0 g
Fosfato de potasio monobasico N° Cat 3246-20 KH, PO, 10.0 g
Fosfato de s6dio monobésico N° Cat.3818-01 Na, HPO4 58.09
hidrogenado

Cloruro de sodio N° Cat. 3624-19 Na ClI 400.0 g
Azida sodica N° Cat. VO1 Na N3 259
Agua destilada H,O Aforar a 5L

Se utilizaron 20 mL de solucién amortiguadora de fosfatos ajustada a un pH de 7.4,
para acondicionar las columnas de inmunoafinidad, las cuales contienen un gel de
agarosa con anticuerpos anti-aflatoxinas totales (a-AFB;, a-AFB,, a-AFG;, a-AFG;) que

purifican y concentran a estas toxinas por una reaccion antigeno-anticuerpo, cuando el
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extracto diluido de la muestra pasa por ellas y dan la seguridad de que el compuesto
eluido son aflatoxinas puras, pues colorantes, proteinas, lipidos y otros compuestos salen
en el lavado de las columnas. ElI método por columnas de inmunoafinidad tiene un
porcentaje de recuperacion del 97 al 100% y esto hace que sea muy superior a otros,
como el Método de Stoloff que tiene una recuperacion del 34%.

Dos mL de cada submuestra pura y filtrada se diluyeron en 14 mL de PBS, y los 16
mL se pasaron por la columna de inmunoafinidad lentamente para que las AFs puedan
guedar atrapadas en el gel de agarosa. Posteriormente, se realizé un lavado con 20 mL de
agua destilada para eliminar cualquier rastro de colorantes o impurezas en la columna.

Finalmente, se eluy6 con 1.5 mL de metanol HPLC, el cual ayuda a separar las AF
de los anticuerpos que las tienen atrapadas, y se aflade 1.5 mL de agua destilada,
regresando el émbolo de la jeringa para romper el gel de agarosa y desprender a las AF.
Se obtuvo al final un eluido de 3 mL que se seca a 40 °C en un horno.

IV.3. Derivatizaciéon de AF

Se derivatizaron tanto los estandares de las AF, para hacer las curvas de
calibracién, como los eluidos de las AF de las muestras. En el caso de los estandares de
cada AF (B, B2, G; y Gy)(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) se evaporaron a sequedad
y se resuspendieron con 200 uL de acetonitrilo (J.T. Baker N° 75-05-8, Xalostoc, Estado
de México) y con objeto de aumentar su fluorescencia se adicionaron 800 uL de solucién
derivatizante. La solucidn derivatizante consistio en 5 mL de &cido 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 agitdé la mezcla en un agitador
orbital (Vortex G-560, Bohemia, N.Y., USA) por 30 segundos. Los viales se mantuvieron
en un bafio Maria a 65 °C por 10 minutos segun describen Akiyama et al. (2001) y Kok
(1994). Posteriormente se llevaron a temperatura ambiente y se inyectaron 60 uL en el
cromatégrafo de liquidos con loop de 20 uL para su analisis. En el caso de las muestras,
1 mL del eluido se evaporé a sequedad, y se resuspendio en 100 uL de ACN, a este
volumen se le adicionaron 400 uL de solucién derivatizante, se agitd la mezcla por 30

segundos y se continué calentando como se describié anteriormente
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IV.4. Validacion del método.

Validacién es la confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que
se han cumplido los requisitos para el uso o aplicaciéon de un método analitico (IRAM 32,
1997). El procedimiento de validacion se realiz6 de acuerdo con la AOAC (2000). Para
validar se consideraron los criterios de Linealidad (curvas de calibracion), Limites de

deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ), y el Porcentaje de Recuperacion.

IV.4.1. Linealidad 6 Curvas de calibracion.
a. Solucion de un microgramo por mL

El procedimiento de analisis de AFs, partid de una solucion estandar de cada una
de las AFs a estudiar (AFB;, AFB,, AFG; y AFG,), se determin6 la absorbancia de los
estandares utilizando el espectrofotometro (Genesys 10 UV Termo Electro Corporation
UV/Vis).

Para ajustar el equipo, se colocd en una celda de cuarzo, con metanol puro, el cual
se utilizé como blanco, posteriormente se medio la absorbancia a 362 nm correspondiente
a cada una de las AFs. El principal objetivo que tiene el blanco, es evitar que la
absorbancia dada por el solvente interfiera en la sefial generada por la absorbancia de la

solucién estandar. Se obtienen de la siguiente manera:

Absorbancia de AF x peso molecular de la AF = Concentracién de 1ug mL™
Coeficiente de extincidon de la AF

Posteriormente se obtiene el inverso de x (1/x), el resultado es la cantidad de AF
en microlitros (L) necesarios para preparar una solucién de 1 pg mi™ de cada AF. Las

curvas de calibracion son la referencia para la medicion en el HPLC.

b. Curvas de calibracion

Una curva de calibracion es la aptitud para obtener resultados proporcionales a la
concentracion de analito. Para hacer cada curva de calibracion se hicieron diez
concentraciones (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0, 64.0 y 128.0 ng mL™) a partir de
las soluciones patrén o stock de 1 pg mL™ de los estandares de AFB; AFB, AFG;y AFG,
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por separado. Las curvas de calibracion se construyeron graficando las areas de los picos
contra las concentraciones de cada solucion estandar de AF.

