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RESUKQ 

El maiz es el cereal que conforma la base ae la dieta en México, 

Centroamérica y algunos paises de Suda•érica. Debido a las 

condiciones de precosecha, cosecha, almacenamiento, manejo y 

distribución, el maiz presenta en ocasiones contaminaciones por 

hongos microscópicos que generan toxinas. Entre ellos, los del 

género Asperqillus y, especialmente A. flaws y b parasiticus, 

producen substancias conocidas como aflatoxinas de- las cuales la 

aflatoxina 81 posee un poder hepatot6xico y mutlgeno. 

Se han realizado numerosas investigaciones sobre métodos 

anal!ticos para determinar la presencia de las aflatoxinas en 

cereales y cuantificar su contenido, ya que como son compuestos 

qu!micos relativamente estables es dificil eliminarlos de los 

alimentos. Estas metodolog!as se han desarrollado particularmente 

en los pa!ses avanzados tecnologicamente. Consecuentemente, sus 

costos por análisis son relativamente altos y la mayoría de ellas 

son presuntivas ya que se basan en la fluorescencia de las 

aflatoxinas al ser expuestas a irradiaci6n ultravioleta (UV) y se 

identifican de acuerdo al color fluorescente verde o azul como: 

AFBy, AFB2 , AFG1 , AFG2• 

En México, se estudiaron los métodos aceptados 

internacionalmente, encontrándose que el método aprobado por la 

Asociación de Químicos Analiticos de los EEUUA (AOAC), conocido 

como CB, tiene un costo (a pesos de febrero de 1988) de $69,428 

empleando 3 horas para una muestra y su repetici6n. Los autores 



consideraron, que era necesario evaluar los procedimientos de 

detecci6n de aflatoxinas en M6xico y adecuarlos a las condiciones 

de la mayoria de los laboratorios disponibl~s para garantizar 

determinaciones confiables. 

En este trabajo se presentan. los resultados de la evaluación de 

cuatro metodologias ánaliticas para cuantificar el contenido de 

aflatoxinas en muestras de maiz contaminado en forma natural en 

el campo (almacenado en silos) y de maiz contaminado 

artificialmente en el laboratorio con soluciones est6ndar con 

cantidades conocidas de aflatoxinas. En los tres primeros 

métodos: CB, Aflatest y Thean y col. se varió la técnica de 

extracción y purificación, manteniéndose constante la 

cuantificación, en la que se empleó la cromatografia de liquidas 

de alta resolución (CLAR, o en inglés, HPLC). En el cuarto método 

se utilizó la metodologia propuesta por el fabricante de un 

equipo fluorosc6pico (Aflatest). 

En el caso de maiz contaminado naturalmente los resultados 

obtenidos en cuanto a precisi6n, costo de reactivos·por muestra, 

m6s su repetición a pesos mexicanos de diciembre de 1990, asi 

como el tiempo de an6lisis por muestra, fueron: 

* Método I CB-CLAR; se obtienen coeficientes de variación de 8.13 

para el total de aflatoxinas y de 9.53 para la aflatoxina B1, 

para la aflatoxina a2 su coeficiente de variación es de 50.72 y 

su costo es de $40,037 con un tiempo de operaci6n de 3.5 horas. 



• Método II fluorosc6pico (Aflatest); el coeficiente de variaci6n 

es de 9. 41 para el total de aflatoxinas. Tiene un costo de 

$107,057 con un tiempo de 30 minutos • . 

* Método III fluorosc6pico-CLAR; el coeficiente de variación no 

fue mayor de 11.s para el contenido total de aflatoxinas y para 

la B1 no rebasó el valor de 12.s. El costo es de $108,098 con una 

hora por an4lisis. 

* Método IV de Thean y col. ; sus coeficientes de variación 

flucttlan entre 64. 40 para el total de las aflatoxinas, 67. 63 

para ia aflatoxina e 1 y 101.11 para la aflatoxina e 2 • su costo es 

de $30,244 y el tiempo empleado es de 3.5 horas. 

Puede concluirse que~ para muestras en los laboratorios ubicados 

para certificaci6n, es conveniente usar metodolog1as como el 

proceso fluorosc6pico, ya que el tiempo empleado es m1nimo y no 

se detiene a los camiones transportadores de grano por mucho 

tiempo. Su costo puede abatirse siempre que se obtengan columnas 

a precios razonables, ya que el equipo per B puede amortizarse 

rápidamente por el tiempo-costo de transportistas ahorrado. 



I. INTROQYCCIQN 

I.l HISTORIA 
Hist6ricamente las aflatoxinas fueron descubiertas como una 

consecuencia de la aparici6n de brotes de necrosis hep6.tica dando 

lugar a la muerte de m6.s de 100 mil pavos (enfermedad del "pavo 

X") en Inglaterra ··durante la decada de los sesentas (Hamilton, 

1987):. 

En sus inicios el problema fue seftalado como una contaminaci6n de 

alimentos, especificamente de un cargamento de cacahuates del 

Brasil, que fueron usados como suplemento proteinico en alimento 

para aves.. Este alimento se encontr6 que estaba contaminado con 

el hongo Asperqillus flavus. La extracci6n de la toxina se 

realiz6 a partir de los cultivos de A. flayys en Inglaterra y 

Holanda,. comprobando su efecto t6xico en aves de experimentaci6n. 

Un aspecto extremadamente im~ortante de la aflatoxicosis es que 

existe la fuerte probabilidad de encontrar residuos t6xicos en 

los alimentos de origen animal consumidos por el hombre, 

parti~ularmente en animales en periodos de lactaci6n ya que las 

toxinas se excretan como metabolitos en la leche (M1). Armbrecht 

y col. (1969), hicieron estudios alimentando cerdas lactantes con 

alimento contaminado con 100 microgrllJQos de aflatoxina por kg de 

alimento (lOOppb) encontrando desde 1.5 a B.O u/kg (ppb) de M1 en 

la leche materna y 81) los higados de sus crias, respectivamente. 

Segw( stoloff (1979) existe una relaci6n dosis/respuesta, para 

productos de origen animal, estos son los siguientes: para h1gado 



de res 14, ooo: 1, huevos de gallina 2,200: 1, h1c¡adoa ele pollo 

1,200:1, h1ga4o de cerdo 800:1 y leche de vaca 300:1. Collo puede 

apreciarse, ea la leche en donde se encuentra el uyor contenido 

de residuos de aflatoxinaa y, por lo tanto~ ea uno de loa 

alimentos que representan un mayor peligro potencial para el 

consumidor. 

