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RESUMEN

La almendra (Prunus dulcis) es la semilla de la planta dicotiledénea perteneciente a la
familia Rosaceae y se consume como alimento en forma natural o procesada. Las
aflatoxinas (AFs) son metabolitos secundarios producidos por algunas especies de
hongos del género Aspergillus principalmente Aspergillus flavus y A. parasiticus con
efectos adversos en la salud humana y animal. La Agencia Internacional para la
Investigacion en Céancer clasifica a las AFs en el Grupo 1 de cancerigenos probados

para humanos.

La contaminacion por aflatoxinas en la almendra no se ha investigado en México a
pesar de su importancia, por lo tanto, el proposito de esta investigacion fue identificar y
cuantificar aflatoxinas en 35 muestras de almendra de tres mercados de la Ciudad de
México. Se validé el método analitico por medio de columnas de inmunoafinidad y
utilizando un equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC).

En las almendras analizadas se encontré la presencia de ocho AFs incluyendo las
cuatro basicas: aflatoxina B; (AFB;), aflatoxina B, (AFB,), aflatoxina G; (AFG;i) vy
aflatoxina G, (AFGy) y sus cuatro hidroxilados: aflatoxina M; (AFM,), aflatoxina M,
(AFMy), aflatoxina P; (AFP;) y aflatoxicol (AFL). Estos resultados se reportan por

primera vez no solamente en México sino también a nivel mundial.

Las 35 muestras analizadas resultaron contaminadas; con un promedio de aflatoxinas
totales (AFt) de 273.22 ng g y con al menos una de las ocho AFs: el 80% (28/35)
presentd contaminacion por AFB;, el 89 % (31/35) de AFB,, 74 % (26/35) de AFG;,,
83 % (29/35) con AFG,, 40 % (14/35) de AFM3, 91 % (32/35) de AFM,, 83 % (29/35) de
AFP1 y 86 % (30/35) con AFL. Los analisis estadisticos sefialan que no hay diferencias
significativas entre las aflatoxinas basicas pero si entre sus hidroxilados, siendo la AFM;

significativamente diferente a todas las demas.

La almendra resulté ser uno de los alimentos mas contaminados con aflatoxinas por lo
gue no cumplen con los limites establecidos a nivel mundial para los frutos secos. Las
cantidades de aflatoxina en almendra constituyen un riesgo para el consumidor y un

aporte importante de cancerigenos a los alimentos de la dieta.



ABSTRACT

The almond (Prunus dulcis) is the seed of the dicotyledonous plant from the Rosaceae
family and is consumed as a natural or processed food. Aflatoxins (AFs) are secondary
metabolites produced by some species of fungi of the genus Aspergillus mainly
Aspergillus flavus and A. parasiticus with adverse effects on human and animal health.
The International Agency for Research on Cancer classifies aflatoxins in Group 1 of

proven carcinogens for humans.

Aflatoxin contamination in almonds has not been investigated in Mexico despite its
importance, therefore, the purpose of this research was to identify and quantify
aflatoxins in 35 almond samples of three markets in Mexico City. The analytical method
was validated by means of immunoaffinity columns and using a High Performance

Liquid Chromatography (HPLC) equipment.

In the analyzed almonds, eight aflatoxins were found, the four basic ones: aflatoxin B,
(AFB,), aflatoxin B, (AFB,), aflatoxin G; (AFG;) and aflatoxin G, (AFG.), as well as their
four hydroxylates: aflatoxin M; (AFM,), aflatoxin M, (AFM,), aflatoxin P; (AFP;) and
aflatoxicol (AFL). These results are reported for the first time not only in Mexico but also

worldwide.

All the 35 samples were AF contaminated; with an average of total aflatoxins (AFt) of
273.22 ng g* and with at least one of the eight AF: 80% (28/35) were contaminated with
AFB;, 89 % (31/35) with AFB,, 74 % (26/35) with AFG,, 83 % (29/35) with AFG,, 40 %
(14/35) with AFMy, 91 % (32/35) with AFM,, 83 % (29/35) with AFP; and 86 % (30/35)
with AFL. The statistical analysis showed that there are no significant differences
between the basic aflatoxins but there were among their hydroxylates, with AFM; being

significantly different from all the others.

The almond seed turned out to be one of the most contaminated foods with aflatoxins
and does not accomplish the tolerable limits established worldwide for nuts. The
amounts of aflatoxin in almonds represent a risk to the consumer and also an important

contribution of food carcinogens in the diet.



I. INTRODUCCION

I.1. Generalidades del cultivo de la almendra.

La almendra, pertenece a la familia Rosaceae. Se trata de un fruto de cascara
dura y quebradiza de color marrén-pardo, cuya semilla es la parte comestible. Tiene
forma de lagrima aplanada, y mide 1-2 cm de largo. Nace del almendro [Prunus
dulcis (Miller) D.A. Webb (sin. Prunus amigdalus, L., Batsch)], un arbol que alcanza
hasta 10 m de altura, y cuyas flores pueden ser de color blanco, rosado o blanco
rosaceo (MAPAMA, 2013). Figura 1.

Para su cultivo requiere una temperatura entre 15 y 18°C, inviernos suaves Yy
veranos calurosos. En cuanto al agua, necesita cuando menos 600 mm de lluvia al afio.
Es un arbol poco exigente respecto a la calidad de los terrenos en los que se asienta
(SIAP, 2012). Gracias a su adaptacion a los climas duros, combinada con la capacidad
de desarrollar un sistema extenso de raices ha permitido a la almendra ser cultivada en
una gran variedad de nichos ecolégicos partiendo desde su origen ancestral en Asia
central extendiéndose al desierto de Takla Makan en el oeste de China hasta el
Mediterraneo y el resto del mundo, lo anterior debido a que la almendra es auto-estéril y
requiere polinizacion cruzada que actla ademas para promover la variabilidad genética

y, por lo tanto, la adaptabilidad a nuevos ambientes (Gradziel, 2009).

Sin embargo, su arbol es exigente en nutrientes, como potasio, nitrégeno,
magnesio y fésforo. El nitrégeno es fundamental para la formacion de tejidos vegetales
en hojas, madera y raices; es la base para la sintesis de proteinas y para la clorofila,
indispensable para la asimilacion de nutrientes. Por ello, el agricultor debe agregar al
suelo algunos elementos para mejorar el cultivo, como son sulfato potasico y azufre,
esencial para la nutricion de las plantas. Las almendras se recogen cuando estan
maduras (SIAP, 2012).

La produccion comercial se limita a menudo por la necesidad de polinizacién
cruzada especialmente en zonas donde las tormentas de primavera pueden reducir
tanto la duracion de la floracibn como la actividad de los polinizadores de los insectos
requeridos. Una alta susceptibilidad a enfermedades fungicas y bacterianas en las

flores, hojas, y ramas también reduce la produccién en areas con lluvia y / o alta



humedad durante la época de crecimiento (Gradziel, 2009). De manera similar, la
humedad excesiva en la zona de las raices puede resultar en la pérdida de arboles

debido a asfixia.

[.1.1. Origen

Las primeras investigaciones proponen que la almendra cultivada resulté de la
seleccidon dentro de una especie referida originalmente como Amygdalus communis L.
(sin. Prunus communis Archang.) basado en estudios de dos poblaciones naturales
originalmente identificados como A. communis las cuales contienen un gran ndmero
semillas dulces en lugar de las amargas tipicamente encontradas en la naturaleza (Das
et al.,, 2011). Una de estas poblaciones esta situada en la cordillera Kobet Dag, en el
centro de Asia, entre el actual Iran y Turkmenistan, la segunda poblacién se encuentra
en las laderas mas bajas de las montafias de Tian Shan entre Kirguistan y China
occidental. Se propone que el area natural de A. communis se extendié por todo Iran, la
Transcaucacia, el este de Turquia, y en la actual Siria, coincidiendo con los lugares de
la zona actual del Cercano Oriente en los que se tienen registros de los primeros
cultivos de Almendra, y a partir de ahi llegd a Grecia y a Roma, y los romanos la
difundieron ampliamente por el resto de Europa, desde donde lleg6 hasta América
(Gradziel, 2009).

La etimologia del nombre en espafol pasa por una arabizacion de mandarla, y
ésta de la palabra latina amyndaa —que por su parte es una variacion de amygdala—
(RAE, 2017).

[.1.2. Descripcion Botanica

La almendra es el fruto del almendro (Prunus dulcis) de la familia Rosaceae.
Existen dos tipos de almendro: los de almendra dulce y los de almendra amarga; los
primeros se dividen en 2 grupos: los de cascara dura (endocarpio) y los de cascara

suave o “de papel".

El arbol es semejante al durazno en forma y tamafio pero mas longevo, de 4 a 5
m de altura aproximadamente, aunque puede llegar hasta los 10 m, de madera dura y
corteza dura y agrietada, excepto cuando es joven, las ramas pueden ser erguidas o

pendientes. Las hojas brillantes, elipticas y lanceoladas nacen después de la floracion,



y tienen bordes finamente dentados, con glandulas en la lamina y en el peciolo, cuando
salen de la yema estan plegadas a lo largo de la vena principal. Las flores son blancas
o rosadas, regulares, bisexuales, generalmente solitarias, axilares, grandes, con el caliz
corto y ancho, muy abierto, sostenidas por un pedicelo corto, tienen de 15 a 30

estambres.

El fruto es una drupa que al madurar (8 meses aproximadamente) su parte
carnosa (mesocarpio), muy delgada, se vuelve correosa y se desprende facilmente del
hueso (endocarpio), éste ultimo, es redondeado en su base y un poco agudo en su
extremo, comprimido, con un borde casi recto y el otro arqueado, con hoyuelos y
estriado irregularmente, al interior se encuentra una sola semilla (almendra) protegida

por una piel de color parduzco rojizo cuando ésta madura (INEGI, 1998). Figura 1.

py T g

Figura 1: Almendro (Prunus dulcis), flor, fruto y semilla (almendra).



[.1.3. Caracteristicas del fruto, cascara y semilla

La almendra no es una nuez verdadera, sino una drupa, que consiste en un
exocarpo Yy una cascara dura (endocarpo) con la semilla (nucleo) en el interior, la cual
esta envuelta por un tegumento de color café. Figura 2. La semilla de almendra es muy
nutritiva, con un contenido de agua extremadamente bajo (4 a 6%) y con altos niveles
de proteinas (18%), grasas (54%) y carbohidratos (20%) (Rodrigues et al., 2012).

Los frutos del almendro varian en tamafo, forma, pubescencia, configuracion y
retencion de los remanentes de pistilo y la naturaleza de la linea de sutura dependiendo
de la variedad cultivada. Las caracteristicas de la cascara también afectan la relativa
facilidad con la que se remueven las semillas del arbol durante la cosecha y la
capacidad de secarse rapidamente. La dureza de la cascara esta asociada con la
cantidad total de lignina depositada durante el desarrollo. La integridad de la cascara,
particularmente en linea de union, es importante, ya que las cascaras mal selladas
tienen semillas expuestas y son muy susceptibles a las enfermedades y a dafios por
insectos; la cédscara consta de una capa externa e interna separada por canales a
través de los cuales se desarrollan fibras vasculares. La drupa posee una semilla con
dos cotiledones grandes; el tamafio, la forma y el peso de la semilla estan relacionados

por el tipo de variedad y tienden a establecer su tipo de uso y venta. (Gradziel, 2009).

Exocarpo (superficie) N
Embrion
Mesocarpo % Pericarpio

Endocarpo

Endospermo

Nucleo

Figura 2: Anatomia del fruto del almendro.



1.1.4. Valor nutrimental

La almendra dulce presenta un elevado contenido en grasas, sobre todo
insaturadas; aquellas que benefician la salud cardiovascular, gran cantidad de proteinas
vegetales, y en menor medida, carbohidratos. Las proteinas que contienen son de
buena calidad; completas en su contenido en amino4cidos esenciales. Su valor cal6rico
es bastante elevado por su alto contenido de grasas y su escasa cantidad de agua. El
contenido en fibra de la almendra destaca sobre el resto de los frutos secos, por lo que

tiene un efecto laxante mayor.

Entre los minerales destacan el fosforo y magnesio. Una racion de 20 g de
almendras sin cascara aporta el 15% de las ingestas diarias recomendadas para estos
minerales, y alrededor del 6% de las sefialadas para el hierro, potasio y calcio. Tabla 1.