Los estandares de AF en su vial etiquetado, se disolvieron en una solucion de 1 mL
de benceno (Merck, Naucalpan, Edo. Mex., México): acetonitrilo (98:2 v/v), de acuerdo a
las indicaciones sugeridas por los Métodos Oficiales AOAC 970.43 para micotoxinas
(AOAC, 2000) y se homogeneizd en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia, N.Y.,
USA). Después se tom6 un poco del estandar de AF en benceno/acetonitrilo y se midio la
Absorbancia en un espectrofotometro (Genesys 10 UV Modelo Thermo Electron
Corporation, USA). En una celda de cuarzo se coloc6 metanol como blanco y se ajusto la
calibracion a cero para que se le reste la absorbancia del mismo a la medicién del
estandar de AF. Se colocé la solucion de AF en metanol dentro de una 22 celda y se midié
la absorbancia en el espectrofotometro. Se escogio la absorbancia mas grande entre 360
y 362 nm siendo esta Ultima la usada para las AF. Se aplico la férmula anteriormente
mencionada para hacer una concentracién de 1 ug mL™ de AF. Se evapord el solvente a
sequedad en un horno (Novatech BTC-9100 Houston Texas, USA) para derivatizar la
muestra o estandar de AF. Cada solucién patron se calculé con los pesos moleculares y
coeficientes de extincion correspondientes a cada AF.

IV.4.2. Selectividad.

Es el grado al cual el método puede determinar al analito, sin interferencia de la
matriz. Con el objeto de conocer los tiempos de retencién sin que haya interferencia de
otros componentes del cacahuate, o sea el andlisis de los 4 estandares solos (100 ng de
cada AF) y el de la matriz. De las 48 muestras nacionales, se uso la que presentd menor
cantidad de AFt, (muestra N° 19), correspondiente a la Delegacién Gustavo A. Madero del
mercado Rio Blanco.

Se peso6 un gramo de la muestra N° 19 y se enriquecié con 100 ng de cada una de
las cuatro AF (AFB; + AFB, + AFG; + AFGy) juntas. Se inyectaron 60 uL en el HPLC que
lo analiz6 por triplicado.

IV.4.3. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).
El LOD se calcul6 por medio de un analisis de regresion de la curva de calibraciéon
de la AF correspondiente. EI LOQ consiste en preparar una serie de muestras con
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cantidades decrecientes de analito y analizar cada una de ellas 6 veces consecutivas,

representando CV (%). EI LOQ se calcula en alrededor de 5 veces el LOD.

IV.4.4. Porcentaje de recuperacion.

Es la eficiencia del método para detectar todo el analito presente en una muestra.
Se peso6 un gramo de cacahuate sin contaminacion (muestra N° 19), para afadirle 100 pg
mL™ de cada una de las AF por separado y se hizo una mezcla de 100 pg mL™ de los 4
estandares de AF para comparar con los estandares solos (blanco).

Se etiquetaron 4 tubos de centrifuga (Falcon) de 50 mL y se les colocd 1 g de
muestra de cacahuate N° 19 con cada AF disuelta en 3 mL de MeOH. A los 4 tubos Falcon
con una AF por separado, se les agregd un gramo de NaCly 2 mL de agua destilada y se
centrifugaron (ALC 4235 con sistema de enfriamiento CWS) a 4000 rpm por 15 minutos.

La columna de inmunoafinidad se estabiliz6 con 20 mL de PBS a un pH de 7.4,
después se le hizo pasar los sobrenadantes de la centrifugacion diluidos en PBS. Se
lavaron las columnas de inmunoafinidad con agua destilada y se eluyeron con 1.5 mL de
MeOH grado HPLC vy después con 1.5 mL de agua retrayendo el émbolo de la jeringa
para romper al gel de agarosa y que hubiera un contacto mas completo con los solventes.

Los eluidos se secaron en horno a 40 °C, se evapor6 el solvente a sequedad en un
horno (Novatech BTC-9100) para posteriormente derivatizar la muestra o estandar de AF.
Se resuspendieron con 200 pL de ACN, y se les afiadieron 800 pL de la solucion
derivatizante en la forma antes indicada.

Finalmente se inyectaron 60 uL en el HPLC por triplicado. Los pesos moleculares y
los coeficientes de extincidon correspondientes a cada AF se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Pesos moleculares de cada AF

Aflatoxinas | Peso molecular Coeficiente de extincion
B: 312 21,800
B> 314 24,000
G: 328 17,700
G2 330 17,100

El porcentaje de recuperacion, se obtuvo utilizando las ecuaciones de cada una de

las rectas presentadas en las curvas de calibracion, en donde Y represento al &rea de las


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

28
muestras, m a la pendiente y x al valor de la concentracion, quedando la siguiente
ecuacion: x (% de recuperacion) =y (area de las muestras) /m (pendiente Ej: 2.8299 de
AFB;).