I.2 ESTRUCTURA OUIMICA 

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios 

producidas por los hongos Aspergillus flaws L.ink y Asperqillus 

parasiticus speare, Ambas especies pertenecen al grupo 

Asperqillus flaws. Se les di6 el nombre de aflatoxinas por 

"Asperqillus flaws toxin" (A-fla-toxin). 

Las cepas productoras de las toxinas generalmente sintetizan solo 

dos o tres aflatoxinas bajo ciertas condicionas. 

Se ha reportado que ciertas cepas de A.... flayus pueden producir 
• 

también la AFB2a y la AFG2a que son les derivados 2-hidroxi- de 

la AFB1 y AFG1 , respectivamente. Estas han sido aisladas de los 

cultivos del hongo. También s~ detectaron pequeftas cantidades de 

AFM1 (Shank, 1981), 

Las principales aflatoxinas que·se producen directamente por el 

hongo son cuatro: Aflatoxinas e1 y s2 (AFB1 y AFB2) designadas 

asi por su fuerte fluorescencia azul (blue) bajo la luz 

ultravioleta, aflatoxinas G1 y G2 (AFG1 y AFG2 ) qua dan 

fluoresencia verde-amarillo (green) bajo la luz ultravioleta 

(Fig. 1). 

2 



o o 

1 
o o 

AFB1 

o o 

o o 
AF~ 

o o 
A FG20 

o o 

o o 

o o 

Fig. 1 ESTRUCTURA QUIMICA.DE LAS AFLATOXIHAS 
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La estructura qu1mica de las aflatoxinas ha sido estudiada 

extensamente. En la literatura •• ~ reportado 18 aflatoxinas. 

aunque Qnicamente se encuentran ·en la naturaleza como 11&tabolitos 

secundarios producidos por hongos A... flaws y A... parasiticus o 

como derivados que se forman durante el metabolismo animal cuando 

se consumen alimentos contaminados con aflatoxinaa. 

De las cuatro estructuras b&sicas de las aflatoxinas encontradas 

la AFB1 es mucho m6s t6xica y canoerigena que su an6logo G. El 

derivado G2 no es cancer1geno y la AFB2 es "ligeramente" 

cancer1gena probablemente porque hay una enzima que convierte la 

AFB2 a AFB1 en pequeftas cantidades. 

Hay evidencias de que el dltimo compuesto carcinog6nico de varias 

aflatoxinas involucra un ep6xido. Ya que hay otras rutas 

metab6licas compitiendo, incluyendo la producci6n de metabolitos 

del anillo hidroxilado y del fenol dimetilado. Las otras partes 

de la molécula incluyendo el anillo de lactona potencialmente 

reactivo, no esUn directamente involucradas con la actividad 

cancer1gena de la aflatoxina, pero proveen v~lumen a la mol6cula 

(Doulls y col., 1986). 

I.3 PROPIEDADES 1211ü AFLATQXIRAS 

Las aflatoxinas son solubles en metanol, acetona, acetonitrÍlo, 

cloroformo y algunos otros disolventes polares pero son 

escasamente solubles en agua y en hidrocarburos. 

4:. 



Todas las aflatoxinas >9Xhiben una fluorescencia intensa cuando 

son excitadas por radiaciones ultravioleta a 365nm. Entre las 

propiedades de las aflatoxinas destaca su gran termorresistencia 

ya que el punto de ebullici6n (descomposici6n) para la mayor1a de 

ellas est6 por arriba de los 200°c. 

Tabla 1. Propiedades de las aflatoxinas (Moreno y Gil, 1990) 

• A F L A T O X I N A S 
Caracter1sticas-------------------------------------------------

B1 B2 Gl G2 M1 

F6rmula qu1mica Cl7H1206 C17H1406 C17H1207 G17H1407 C17H1207 

Peso molecular 312 314 328 

Punto de fusión 268-269* 287-289* 244-248* 
(ºC) 

Absorción 
ultravioleta 
nm (coeficiente 
de extinci6n) 

En etanol 

Fluorescencia 
(nm) 

223 220 
(25,600) (20,500) 

285 
(23,400) 
362 
362 

(21,800) 

425 

265 
(12,700) 

363 
(24,000) 

425 

LJ?50 12-50 
microgramos/kg 

85 

(*)=Desaparición 

I.4 EFECTOS BIOLOGICOS 

243 
(11,500) 

257 
(9,900) 

264 
(10,000) 

450 

39 

330 

230 

217 
{28,000) 

245 
(12,900) 

365 
(19,300) 

425 425 

172 

330 

290* 

226 
(23,100) 

265 
(11,600) 

17 

Las aflatoxinas son metabolizadas por la función de un sistema 

de oxidasas microsomales, por una compleja organizaci6n de 

citocromos, oxigeno y por una enzima dependiente del NADPH 
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localizada en 

hep&ticas. 

el ret1culo endopllamatico de las celulas 

Estas enzimas metabolizan oxidativamente una amplia variedad de 

compuestos xenobi6ticos, con el fin de eliminar el compuesto 

original por medio de la formaci6n de varios derivados 

hidroxilados, los cuales en su transfonaaci6n se unen con iones 

sulfato o con el 6.cido glucur6hico para formar sulfatos de 

ésteres o glucuronidina solubles en agua y ser excretados por la 

orina o la bilis. 

Durante el metabolismo se pueden generar metabolitos altamente 

reactivos como la aflatoxina-8,-9-ep6xido los cuales tienen la 

capacidad para reaccionar covalentemente con los centros 

nucleof1licos en las macromoléculas celulares, como en el 6cido 

desoxirribonucleico (DNA), 6cido ribonucleico (RNA) y las 

prote1nas (fig.2). El resultado de estas interaccciones son los 

conocidos efectos t6xicos de las aflatoxinas, que pueden llegar 

inclusive a la muerte. Las aflatoxinas son t6xicas para las 

bacterias, plantas, invertebrados, vertebrados y primates. La 

sensibilidad para los efectos t6xicos de estos compuestos varia 

grandemente entre las especies. De todos los animales domésticos 

estudiados, las ovejas parecen ser las mis resistentes, mientras 

que la trucha arcoiris, los patos y las codornices parecen ser 

los mis susceptibles. Las diferencias interespecie son un reflejo 

de la variaci6n entre: 

a) La fijaci6n de las moléculas de la toxina, 

b) La capacidad del organismo para metabolizar la toxina a su 
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Fig. 2 METABOLISMO DE LAS AFLATOXINAS 
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forma reactiva, 

c) La capacidad de eliminaci6n de las toxinas que tienen los 

organismos, 

d) La habilidad para reparar el dafio producido en las c6lulas. 