Es una de las fuentes vegetales mas rica en calcio y fésforo, de ahi que la leche
de almendras se emplee como sustituto de la leche de vaca cuando ésta no se tolera, y
se recomienda su consumo para fortalecer los huesos y prevenir la osteoporosis. Por

tanto, las almendras se recomiendan a nifios en crecimiento y a deportistas.

En cuanto a las vitaminas, la almendra tiene cantidades moderadas de vitaminas
del grupo B, ademas de ser una buena fuente de vitamina E, de accién antioxidante. La
cantidad de zinc, y de fitoesteroles, se suman a esta accion antioxidante, que previene
la formacién de células cancerigenas y las enfermedades degenerativas de los
diferentes 6rganos (MAPAMA, 2013).
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Tabla 1: Composicion quimica y nutricional de la Almendra (MAPAMA, 2013; EFSA, 2010).

Valor nutrimental Porcién Por racion Recomendaciones Recomendaciones
comestible 100 g. (20 g) dia-hombre dia-mujer
Energia (Kcal) 604 121 3.000 2.300
Proteinas (g) 20 4.0 54 51
Lipidos totales (g) 53.5 10.7 100-117 77-89
AG saturados (g) 4.24 0.85 23-27 18-20
AG monoinsaturados (g) 36.66 7.33 67 51
AG poli-insaturados (g) 10.03 2.01 17 13
w-3 (9)* 0.256 0.051 3.3-6.6 2.6-5.1
C18:2 Linoleico (w -6) (9) 9.77 1.954 10 8
Colesterol (mg/1000 kcal) 0 0 <300 <230
Carbohidratos (g) 3.5 0.7 375-413 288-316
Fibra (g) 14.3 2.9 >35 >25
Agua (9) 8.7 1.7 2.500 2.000
Calcio (mg) 254 50.8 1.000 1.000
Hierro (mg) 4.2 0.8 10 18
Yodo (ug) 2 0.4 140 110
Magnesio (mg) 258 51.6 350 330
Zinc (mg) 1.7 0.3 15 15
Sodio (mg) 6 1.2 <2.000 <2.000
Potasio (mg) 860 172 3.500 3.500
Fésforo (mg) 510 102 700 700
Selenio (Ug) 4 0.8 70 55
Tiamina (mg) 0.24 0.05 1.2 0.9
Riboflavina (mg) 0.67 0.13 1.8 1.4
Equivalentes niacina (mg) 5.3 1.1 20 15
Vitaminas:
B6 (mg) 0.1 0.02 1.8 1.6
Folatos (ug) 96 19.2 400 400
B12 (ug) 0 0 2 2
C (mg) Tr Tr 60 60
A: Eq. Retinol (ng) 0 0 1.000 800
D (ug) 0 0 15 15
E (mg) 20 4.0 12 12

Nota: Tabla de Composicibn para almendra sin cascara. Recomendaciones: Ingestas
recomendadas al dia para hombres y mujeres de 20 a 39 afios con una actividad fisica
moderada. Tr: Trazas. 0: Virtualmente ausente en el alimento. *Datos incompletos. AG = Acidos
grasos. w-3 = Omega 3. Eq. = equivalente




La almendra se puede cortar en rodajas o en trozos para utilizarse en pasteles,
helados, cereales para el desayuno y mezclas vegetales. También se trituran y se usan

en panaderia y en la produccion de mazapan (Gradziel, 2009).

Las almendras se pueden transformar en un sustituto de la leche llamado leche
de almendras; su textura, su sabor suave, y su coloracion ligera (cuando esta pelada) lo
hacen un buen sustituto al producto lacteo al igual que la soya para los veganos y
personas intolerantes a la lactosa.

También son una rica fuente de aceite, con un 50% de peso seco como grasa. El
aceite es bueno para la aplicacion en la piel como emoliente, y ha sido tradicionalmente
utilizado por los terapeutas de masaje para lubricar la piel durante una sesion (Shipman

et al., 1997). También se emplea en forma de crema y ungiientos para todo tipo de piel.

La almendra se consume en su forma natural o procesada. Debido a su buen
sabor, textura crujiente y buen atractivo visual, tiene muchos usos importantes en
alimentos. Figura 3. Los granos pueden ser tostados en seco o0 en aceite, como
ingrediente en muchos productos alimenticios manufacturados, y se salan con varios
condimentos. La almendra puede ser blanqueada o no, el blanqueo elimina la "piel"
usando agua caliente o vapor. Grandes cantidades de granos se combinan con el
chocolate en la confiteria.
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Figura 3. Productos de almendras: forma natural, confiteria, cereales, helados,
panaderia, mazapanes, turron, leche, aceites y cremas.



[.1.5. Produccién de la Almendra en el Mundo y en México.

La produccion mundial de almendras fue de 2.9 millones de toneladas en 2013,
con Estados Unidos como el mayor productor con 1.8 millones de toneladas (FAOSTAT,
2014). ElI 70% de todas las almendras del mundo provienen de California. Esto incluye
el 98.5% de todas las almendras en los EE.UU (USDA, 2010). Las almendras fueron
plantadas en California alrededor de 1853 (Wickson, 2007) y desde 1987, Estados
Unidos ha sido el mayor productor mundial de almendras (USDA, 2010) seguida por
Espafa, Australia, Iran y Marruecos (FAOSTAT, 2014). Figura 4.

.1.5.1. Estados Unidos

Produjo 1,545,500 ton en el 2014. California es su principal region productora.
Alrededor del 70% de las almendras se exportan con cascara y el resto se procesa o se
vende sin cascara. El cultivo de almendras en California es de clima templado con
suelos fértiles y sol abundante, combinado con equipo y técnicas durante el crecimiento,
cosecha, procesamiento y envasado. Cuando la produccion se reduce en California,
afecta al mercado global y el precio de las almendras aumenta. Este caso ocurrié en
2015, resultando en un aumento de la demanda de almendras en todo el mundo.
Estados Unidos cultiva la variedad dulce de las almendras con fines alimenticios tanto

local como internacionalmente (FAOSTAT, 2014).

[.1.5.2. Espafia

Se produjeron 195,704 ton en 2014 y tiene una amplia gama de cultivadores
comerciales. El cultivo se lleva a cabo en la regién de Valencia, Catalufia, Andalucia,
Murcia y Aragon. Las principales variedades cultivadas son Marcona y Desmayo
Largueta y representan casi el 40% de la produccion nacional. Los huertos modernos
cultivan las variedades Ferragnes Ferraduel y Cristomorto. La almendra se consume
principalmente cruda, tostada para elaborar un aperitivo salado, como elemento de

sabor en la sopa de nombre "ajo blanco", y el turron (FAOSTAT, 2014).



10

.1.5.3. Australia

Es el mayor productor de almendras en el hemisferio sur, y produjo 160,000 ton
en 2014. La produccion de éstas se encuentra en la region alrededor del rio Murray
como Victoria, News South Wales y el sur de Australia. Las variedades cultivadas
incluyen Nonpareil, Chellaston, Mission y Firtz. En el pais, se utilizan principalmente en
su forma natural, para hacer esencias de almendra, y para sazonar en la comida
(FAOSTAT, 2014).

.1.5.4. Ir4an

La produccion de almendras en Iran, en el 2014, fue de 111,936 ton. El cultivo
tiene lugar en el noroeste de Iran y en la regién de Tabriz, y la variedad Amygdalus
communis es nativa del pais. El pais cultiva tanto la variedad dulce como las variedades
agridulces. Los almendros nacen de semillas, con la India como el principal mercado de
exportacion. Las almendras que se producen se sumergen en sal marina y se venden
como aperitivos en las calles. Las almendras dulces se utilizan para preparar, “harire
badan”, un alimento para bebé, y como sazonador en alimentos y postres. Las

almendras son una delicadeza en los eventos de Afio Nuevo en Iran (FAOSTAT, 2014).

1.1.5.5. Marruecos

Produjo 101,026 ton de almendras dulces en el 2014. El 65% de la produccion de
almendra crece en condiciones mediterraneas ideales, en agricultura a pequefia escala.
La almendra se utiliza para preparar una pasta, siendo el ingrediente principal en
rellenos de pasteleria y muchos otros postres. Otros usos incluyen la preparacion de
“sellou”, un bocado dulce, y el conocido como “amlou” que es una pasta de almendra y
las bebidas de ella (FAOSTAT, 2014).

.1.5.6. México

Se sembraron 254 Ha de almedro en el ciclo 1990-1991, en 31 entidades. El
consumo de la almendra per capita es de 19 g anuales y es cultivado en escasas
extensiones (INEGI, 1998), Tabla 2. Resaltan Chiapas con 48 ha, Oaxaca con 43 ha,
Guerrero con 24 ha, Chihuahua con 21 ha y Veracruz con 20 ha que representan 61%
de la superficie plantada. Las 26 entidades restantes tuvieron una superficie de 98 ha

plantadas, Figura 5.



11

En cuanto a la produccién nacional 25 entidades registraron produccion de
almendra con un total de 99 ton, de las que destacaron tres entidades como las
principales: Baja California con 31%, Nayarit con 27% y Oaxaca con 21% (INEGI, 1998).
En contraste, trece entidades solo aportaron 2% de la almendra producida en el pais,

Figura 5.

No se tienen datos oficiales desde 1991, en cuanto a la produccion de almendra
en este pais, sin embargo, de acuerdo a la USDA durante el 2016 México importo
10, 000 ton de almendras con cascara provenientes de Estados Unidos el cual ocupa el

primer lugar en exportacion de este fruto seco (USDA, 2017).

Figura 4: Principales paises productores de almendra en el mundo.



Tabla 2: Superficie y produccion de almendra en México (INEGI, 1998).
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Superficie
Almendro Unlggdes Total Con Plantaciones Produccion
Produccion (ha) En desarrollo  En produccién Obtenida
(ha) (ha) (ton)

Estados Unidos Mexicanos 2391 253.646 122.198 131.446 99.440
Aguascalientes 5 1.039 0.007 1.032 0.002
Baja California 60 14.153 2.487 11.666 30.442
Baja California Sur 13 1.857 0.067 1.790 0.100
Campeche 19 4.353 0.632 3.721 2.152
Coahuila 3 2.004 2.004 - -

Colima 27 0.339 0.098 0.241 0.194
Chiapas 108 48.451 18.387 30.064 2.256
Chihuahua 4 21.018 21.016 0.002 0.010
Distrito Federal 3 0.000 0.000 - -

Durango 12 18.133 2.794 15.339 0.012
Guanajuato 5 2.903 2.903 - 1.340
Guerrero 370 23.725 15.326 8.399 2.196
Hidalgo 6 14.725 14.056 0.669 3.901
Jalisco 14 0.068 0.052 0.016 0.044
México 5 1.319 1.010 0.309 2.182
Michoacan 109 2.054 0.934 1.120 1.227
Morelos 38 0.412 0.318 0.093 0.199
Nayarit 530 7.122 0.318 6.804 26.964
Nuevo Ledn * 0.004 0.004 - -

Oaxaca 564 42.654 22.334 20.320 21.101
Puebla * 0.118 - 0.118 0.001
Querétaro - - - - -

Quintana Roo 26 1.648 0.700 0.948 0.535
San Luis Potosi 11 6.085 3.500 2.585 0.092
Sinaloa 157 2.292 0.097 2.194 0.631
Sonora 8 13.252 6.001 7.251 1.051
Tabasco * 0.155 0.005 0.150 -

Tamaulipas 7 0.080 0.080 - -

Tlaxcala 4 2.000 1.000 1.000 0.023
Veracruz 266 19.865 4.275 15.590 2.513
Yucatan 5 1.216 1.192 0.024 -

Zacatecas 8 0.602 0.601 0.001 0.002




SUPERFICIE PLANTADA CON ALMENDRO EN EL ANO AGRICOLA 1990-1991
POR ENTIDAD FEDERATIVA
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Figura 5: Superficie plantada de almendro en ciclo 1990-1991.

PRODUCCION DE ALMENDRA EN EL ANO AGRICOLA 1990-1991
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I.2. Micotoxinas

La palabra micotoxina deriva de las palabras griegas mikes y toxina que
significan hongo y veneno respectivamente, son metabolitos secundarios toxicos
producidos por diferentes hongos filamentosos que pueden causar enfermedades en
animales vertebrados cuando son introducidos por medio de alguna via natural:
ingeridos, absorbidos a través de la piel o inhalados y son moléculas relativamente
pequefias (Pm<700) (Frisvad et al., 2007; Soriano, 2007).

Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos o las materias primas
utilizadas para su elaboracién, originando un grupo de enfermedades y trastornos
denominados micotoxicosis, y que resultan toxicos para el hombre o los animales
(Gilbert, 2002; Binder, 2007), ademas las micotoxinas causan pérdidas econdmicas en
las cosechas de granos (Garcia & Heredia, 2006). Hay que tener en cuenta que la
presencia de éstas en los alimentos puede ser individual o simultdnea con otras, lo que
puede provocar efectos sinergéticos sobre el organismo aumentando asi su toxicidad
(Soriano, 2007).

El crecimiento del hongo y la produccién de micotoxinas, son consecuencia de la
interacciéon entre el hongo, su huésped y el ambiente. La combinacion de estos factores
determina la cantidad de colonizacién del sustrato asi como el tipo y concentracién de

micotoxina producida (Pitt et al., 2000).

Los hongos micotoxigénicos, asociados a los alimentos de los seres humanos,
pertenecen principalmente a 3 géneros: Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Mientras
gue las especies de Fusarium son patégenos destructivos de las plantas que producen
micotoxinas antes o inmediatamente después de la cosecha, las especies de
Penicillium y Aspergillus se encuentran comiunmente como contaminantes de productos

basicos y alimentos durante el secado y su posterior almacenamiento, Figura 7.

Estos hongos utilizan metabolitos primarios para su crecimiento que son una
serie de compuestos quimicos como los acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y
lipidos, 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 pero son formados a partir de unos
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pocos intermediarios del metabolismo primario, bajo condiciones sub-6ptimas y de
estrés (Carrillo, 2003) y dentro de este grupo, se encuentran los antibidticos y las
micotoxinas. Las micotoxinas suelen formarse cuando la fase de crecimiento llega a su

etapa final y al principio de la fase estacionaria (Soriano, 2007).

El nivel de produccion de las micotoxinas esta influenciado por los nutrientes
disponibles en el sustrato. Factores ambientales como la temperatura, agua y
atmosferas de gas también afectan su produccion (Sweeney & Dobson, 1998).

La formacién de las micotoxinas refleja que el hongo ha alcanzado cierto grado
de diferenciacion bioquimica, fisioldgica y morfolégica. Actualmente se conocen unas
300 toxinas fungicas y la mayoria son especificas. Cuanto mas compleja es la ruta
biosintética de estos metabolitos secundarios, mas restringido es el nimero de

especies de hongos productores (Carrillo, 2003).

Figura 7: Vista macroscopicay microscopica de A.flavus asi como la infeccion sobre una
semilla de almendra y de maiz en las que se observan los conidi6foros y conidios.
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1.2.1. Generalidades de las Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AFs) son un grupo de metabolitos secundarios téxicos y
cancerigenos producidos por las especies A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A.
pseudotamarii (Cheraghali et al., 2007; Feizy et al., 2010) y A. bombycis (Cabaries et
al., 2007). Las AF se forman al final de la fase exponencial o al principio de la fase

estacionaria del crecimiento del hongo (Soriano, 2007).

Las AFs fueron aisladas e identificadas en 1960, cuando Inglaterra importo
harina de cacahuate de Brasil, y su ingestion causo la muerte a 100,000 pavos, patos y
otros animales domeésticos, a causa de una enfermedad conocida como “Enfermedad X
de los Pavos” (necrosis hepatica), por toxinas de Aspergillus flavus (Hussein & Brasel,
2001; D"Mello & MacDonald, 1997; Jaimez et al., 2000; Soriano, 2007).

Estas toxinas, se denominaron “Aflatoxinas” (A= Aspergillus, fla = flavus y toxina
= veneno) con poder cancerigeno. Las cuatro AFs principales se denominaron B;
(AFB1), B: (AFB)), G1 (AFG,) y G, (AFG,). Las letras B y G se refieren al color de la
fluorescencia (azul/blue y verde/green) observada bajo luz UV de onda larga, mientras
que los subindices 1 y 2 indican la velocidad de corrimiento en un cromatograma de
capa fina. De éstas, la B; y la G; se presentan con mayor frecuencia y en mayores
cantidades (Carrillo, 2003). Figura 8.

Las Aflatoxinas My (AFM;) y la M, (AFM;) son productos metabdlicos oxidativos
de las AFB; y AFB; producidos por los animales después de la ingestion, aparecen en
la leche (tanto animal como humana), orina y excrementos. El aflatoxicol (AFL) es un
metabolito reductor de la aflatoxina B;. La aflatoxina P; (AFP,) es el derivado fendlico
resultado de la O-desmetilacion de la AFB;. Figura 9. Las AFs son compuestos
altamente téxicos, inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y cancerigenos. La
AFG; es la menos toxica de las 4 principales AFs naturales. El 6rgano blanco principal
de toxicidad y carcinogenicidad es el higado. La AFB; se clasific6 como Grupo 1
(cancerigeno probado para humanos), mientras que AFM; se clasifica como Grupo 2B
(posible cancerigeno para los seres humanos) por la Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer (IARC) (Peraica et al., 1999; Canestrari et al., 2016).
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El rango de temperatura para la produccion de aflatoxinas va de 7.5-12 a 40-
41°C segun los hongos y las condiciones experimentales (Carrillo, 2003) y en el
intervalo 0.95-0.99 de actividad de agua (aw), aunque se ha detallado un minimo de
0.82 para A. flavus a una humedad relativa de 80-85% y un sustrato con humedad de
17%. El nivel mas alto de AFs producidas por A. flavus en caldo de cultivo se ha

observado entre 25 y 30° C tras dos semanas de incubacién (Sanchis et al., 2007).

Los cultivos susceptibles de contaminacion por hongos productores de AFs son
oleaginosas como las nueces, semillas de algodon, pistache y almendras (Cheraghali et
al., 2007), cereales como maiz y arroz, especias entre otros. La exposicion a las
aflatoxinas es dificil de evitar porque no es sencillo prevenir el crecimiento fungico en
los granos y otros productos. Los limites a la concentracion de AFs establecidos, para
proteger la salud humana y animal, son variables en los distintos paises e instituciones
(Carrillo, 2003).

[.2.1.1. Estructura y propiedades fisicoquimicas

Quimicamente las AFs son bis-dihidrofurano-cumarinas producidas por
Aspergillus flavus y A. parasiticus a través de una via policétido (Turner et al., 2009). Su
unidad de cumarina varia y puede tener configuraciéon tipo pentanona en las AFB; y
AFB,, o bien tipo lactona en las AFG; y AFG,. Las AFB; y AFG; presentan un doble
enlace 8,9 en el anillo terminal de furano (Asao et al., 1965; Blchi et al., 1966), y AFB, y
AFG; tienen un anillo bisfuranil saturado. Las AFs B, y G, son derivados dihidroxi de
AFB;: y AFG; respectivamente, y son biolégicamente inactivas hasta que son oxidadas
a AFB; y AFG; in vivo (Baltaci et al., 2012). Figura 8.

Las AFB; y AFG; son menos fluorescentes que las AFB, y AFG,, esta propiedad
es de utilidad para la cuantificacion e identificacion de ellas con detectores de
fluorescencia. AFB; y AFB; fluorescen en color azul, en tanto que AFG; y AFG; lo
hacen en color amarillo/verde bajo luz ultravioleta de onda larga (Asao et al., 1965;
Bichi et al., 1966).Sus pesos moleculares oscilan entre 312 y 350 g/mol y son solubles
en disolventes no polares o medianamente polares como el cloroformo, acetonitrilo y
metanol, especialmente en dimetil sulfoxido y son insolubles en agua (OPS, 1983; WHO,
1979).



18

Las AFs son termo-resistentes y estables a temperaturas elevadas, hasta 260°C
en AFB; y llegando a 320°C en AFM;. Sin embargo, son inestables cuando se les
expone a la luz, particularmente a la radiacion UV. Las AFs en cloroformo y en benceno
son estables por muchos afios si se mantienen en un lugar oscuro y frio (OPS, 1983).
Las AFs resisten la coccion, fermentacion, pasteurizacion, ultrapasteurizacion y la

nixtamalizacion. Sin embargo, pueden ser destruidas con un tratamiento drastico, como

el calentamiento en autoclave en presencia de amoniaco o hipoclorito (WHO, 1979).

Aflatoxin G,
Aflatoxin G, Aflatoxin M,

Figura 8. Estructura quimica de las aflatoxinas By, B,, G1, G2, M1 y M, (Hussein & Brasel,
2001).

Aflatoxicol Aflatoxin P,

Figura 9. Estructura quimica del Aflatoxicol y de la aflatoxina P; (Soriano, 2007).



19

1.2.1.2. Efectos a la salud animal y humana

Las micotoxinas en las que se incluyen a las aflatoxinas estan implicadas en
sindromes toxicos tanto en animales como en humanos (Charoenpornsook &
Kavisarasai, 2006). Las micotoxinas presentes en alimentos y piensos son
consideradas como riesgo para el consumidor debido a la diversidad de sus efectos
toxicos y a sus propiedades sinergéticas (Omede, 2008).

Diversos factores contribuyen a la contaminacion de alimentos y piensos por AFs
como son: ambientales, socioeconémicos y durante la cadena de produccion de
alimentos. Las condiciones ambientales de alta humedad y temperatura, favorecen el
crecimiento fungico y por ende la contaminacion de alimentos y piensos por AFs. El
consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas predispone a enfermedades y la
muerte; ya sea por alimentos sin procesar o altamente industrializados (Wagacha &
Muthomi, 2008).

Las AFs son potentes mutagenos, cancerigenos y teratdgenos que causan una
enfermedad llamada aflatoxicosis con efectos agudos, cuando se consumen en mg, y
cuyos sintomas son hemorragias, diarreas, dafios en higado, edema, alteracion en la
digestién y en el metabolismo de los alimentos, y en ocasiones la muerte (Carrillo,
2003).

El grado de toxicidad es AFB;>AFG;>AFB,>AFG,, esto indica que la fraccion
terminal furano de AFB; es el punto clave para determinar el grado de actividad
bioldgica de este grupo de micotoxinas (Chiavaro et al., 2001). La Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC), clasific6 a las AFs, en el Grupo 1 como

cancerigenos probado para humanos (Liu & Wu, 2010).

La intoxicacion crénica es la forma mas frecuente y se debe al consumo de
alimentos contaminados con niveles bajos (en pug 6 ng ) de AFs durante semanas,
meses 0 afios. Los efectos de este consumo crénico de AFs incluyen inmuno-supresion,
abortos, malformaciones de fetos, hemorragias, vomitos, diarreas, deficiencia en el
crecimiento, sindrome de Reye que ocasiona encefalopatia y degeneracion grasa del

higado, hepatitis, cirrosis, presencia de varios tipos de cancer y la muerte, dependiendo
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del tiempo de consumo y cantidades ingeridas (Chiavaro et al., 2001; Hussein & Brasel,
2001; Carrillo, 2003; Omede, 2008). Ademas se ha sugerido un efecto sinergético entre
la exposicion a aflatoxinas y algunas enfermedades tales como la malaria y
Kwashiorkor o desnutricion proteica (Gong et al.,, 2004). Existen estudios
epidemiologicos, donde se muestra que la exposicion a las AFs contribuye a la
formacién de cancer de higado (Chuang et al., 2009; Liu & Wu, 2010).

La AFB; se considera la mas toxica y también la mas estudiada debido a sus
efectos cancerigenos y citotoxicos y es absorbida en el intestino delgado y transportada
por los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado, mayormente por via
portal sanguineo. 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; Wild & Turner, 2002). También puede dar lugar a la formacion de
un producto oxidado y electrofilico llamado AFB;-8,9-epO6xido que es sumamente
inestable y que presenta afinidad por diversas macromoléculas tales como &cido
nucleicos y proteinas a las que se une covalentemente y puede dar lugar a disrupciones
en la transcripciéon y en la traduccion, respectivamente. La molécula AFB;1-8,9 epdxido
es la responsable de la actividad cancerigena y mutagénica de la aflatoxina By, El AFB;-
8,9-epdxido 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; (AFB3:-N’-Gua), con lo que se
interrumpe la transcripcion y disminuye la sintesis del acido ribonucleico, lo que puede
producir una mutacién o iniciacion al cancer (Wild & Turner, 2002; Gimeno, 2004;
Guzman, 2007; Scheidegger & Payne, 2003; Creppy, 2002; Sotomayor et al., 2003).