Después de haber obtenido la concentracion, se hizo un ajuste al 100% para
conocer la cantidad recuperada de las AF en las muestras que se detectaron en el

analisis quimico.

IV.5. Cuantificacion de las AF
IV.5.1. Cromatografia de liquidos (HPLC)

La cromatografia de liquidos (HPLC) da una buena separacion, identificacién y
cuantificacion de los analitos en laboratorios de toxicologia, quimica clinica, medicina
forense, dopaje, contaminantes ambientales y analisis de alimentos. Hay varios enfoques
modernos en los métodos de HPLC que permiten la reduccién del tiempo de analisis sin
comprometer la eficiencia de la resolucién y separacion: el uso del monolito de columnas,
cromatografia de liquidos a altas temperaturas (Wales, et al., 2008) y la cromatografia
ultra alta presién de liquidos (UHPLC) ya sea usando un sub-2 de particula m en
columnas de relleno (D’Orazio, et al., 2012) o poroso con columnas de concha (con sub-3
con particulas superficialmente porosas) (Salisbury et al., 2008; Fekete et al., 2011).

Otro enfoque analitico que se ha vuelto muy popular es el uso de otras fases
estacionarias tales como la cromatografia de interaccién liquido-hidrofilica (HILIC) o fase
estacionaria fluorado permitiendo mejor separacion de compuestos muy populares y en

algunos casos incluso compuestos isoméricos (Gallart-Ayala et al., 2008).

IV.5.2. Cuantificaciéon de AF por HPLC

Se inyectaron 60 uL de cada muestra, para cuantificar en el HPLC por triplicado.
Se obtuvieron las areas y con base en las ecuaciones de cada curva de calibracion se
calcularon las concentraciones de cada AF (ng mL™, ng g™ o pg 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.

Se utilizé un cromatografo de liquidos (Series 1200) con bomba isocratica (G1310A
Serie DE62957044), detector de fluorescencia (G1321A Serie DE60456380) y auto
muestreador (G1329A Serie DE64761666), todos de Agilent Technologies. La columna
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cromatografica Agilent Eclipse XDS- C18, 4.6x250 mm, 5 um de grosor de particula, el
programa utilizado para HPLC fue ChemStation 32. La fase movil o solucién isocrética
para el HPLC se preparé con H,O/ACN/MeOH (65:15:20 v/v/v) y se filtré al vacio para
desgasificarla. Las caracteristicas de los reactivos fueron: metanol (CH3;OH) (J.T. Baker N°
Cat. 9093-03), acetonitrilo (CH3CN) (J.T. Baker N° Cat. 9017-03) y agua destilada
(H2Ogest). LOS solventes tuvieron pureza de cromatografia de liquidos (HPLC).

IV.6. Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico R para realizar la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para determinar si podian existir diferencias entre el contenido de AF en
muestras de cacahuate y en las Delegaciones donde fueron conseguidos, de igual manera
se llevé a cabo la prueba de rangos de Wilcoxon para determinar si habia o no diferencias

significativas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1. Validacion del método
Con la recopilacion y el andlisis de datos obtenidos con la experimentacion, se
comprobé que el método de deteccién y cuantificacion de AFB;, AFB,, AFG; y AFG; en
las muestras de cacahuate de México, Turquia e India por el método de cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC) cumple con los requisitos para el andlisis de las

muestras.

V.1.1. Linealidad (Curvas de calibracién de AFB1, AFB,, AFG;y AFG,)
Los tiempos de retencion (T;) y concentraciones de las diluciones de cada AF,
sirvieron para formar las curvas de calibracion, al conocer los minutos en que salia cada

pico, indicando la identificacion y cuantificacion de las AF por muestra (Tabla 11).

Tabla 11: Concentraciones de AF (ng mL™) para obtener las curvas de calibracion.

‘ AF ‘ Concentraciones de la curva de calibracién (ng mL™)

AFB; | 0.1,0.5,1, 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; [ 05,1, 2,4, 8, 16, 32, 64, 100, 200, 600, 800, 1000

En la Tabla 12 se compararon los rangos de tiempos de retencién, de las curvas de
calibracion, selectividad y porcentaje de recuperaciéon para determinar el rango adecuado
para la identificacion de las AF de las muestras.

Tabla 12. Rango de tiempos de retencién (T,) de cada AF obtenido de las pruebas de

recuperacion, selectividad y de las curvas de calibracién.

AF Curvas de Selectividad % de Rango de T, (min)
calibracién Recuperacién Utilizado
AFB; 7.612-7.886 8.246-8.293 7.537-7.726 7.537 —8.293
AFB, 17.590-17.61 18.205-18.340 | 18.146-18.454 17.590 — 18.454
AFG; 5.710-5.930 6.026-6.050 5.584-5.644 5.584-6.050
AFG; 11.353-11.391 | 12.254-12.336 | 11.968-11.976 11.353 -12.336
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Una vez obtenidos los tiempos de retencion para las cuatro AF, se obtuvieron las
gréficas respectivas de concentracion del analito y con ellas las curvas de calibracion de
cada AF.
Las siguientes Figuras 6 a 9 y Tablas 13 al6, muestran las curvas de calibracion

de cada AF y los parametros de la regresion lineal.