Las aflatoxinas, suprimen en algunas especies estudiadas la 
• 

síntesis del RNA-mensajero. También se han detectado efectos 

sobre la sintesis del DHA (Lillahoj, 1970; Wogan, 1975). 

Para el RNA, el efecto incide en el n6cleo via inhibic16n en la 

incorporaci6n de los precursores. 

Existe inhibici6n de la actividad de la polimerasa ORA

dependiente del RNA. Como resultado de esta inhibici6n nuclear 

del RNA se sospecha que el ARN citopl6smico se afecta también. 

La deficiencia en la sintesis de proteinas y la particularidad de 

mover las grasas se relaciona aparentemente con las lesiones que 

se observan en el hi~ado de los animales afectados. En conejillos 

de Indias, la aflatoxina produce un aumento en gama-globulina y 

una disminuci6n en alfa-globulina y, generalmente, una 

disminuci6n en la concentraci6n de proteina total (Cysewski y 

col, 1968). 

Las aflatoxinas son metabolizadas por diferentes . sistemas 

biol6gicos, sin embargo no es claro c6mo alcanzan a ser 

metabolizadas para ejercer su acci6n t6xica o carcinog6nica. La 

acci6n toxica de las aflatoxinas puede ser aumentada o reducida. 

Es aumentada por el consumo de una dieta baja en prote1nas o por 

hipofisectom1a. En estos casos es posible que disminuya la 

cantidad de toxina metabolizada. En contraste, el consumo de una 
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dieta deficiente en colina, (la cual reduce la actividad de 

'ciertas oxidasas) y la administraci6n de DDT (el cual induce una 

funci6n mezclada de oxidasa) permiten alguna protecci6n. 

Asimismo, la respuesta carcinogénica puede ser reducida por 

hipofisectomia, por un tratamiento con fenobarbitona y por la 

alimentaci6n de una dieta baja en proteinas. Una dieta baja en 

colina, por el contrario aumenta la susceptibilidad. 

La Lo50 varia entre las especies con valores desde O. 3 a 

17, 9mg/kg. Se ha visto que los animales adultos son menos 

suceptibles que los jovenes, lo que hace suponer la existencia 

de diferentes rutas metabolicas para eliminar a la aflatoxina. 

La letalidad de la aflatoxina B1 ha sido estudiada en numerosos 

animales de granja y laboratorio. Los valores de "LDso" tienen un 

intervalo de menos de O. Spg/kg hasta más de 20µg/kg de peso 

corporal, Goldblatt (1974). 

La toxicidad de las aflatoxinas en una especie en particular 

puede variar dependiendo de un nwnero de factores, los cuales 

incluyen sexo, edad, estado nutricio, etc. 

Cuando hay .ingesti6n de aflatoxinas, parte de ellas es acumulada 

en los 6rganos internos y el resto es metabolizado y excretado en 

la orina y las heces, En el caso de los mamiferos lactantes, como 

ya se mencion6 son éxcretadas, además, por la leche como AFM1 y 

Existe un nwnero de cambios patol6gicos que pueden ocurrir como 

un resultado de la exposición a las aflatoxinas. El primer 6rgano 

9 



daftado en todas las especies estudiadas es el h1gado. Los 

principales efectos que han sido identificados como un resultado 

de la aflatoxicosis son: deposici6n de grasa, r~ducci6n de peso, 

hemorragias internas, ictericia de las membranas mucosas, 

proliferación de los duetos biliares, necrosis y cirrosis del 

higado. 

En el caso especifico de los mamiferos, las manifestaciones 

patológicas producidas por la aflatoxicosis est6n relacionadas 

con la capacidad de la aflatoxina de obstaculizar la sintesis de 

las proteinas, de reaccionar con las macromoléculas y orgánulos 

celulares y de interferir en la producci6n normal de reguladores 

celulares (Pier, 1987). 

En el caso de las aves, la aflatoxicosis genera, entre otros 

efectos, malabsorción de nutrientes, coagulopatia, crecimiento 

deficiente, susceptibilidad a infecciones, inefectividad de las 

vacunas, problemas a nivel del sistema reproductor, sensibilidad 

a temperaturas extremas, (además del peligro que presentan los 

residuos tóxicos de las aflatoxinas en los productos de origen 

animal para consumo humano como carne, leche y huevos (Hamilton, 

1987; Rosiles, 1987; Peers y col, 1987; Yeh y col, 1989). 

Tambien han resultado susceptibles a las aflatoxinas, desde 

protozoarios, camarones, truchas, aves, ganado vacuno, cerdos, 

hasta humanos. Algunas bacterias se inhiben con las aflatoxinas, 

algunas plantas verdes presentan albinismo (deficiencia de 

clorofila), las semillas pierden capacidad de germinaci6n, etc. 

(Hamilton,1987). 

10 



Bas&ndose en la idea de que el hombre puede ser susceptible a las 
. 

~flatoxinas, se han llevado a cabo muchos trabajos para reducir 

los niveles de exposición a los humanos. 

Aunque se conoce el grado de susceptibilidad de diferentes 

especies y se tienen tablas sobre las LD50 para cada una, en el 

caso del hombre no es as1, ya que no se conoce si el hombre es 

tan susceptible como el pato o el mono o si es relativamente 

resistente como la rata y el rat6n. Se ha observado que las 

aflatoxinas inducen la hepatocarcinomas en ratas, patos y 

truchas, por lo que se puede pensar que para el hombre también. 

Sin embargo no existen evidencias directas sobre esto. 