Las AFs, también afectan al organismo de varios animales y sus efectos “in vivo”
varian de acuerdo a la dosis, tipo de AF, exposicién y la edad del animal, su dieta y

estado nutricional (Soriano, 2007).

Los sintomas en animales no son muy especificos: reduccion de la ganancia de
peso por menor indice de conversién, disminucion de la produccién de huevos y leche,
y mayor susceptibilidad frente a diversas enfermedades infecciosas. Se sabe que las
AFs se unen al ADN y producen mutaciones y cancer en ratas (Bennett et al., 1981,

Muench et al., 1983; Croy et al., 1978). Depresién del timo, decremento de la funcién de
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células T e inmunidad celular son los efectos en bovinos (Paul et al., 1977), ovinos y

porcinos (Fernandez et al., 2000).

En general las aves (patos < pavos < pollos) son mas susceptibles a las AFs que
los mamiferos (perros < cerdos < terneros < ovejas < ganado bovino). Los rumiantes
presentan generalmente mayor resistencia a los efectos de estas micotoxinas; estudios
in vitro han demostrado la capacidad de la microbiota del rumen para degradarlas
haciéndoles perder gran parte de su toxicidad (Wogan, 1966; Kiessling et al., 1984;
Perusia & Rodriguez, 2001).

Las AFs son reguladas en méas de 75 paises (con limites expresados en pg kg™ o
ng g') y el nimero de paises ha aumentado con los afios significativamente. Los
reglamentos para las AFs son con frecuencia detallados y especificos para los
alimentos, para los productos lacteos y para las raciones animales. En la
reglamentacién mundial el rango de limites de tolerancia para AFB; es 1 a 20 ug kg™, y
para AF totales (AFt) de 0 a 35 pg kg™ (FAO, 2004). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), estableci6 el limite maximo permisible de 5 pg kg™ para la AFB; y de 10
ug kg™t para AFt (B1+B,+G1+G,), en varios géneros de alimentos. El reglamento de la
Comisién Europea (CE) establece limites de AFB; y AFt de 2 y 4 pg kg™
respectivamente en nueces, frutos secos como la almendra y cereales desde 1998 (CD,
1998; CE, 2010).

Los niveles maximos tolerados para la AFB; en los alimentos no han cambiado
de 1995 a 2003, aunque se ha reducido el rango de los limites (1-20 pg kg™), con 2 pg
kg™ como el limite vigente actualmente en por lo menos 29 paises. La mayoria de estos
paises pertenecen a la Union Europea (UE), con limites armonizados desde 1988, para
la AFB, y para la suma de las aflatoxinas totales (AFt). En 2003, muchos de los paises
candidatos a la UE ya habian armonizado sus reglamentaciones nacionales con las de
la UE anticipando su acceso el 1 de mayo de 2004. Otro valor limite importante es el de
5 ug kg?, seguido por 21 paises de Africa, de Asia/Oceania, de América Latina y de
Europa. Los Estados Unidos y Canada no tienen un valor limite Unico para la AFB3; sin
embargo, fueron de los primeros paises en fijar un limite de tolerancia para las AFt (20
ug kg™). 76 paises en el 2003 aplicaron este nivel (FAO, 2004).
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[.2.1.3. Regulacion Sanitaria en México

En México, la investigacion de las implicaciones y efectos de las aflatoxinas
cobré mayor importancia a partir de la década de 1990, debido a que el consumo de
alimentos contaminados con AFM; por animales productores de leche representa un
riesgo potencial a la salud publica, particularmente a la poblacion infantil. En 40 hatos
lecheros del estado de Jalisco se detectaron 92 % de raciones alimenticias
contaminadas con aflatoxinas totales (entre 4.82 y 24.89 ug/kg) y el 80 % de leche
cruda producida por los mismos estaban contaminados con aflatoxina M; (de 0.006 a
0.065 ug L™ de leche). En 35 muestras de alimento para perros y gatos de 12 marcas
diferentes en México se detectaron siete aflatoxinas (Bi, B, Gi, G2, M1, M2y P1) con
concentraciones altas en dos muestras (72.4 y 597 pg kg™ de alimento). La aflatoxina
B1 se encontré en 100 % de las muestras de alimento para gatos y 79 % para perros.
Las muestras con mayor cantidad de AFB;y AFM;j utilizaban maiz como principal

ingrediente en la formulacién (Padrén et al., 2013)

En México se han desarrollado normatividades para regular la incidencia de
aflatoxinas en cereales. En 2008 se emitid la Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-
2008 que indica que el limite maximo permisible de aflatoxinas en cereales es de 20 ug
kg™ tanto para el consumo humano como de animales; ademas, aporta informacion
relativa a las especificaciones sanitarias de transporte y almacenamiento de cereales e
indica que el limite maximo de aflatoxinas en harina de maiz nixtamalizado y masa para
tortillas es de 12 ug kg™* (NOM-247-SSA1-2008). Sin embargo, es notable observar que
no existe una regulacién similar a la de las aflatoxinas para otras micotoxinas
comunmente presentes en productos agricolas tales como las fumonisinas y las
ocratoxinas (Padrén et al., 2013); asi como para aflatoxinas especificas como la B, la

mas toxica, o la M; en productos lacteos.

A partir del 2013 dejo de aplicarse toda la legislacion que protegia a los
mexicanos contra las aflatoxinas en favor de un comercio internacional mas fluido y con

todos los riesgos que esto implica para la salud de los mexicanos.
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1.2.1.4. Las aflatoxinas en la almendra

La contaminacion por aflatoxinas en la almendra se debe principalmente al
hongo filamentoso Aspergillus flavus y en menor extension por Aspergillus parasiticus,
independientemente del estado de produccién de la almendra (campo o almacenado).
Se ha identificado resistencia genética a estas especies aflatoxigénicas en cultivos en
donde la incidencia de contaminacion por estas es amplia como es el caso del maiz,
algodon y el cacahuate (Schade et al., 1975; Gradziel & Wang, 1994). La mayoria de
los estudios sobre mecanismos de contaminacion por aflatoxinas en frutos secos han
sido dedicados al pistache y poco se sabe en otros frutos secos, particularmente en

almendras (Rodrigues et al., 2012).

El crecimiento de hongos aflatoxigénicos y la biosintesis de AFs es altamente
dependiente de las condiciones de crecimiento como son la composicion del sustrato,
pH, actividad de agua (a,) Yy la temperatura. La produccion de AFs ha sido determinada
en temperaturas que van entre los 20 y los 37°C y con actividad de agua (a,) >0.85,
pero se han encontrado que se producen de manera 6ptima a los 28-30 °C y a,,>0.95.
Dependiendo de la combinacién particular de condiciones de crecimiento externos, la
biosintesis de AFs puede ser completamente inhibida, aunque aun es posible un
crecimiento normal o que la via de biosintesis pueda ser completamente activada. El
conocimiento de estas relaciones permite evaluar qué combinaciones de condiciones
pueden controlar el crecimiento de los hongos y la biosintesis de AFs o cuales

conducen a la produccion de las mismas (Rodrigues et al., 2012).

Las aflatoxinas son asociadas generalmente con alimentos altos en
carbohidratos y grasas como las almendras. Algunas especies de Aspergillus obtienen
principalmente sus recursos para el crecimiento en una forma sapréfita y por lo tanto,
mantienen la habilidad de secretar una gran diversidad de hidrolasas que las ayuda a
acceder a los nutrientes. Los azucares simples como la glucosa, la sacarosa, la maltosa
y la galactosa inducen la produccion de AFs, mientras que nutrientes mas complejos
como la peptona, la lactosa, el acido oleico y el almidon no. Estos hallazgos apoyan el
hecho de que las nueces ricas en grasa como las almendras, los pistachos y los
cacahuates estan mas frecuentemente implicados en la contaminacion por AFs que las

nueces ricas en almidon (Gradziel et al., 1994, 2009).
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Las almendras se producen principalmente en California, Estados Unidos, y
estos frutos secos juegan un papel importante en los mercados de ese pais. Por esta
razon, las almendras californianas han sido mas estudiadas y representan la mayoria
de los estudios sobre contaminacion por hongos y micotoxinas (Schade et al., 1975;
Gradziel & Wang, 1994; Palumbo et al., 2014; Whitaker et al., 2010; Schatzki & Ong,
2001).

Aflatoxinas B; y B, se han detectado en muestras de almendra de California a
frecuencias muy bajas asi como Aflatoxinas G; y G, con valores aun mas bajos
(Schatzki & Ong, 2001) sin embargo, semillas individuales contaminadas pueden
contener altos niveles de toxina. Aunque la concentracion total de aflatoxina en la
almendra parece ser bastante baja, la aflatoxina no es de ninguna manera un

contaminante poco comun (Schade et al., 1975; Gradziel & Wang, 1994).

En California, después de la cosecha, las almendras se secan durante algunas
semanas 0 meses hasta alcanzar un contenido de agua inferior al 6%, lo cual
corresponde a una a,, inferior a 0.7. De esta manera, las almendras se consideran los
frutos que soportan los periodos de almacenamiento mas largos sin depreciacion visible,
si se mantienen condiciones ambientales adecuadas (principalmente humedad), por lo
que la infeccion por hongos aflatoxigénicos en la almendra es causado principalmente
por insectos en especial por larvas de polilla de naranja navel [Amyelois transitella
(Walk.)] ya que dafian la cuticula la cual actia como como una barrera fisica y
bioquimica y permite el ingreso de las esporas y su consecuente colonizacién por parte
del hongo (Gradziel & Wang, 1994; Schade et al., 1975; Palumbo et al., 2014;
Rodrigues et al., 2012). La contaminacion por aflatoxinas en otras nueces y frutos secos
es usualmente mayor que en almendras sin embargo, pocos estudios han reportado

contaminacion por aflatoxina en almendra (Rodrigues et al., 2012).

En Estados Unidos se analizaron 74 muestras de almendra californiana con
cascara sin clasificar y encontraron que 10 (14%) estaban contaminadas con AFs
totales (suma de By, B, ,G1y G,) de 14.8 ug kg™ (peso total, semilla mas céscara), que
oscilaban entre 1 y 107 ug kg™ (Schade et al., 1975). En otro estudio se reporté que el
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80% de 1547 almendras con diferentes tipos de procesamiento estaban contaminadas,
pero a niveles muy bajos, promediando 0.67 pg kg™ (Schatzki, 1996).

Se analizaron diversas nueces y semillas comercializadas en Arabia Saudita (5
muestras por semilla/nuez) y Qatar (81 muestras en general aunque no se reporto el
origen de estas) y no se encontrd6 contaminacion por aflatoxinas en ninguna de las
muestras de almendra con y sin cascara (Abdel-Gawad & Zohri, 1993; Abdulkadar et al.,
2000).

En Espafia sélo una muestra de almendra se encontré AFB; (95 ng kg) y AFB,
(15 ng kg') (Jiménez y Mateo, 2001). En Marruecos sélo trazas de AFs fueron
encontradas en las almendras analizadas (Bottalico & Logrieco, 2001). En Pakistan
reportaron que 3 de las 10 muestras de almendra con cascara recolectadas en
mercados locales fueron contaminadas con un valor medio de 2.13 ug kg™ de AFt
(Luttfullah & Hussain, 2011).

Y dltimamente en Portugal un total de 4.97 pg kg* correspondiente
principalmente a AFB; fue detectada en sélo 1 (5%) de las 21 muestras analizadas. No

fueron detectadas AFGs en ninguna de las muestras (Rodrigues et al., 2012).

El Codex Alimentarius ha establecido limites de tolerancia maximos para AFB; y
AFs totales (suma de B;, B, ,G1y G») de 12 ug kg™t y 15 pg kg™ respectivamente para
frutos secos (almendras, cacahuates, avellanas, pistaches y nueces de Brasil)
destinadas a ser procesadas, en comparacién con los 8 pg kg* y 10 ug kg*
respectivamente, permitidos en los mismos frutos listos para su consumo; esto con
base en la informacion proporcionada por la FAO (Codex Alimentarius, 2008; Rodrigues
etal., 2012).

La contaminacion por aflatoxinas en la almendra no se ha investigado en México a

pesar de su importancia.
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II. HIPOTESIS

Las oleaginosas tienen aflatoxinas, y como la almendra pertenece a este grupo de
semillas es altamente probable que esté contaminada con ellas.
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[ll. OBJETIVOS

I11.1. General

Identificar y cuantificar las AFs (AFB1, AFB;, AFG1, AFG;), y sus hidroxilados
(AFM;, AFM,, AFP;1 y AFL) de 35 muestras de almendras naturales compradas en la

Ciudad de México.