Curva de Calibracién de la AFB;
Tabla 13: Curva de calibracién de AFB;.

Concentracién (ng mL™) Area; Try Area, Tr; Areas Trs
(min) (min) (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 7.886
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
64 182.6 | 7.750 186.2 7.750 - -
128 353.9 7.739 360.2 7.745 - -
Area vs Concentracién AFB,
400
350
300
@ 250
§ 200 2.8299
. y=2. X
= R?=0.9973
100
50 /4.,_,/'
0 "”
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ng mL-)

Figura 6. Grafica de la curva de calibracion de AFB;
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Curva de Calibraciéon de AFB,
Tabla 14: Curva de calibracién de AFB,.

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

Tr = Tiempo de retencion.

Area vs Concentracion AFB,

400

350

300
© 250
D 200 y =1.7437X
< R? = 0.9965

150
100
50

0 50 100 150 200 250
Concentraciéon (ng g1)

Figura 7. Grafica de la curva de calibracion de AFB,
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Curva de Calibracién de AFG;
Tabla 15: Curva de calibracién de AFG;.

Concentracién (ng mL™)  Area;  Try (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 5.797 12.900 5.720 12.900 5.710
16 22.200 5.778 21.300 5.795 22.300 5.818
100 172.700 | 5.865 | 185.700 | 5.852 186.200 | 5.830
128 213.400 | 5.864 |225.100 | 5.835 |226.600| 5.831

Tr = Tiempo de retencion.

Area vs Concentracion AFG,

250
200
150
o
Z
100 y = 1.7607x
R2 = 0.9969
50
0
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracién (ng mL1)

Figura 8. Gréfica de la curva de calibracion de AFG;.
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Curva de Calibracién de AFG,
Tabla 16: Curva de calibracién de AFG,.

Concentracion Area;  Tri(min)
(ng mL™Y)

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
200 220.000 | 11.554 | 219.500 11.526 | 211.400 | 11.551
600 716.400 | 11.494 | 714.160 11.473 - -
800 1017.800 | 11.416 |1015.600 | 11.384 - -

1000 1253.000 | 11.355 |1251.000 | 11.319 - -

Tr = Tiempo de retencion.

Area vs Concentracion AFG,
1400

1200 /

1000 »
/
S 800 /
4
p— /-‘
T 600 e
/ y=1.2411x
R? = 0.9986
400 »
///
200 /
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentraciéon (ng mL-)

Figura 9. Gréfica de la curva de calibracion de AFG..


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

35
V.1.2. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

Las curvas de calibracion muestran, los Limites de Deteccion (LOD) de los
estandares de AF en HPLC, detectando la cantidad mas pequefa obtenida de cada AF.
Mientras que el limite de cuantificacion (LOQ) se tomé como 5 veces el valor del LOD
Tabla 17.

Tabla 17: Valores de Limites de deteccidon (LOD) y de cuantificacién (LOQ).

Aflatoxina LOD (ng mL™) LOQ (ng mL™)
AFB1 0.1 5
AFB» 0.01 0.5
AFG; 0.01 0.5
AFG; 0.5 2.5

V.1.3. Porcentaje de recuperacion

El porcentaje de recuperacion fue del 88.5 al 100 % para cada una de las AF que se
analizaron, esto quiere decir que el método de extraccion fue confiable y eficaz.

La Tabla 18 muestra los porcentajes de recuperacion obtenidos.

Tabla 18: Porcentaje de recuperacion

Concentracion Contaminacion % Recuperaciéon
basal pg Kg* ug Kg™
AFB; 0.04 100 81.5
AFB; 0.02 100 100.0
AFG; 0.06 100 88.7
AFG; 0.03 100 97.0

V.1.4. Prueba de selectividad
Las siguientes Figuras 10 y 11 muestran cromatogramas del blanco con mezcla de

las cuatro AF y un cromatograma de una muestra completamente limpia y contaminada.
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Figura 11. Cromatograma de selectividad para la muestra de cacahuate contaminada

con AFB., AFB,, AFG]_ Yy AFGzl

V.2. Cuantificacién de AF en cacahuate por HPLC
La cuantificacion de AF totales en cacahuate se presenta en la Tabla 19. Hubo una

elevada incidencia de contaminacion de algunas AF en algunas muestras del D.F. y del

extranjero.
De las 58 muestras analizadas, el 80 % se encontré contaminada, con tres de las

cuatro AF, la AFB; que es la mas importante, estuvo presente en 57% de las muestras,
por otro lado, el 100 % de las muestras tuvieron AFB; y AFG; y no se encontré ninguna
muestra contaminada con AFG,. El 100% de las muestras se encontr6 contaminado con
AFt, con una concentracién promedio de 8.53 pug Kg*, y tomando en cuenta que la
cantidad de cacahuate consumida por habitante en México es de 1.8 Kg, lleva a ingerir

15.4 ug 6 sea 15,400 ng de AFt al afio (DGAPEAS, 2011).
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Tabla 19. Concentracién de aflatoxinas (ug Kg™) en cacahuate del D.F.