Hay evidencias de toxicidad aguda en niños. Se reportó la muerte 

de un niño en Uganda por daño en el higado y se encontró que 

habla comido 11 cassáva11 (yuca) la cual estaba contaminada con 

aflatoxinas. En Tailandia, existe una enfermedad conocida como 

el sindrome de Reye, que ha sido asociada con la ingesti6n de 

aflatoxinas. El sindrome de Reye presenta encefalopatia e1 
infiltraci6n grasa del higado y el riñ6n; este sindrome ha sido 

reproducido experimentalmente en monos, alimentados con 

aflatoxinas. En Kenia, Swazilandia, Tailandia y Mozambique, donde 

la incidencia de carcinoma hepático es alta, las aflatoxinas se 

encuentran presentes en los alimentos para humanos. En Filipinas 

se analiz6 la orina y las heces fecales de gente que habla 

consumido crema de cacahuate contaminada con aflatoxinas. Los 

análisis reportaron la presencia de la aflatoxina M1 en la orina. 

No obstante,. hay controversia sobre las evidencias que existen 

sobre la inducción de cáncer humano con respecto a la exposici6n 

de aflatoxina (Howard, 1981; Shank, 1981; Peers y col, 1987). 
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Sin embargo, el cáncer hepático es raro en las naciones avanzadas 

tecnológicamente, mientras que en naciones en las cuales la 

población se sabe que ingiere niveles relativamente altos de 

aflatoxinas en su dieta, la incidencia de cincer en el higado es 

elevada. El riesgo de consumir productos de origen animal que han 

sido expuestos a las aflatoxinas no ha sido cuantificado pero se 

sabe que existe (Martin y col. 1987). 

I.5 JUSTIFICACION 

Recientemente, en el norte del estado de Tamaulipas, México y en 

el sur de Texas EEUUA, se ha presentado el problema de 

contaminaci6n del maiz, antes de su cosecha, por tres años 

consecutivos 1989, 1990 y 1991, en la cual más de 400 mil 

toneladas de maiz tuvieron que destinarse al consumo animal 

debido al alto contenido en aflatoxinas y el resto mantenerse en 

cuarentena. 

Esta contaminaci6n en el campo se debe a las condiciones 

climáticas que desfavorecen a la planta, haciéndola . susceptible 

al ataque de A.s.. flavus y a la producción de aflatoxinas. La 

sequia, la presencia de insectos que atacan la mazorca y la alta 

temperatura ambiental son los factores más importantes en la 

contaminación del maiz en el campo, al favorecer el 

establecimiento del hongo y la actividad metabólica del mismo que 

conlleva a la producción de esos metabolitos tóxicos. 
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Como ya se mencionó las aflatoxinas, ade~as de ser carcin6genas, 

son terat6genas y mut6genas. El 6rgano mis afectado es el h1gado, 

por lo que son consideradas como hepatoxinas. También hay 

evidencias de que al inhalar part1culas contaminadas con 

aflatoxinas se desatrolla cáncer pulmonar. Esto es importante 

para la salud de los trabajadores que est6n expuestos al manejo 

de granos contaminados con estas toxinas. También .se ha dicho ·que 

uno de los factores que las hace sustancias peligrosas, es que 

son acumulativas y pasan del tracto digestivo a la carne, a la 

leche y a los huevos de los animales que las consumen, con el 

consiguiente riesgo de llegar al hombre. 

De todo lo mencionado anteriormente surge la necesidad de 

encontrar un método confiable, exacto y preciso, que permita 

cuantificar la cantidad de aflatoxina presente ya que es 

importante (tanto para las personas encargadas de certificar el 

grano y designarle su destino, como para los investigadores que, 

interesados en el problema, han iniciado proyectos concernientes 

a la destrucci6n de las aflatoxinas) contar con un método de 

an6lisis que les provea resultados exactos, precisos y 

reproducibles, los cuales puedan ser confiables para dar un fallo 

ya sea sobre la evaluaci6n de un método 6 sobre el destino que se 

le dará a un lote de ma1z contaminado. 

En la literatura se encuentran reportados un gran nwnero de 

métodos para la detecci6n y cuantificaci6n de aflatoxinas. De 

igual manera, del extranjero han llegado nuevos métodos y equipo 

para la cuantificación de las· mismas. Sin embargo, se desconoce 

la eficiencia de recuperaci6n de la toxina. 
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Ante estas alternativas el analista debe decidir cual es el 

método que le proporciona los mejores resultados (incluyendo 

exactitud, precisión y reproducibilidad) a un costo accesible. 

Es pertinente men;ionar que es necesario contar con un 

laboratorio equipado de manera especial para el manejo y an6lisis 

de alimentos contaminados con aflatoxinas. Los apéndices I y II 

presentan los requerimentos minimos que deben tener esas 

instalaciones, as! como los lineamientos que marcan algunas 

legislaciones sobre el manejo que debe darse a estos alimentos. 

Este trabajo es sólo el inicio de un proyecto realizado 

entre el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad 

de Quimica de la UNAM y el Centro Nacional de Investigación 

Certificaci6n y Capacitación (CENICCANDSA), ante la problemitica 

presentada hoy en ella por las aflatoxinas. En funci6n de las 

instalaciones disponibles y el equipo analitico con el que 

cuentan se definieron, tanto el objetivo general como los 

objetivos especificas de este trabajo. 
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I.6 OBJETIVO GENERAL 

Este trabajo tiene como objetivo el estudio de cuatro 

metodolog1as anal1ticas, para determinar dentro de los limites 

establecidos por la ·propia qu1mica analitica, que los resultados 

obtenidos reflejan de manera real el contenido de aflatoxinas en 

los alimentos analizados. Estas metodolog1as deben estar a un 

nivel de costo accesible para un pa1s en v1as de desarrollo como 

México, sobre todo considerando su extensi6n territorial y la 

enorme dispersi6n de los cultivos de granos básicos que pueden 

estar contaminados y que llegan a los canales de distribuci6n por 

diferentes vias. 

I.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1) Evaluar la precisi6n, exactitud y costo de cuatro 

metodologias que permitan el análisis de aflatoxinas en ma1z 

contaminado. 

2} Establecer crite~ios al finalizar el trabajo, para hacer 

recomendaciones de cada metodologia empleada. 
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II. IIBTOD08 1'DLITIC08 

Dentro de las metodologias actuales para el anlliais de las 

aflatoxinas hay técnicas presuntivas, cualitativas y 

cuantitativas, de las cuales el analista puede seleccionar seg1in 

sus necesidades. Las presuntivas son 6.tiles cuando se requiere 

saber de forma r6pida si hubo crecimiento de una cepa productora 

de aflatoxina y cua1ltitativas cuando es necesario detectar la 

cantidad exacta del nivel de contaminaci6n de aflatoxinas en la 

muestra. En estos casos se requiere de técnicas de an6lisis mis 

precisas. 