I11.2. Particulares

Muestrear 100 g cada una de 35 muestras de almendra natural de los tres

mercados mas representativos e importantes de la CdMx.

Validar la técnica de extraccion y cuantificacion por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC), por los pardmetros de linealidad, porcentaje de recuperacion,

selectividad, limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se han desarrollaron diversos métodos para determinar AFs en alimentos:
técnicas de inmunoensayos, electroforesis capilar (Pefia et al., 2002), técnicas
analiticas como la cromatografia de capa fina (TLC) (Braicu et al., 2008), cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Manetta et al., 2005), cromatografia en capa fina de
dos dimensiones (Van Egmond et al., 1991), y por ultimo, el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) (Reddy et al., 2001; Sarimehmetoglu et al., 2004).

Actualmente, los métodos analiticos basados en la limpieza con columnas de
inmunoafinidad y HPLC con derivatizacion y deteccion de fluorescencia, han obtenido
gran atencién en la determinacion de AFs en alimentos (Daradimos et al., 2000), dicho
meétodo fue empleado para los objetivos de este estudio y fue validado en términos de
selectividad, linealidad, limites de detecciéon y de cuantificacion, y porcentaje de

recuperacion (Muscarella et al., 2007; Tavcar-Kalcher et al., 2007).
IV.1. Muestreo

Con objeto de obtener 35 muestras representativas, 100 g de almendra natural
fueron comprados por muestra, en tres de los mercados mas representativos de la
CdMx.

1) Central de Abastos (Eje 6 Sur esquina con Rio Churubusco, Col. Central de

Abasto, Delegacion Iztapalapa, 09040 CdMX).

2) San Juan (Calle Ernesto Pugibet 71 Col. Centro. Delegacion Cuauhtémoc, 06010

CdMx).

3) Jamaica (Avenida H. Congreso de la Unién esquina con Av. Morelos Col.

Jamaica. Delegacién Venustiano Carranza, 15800 CdMx).

Estos mercados son los tres que reciben almendra de mas fuentes de origen, es
decir con mas diversidad, Figura 10. La almendra se produce poco en México, y se
importa y consume mucho. Como se puede ver en la Tabla 2, la Ciudad de México

recibe toda su almendra del exterior.
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/ Milpa Alta

Figura 10: Localizacion de los 3 mercados muestreados.

IV.2. Extraccién quimica de las AFs.

Se pesaron 50 g de muestra en una balanza granataria y 5 g de cloruro de sodio
(J.T. Baker NaCl N° Cat. 7647-14-5) en una balanza analitica y se vaciaron en una
licuadora de 1 litro de capacidad (Waring Commercial Blender, Mod. 7010S), se
afnadieron 100 mL de agua destilada y 150 mL de Metanol grado HPLC (J.T. Baker
MeOH N° Cat. 67-56-1) y se molieron a alta velocidad por 2 minutos y medio para

obtener una mezcla homogénea.

La mezcla fue repartida entre 5 tubos Falcon de 50 mL c/u y se centrifugaron
(ALC 4235 Cool Working System, Milan, Italia) a 4000 rpm por 10 min. Se recuperaron

los sobrenadantes en un frasco de vidrio, se etiqueto y se refrigeré para conservar.

Para la extraccién se utilizaron 20 mL de solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS) ajustada a un pH de 7.4 previamente preparada, para acondicionar las columnas
de inmunoafinidad (Easi-Extract Aflatoxin R-Biopharm Rhéne Ltd, UK). Se tomaron 5

mL de sobrenadante, equivalente a un gramo de muestras, se vacio a un tubo Falcon
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de 50 mL, se afadieron 20 mL de PBS y se agitd en un agitador orbital (Vortex G-560,
Bohemia, N.Y., EEUU) por 10 segundos.

Los 25 mL se pasaron por la columna de inmunoafinidad lentamente para que las
AFs pudieran quedar atrapadas en el gel de agarosa. Posteriormente, se realizd un
lavado con 20 mL de agua destilada para eliminar cualquier rastro de colorantes o

impurezas en la columna. Se sec6 al pasar aire por el gel de agarosa de la columna.

Finalmente, se eluy6 con 1.5 mL de metanol grado HPLC (J.T. Baker MeOH N°
Cat. 67-56-1), el cual ayuda a separar las AFs de los anticuerpos donde estan unidas, y
se afiadieron 1.5 mL de agua destilada con reflujo, es decir, se jala el émbolo de la
jeringa tres veces para romper y desnaturalizar todo el gel de agarosa con los
anticuerpos contra AFs, y que pasen al eluido todas las AFs unidas a él. Se recibi6 el
eluido en un vial ambar para proteger a las AFs de la luz ya que son fotosensibles y se
obtuvo un volumen total de 3 mL el cual se sec6 a 40 °C en un horno (Novatech BTC

9100, Guadalajara, Jal. México) durante dos dias.

Las columnas de inmunoafinidad 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 reaccién antigeno-anticuerpo, cuando el extracto diluido de la
muestra pasa por ellas 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. El método por columnas de inmunoafinidad tiene un porcentaje de

recuperacion del 97 al 100% y esto hace que sea muy superior a otros.
IV.3. Derivatizacion.

Para derivatizar los eluidos secos de las muestras se resuspendieron con 200 pL
de acetonitrilo (J.T. Baker N° 75-05-8, Xalostoc, Estado de México) y para aumentar su
fluorescencia se adicionaron 800 uL de solucion derivatizante. La solucion derivatizante
consistié 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 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
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minutos segun describen Akiyama et al. (2001) y Kok (1994). Posteriormente se
llevaron a temperatura ambiente y se inyectaron 200 pL en un inserto dentro del vial, de
donde la aguja inyectora, del cromatégrafo de liquidos con loop de 100 pL, tomd 60 uL

por triplicado para su analisis.

IV.4. Cuantificacion de AFs por cromatografia de liquidos.

El analisis de los extractos obtenidos de las muestras se llevdo a cabo en un
equipo de HPLC (Series 1200) con bomba isocratica (G1310A Serie DE62957044),
detector de fluorescencia (G1321A Serie DE60456380) y automuestreador (G1329A
Serie DE64761666), todos de Agilent Technologies; con una columna cromatografica
Agilent Ecilpse XDS - C18, 4.6x250 mm de 5 pm de grosor de particula. ElI programa
utilizado para HPLC fue ChemStation 32.

Las condiciones de andlisis fueron:

e Fase movil HO/ACN/MeOH (65:15:20 v/v/v).

e Inyeccion de 60 pL

e Flujo 1 mL min*

e Tiempo de analisis 30 min

¢ Longitud de onda de excitacion 360-362 nm

e Longitud de onda de emisién 425 nm para AFB1, AFB,, AFM; y AFL, y 450 nm
para AFG; y AFG, (OPS, 1983).

IV.5. Validacion del método

Validacion 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 (NOM
IRAM 32, 1997). El procedimiento de validacién se realiz6 de acuerdo con la AOAC
(AOAC, 2005). Para validar se consideraron los criterios de Linealidad (curvas de
calibracion), Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ), y Porcentaje de

Recuperacion.
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IV.5.1. Linealidad

Es la capacidad para poder obtener resultados que son correspondientes a la
concentracion del analito (componente de una muestra que se desea analizar) dentro
de un rango dado (Cruz-Rueda, 2016). Para esto, se partié de una solucion estandar de
cada una de las AFs a estudiar (AFB1, AFB,, AFG;, AFG,, AFM1, AFM,, AFP; y AFL),
se obtuvo la absorbancia que da la concentracion de los estdndares con el uso el

espectrofotometro (Genesys 10 UV Thermo Electro Corporation UV/Vis).

Los estandares de AF en su vial original, 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, 2005) y se homogeneiz6é en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia, NY,
USA).

Para ajustar el equipo se colocé metanol puro en una celda de cuarzo, el cual se
utilizé como blanco, 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. Luego se vertio la solucion de AF dentro de una 22 celda, se afiadié metanol
y se midioé la absorbancia a 360-362 nm en el espectrofotometro correspondiente a
cada una de las AFs. El propdésito de obtener la absorbancia de cada estandar es para
hacer una concentracién de 1 pg mL™ de cada AF, la cual se calcula de la siguiente

manera:

» Absorbancia de AF (peso molecular de la AF)
Concentracién de lpgmL™l o x =

Coeficiente de extincion de la AF

Luego se obtuvo el inverso de x (1/x), el resultado es la cantidad de AF en
microlitros (HL) necesarios para preparar una solucién de 1 pg mL™ de cada AF. Las
curvas de calibracion son la referencia para la medicion en el HPLC. Cada solucion
patron se calculd con los pesos moleculares y coeficientes de extincion

correspondientes a cada AF.

1
i uL de AF en solucién estandar

1000 pL de MeOH — uL de solucién estandar = uL. de MeOH a completar para 1 mL
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Una curva de calibracién es la aptitud para obtener resultados proporcionales a
la concentracion de analito. Para hacer cada curva de calibracion se hicieron doce
concentraciones a partir de las soluciones patrén o stock de 1 pg mL™ de los
estandares de AFB1, AFB,, AFG;1, AFG,, AFM;, AFM,, AFP; y AFL por separado y se
escogieron un minimo de 4 puntos para hacer la linea de tendencia. 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 acetonitrilo,
a este volumen se le adicionaron 800 uL de solucion derivatizante, 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 en el
HPLC, para cuantificar. 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.

Tabla 3: Propiedades fisicas y quimicas de algunas Aflatoxinas y sus metabolitos (OPS,
1983).

Aflatoxina | Formula Masa Temperatura Absorcién UV Emisién de
molecular | molecular |de fusion (°C)| 265 nm 360-362 | fluorescencia
relativa nm (nm)
AFB, C17H1,06 312 269 12400 21800 425
AFB, C17H14054 314 286-289 12100 24000 425
AFG, C17H1,07 328 244-246 9600 17700 450
AFG, Ci17H1407 330 237-240 8200 17100 450
21250
AFM, C17H1,07 328 299 14150 (357 nm) 425
12100 22900
AFM, C17H140 330 293 (264 nm) | (357 nm) *
11200 15400
AFP, Ci16H1006 2908 >320 (267 nm) (362 nm) *
10800 14100
AFL C17H1406 314 230-234 (261 nm) (325 nm) 425

*Fluorescencia violeta de aflatoxina M, y fluorescencia amarillo-verdosa de aflatoxina P,
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IV.5.2. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacién (LOQ)

El LOD es igual a la concentracion del analito (AF) que proporcione una sefial 3
veces superior a la sefial del ruido. Es la cantidad minima de analito que puede ser
detectada, aunque no necesariamente cuantificada con precision y exactitud. EI LOQ es
igual a la concentracién de analito (AF) que proporcione una sefial 10 veces superior a
la sefial del ruido (Cruz-Rueda, 2016). Corresponde a la cantidad minima de analito que

puede determinarse cuantitativamente con una adecuada exactitud y precision.
IV.5.3. Porcentaje de Recuperacién

Es la cantidad de AF recuperada de una muestra adicionada y sometida al
meétodo analitico completo, nos permite evaluar la eficiencia del método entero y se
expresa como porcentaje. Para su realizacion se fortificaron 1 g de almendra con 50,
100 y 200 ng de AFBi1, AFB,, AFG;, AFG,, AFM1, AFM,, AFP;1 y AFL, por separado, y
se les aplico el método completo. Para conocer la cantidad de estandar de AF que se

iba a agregar a la columna de inmunoafinidad, se calculé con la siguiente férmula:

S5mL*V1 — V2
100024
mL
Dénde: 5mL es la cantidad del extracto de la muestra a tomar.

1000 ng mL™ es el estandar de AF.
V1 es la concentracién de AF a recuperar (50, 100 o0 200 ng mL™).
V2 es la cantidad total que se tomara del estandar de AF y que sera pasada

por columna de inmunoafinidad.

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

de las rectas presentadas en las curvas de calibracién, en donde Y representd al area

de las muestras, m a la pendiente y X al valor de la concentracién, quedando la

siguiente ecuacion:

» vy o area de las muestras
x 0 % de recuperacién = - * 100
m o pendiente
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Después de haber obtenido su area (UL) y 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. Este criterio es de suma importancia ya que nos
permite realizar el ajuste de concentraciébn de AFs en las muestras y asi obtener los

resultados reales de las mismas.