Delegacion Mercado Promedio Concentracion de AF
AFB1 AFB> AFG; AFG; AFt
Alvaro Melchor Mlzquiz <LOD 0.04 0.09 <LOD 0.13
p Olivar del Conde <LOD 0.04 0.09 <LOD 0.14
Obregon Corpus Christi <LOD 0.04 0.11 <LOD 0.15
Azcapotzalco <LOD 0.10 0.15 <LOD 0.25
Azcapotzalco Prohogar <LOD 0.17 0.12 <LOD 0.28
Nueva Santa Maria <LOD 0.11 0.12 <LOD 0.23
De Mixcoac <LOD 0.09 0.07 <LOD 0.16
Benito Juéarez Portales 0.56 79.04 0.09 <LOD 79.69
Independéncia <LOD 0.06 0.09 <LOD 0.15
Ajusco-Moctezuma 0.13 1.12 0.09 <LOD 1.39
Coyoacan Santo Domingo <LOD 0.06 0.14 <LOD 0.15
De Coyoacéan <LOD 0.09 0.10 <LOD 0.19
Contadero <LOD 0.14 0.13 <LOD 0.26
Cuajimalpa Rosas Torres <LOD 0.15 0.09 <LOD 0.24
Cuajimalpa <LOD 0.12 0.10 <LOD 0.22
Hidalgo <LOD 0.10 0.11 <LOD 0.21
Cuauhtémoc Arcos de Belén <LOD 0.12 0.07 <LOD 0.19
San Juan <LOD 0.06 0.08 <LOD 0.13
Rio Blanco <LOD 0.06 0.05 <LOD 0.11
Gustavo A. De la Estrella <LOD 0.06 0.06 <LOD 0.12
Madero Martin Carrera 43.39 0.16 0.17 <LOD 43.71
San Miguel Iztacalco 23.94 0.11 0.07 <LOD 24.12
Iztacalco Tlacotal 24.73 0.18 0.13 <LOD 25.04
Santa Anita 20.92 0.10 0.09 <LOD 21.11
Central de Abastos 11.04 0.07 0.09 <LOD 11.20
Iztapalapa Santa Cruz Meyehualco 19.48 0.09 0.12 <LOD 19.68
Jacarandas 21.38 0.08 0.09 <LOD 21.55
Cerro del Judio 14.69 0.08 0.09 <LOD 14.86
La Magdalena LaLoma 4.94 0.06 0.09 <LOD 5.09
Contreras Turistico La Magdalena 0.13 0.06 0.09 <LOD 0.19
Miguel Tacubaya 1.24 0.04 0.08 <LOD 1.36
. Plutarco Elias Calles 0.52 0.04 0.09 <LOD 0.65
Hidalgo Argentina 0.85 0.04 0.07 <LOD 0.96
San Antonio TecOmitl 0.64 0.10 0.07 <LOD 0.91
Milpa Alta Villa Milpa Alta 1.03 0.06 0.06 <LOD 1.15
San Pedro Actopan 1.76 0.16 0.11 <LOD 2.03
Tlahuac Colonia del Mar 3.81 0.22 0.09 <LOD 1.59
Mercado de la Nopalera 1.16 0.09 0.06 <LOD 1.31
Mercado de Tld4huac 23.30 8.77 0.64 <LOD 32.71
Tlalcoligia 0.43 0.12 0.09 <LOD 0.64
Tlalpan Torres de Padierna 12.45 0.64 0.12 <LOD 13.21
DelaLuz 7.50 0.16 0.14 <LOD 7.80
: La Merced 8.24 0.12 0.14 <LOD 8.49
Venustiano Jamaica 8.12 0.45 0.15 <LOD 8.72
Carranza San Ciprian 2.48 0.16 0.12 <LOD 2.76
De Xochimilco 6.17 0.11 0.12 <LOD 6.40
Xochimilco San Gregorio Atlapulco 11.10 0.56 0.19 <LOD 11.85
Tulyehualco 0.92 0.12 0.17 <LOD 1.22
Indi Bophal <LOD 0.54 0.09 <LOD 0.72
ndia Bophal <LOD 0.64 0.08 <LOD 0.73
Estambul 8.76 0.45 0.50 <LOD 9.70
Estambul 8.70 0.15 0.15 <LOD 9.30
Estambul 0.31 0.58 0.23 <LOD 1.01
T . Estambul 0.43 0.41 0.05 <LOD 0.90
urquia Estambul 0.44 0.62 0.07 <LoD 1.14
Estambul 0.13 0.93 0.06 <LOD 1.03
Estambul <LOD 1.23 0.10 <LOD 1.32
Estambul <LOD 0.82 0.07 <LOD 0.89