II.I DTOD08 PRB8fflIJOS 

Los métodos presuntivos son los mls rlpidos para determinar la 

posible presencia de aflatoxinas en granos. Entre estos métodos 

se encuentra la técnica de "luz negra", que detecta los granos 

que brillan con una fluorescencia verde amarillenta brillante, 

fluorescencia que generalmente es producida por~ flaws y A. 

parasiticus cuando crecen en semillas vivas de ma1z, algod6n, 

sorgo, trigo u otros granos. 

Como la fluorescencia se debe a la reacci6n efectuada entre el 

ácido kójico que produce el hongo y la peroxidasa encontrada en 

la semilla viva, la prueba se efectda en semillas vivas ya que 

las muertas o inviables no darán fluorescencia. Es importante 

aclarar que esta fluorescencia no se debe a las aflatoxinas sino 

al crecimiento del hongo en la semilla viva (Garcla, 1989). 



Se recomienda que el grano sea quebrado antes de la inspecci6n 

con la luz negra. Este examen con la luz negra debe hacerse en un 

cuerto obscuro con luz uv (de longitud de onda de 365nm). Si la 

prueba presuntiva es positiva, posteriormente se realiza un 

an6lisis qu1mico m6s especifico. Este método presuntivo ha sido 

aprobado por la American Association of Cereal Chemists (método 

AACC, 1986). 

Para los resultados de esta prueba presuntiva sean ver1dicos y 

confiables deben evitarse los errores mis frecuentes, como la 

descripci6n del color y el brillo en la muestra de granos, 

tomando algunas precauciones como las siguientes: 

l. Usar como referencia muestras auténticamente positivas que 

no hayan sido muy expuestas a la luz uv, 

2. Usar como referencia, patr6n de color, 

3. Confirmar la solubilidad del material fluorescente ya que es 

soluble en agua y 

4. confirmar que _la particula fluorescente proviene del 

endospermo amilacéo o de los fragmentos del embrión del 

·grano de maiz. 

II.2 MBJODOS DBBCRDIIRATOllJOB DPIDOB 

Estos métodos son culitativos y d·an una aproximaci6n de la 

cantidad de las aflatoxinas presentes en la muestra, permitiendo 

la clasificaci6n de .las mismas en dudosas y seguras. Estos 

métodos permiten la detecci6n de aflatoxinas en varios productos 

agricolas en un tiempo aproximado entre 15 y 30 minutos. Tiene 
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como ventaja, el uso de reactivos quimicos y equipo fAcilll8llte 

accesibles y de bajo costo. Entre estos se encuentran los 

métodos aprobados por la AOAC: el de Romer y el de Boladay-Velaco 

(1990). 

a) K6todo ~ minicolumna ~ ~ '1990) 

Es aplicable para la detecci6n de cantidades de aflatoxinas 

hasta lOppb del total de aflatoxinas en ma1z blanco, ma1z 

amarillo, cacahuates, nueces y pistaches. Utiliza como 

disolventes cloroformo, potasa y sulfato de sodio anhidro. Para 

la detecci6n se usan minicolumnas de borosilicato y lúpara de 

luz uv. Si la prueba es positiva para aflatoxinas se observa una 

banda fluorescente de color azul. 

b) Método !lll minicolumna Holaday-Yelasco C1990) 

Este método, al igual que el anterior, permite la detecci6n de 

lOppb de aflatoxinas en maiz blanco, maiz amarillo y cacahuates. 

Utiliza una minicolumna de fluorisil y sus reactivos son: 

benceno, mezcla de agua-metano, soluci6n de cloruro de sodio y 

cloroformo-acetona. El método consiste en un extracci6n y 

visualizaci6n de cromatografía en columna. Si la muestra es 

positiva a aflatoxihas se observa una banda de fluorescencia azul 

en la columna. El reactivo para la extracci6n es metanol al 80%, 

el extracto es filtrado, y tratado con una soluci6n de cloruro de 

sodio y la extracci6n final se hace con benceno. La aflatoxina 

contenida en el extracto de benceno es atrapada en la capa de 

fluorisil de la minicolumna y detectada por medio de la luz uv. 

Las desventajas del método son la poca especificidad para la AFB1 
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y, por otro lado, es muy dificil decidir si la fluoreacencia que 

presenta para la APB1 es debida a ni veles cercanos de 20ppb o 

ligeramente arriba. Adem6s, el benceno, cloroformo y los 

estAndares de aflatoxinas requeridas para este m6todo presentan 

importantes problemas de seguridad (Koeltzow, 1989). 

Es importante conocer que las técnicas de minicolumna no son 

utilizadas para cuantificar. Recientemente se desarroll6 un 

método de confirmaci6n de minicolumna para aflatoxinas. La 

identidad de las aflatoxinas sobre la minicolumna desarrollada se 

hace mediante la aplicaci6n de 201 de 6cido sulftirico, 201 de 

6cido clorh1drico 6 6cido trifluoro-ac6tico en 201 de 6cido 

n1trico. Todos los 6cidos cambian la fluorescencia de azul a 

amarillo. 

II.3 KBTODOB CUUTJIATUOS 

Varios de los métodos adoptados por los cient1ficos y las 

agencias de gobierno estln basados en los procedimientos de 

cuantificaci6n y detecci6n por cromatograf1a en capa fina, los 

que han sido evaluados con frecuencia por estudios colaborativos. 

Los métodos de cromatografia liquida de alta resoluci6n son menos 

utilizados, aunque no dejan de ser excelentes para la 

cuantificaci6n de aflatoxinas. 