IV.5.4. Selectividad

Con objeto de obtener la selectividad de la validacion de AFs en almendra, se
selecciond la pareja de picos con menor resolucion cromatografica en este caso AFM; y
AFL. La selectividad (a) se define como el cociente de las constantes de reparto de 2
compuestos que eluyen muy cerca. Representa la capacidad de la fase mévil con la
fase estacionaria de lograr separar esta pareja e influye directamente sobre la

resoluciéon (Rs). Se calcula con la formula:

_ tr,Z - tO
tr1— o
Dénde: to es tiempo de retencion basal.

t;» es tiempo de retencion del segundo pico.

t; 1 es tiempo de retencién del primer pico.

La resolucion cromatografica (Rs) es la medida cuantitativa del grado de

separacién logrado entre dos picos, se cuantifica con la formula:

R. = (tr,Z - tr,l)
S|
5 (Wp,1 +wp2)
Dénde: t; » es tiempo de retencion del segundo pico.

t;1 es tiempo de retencidn del primer pico.
wy 1 €s el ancho de la banda del primer pico.

Wy » €s el ancho de la banda del segundo pico.
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Depende de la selectividad, la eficiencia y la retencion de los compuestos en estudio.

Se considera una separacion aceptable de los dos componentes cuando esta
resolucién es mayor a uno (Rs>1).

IV.6. Andlisis Estadistico

Se realizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar si podian
existir diferencias potenciales entre el contenido de AFs en las muestras de almendra,
también se llevo a cabo la prueba de rangos de Wilcoxon para determinar en qué grupo
habia diferencias significativas y por ultimo se realizé una prueba de t por pares para

encontrar la relacion de AFB; y AFL usando 35 muestras.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Validacion del método

Con la recopilacion y el analisis de datos obtenidos con la experimentacion, se
comprobd que el método de deteccion y cuantificaciéon de AFB,, AFB,, AFG;, AFG,,
AFM;, AFM,, AFP; y AFL en las muestras de almendra de la Ciudad de México por el
meétodo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) cumple con los requisitos

para el analisis de las muestras.
V.1.1. Linealidad

A patrtir de los resultados obtenidos en los cromatogramas para cada repeticion
de AF, se obtuvieron las curvas de calibracion, donde se tomé en cuenta el tiempo de

retencion de cada AF para poder obtener el Area, el limite de LOD y el LOQ.

Tabla 4. Rangos de limites de deteccién para cada AF de acuerdo a las pruebas de
linealidad.

Aflatoxina LOD (ng g¥) Rango TR R’
AFB; 0.5 7.085-8.849 0.9986
AFB, 0.05 17.452-20.228 0.9817
AFG, 0.5 7.681-9.541 0.9898
AFG, 0.5 11.215-14.513 0.9946
AFM; 0.05 2.920-3.024 0.9917
AFM, 0.05 20.208-22.447 0.9946
AFP; 0.05 15.563-19.318 0.9960
AFL 0.01 3.032-5.569 0.9978

Una vez detectados los picos de cada AF, se graficaron las curvas de calibracién
donde la variable dependiente es la concentracién de AF contra el Area.

De la Figura 11 a la Figura 18 se observan las curvas de calibracion para cada
AF, para poder conocer la linealidad de cada recta se calculo el parametro de regresion
lineal de cada recta y el coeficiente de correlacion (R?). Para el caso de las Tablas 5 a
12, se observan las concentraciones con su respectiva area y tiempo de retencion para
cada AF.
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Curva de calibracion AFB
A continuaciéon se dan los parametros de concentracion, area y tiempo de

retencién usados para calcular la Curva de AFB; Tabla 5, asi como su Figura 11.

Tabla 5: Curva de calibraciéon de AFB;

Concentracion (ng mL™) Area (UL) Tiempo de Retencién (min)
0.5 0.341 8.849
1 0.993 8.695
2 1.295 7.877
5 2.357 7.638
10 5.995 7.347
40 24.317 7.085
30
25
20
=
2
< 15
et
<L y =0.607x - 0.035
10 R?=0.9986
5
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentracion (ng mL)

Figura 11. Curva de calibracion de AFB;
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Curva de calibracion AFB,

A continuacién se dan los parametros de concentracion, area y tiempo de

retencién usados para calcular la Curva de AFB,, Tabla 6, asi como su Figura 12.

Tabla 6: Curva de calibracion de AFB,

Concentracion (ng mL™) Area (UL) Tiempo de Retencién (min)
0.05 0.63 17.452
0.1 0.8 18.141
0.5 0.82 18.93
8 4.15 20.062
10 6.08 20.228
7
6 *

D

Area (UL)

y = 0.5066x + 0.6065
R?=0.9819

0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ng mL1)

Figura 12. Grafica curva de calibracion AFB,




Curva de calibracion AFG;
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A continuacién se dan los parametros de concentracion, area y tiempo de

retencion usados para calcular la Curva de AFG;, Tabla 7, asi como su Figura 13.

Tabla 7;: Curva de calibracion de AFG1

Concentracién (ng mL™) Area (UL) Tiempo de Retencién (min)
0.5 0.44 8.473
1 0.46 7.681
2 0.58 9.541
8 0.96 9.003
16 1.19 9.166
64 5.46 9.101
100 9.68 9.095
12
10 *
8
—
2
< 6
@
<L 4 y =0.0907x + 0.2011
R?=0.9897
2
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ng mL1)

Figura 13. Gréafica de la curva de calibracién de AFG;



Curva de calibracion AFG,
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A continuacién se dan los parametros de concentracion, area y tiempo de

retencion usados para calcular la Curva de AFG,, Tabla 8, asi como su Figura 14.

Tabla 8; Curva de calibracion de AFG,

-

Area (UL)

=
o
o

Concentracion (ng mL™) Area (UL) Tiempo de Retencién (min)

0.5 0.20 14.177

1 1.05 11.215

1.57 12.062

4 5.91 12.002

10 12.78 14.507

16 17.47 14.513

32 35.12 14.476

64 91.13 14.492

100 159.66 14.464

128 195.61 14.455
250
200

[EEN
(%2}
o

50

y = 1.5595x - 3.7025
R?=0.9928

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracién (ng mL1)

Figura 14. Grafica de la curva de calibracién de AFG,



Curva de calibracion AFM,
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A continuacion se dan los datos y la grafica de la AFM,, Tabla 9, asi como su

Figura 15.
Tabla 9: Curva de calibracion de AFM;.
Concentracion (ng mL™ Area (UL) Tiempo de Retencién (min)
0.05 0.425 3.024
0.1 0.636 2.941
0.5 0.696 3.008
10 2.436 2.935
20 3.296 2.971
40 6.495 2.920
8
7
6
~5
—
)
<4
o y = 0.1465x + 0.6053
< 3 R2=0.9917
2
1
0
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentracion (ng mL1)

Figura 15. Gréafica de la curva de calibracién de AFM;



Curva de calibracion AFM»

A continuacion se dan los datos y la grafica de la AFM,, Tabla 10 y Figura 16.

Tabla 10: Curva de calibracion de AFM2.

Concentracién (ng mL™) Area (UL) Tiempo de retencion (min)
0.05 0.146 20.208
0.5 0.16 22.447
2 0.5 20.544
64 38.9 20.966
100 73.412 20.905
128 90.17 20.844
120
100 .
80
=
3 60
© y = 0.7539x - 2.3681
o R? = 0.994
S 40
20
0
0 20 40 60 80 100 120 140
-20 .
Concentraciéon (ng mL)

Figura 16. Gréafica curva de calibracién de AFM..
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Curva de calibracion AFP;
A continuacion se dan los datos y la grafica de la AFP,, Tabla 11, Figura 17.

Tabla 11: Curva de Calibracion de AFP;.

Concentracién (ng mL'l) Area (UL) Tiempo de retencién (min)
0.05 0.356861 15.563
0.1 0.432036 16.711
0.5 0.658508 16.817
64 9.10722 19.318
100 14.97025 18.065
128 17.28316 18.213
20
18 *>
16
14
-
=) 12
8 10
3 8 y = 0.136x + 0.4997
6 R2=0.996
4
2
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ng mL™)

Figura 17. Gréafica curva de calibracién de AFP;.



Curva de calibracion AFL
A continuacion se dan los datos y la grafica de la AFL, Tabla 12, Figura 18.

Tabla 12: Curva de Calibracion de AFL.

Concentracién (ng mL™) Area (UL) Tiempo de retencién (min)
0.01 0.39 4.605
0.1 0.55 3.513
1 0.69 4.859
2 1.3 4.16
5 2.9 3.353
15 6.9 4.265
25 10.5 3.032
30 12.6 3.81
40 17.6 5.569
20
18
16
14
o 12
2
ot
< 8
6 y =0.4178x + 0.4531
R?=0.9978
4
2
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentraciéon (ng mL1)

Figura 18. Gréfica curva de calibracion de AFL.
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V.1.2. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

El Limite de deteccion (LOD) del equipo se establecio en relacién con el ruido en
el cromatograma. El limite de deteccion (LOD) es igual a la concentracion de aflatoxina
que da una sefial que es tres veces mayor que el ruido. El limite de cuantificacion

(LOQ) es igual a la concentracion de aflatoxina que da una sefial que es diez veces

mayor que el ruido. (Cruz-Rueda, 2016). Tabla 13.

Tabla 13. LOD y LOQ para cada Aflatoxina.

Aflatoxina LOD (ng g¥) LOQ (ng g
AFB; 0.5 5
AFB, 0.05 0.5
AFG; 0.5 5
AFG, 0.5 5
AFM, 0.05 0.5
AFM, 0.05 0.5
AFP, 0.05 0.5
AFL 0.01 0.1

V.1.3. Porcentaje de Recuperacion

El método de extraccion presenta un porcentaje de recuperacién del 85% a

100% para las 8 AFs, esto quiere decir que el método para extraer las AFs en la
almendra es eficiente. La Tabla 14 presenta los datos del experimento de recuperacion
de las 8 AFs en la almendra. Como demostracién de que el porcentaje de recuperacion

estuvo bien calculado se eligieron 4 cromatogramas que comprueban la certeza del

meétodo empleado (Figura 19).

Tabla 14: Datos del experimento de Porcentaje de Recuperacion.

AF Contaminacién| Concentracion Area (UL) de| Area (UL) de Concentracion de AF % de
basal (ng mL'l) de AF (ng mL'l) AF afiadida | AF recuperadal recuperada (ng mL'l) recuperacion
AFB; 0 100 60.79 60.66 99.78 100
AFB, 0 100 60.8 59.51 97.87 98
AFG; 0 100 9.68 8.27 85.48 85
AFG, 0 50 63.03 61.76 48.99 98
AFM, 0 50 7.5 7.49 49.93 100
AFM; 0 200 116.48 114.39 196.4 98
AFP, 0 50 7.11 6.95 48.87 98
AFL 0 50 22 21.14 48.05 96
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Figura 19: Cromatogramas que demuestran la obtencion del porcentaje de recuperacion.

Los resultados de este experimento se cotejaron con los criterios de aceptacion segun

la Comunidad Europea (CE) (Comision Europea, 2006) y a los Criterios para la

Validacion de Métodos Fisicoquimicos de la Secretaria de Salud (SSA, 2011) que son:

Tabla 15. Criterios de aceptacién pararecuperar residuos y contaminantes en alimentos y
agua (SSA, 2011) y Criterios pararecuperar aflatoxinas (CE, 2006).

Concentracion del Rango de Fuente
analito aceptacion
<1ugkg*6pugL™? 50 — 120%
1a10 uygkg? 6 ug L™ 60 — 120%
10 a 100 pg kg6 pg L 70 — 120% SSA
0.1a100 mgkgté mgL™ 70 — 110%
Tz
100 a 1000Lr_qg kg™ 6 mg 85 — 110%
<1 ug kg™ 50 — 120%
1a10 pg kg™ 70 — 110% CE
> 10 pg kg™ 80 — 110%
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V.1.4. Selectividad

Se obtuvo una selectividad (a) de 1.338 lo que nos indica que el método analitico
empleado es eficiente.

w4 =2

L AFM1 i AL

25

2-

1.5§ ‘E_ f

1—:_4 ...I- )

u I

Tiempo de retencidn

Figura 20: Cromatograma de la muestra 29 con AFM; y AFL con buena selectividad y
eficiencia

3.393 — 1.642

X=—--—-—--—=1.
2.950 — 1.642 1.338

Y la resolucién lograda fue de:

(3.393 — 2.950)
R, = =1.036

%(0.408 + 0.4468)

La cual se considera una separacion aceptable de los dos componentes con una
sobreposicion de las areas de los picos minima.