37
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La concentracion mas elevada encontrada en AFB;, fue de 43.49 pg Kg*,
proveniente de la Delegacion Gustavo A. Madero, del merado Martin Carrera, seguida de
la Delegacién Iztacalco, mercado Tlacotal, con una concentracién de 24.73 pg Kg?, la
concentracién de AFB; fue de 79.52 pg Kg*, en la Delegacién Benito Juarez del mercado
Portales, mientras que para la AFG; las concentraciones fueron trazas, y la mas elevada
fue de 0.64 pg Kg*, de la Delegacién Tlahuac en el mercado Tldhuac y no se encontré
ningun tipo de contaminacion por AFG; en las muestras, puede ser a que las condiciones
para la sintesis de este grupo fue el pH inadecuado para su produccion (Buchanan &
Ayres, 1975).

De las muestras extranjeras, Turquia, mercado de Estambul, presenté una mayor
contaminacion de AFt con un promedio de 3.17 pg Kg™, ya que las muestras del mercado
de Bophal de la India tuvieron un promedio de 0.73 pg Kg™.

Cerca del 64.2% de muestras de cacahuate de Nigeria se encontraron
contaminadas con AFB; (25.5 ug Kg™) (Bankole et al., 2005). En Togo se encontré un
58.3% de las muestras con A. flavus (Egal et al., 2005). Se reportaron AFs en las cascaras
y en los granos de cacahuate en Brasil, donde 20 muestras (33.3%) estuvieron
contaminadas por AFB; (7.0 a 116 ug Kg?), las 17 muestras restantes, un 28.3%,
estuvieron contaminadas con AFB, (3.3 hasta 45.5 ug Kg™) (Nakai et al., 2008). Las
muestras de cacahuate de México, se encontraron mas contaminadas que las de Africa o
de Brasil.

El contenido de AF en cacahuate se puede controlar, por ejemplo, en Estados
Unidos, el contenido de AF debe de ser <15 pg Kg*, para aprobar la calidad de las
muestras (CFR, 2010a). La FDA, establece que los productos de cacahuate deben
contener menos de 20 ug Kg™ de AF (FDA, 2000).

La elevada presencia de AF en cacahuate sin procesar, puede atribuirse a las
condiciones durante la pre-cosecha, ya que el suelo es el lugar ideal para el crecimiento
de muchos hongos, incluyendo al género Aspergillus (Smith & Ross, 1991). La actividad
de agua (ay) del sustrato también juega un papel importante para el crecimiento del hongo
(Pitt & Hocking, 1997). El estrés por la sequia, las temperaturas elevadas del suelo
(>22°C) y cualquier dafio fisico, durante la etapa de crecimiento de las vainas, puede
acentuar la invasion de hongos y la produccién de AF en los cacahuates (Nageswara Rao
et al., 2002; Horn, 2005; Arunyanark et al., 2009). Los cacahuates son susceptibles a la
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contaminacion por AFs (Smith & Moss, 1985; Lisker et al., 1993; Wu & Khlangwiset, 2010),
y en México son de amplio consumo para la elaboracion de dulces tipicos, como
palanquetas, mazapanes, o como aperitivo. Algunos alimentos que contienen cacahuate
en su elaboracion, con su contenido de AF se muestran en la Tabla 20. Podemos
observar la alta contaminacién de AF ya en el consumo de 100 g que es una bolsa

pequefia, lo cual muestra un alarmante aporte de cancerigenos por esta oleaginosa.

Tabla 20. Alimentos y célculo de AFt en cacahuate procesado.

Alimento Gramos de | Promedio AFt  Total de AF (ug)
cacahuate (Mg Kg™) ca(I:(;unIzS;)ngor

Paqguete cacahuate 50 8.53 427
75 640
150 1280
Mazapéan (1 pieza) 28 240
Palanqueta (1 pieza) 50 427
100 853
250 2133
Crema de cacahuate (1 taza) 370 3156
Mantequilla de cacahuate 300 2560
Galletas 200 1706

Las siguientes Figuras 12-15, indican de menor a mayor la Delegaciones del
Distrito Federal con la concentracion de AF que presentaron las muestras de cacahuate
con las cuatro AF por separado.

La AFB; es el cancerigeno y téxico mas importante y al comparar su procedencia y
su concentracion se observa que las Delegaciones mas contaminadas fueron Iztapalapa e
Iztacalco, Figura 12. La Central de Abasto se encuentra en Iztapalapa y es el centro de
distribucién mas importante del D.F., de ahi la importancia de que la mayor concentracion
de esta AF se encuentre en esa Delegacion (IARC,1993 y 2002; Kamika & Takoy, 2011).
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Figura 12. Procedencia y concentracion de AFB; de las muestras.
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La Figura 13, indica la procedencia del cacahuate y la concentracion de la AFB,,

donde la Delegacién con mas alta concentracion fue la Benito Juarez. La AFB,, no es tan

cancerigena como la AFB;, sin embargo es bioacumulable para el organismo, tanto de

animales como de humanos (Wild & Gong, 2010).