La cromatografía en capa fina se utiliza para cuantificar ias 
• 

micotoxinas mediante una medici6n visual y densitométrica en sus 

zonas fluorescentes. La resoluci6n de aflatoxinas en 

cromatografía en capa fina varia dia a dia debido a las 



condiciones cambiantes de laboratorio. La precisi6n expresada 

como coeficiente de variaci6n para los eatAndares son de s-101 

(densit6metro) y de 20 a 281 (visual) (Stubb~efield y Shotwell 

1977). 

a) Métodos~ cromatograf!a sm º1Um .tinA 

Entre los métodos de cromatograf1a en capa fina se encuentra el 

método CB descrito en el libro de métodos de an6.lisis de la 

Asociaci6n de Químicos Analistas Oficiales de los EEUUA 

(AOAC,1990). Este método se usa como método tipo para evaluar la 

eficiencia de otros métodos. 

Este método consta de las siguientes etapas: 

1) Extracci6n: se basa en el uso de reactivos químicos que tienen 

una polaridad semeja~te a las aflatoxinas de tal forma que puedan 

ser extraídas de las muestras. 

2) Purificaci6n: la purificaci6n se realiza por medio de 

cromatograf!a en columna donde el extracto con la aflatoxina se 

pasa a través de una columna de separaci6n, empacada con s!lica 

gel. Se eluyen diferentes reactivos quimicos con distinta 

polaridad, arrastrando consigo los materiales contaminantes 

ajenos a las aflatoxinas y, finalmente, se colecta la aflatoxina 

haciendo pasar disolventes de una polaridad af!n a las mismas. 

3) Cuantificaci6n: la cuantificaci6n se hace por cromatograf1a 

en capa fina dondé se aplican en capas de silica gel los 

estándares y la muestra problema. La concentraci6n se·calcula por 
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comparaci6n visual o densitométrica. 

· La identificaci6n de aflatoxinas necesita ser confirmada adn 

después de utilizar la cromatografla en capa fina. Uno de los 

métodos de confirmaci6n segdn el manual de la AOAC se basa en una 

reacci6n entre el leido trifluoroacético con AFB1 y AFG1• 

Una de las ventajas del método es que los disolventes que utiliza 

(cloroformo, agua) extraen las aflatoxinas del maiz de una manera 

eficiente. Pero tienen como, principales desventajas los grandes 

volfímenes de disolventes que utiliza y su peligrosidad por su 

grado de toxicidad. 

se han implantado varias modificaciones al método CB como puede 

verificarse en el ma9ual de la AOAC. Recientemente se public6 un 

método de cromatografia en capa fina rlpido, el cual utiliza para 

la purificaci6n una columna de sllica gel y para su confirmaci6n 

la cromatografla de gases y espectroscopia de masas. 

b) CROMATOGRAFIA )21 LIOUIDOS DE ALTA RESOLUCION {CLAR) 

·El .anllisis por CLAR puede realizarse en fase normal o fase 

~eversa, con una detección por fluorescencia o por absorción con 

luz UV. En la cromatografla de fase reversa los compuestos 

polares se eluyen antes que los compuestos no polares y la mezcla 

de eluci6n es: sol vente acuoso polar/ sol vente orglnico (v/v). 

Este tipo de cromatografla utiliza columnas empaquetadas de 

si.lica gel con enlaces de octadecilclorosilano. Estas columnas, 

conocidas como columnas c18 , usan una fase m6vil que contiene 

agua como componente primario (Stubblefield y Shotwell, 1977). 



Sin embargo, la intensidad de fluorescencia de AFB1 y AFG1 en la 

mezcla de disolvente en fase reversa depende de la 

derivatizaci6n, que es generalmente preparada antes de ser 

inyectada. En la derivatizaci6n, las aflatoxinas B1 y G1 son 

convertidas en hemiacetales B2a y G2a, los que presentan una 

fluorescencia m6s intensa por tratamiento con ácido 

trifluoroacético-agua (Hutchins y Hagler, 1983). 

El analista debe estar consciente que la derivatizaci6n de AFB2a 

y AFG24 no es estal}le en metanol, po lo que los d1sol ventes 

utilizados de inyecci6n deben ser usados con precauci6n, se 

recomienda la mezcla de acetonitrilo-agua ya que no degrada 

r6pidamente a la AFB2a y AFG2a· 

Diferentes métodos en fase reversa han sido publicados, 

incluyendo tres comparaciones con el método ce. Stubblefield y 

Shotwell (1977) encontraron que ia AFM1, AFM2, AFB1 , AFB2 , AFG1 y 

AFG 2 tienen una buena resoluci6n y son visualizadas con el 

detector de luz uva 350nm usando cromatograf1a en fase reversa, 

más una columna c18 (lOum, 4mn x 30cm) y con solventes de 

eluci6n: acetonitrilo-agua (35-65), con una velocidad de 

1.5ml/min. Los métoáos propuestos por Hutchins y Hagler (1983), 

Devries y Chang (1982) y Tarte:r y col. (1984) utilizan ácido 

trifluoroacético para la derivatizaci6n. 

Diebold y col., {1979) utilizaron un fluor6metro de láser para la 

detecci6n de. aflatoxinas B2a después de la cromatografia en fase 

reversa. Oavis y Diener (1980) encontraron que la derivatizaci6n 

de AFB1 con yodo puede ser usada para el desarrollo de un método 
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en fase reversa con el detector da fluorescencia para esta 

derivatizaci6n. Este trabajo ha conducido al deaarrollo de un 

método de post-columna de ionizaci6n, que aumenta la 

fluorescencia de B1 y G1 después de de la cromatograf1a en fase 

inversa, el limite de detecci6n para B1 as de 20 picogramos(pg). 

En la cromatografla en fase normal loa compuestos que son elu1dos 

primero son loa no polares y los menos polares. En varias 

publicaciones los sistemas de disol ventea para la reaoluci6n de 

las toxinas en CLAR fase normal utilizan columnas de s1lica gel 

activada y como eluyente mezcla de agua-cloruro de metileno y/o 

cloroformo (3-5, 7), pero no hay posibilidad de reproducir la 

separaci6n, probablemente porque las variaciones de temperatura 

en el laboratorio cambian la cantidad de agua disuelta en fase 

m6vil. 

Se introdujo una. innovaci6n en las separaciones de aflatoxinas 

detectadas en CLAR en fase normal bajo columnas de 

microparticulas dé s1lica gel, unidas al detector de 

fluorescencia sobre una celda de flujo empacada de s1lica gel, 

para permitir la detecci6n sensible de las aflatoxinas B1 , B2 , G1 

y G2 en niveles de 0.1-0.2 nanogramos(ng) (Pons, 1979). 