V.2. AFs en las muestras de almendra.

En la Tabla 16 se muestran las concentraciones de AFt en un gramo, son cantidades
muy altas debido a que llevan sumados los hidroxilados de AFs y significa las dosis
internas reales de consumo de las AFs. No se han presentado dosis reales de consumo
de AFs en los articulos publicados pues no se reportan los metabolitos hidroxilados que
son productos de desintoxicacion que los organismos forman para bajar las toxicidades
de las cuatro AFs originales (Tabla 17). S6lo se han publicado los metabolitos
hidroxilados de microorganismos y del higado de animales, pero nunca de semillas de
almendra. El presente trabajo es un reporte nuevo a nivel mundial que prueba que
las almendras forman metabolitos hidroxilados de AFs (Tabla 18) sin tener higado,
siendo semillas que aparentemente siguen las mismas vias de biosintesis y de

descontaminacion de las AFs.
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Tabla 16: Concentracién de Aflatoxinas (ng g™) en 1 g de almendra de las 35 muestras

compradas.

Muestra | AFB, | AFB, | AFG, | AFG, | AFM; | AFM,| AFP, | AFL AFt
1 26.78 0 261.48 | 23.43 0 0 41.77 | 30.07 | 383.54
2 8.60 0 41.18 | 17.24 0 10.53 | 216.93 | 2.58 | 297.06
3 73.04 3.43 38.10 | 23.96 0 456 | 1.43 0 144.51
4 11.42 | 20.24 |115.00 | 24.47 0.08 |13.74| 329.42 | 3.84 |518.22
5 30.93 7.30 65.87 | 41.04 | 0.08 |12.05| 232.03 | 6.20 | 395.51
6 5.41 49.22 | 47.42 8.59 3.80 |32.32| 468.16 | 2.53 |617.44
7 4.21 2.15 19.14 | 2.84 0 22.84 | 5457 | 1.42 |]107.18
8 2.85 4.00 0.27 2.18 0 14.22 | 0.86 3.73 | 28.10
9 20.04 | 109.86 | 70.84 | 21.20 0 4.02 | 169.97 | 8.22 |404.14
10 9.28 16.16 | 185.09 | 5.04 16.89 | 17.27 | 50.20 | 84.22 | 384.16
11 85.54 854 |111.91| 6.18 0 18.44 | 77.84 | 97.94 | 406.39
12 5.45 8.51 6.39 | 42.36 0 15.45 | 59.16 | 1.36 | 138.68
13 31.45 8.63 87.51 | 4.50 13.56 | 7.52 | 20.52 | 2.35 |176.05
14 17.35 1.32 | 137.81| 3.01 14.87 | 1.12 | 0.41 0.86 |176.74
15 31.31 2.00 |138.70| 3.28 0 473 | 155 0 181.57
16 46.89 1.98 32.22 3.53 15.60 | 1.92 | 0.98 0 103.12
17 32.77 | 1156 |604.90 | 20.48 0 6.34 | 1.94 0 677.98
18 3.98 6.95 |380.84| 29.43 0 14.48 | 26.26 | 3.56 | 465.50
19 5350 | 12.68 |144.34| 58.04 | 0.38 |15.40| 34.84 | 2.02 |321.19
20 92.94 413 |368.52| 5281 0 6.76 | 28.36 0 553.53
21 46.80 | 19.67 | 19.41 | 54.25 0.17 |19.56 | 195.74 | 13.07 | 368.67
22 3.71 96.74 | 24.53 8.24 0 12.59 | 551.61 | 4.83 | 702.26
23 20.49 | 5897 | 21.34 | 47.30 2.35 |17.72| 130.84 | 5.92 | 304.93
24 7.25 75.90 | 48.58 | 42.59 052 |16.65| 6452 | 561 |261.60
25 5.32 87.71 | 24.07 7.00 2.03 |50.48 | 114.48 | 3.20 | 294.29
26 0 0.52 0 0 0 267 | 021 | 7278 | 76.17
27 0.33 0.43 3.13 0.84 0 226 | 0.13 |114.14]|121.26
28 0 0.02 0 0 0 1.92 0 98.68 | 100.62
29 0 0.56 0 052 |129.63| 6.75 0 08.38 | 235.84
30 0 0.42 0 0.96 0 3.45 0 103.74 | 108.58
31 0.33 0.33 0 1.06 61.50 | 3.43 0 104.81 | 171.46
32 0 0.21 0 0 0 2.00 0 63.55 | 65.76
33 0.52 0 0 0 0 0 0 113.41 | 113.93
34 0 0.18 0 0 0 249 | 025 | 57.74 | 60.66
35 0 0 0 0 0 0 0.73 | 95.41 | 96.14

Promedio | 19.38 17.72 | 85.67 15.89 | 7.47| 10.4| 82.16| 34.46]273.22

Nota: 1 pg kgt =1ngg*




Tabla 17: Concentracion de Aflatoxinas béasicas (ng g™) en 1 g de almendra de las 35

muestras.

Muestra AFB, AFB,» AFG; AFG, AFt basicas
1 26.78 0 261.48 23.43 311.69
2 8.60 0 41.18 17.24 67.02
3 73.04 3.43 38.10 23.96 138.52
4 11.42 20.24 115.00 24.47 171.14
5 30.93 7.30 65.87 41.04 145.15
6 541 49.22 47.42 8.59 110.64
7 4.21 2.15 19.14 2.84 28.33
8 2.85 4.00 0.27 2.18 9.30
9 20.04 109.86 70.84 21.20 221.94
10 9.28 16.16 185.09 5.04 215.57
11 85.54 8.54 111.91 6.18 212.17
12 5.45 8.51 6.39 42.36 62.71
13 31.45 8.63 87.51 4.50 132.09
14 17.35 1.32 137.81 3.01 159.49
15 31.31 2.00 138.70 3.28 175.29
16 46.89 1.98 32.22 3.53 84.61
17 32.77 11.56 604.90 20.48 669.71
18 3.98 6.95 380.84 29.43 421.20
19 53.50 12.68 144.34 58.04 268.56
20 92.94 413 368.52 52.81 518.40
21 46.80 19.67 19.41 54.25 140.12
22 3.71 96.74 24.53 8.24 133.22
23 20.49 58.97 21.34 47.30 148.10
24 7.25 75.90 48.58 42.59 174.32
25 5.32 87.71 24.07 7.00 124.10
26 0 0.52 0 0 0.52
27 0.33 0.43 3.13 0.84 4,73
28 0 0.02 0 0 0.02
29 0 0.56 0 0.52 1.08
30 0 0.42 0 0.96 1.38
31 0.33 0.33 0 1.06 1.72
32 0 0.21 0 0 0.21
33 0.52 0 0 0 0.52
34 0 0.18 0 0 0.18
35 0 0 0 0 0.00

Promedio 19.39 17.72 85.67 15.90 138.68

Nota: 1 pg kgt =1ngg*



Tabla 18: Concentracion metabolitos hidroxilados de Aflatoxinas (ng g™) en 1 g de
almendra de las 35 muestras.

Muestra AFM;, AFM, AFP, AFL AFt
Hidroxiladas

1 0 0 41.77 30.07 71.85
2 0 10.53 216.93 2.58 230.04
3 0 4.56 1.43 0 5.99
4 0.08 13.74 329.42 3.84 347.08
5 0.08 12.05 232.03 6.20 250.36
6 3.80 32.32 468.16 2.53 506.80
7 0 22.84 54.57 1.42 78.84
8 0 14.22 0.86 3.73 18.80
9 0 4.02 169.97 8.22 182.20
10 16.89 17.27 50.20 84.22 168.58
11 0 18.44 77.84 97.94 194.22
12 0 15.45 59.16 1.36 75.97
13 13.56 7.52 20.52 2.35 43.96
14 14.87 1.12 0.41 0.86 17.25
15 0 4.73 1.55 0 6.28
16 15.60 1.92 0.98 0 18.50
17 0 6.34 1.94 0 8.27
18 0 14.48 26.26 3.56 44.30
19 0.38 15.40 34.84 2.02 52.63
20 0 6.76 28.36 0 35.12
21 0.17 19.56 195.74 13.07 228.55
22 0 12.59 551.61 4.83 569.03
23 2.35 17.72 130.84 5.92 156.83
24 0.52 16.65 64.52 5.61 87.28
25 2.03 50.48 114.48 3.20 170.19
26 0 2.67 0.21 72.78 75.65
27 0 2.26 0.13 114.14 116.53
28 0 1.92 0 98.68 100.60
29 129.63 6.75 0 98.38 234.76
30 0 3.45 0 103.74 107.19
31 61.50 3.43 0 104.81 169.74
32 0 2.00 0 63.55 65.55
33 0 0 0 113.41 113.41
34 0 2.49 0.25 57.74 60.48
35 0 0 0.73 95.41 96.14

Promedio 7.47 10.45 82.16 34.46 134.54

Nota: 1 pg kgt =1ngg*
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V.2.1. Anélisis Estadistico

Con las pruebas de Kruskal-Wallis se encontro:

Tabla 19: Pruebas de Kruskal-Wallis

Aflatoxinas Grados de Valor de la Valor de p Diferencia
libertad estadistica K-W (Significancia) | significativa
AFB,, AFB,,AFG; y AFG, 3 5.940 0.1146 No
AFM;,AFM,, AFP; y AFL 3 27.083 <0.0001 Si
Todas 7 34.413 <0.0001 Si

Con la prueba estadistica de Suma de Rangos de Wilcoxon corregida para
multiples pruebas:

Para AFM;, AFM,, AFP; y AFL, encontramos que la AFM; fue significativamente
diferente de todas las otras, con un valor de p< 0.0001 en todos los casos. El resto no

fueron estadisticamente diferentes entre si.

Cuando se probaron todos los diferentes pares de AFs, solo los niveles de AFM,

fueron significativamente diferentes de todas las otras. Los valores p fueron:

Tabla 20: Comparacion de AFM, entre las demas AFs.

Contra AFB; AFB, AFG, AFG, AFM; AFP, AFL
AFM, 0.003 0.004 0.001 0.002 0.0006 0.0003 0.0007

Por ultimo se realiz6 una prueba de t por pares para encontrar la relaciéon de
AFB; y AFL, usando 35 muestras y no se encontrd una diferencia significativa, quiza
debido a que son AFs interconvertibles entre si. Al hacer un andlisis por lugares,
encontramos una diferencia significativa en el Mercado de San Juan con un valor de p
= 0.0014. Es posible porque el tipo de almacenamiento del Mercado de San Juan usa
cajas de menor volumen, al menudeo. En la Central de Abasto y de Jamaica se venden

volimenes al mayoreo con menos cuidado en su almacenamiento.

De un total de 35 muestras analizadas el 100% de ellas, resultaron contaminadas
con al menos alguna de las ocho AFs; del total de muestras, el 80% (28/35) presento
contaminacion por AFB, el 89 % (31/35) de AFB,, 74 % (26/35) de AFG, 83 % (29/35)
con AFG,, 40 % (14/35) de AFM3, 91 % (32/35) de AFM3, 83 % (29/35) de AFP,y 86 %
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(30/35) con AFL. Las empresas de exportacion americanas y de importacion mexicanas

no analizan las AFs como cancerigenos de alimentos. Tabla 16.

Las concentraciones presentadas para AFs basicas fueron muy variadas y
comprenden los rangos de 0.33 a 92.94 ng g™ para AFB1, 0.02 a 109.86 ng g™ para
AFB,, 0.27 a 604.90 ng g'1 para AFG; y 0.52 a 58.04 ng g'1 para AFG,. Tabla 17. Para
las AFs hidroxiladas se encuentran en los rangos de 0.08 a 129.63 ng g™ para AFM;,
0.12 a 50.48 ng g para AFM,, 0.13 a 551.61 ng g™ para AFP; y 0.86 a 114.14 ng g*
para AFL. Tabla 18.

Los andlisis muestran también que hubo una diferencia significativa en el
Mercado de San Juan con respecto a los otros mercados ya que las muestras de
almendra de este mercado presentan altas concentraciones de AFs hidroxiladas con
respecto a las basicas las cuéles no pasan de 1.72 ng g™.