Delegacion vs Concentracion de AFB,

& 35 -
X
g 30 +
& 25 -
<
PN 20 -
©
c 15
©
g 10 -
& 5 -
c
g O —
© o o SR o o 2 2 o o >

S W & &K L SN S /o& ¥ & & & &

,ok \z\\ & Q’b & > ~Q® o‘d/ > \(Q & \6\ O’ Q)o N \"b

SPN & «P ,b\§\ - @ R N R ° 060 00* 2

L & L2 & e s O &L
® N g &°
N S
o o &
\/'b
Delegacion

Figura 13. Procedencia y concentracion de AFB,de las muestras.
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La Figura 14 indica la concentracion de AFG; que se encuentra en las muestras de
cacahuates de los 48 mercados y Delegaciones del D.F., donde se puede apreciar que la
contaminacion por este tipo de AF se encuentra en Tlahuac, ademas la AFG; se presentd

en todas las muestras.
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Figura 14. Procedencia y concentracion de AFG; de las muestras.

Algunos reportes del norte de China indican que se encuentra frecuentemente en
cereales y productos alimenticios, generando cancer de pulmoén y de estbmago (Zhang et
al., 2003). Ademas de que confirmaron que una administracion intra-gastrointestinal de la
AFG; a largo plazo, puede inducir adenocarcinomas de pulmén en ratones (Huang et al.,
2004).

Los cacahuates comercializados en la Ciudad de México son muy susceptibles a la
contaminacién por A. parasiticus, A. flavus y en muy poco por A. nomius (Igbal et al.,
2012; Igbal & Asi, 2013). A. parasiticus produce los cuatro tipos de AF encontradas en las
muestras, donde las AFt tuvieron concentraciones muy elevadas en las Delegaciones

como Benito Juéarez, Iztacalco, Iztapalapa y Tldhuac (Figura 15).
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Figura 15. Procedencia y concentracion de Aflatoxinas totales (AFt) de las muestras

V.3. Analisis estadistico.

Para conocer si existia diferencia significativa entre las Delegaciones del D.F y las
muestras extranjeras, se realizo el estudio estadistico llamado Kruskal-Wallis, que es una
prueba no-paramétrica, la cual evalla si dos o0 mas muestras provienen del mismo lugar
(Suxin et al., 2013).

Tabla 21. Resultados obtenidos por la prueba Kruskal-Wallis

Aflatoxina Valor de la Significancia ¢Existe diferencia
prueba por procedencia?
AFB; 116,50 <0,05 Sl
AFB; 98.00 <0,05 Sl
AFG; 38,20 <0,05 Sl
AFG; - - -
AFt 93,34 <0,05 Sl

Como se puede observar en la Tabla 21, si existen diferencias significativas entre

los lugares de origen de cada una de las muestras, ya que presento valores de la prueba
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menores a <0.05, cada cacahuate es un individuo diferente con una contaminacién
especifica segun sus condiciones de cultivo y hay una distribucién aleatoria de las AF.

Las siguientes Figuras 16-19, muestran las gréficas correspondientes a
concentraciones de AFs y su lugar de origen, donde se observan igualdades y diferencias
por Delegacion.

Las gréficas muestran letras en cada una de las barras, las letras iguales muestran
similitud en la concentracion de AF.

El analisis estadistico compara la procedencia y la concentracion de AFB;, Figura
16, las muestras de lztacalco e lztapalapa no presentan diferencia significativa en la

concentracion de AFB;, aunque en lIztacalco estén mas contaminadas.

Delegacion vs Concentracion de de AFB,

20 - ab

bc
15 A

Promedio de Concentracion AFB, (ug Kg?)

Delegacion

Figura 16. Comparacién entre Delegaciones y concentracion de AFB;.

La Figura 17 muestra la diferencia significativa de la concentracién de AFB, de la

Delegacion Benito Juarez respecto al resto de las Delegaciones.
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Figura 17. Comparacién entre Delegaciones y concentracion de AFB..

La Figura 18 indica las concentraciones de la AFG; y las Delegaciones donde se

obtuvieron, todas las muestras contienen AFG;, provenientes de lugares similares.
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Figura 18. Comparacion entre Delegaciones y Concentracion de AFG;.
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La mayoria de las AFt encontradas en las muestras, presentan diferencia

significativa con respecto a su lugar de origen, excepto Coyoacan con Azcapotzalco y
Cuajimalpa, Cuauhtémoc y Alvaro Obregon, Figura 19.
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Figura 19. Comparacién entre Delegaciones y concentraciéon de AFt.

De acuerdo a la regulaciéon que tuvo México de AFt en los alimentos (20 pg Kg™),
siete mercados tuvieron muestras que superaron los limites permitidos con
concentraciones de 20 a 80 pg Kg™. Seguln la legislacién de la Comisién Europea, que
permite un limite de < 2 uyg Kg* de AFB; y 10 pug Kg™* de AFt, en este estudio se
encontraron 13 muestras fuera de norma con concentraciones de 10 a 80 pg Kg™. En el
estudio se encontraron tres de las cuatro AF en cacahuate, y una serie de estudios,
indican que todas ellas son cancerigenas (EFSA, 2007).