En general la cromatograf1a liquida en fase reversa es preferible 

a la fase normal, porque la fase m6vil es más econ6mica y fácil 

de preparar y no es necesario un tiempo largo de equilibrio 

(Tarter, 1984) • SegQn Munck ( 1989) , si se cuenta con un buén 

eluyente, la detecci6n por fluorescencia es mis sensible que 

aquella por absorci6n ultravioleta. 
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Las principales ventajas del CLAR son: la rapidez, exactitud, 

precisi6n y automatizaci6n y la eliminaci6n de variables 

ambientales que causan la degradaci6n de las aflatoxinas 

(Stubbefield y Shotwell, 1977). 

II.4 Ul'ODQI U IIQIQIIOQIIJPIP 

En estos métodos la purificaci6n de la aflatoxina se efectQa por 

medio de columnas que contienen anticuerpos monoclonales, los 

cuales son capaces de reconocer y fijar la aflatoxina en un sitio 

activo, dejando libre el material extrafto a la aflatoxina. 

Los anticuerpos monoclonales son producidos por especies 

eucari6ticas superiores como una respuesta a la exposici6n de un 

reactivo quimico de alto peso molecular ajeno a ella. Ciertas 

clases de anticuerpos pueden destruir directamente al invasor 

mientras que otros los inmovilizan facilitando su destrucci6n. El 

anticuerpo tiene la habilidad para reconocer espec1ficamente al 

invasor y enlazarlo en un sitio químico Qnico (Fig. 3). 

Hist6ricamente, los anticuerpos han sido producidos en el 

laboratorio inyectando a los animales con un reactivo quimico 

contra el cual se requiere de anticuerpos o también por la 

inyecci6n de moléculas estructuralmente similares. Después de una 

serie de inyecciones, la sangre es colectada y se aislan los 

anticuer.pos. Esta técnica produce una mezcla de anticuerpos 

llamada anticuerpos policlonales los cuales, a pesar de que todos 

reconocen la molécula de interés, lo hacen con diferente 
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eficiencia. La principal desventaja es que dos animales no 

producen el mismo "cocktail" de anticuerpos ya qua cada aniul as 

individual y obviamente tiene un limite de vida. 

Por otro lado los anticuerpos monoclonales son producidos por la 

remoci6n del bazo de los animales inyectados y la separaci6n de 

éstos, dentro de sus componentes celulares. Estos son fusionados 

con células cancer1genas y la resultante as un hibridoma (que son 

células que tienen la habilidad de crecer en tubos de ensayo y 

producir anticuerpos). Como las células del bazo han sido 

fusionadas, solamente un anticuerpo esti presente en alguna 

preparación de anticuerpos monoclonales. Con este procedimiento 

se puede asegurar la producci6n de anticuerpos con 

caracter1sticas definidas. Una ventaja futura es que estos 

anticuerpos son mis espec1ficos y, comparativamente, realizan 

menos reacciones cruzadas con las sustancias contaminantes que 

las mezclas de los t1picos anticuerpos de las preparaciones 

policlonales. 

A continuaci6n se presentan algunos_ de los métodos basados en 

estos principios. 

a) METODO "ELISA" 

La aflatoxina B1 en maíz puede determinarse usando técnicas en 

fase sólida de radio-inmunoensayos (RIA) o ensayo 

inmunoadsorbente conjugado con una enzima (ELISA). 

La principal ventaja de este método es la rapidez, la facilidad 

en la preparaci6n de las muestras y su costo por análisis. Su 
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principal desventaja incluye la especificidad para las 

aflatoxinas 81 y M1 asi como la reactividad cruzada con otras 

aflatoxinas. Actualmente, este se considera un método 

cuantitativo o semicdantitativo y su principal aplicaci6n es para 

predeterminar pequeftas concentraciones de aflatoxina B1 • La 

cantidad presente de AFB1 se determina mediante la reacc16n de 

la enzima desarrollando el color. La técnica de ELISA necesita'un 

avance m6s sofisticado ya que es necesario desarrollar métodos 

que puedan distinguir entre AFB1 , AFB2 , AFG1 y AFG2 , individual o 

colectivamente. 

si bien el m6todo ELISA es sensible y sencillo, el ensayo es 

todav1a propenso a algunas interferencias. El tiempo reportado 

para el m6todo ELISA es de 2 horas. Chu y col. (1987) 

disminuyeron el tiempo de ensayo hasta en una hora, debido a la 

optimizaci6n de la capa del suero hiperinmune y la incorporaci6n 

de sustratos m6s sensibles. cuando existe la presencia de grandes 

cantidades de otras aflatoxinas, se establece la reacci6n de 

cruzamiento del anticuerpo con éstas que, en el método ELISA es 

esencial para la interpretaci6n final (Chu y Rachel, 1988). 

b) Método de 11Aari-screen11 

El método de análisis de Agri-Screen es un sistema basado en el 

uso de anticuerpos, los cuales utilizan un lector de microcelda 

para cuantificar los resultados (Koeltzow, 1989). 
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c) Método g§ "EZ-screen" 
El anllisis de EZ-Screen (también llamado Signal Quick Card) fué 

desarrollado por Environmental Diagnostics, Inc. Constituye un 

anllisis de ELISA modificado (Koeltzow, 1989). 

d) Método .t.1Jm "OXOID" 

Este método combina la especificidad de la aflatoxina y del 

anticuerpo con la detecci6n de aflatoxina en una columna de tipo 

de Holaday-Velasco (Koeltzow, 1989). 

e) Método inmunoenzimltico homogéneo~ aflatoxina Bi 

Este método se basa en el efecto de inhibici6n de la reacci6n 

enzim6.tica que produce la adici6n del anticuerpo sobre un 

conjugado de toxina-enzima, utilizando el derivado de la 

aflatoxina s1-carboximetil-albwnina bovina modificada (Escobar y 

col., 1988). 

f) Método columas de afinidad-fluor6metro (Aflatest} 

Aflatest patentó y comercializó una prueba cuantitativa que 

permite la detección total de las aflatoxinas s1, e2, G1 , G2 y M1 

en forma rlpida y con alto grado de precisión. Dentro de las 

ventajas que tiene se encuentran la r6.pidez (10 minutos), que es 

cuantitativo (comparable a la CLAR), seguro y de bajo costo de 

inversión en un equipo de fluorometria. Para el desarrollo del 

método se necesita primero de una extracción usando un disolvente 

afina la polaridad ,.de las aflatoxinas con agitación meclnica y 

de una purificación que se lleva a cabo utilizando columnas de 

inmunoafinidad. Estas columnas utilizan anticuerpos monoclonales 
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que enlazan tlnicament:e a las aflatoxinas dejando pasar el 

material extraf'to. Los lavados de esta columna son mucho más 

sencillos. Finalmente, se realiza una cuantificaci6n por medio de 

un fluor6metro, donde la aflatoxina ya purificada se hace 

reaccionar con el revelador (yodo o. 21), para ser cuantificada 

fluorométricamente. 

costosas. 