La muestra mas contaminada por AFs basicas fue la 17 con una concentracion
de 669.71 ng g proveniente del mercado de Jamaica, la muestra mas contaminada por
AFs hidroxiladas es la muestra 22 también del mercado de Jamaica con una
concentracién de 569.03 ng g*. De las 35 muestras analizadas, nuevamente la 22
resulté ser la mas contaminada de todas con 7 de las 8 aflatoxinas reportadas (no

contiene AFM,) con una concentracién de AFt de 702.26 ng g*. Figura 21.

AFP,
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E AFL AFG,  AFG; | aFB, 2002
: . . . |
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Figura 21. Cromatograma de la muestra 22 de almendra con una concentracion de AFt de
702.26 ng g™ e identificacion de 7 de las 8 AFs reportadas.

En las almendras analizadas se encontr6 la presencia de las ocho aflatoxinas
tanto las 4 basicas (AFB1, AFB,, AFG1, AFG;) como de los 4 hidroxilados (AFM;, AFM,

AFP1, AFL) siendo este estudio el primero en su tipo a nivel mundial.
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Cabe sefialar que ninguna de las muestras analizadas cumplen con los limites
establecido por la NOM-188-SSA1-2002 que es de 20 ug kg™ para AFt; y por el Codex
Alimentarius de 15 pg kg™ de AFt para frutos secos, todas las muestras se encuentran

altamente contaminadas.

Los analisis estadisticos sefialan que no hay diferencias significativas entre las
AFs basicas pero si entre sus hidroxilados, siendo la AFM; significativamente diferente
de entre todas las demés; cada almendra es un individuo diferente con una
contaminacion especifica segun las condiciones durante su desarrollo y pueden

presentar una distribucion aleatoria de estas.

Las muestras de almendra presentan, en general, altas concentraciones de AFt
debido a que estas toxinas se asocian a alimentos altos en carbohidratos y grasas.
Algunas especies de Aspergillus obtienen la materia prima para el crecimiento en una
forma saprdéfita es decir, obtienen las substancias a partir de materia organica en
descomposicion y por lo tanto, mantienen la habilidad de secretar una gran diversidad
de hidrolasas que las ayuda a utilizar a los nutrientes. Las proteinas hidroliticas mas
importantes asociadas con Aspergillus son las proteasas, amilasas, lipasas y

pectinasas (Mellon et al., 2007).

Las lipasas tienen un importante papel hidrolitico en el metabolismo cuando los
triglicéridos son usados como fuente de carbono. En particular el gen lipA que codifica a
lipasa se ha sugerido que promueve la sintesis de aflatoxinas en ambientes ricos en
lipidos por su aparente papel en la captura de nutrientes de carbono a partir de dichas
fuentes (Rodrigues et al., 2012).

Los patrones de formacion de las AFs y de lipidos son similares. La biosintesis
ocurre, cuando, bajo determinadas condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas, se
interrumpe la reduccion de los grupos ceténicos y se favorecen reacciones de
condensacion en la ruta metabdlica para la produccién de acidos grasos (Ehrlich et al.,
2002). Este proceso tiene como resultado la sintesis de compuestos policetonicos
(aflatoxinas). La ruta bioquimica generalmente aceptada para la biosintesis de las AF
involucra aproximadamente 23 reacciones enzimaticas y la mayor parte de los genes

involucrados han sido aislados y caracterizados (Cleveland et al., 2005; Ehrlich et al.,
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2002; Scherm et al, 2005). Estudios recientes sugieren que la regulacion
transcripcional en la biosintesis por Aspergillus sp., envuelve un modelo complejo de
accion positiva o negativa afectada por respuestas fisiologicas debido a estimulos
internos y externos (Scherm et al., 2005). La sintesis de las AFs inicia cuando una
molécula de acetato y una de malonil CoA son transformados a una unidad inicial de
hexanoil por la accion de la enzima acido-graso sintetasa (Coran et al., 2002; Sweeney
& Dobson, 1999); luego esta unidad crece por la accion de la policétido sintetasa hasta
la formacion del acido norsolorinico, el primer precursor estable de la ruta biosintética.

Figura 22.

Esta estructura basica C?° poli-B-quétido sufre posteriormente de 12 a 17
transformaciones enzimaticas hasta llegar a la formacién de versicolorina Ay B como lo
muestra la Figura 22. De la versicolorina A se derivara la formacion de AFB;1 y AFG; a
partir de un intermediario llamado dimetil-esterigmatocistina y por su parte la
versicolorina B producira dihidro-dimetil-esterigmatocistina la cual lleva a la produccion
de las AFB; y AFG; (Scherm et al, 2005; Sweeney & Dobson, 1999; Woloshuk & Prieto,
1998). Cabe mencionar que Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius y otros
ascomicetos y deuteromicetos incluyendo A. nidulans producen la micotoxina llamada
esterigmatocistina que resulta ser el penultimo intermediario en la ruta de la sintesis de
las AFs (Sweeney & Dobson, 1999).

El aflatoxicol (AFL) es uno de los metabolitos de AFB; que se forma por la
reduccion selectiva del ciclopentanona carbonilo de AFB; y es 18 veces menos toxico
que este. La aflatoxina P; (AFP;) es el derivado fendlico resultado de la O-
desmetilacién de la AFB; y su toxicidad es bastante reducida con respecto a AFB;
aunqgue se sugiere gque la formacion de AFP; representa una destoxificacion mas que un
paso de activacion. Las Aflatoxinas Mi (AFM;) y la M, (AFM;) son productos
metabdlicos oxidativos de las AFB1 y AFB2 producidos por el organismo que las ingiere,
siendo la AFM; de 2 a 10% menos cancerigeno que AFB;. Si bien estos derivados
hidroxilados han sido estudiados y reportados en modelos animales, su presencia y
formacion en modelos vegetales aun no esta del todo explicado, pero en el presente

trabajo se comprueba su presencia.
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Figura 22. Ruta biosintética de la esterigmatocistina y aflatoxinas. Enzimas involucradas:
(a) Acido-graso sintetasa, (b) policétido sintetasa, (c) acido norsolorinico reductasa, (d)
versiconal hemiacetal acetato reductasa, (e) esterasa, (f1) versicolorina B sintetasa, (f2)
versiconil ciclasa, (g) desaturasa, (h) O-metil-transferasa (MT-Il), (i) O-metil-transferasa, (j) O-
metil-transferasa (MT-I). Genes involucrados en la biosintesis de las aflatoxinas: [A] fas1A and
fas2A, [B] pksA, [C] norl, norA, [D] avnA, [E] avfl (afB and afW), [F] vbs, [G] verB, [H] verlA,
afS, [I] omtA and [J] ord1l. Genes involucrados en la sintesis de la esterigmatocistina: [a] stcJ
and stcK, [b] stcA, [c] stcE, [d] stcF, [e] stcl, [f] stcN, [g] stcL, [h] stcS, [i] stcU and [j] stcP (Minto
& Townsend,1997; Woloshuk & Prieto, 1998; Prieto et al., 1996; Bennett et al., 1997; Sweeney

& Dobson, 1999).
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Las muestras de almendra probablemente estaban infectadas por A. parasiticus
ya que esta produce altos niveles de aflatoxinas B y G (Picot et al., 2017). AFB;, AFB,,
AFG31, AFG; se encuentran en todas nuestras muestras, siendo la AFG; la que presento

la mayor concentracién de esta AF en una muestra con 604.90 ng g™.

La contaminacion de las almendras con aflatoxinas puede ocurrir durante el
desarrollo de la semilla, en el secado o cuando se almacenan. La contaminacion por
aflatoxinas en las almendras ocurre principalmente durante el desarrollo del fruto
porque después de la cosecha, el riesgo de infeccion por Aspergillus spp. y la
contaminacion por aflatoxinas pueden controlarse si se mantienen las condiciones de
humedad adecuadas durante el almacenamiento (Campbell et al., 2003). El dafo por
insectos a la fruta o a la semilla al crear heridas, facilitan la infeccion ademas traen
consigo esporas y propagulos de los hongos a la semilla. No se requiere dafio por
insectos para la infeccion de la semiila, pero es un factor de riesgo clave para la
contaminacion por aflatoxinas. Las almendras analizadas no presentaron ningun dafio
exterior por lo que la alta concentracion de AFs puede ser por la contaminacion del fruto

o0 hien al mal almacenamiento.

Compuestos quimicos como fenoles, naftoquinonas, taninos y plumbaginas que
poseen potentes efectos contra la biosintesis de aflatoxinas Unicamente se han
encontraron en la cuticula de la almendra y sélo en trazas. Por otro lado, compuestos
que presentan algun tipo de actividad biolégica y que se ha demostrado que se
producen en altas concentraciones en las almendras, como los triterpenoides, fendlicos
y esteroles, no han mostrado tener una actividad antiaflatoxicogénica significativa, esto
puede explicar la alta concentracion de AFs en las muestras analizadas. Faltan estudios
sobre este tema en las almendras como se han hecho en otras nueces, pero es un
hecho conocido que, en las almendras, las aflatoxinas suelen acumularse en la cuticula
o tegumento (Rodrigues et al., 2012; Gradziel & Wang, 1994).
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Nuestro estudio sugiere que la almendra es una de las matrices mas
contaminadas por AFs; las cantidades de AFs basicas contenida en la almendra (139
ng g) superan a las del cacahuate (8 ng g*) y se pueden equiparar con las cantidades
reportadas en la pimienta (192 ng g*) (Gardufio—Garcia et al., 2017). Podemos concluir
que las cantidades de AFs en almendra se encuentran entre las mas altas en alimentos.
La almendra se consume en diferentes variedades y de moderadas a altas cantidades,
se preparan y condimentan diversos platillos con ella y ademas se elaboran cremas y
otros cosmeéticos. Por lo tanto la contribucién de AFs de la almendra al organismo se
puede considerar relativamente alta en comparacion a otras oleaginosas como el

cacahuate o el pistache.

Este estudio presenta un analisis detallado de la contaminacion por AFs en la
almendra al reportar por primera vez la presencia de las ocho AFs (AFB1, AFB,, AFGy,
AFG,, AFM;, AFM,, AFP; y AFL). La falta de normatividad en los paises sobre este

tema, evitan la reduccién de la concentraciéon de AF en los alimentos.
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VI. CONCLUSIONES

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

Se muestrearon tres de los mercados mas importantes y representativos de la
Ciudad de México para la obtencion de las 35 muestras de almendra natural.

En las almendras analizadas se encontro la presencia de ocho aflatoxinas tanto
las 4 basicas (AFB;, AFB,, AFG;, AFG;) como de sus cuatro hidroxilados (AFMy,
AFM,, AFP;, AFL). Estos resultados se reportan por primera vez no solamente
en México sino también a nivel mundial.

Valores de recobro por > 85% muestran una buena recuperacion para las ocho
AFs asi como una buena selectividad y resolucién cromatografica.

De las 35 muestras analizadas el 100% de ellas, resultaron contaminadas con al
menos alguna de las ocho AFs. Del total de muestras, el 80% (28/35) presentd
contaminacion por AFB1, el 89 % (31/35) de AFB,, 74 % (26/35) de AFG,, 83 %
(29/35) con AFG,, 40 % (14/35) de AFM3, 91 % (32/35) de AFM,, 83 % (29/35)
de AFP;y 86 % (30/35) con AFL.

Ninguna de las muestras analizadas cumplen con los limites establecido por la
NOM-188-SSA1-2008 que es de 20 ng g™ para AFt; y por el Codex Alimentarius
de 15 ng g* de AFt para frutos secos, todas las muestras se encuentran
altamente contaminadas (con la concentracién més alta de AFt de 702.26 ng g™).
Los andlisis estadisticos sefialan que no hay diferencias significativas entre las
AFs basicas pero si entre sus hidroxilados, siendo la AFM; significativamente
diferente de entre todas las demas.

La almendra resulto ser uno de los alimentos mas contaminados con aflatoxinas;
las cantidades de AFs bésicas contenida en la almendra (139 ng g™) superan a
las del cacahuate (8 ng g*) y se pueden equiparar con las cantidades reportadas
en la pimienta (192 ng g'). Podemos concluir que las cantidades de AFs en
almendra presentan un riesgo al consumidor y un aporte importante de

cancerigenos de alimentos en la dieta.
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