Gran namero de las muestras que se analizaron, presentaron trazas de AFt, pero
las Delegaciones Benito Juarez tuvieron muestras con 80 ug Kg* AFt, la Gustavo A.
Madero con 44 ug Kg™ AFt, Iztacalco con 25 ug Kg™ AFt, Iztapalapa con 22 ug Kg™* AFty
Tlalpan con 33 ug Kg™* AFt, que sobrepasaron los limites permitidos por las Normas
Oficiales de FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos y de Codex

Alimentarius en muchos paises del mundo. Lo cual es un problema grave para la sociedad
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mexicana, ya que el consumo de cacahuate en nuestro pais es elevado y puede causar
una serie de enfermedades, entre ellas el cancer.

Una amplia gama de alimentos como cacahuates, nueces, frutos secos, especias,
arroz, maiz, soya y trigo, se encuentran contaminados con AFt (Bankole et al., 2010; Egal
et al., 2005; Ok et al., 2007; Razzazi-Fazeli et al., 2004; Shundo et al., 2009; Williams et
al., 2004).

En el caso del cacahuate produce resveratrol que es una fitoalexina polifendlica en
respuesta a estimulos exdgenos, y es generado por el dafio por hongos (Sobolev et al.,
1999). Se puede encontrar en vinos (Lamuela-Raventos et al., 1995), legumbres (Burns et
al., 2002), bayas (Lyons et al., 2003) y pistaches (Tokusoglu et al., 2005).

El interés por el resveratrol, es porque protege contra el cancer (Aggarwal et al.,
2004), en enfermedades coronarias (Orallo et al., 2002), ademas de presentar efectos
benéficos para la salud, como neuroprotector (Han et al., 2004) y anti-inflamatorio (De la
Lastra & Villegas, 2005). Parece ser que la convivencia de millones de afios del
cacahuate con el Aspergillus ha hecho que la planta trate de protegerse de las aflatoxinas
y si bien estdn presentes ya no serian tan dafiinas para la oleaginosa. La presencia de
aflatoxinas y resveratrol muestra una lucha del cacahuate por la supervivencia y que
afecta al hombre en forma no totalmente aclarada.

Debido a estas propiedades benéficas, el resveratrol se utiliza en complementos
alimenticios y para obtener alimentos funcionales (L6pez et al., 2007).

El presente estudio estuvo validado en su metodologia y el muestreo se realiz6 con
sumo cuidado y abarcé todo el Distrito Federal que recibe cacahuate de todo el pais. Esta
investigacion nos demuestra la necesidad de revisar los niveles de AF en cacahuate en
México pues las concentraciones encontradas llegan a ser muy altas en algunas muestras.
Dado que estas AF se acumulan en el ADN y que el consumo de esta oleaginosa es

continuo, su ingestion representan un riesgo para la salud.
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VL. CONCLUSIONES

Se validé el método analitico para la determinacion y cuantificacion de AF en
cacahuate natural, por medio de columnas de inmunoafinidad y utilizando un equipo
de Cromatografia de Alta Eficiencia (HPLC).

Se muestrearon los tres mercados mas importantes y representativos de cada una
de las Delegaciones del Distrito Federal para el estudio y analisis de las 48
muestras de cacahuate natural.

Se determinaron los tiempos de retencion de cada de una de las AF, por medio de
las tres pruebas de validacion: linealidad (curvas de calibracion), selectividad y
recuperacion, se tomd el rango de tiempos de retencion de estos tres experimentos.
Las concentraciones de las AF fueron muy elevadas, incluso superan los limites
permitidos por la Comisién Europea (CE), de AFB; la cual es de 12 pg Kg?, vy la
concentracién mas alta que presentaron los cacahuates fue de 44 pg Kg™?, 4 veces
mas que lo permitido, por lo que el cacahuate mexicano se encuentra altamente
contaminado por la AFB: que es la mas importante y cancerigena de las cuatro
estudiadas. Ademas sobrepasa la Norma Oficial de FDA de Estados Unidos de 20
ug Kg™.

Para el caso de México, a partir de 2013 se dej6 de aplicar toda la legislacion que
protegia a los mexicanos contra las aflatoxinas en aras de un comercio
internacional mas fluido y con todos los riesgos que esto implica para la salud de
los mexicanos.

No hubo presencia de AFG, en ninguna de las muestras, presentaron trazas
menores al limite de deteccion (<LOD). Es posible que las condiciones para su
produccién no fueran las adecuadas, esto viene desde el cultivo del cacahuate, y
para su andlisis, ya no hubo esta AF.

Existio diferencia significativa en la presencia de las AF (B1, B2, G1, G, y AFt) de las
muestras.

La Delegacién Benito Juarez presentd mayor contaminacion de AFt.
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