Sin embargo, las columnas son .sumamente 

con base en la disponibilidad de equipo existente en los 

laboratorios del Centro Nacional de Investigaci6n Certificaci6n y 

Capacitaci6n (CENICC) de los Almacenes Nacionales de Dep6sito, 

ANDSA y de la Facultad de Quimica de la UNAM, se seleccionaron 

cuatro metodologias para la cuantificaci6n de las aflatoxinas: 

EXTRACCION Y PURIFICACION CUANTIFICACION 

Método I CB (AOAC) CLAR 

.Método II AFLATEST FLUOROMETRO 

Método III AFLATEST CLAR 

Método IV THEAN y Col., (1980) CLAR 

En los siguientes capitules se presenta en forma extensa esta 

evaluación de metodologias. 
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III. DTDIALIS Y 11.BTODOS 

11aterial•• 

Como se mencionaba en la justificaci6n de este trabajo, se tienen 

almacenadas cantidades muy considerables de malz contaminado con 

aflatoxinas, -las cuales no han sido destruidas con la esperanza 

de encontrar sisteias de desintoxicaci6n cuyos costós séan 

menores a los del propio grano. Por ello, para esta tesis se 

utiliz6 maiz proveniente del silo 85, contaminado naturalmente en 

el campo, molido, tamizado por malla 10 y malla 20 y 

caracterizado mediante un an&lisis bromatol6gico. El maiz fue 

proporcionado por Almacenes Nacionales de Depósito, S.A., (ANDSA) 

De un lote de 5kg de maiz que, originalmente fue obtenido de un 

muestreo a granel, se empleó el método de cuarteo para obtener 

muestras de 50g para cada determinación analitica. En el apéndice 

III se presentan las metodologias más comunes usadas para 

muestrear granos en silos, contenedores, sistemas de transporte, 

etc. 

También se usó maiz contaminado artificialmente con objeto de 

validar las metodologias usadas. A grano sano, originario de 

·Toluca al cual previamente se le realizó un análisis para 

corroborar que no habla aflatoxinas presentes en la muestra, se 

adicionaron est&ndares de aflatoxinas a muestras de 50g. Las 

adiciones fueron de 25ppb (microgramos de aflatoxinas por 

kilogramo de grano) de aflatoxina total (20ppb de AFB1 y Sppb de 

AFB2) y 20ppb (15ppb deAFB1, Jppb de AFB2, lppb de AFG1 y lppb de 

AFG2). 
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Para la contaminaci6n de las muestras, se pesaron previamente 

sog de ma!z molido y tamizado en un matraz elermeyer de 250ml, al 

que se le adicionarQn volumenes equivalentes a la concentraci6n 

deseada de cada aflatoxina utilizando microgeringas, ya que las 

aflatoxinas se encontraban disueltas en 

(98:2) a una concentraci6n de lmg/Lt, 

benceno-acetronitrilo 

la soluci6n de las 

aflatoxinas fue dispersa en toda la muestra, posteriormente se 

realiz6 una homogenizaci6n por medio de agitaci6n mecánica 

durante 30 minutos. Las muestras se dejaron reposar 24 horas en 

refrigeraci6n antes de ser analizadas. 

X6to4os analiticos 

Las combinaciones de los métodos usados, como se mencionó en el 

capitulo anterior, ~ueron el método tradicional CB (AOAC, 1990) 

para la extracción y purificaci6n, acoplado con la cromatograf!a 

de 11quidos de alta resoluci6n (CLAR), el método columnas de 

afinidad-fluor6metro (Aflatest, 1990) de acuerdo a las 

instrucciones del manual, el método columnas de afinidad-CLAR 

empleando el método Aflatest (1990) para la extracci6n y 

purificación de las aflatoxinas y la cuantificación por 

cromatograf!a de 11quidos de alta resoluci6n y el método de Théan 

y col. (1980) utilizando para la purificaci6n columnas empacadas 

de silica gel (sep-pack) y la cuantificaci6n por CLAR. Los 

métodos utilizados se presentan con detalle en el apéndice IV. 

Análisis estad!sticos: 

Los resultados anal!ticos obtenidos fueron evaluados 
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estad!sticamente siguiendo las metodolog1as del anAlisis de 

varianza, desviaci6n estandar, coeficiente de variaci6n y media 

aritmética (Daniel, 1982). 

X= media aritmética 
{'\ 

X = ~ Xl --------
n 

S = desviación estándar 

n = número de valores de la muestra 

x = valores espec1ficos de cada muestra 

s = ---t. --~~!-=-~:~ 
n-1 

c.v.= coeficiente de variación 

s (100) 
c.v = 

X 
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DIAGRAQ ~l·BLOOQBS DIL DISBlo BXPBRIKBll'l'AL 

fAn H1I. contaminado naturalmente 

:-;~;;;;;~ : :-i~;;-;;-;;;:;: : molienda : :-;;;i;;~~-: : muestr;~ : 
1 a 1 ~ 1 contaminado ,~' en 1 ~ , malla 1--. , por 1 

granel 1 1 naturalmente• 1 seco 1 1 10 y 20 l I cuarteo 1 

---------1 ~------------l ~--------¿ ~--------- ._ ________ J 

~ ,------:--:------. 
1 análisis , 
' bromatol6gico • 1 _____________ _. 

----------------------- -------------------------------1 
cuantificación 1 extracción y purificación 1 
de aflatoxinas 1 1 de aflatoxinas 1 

1 1 1 

Met. I CLAR 1 1 1 
1 Met. I CB 

Met. II fluorómetro : .. 1 Met. II columnas de afinidad 1 
1 Met. III CLAR I 1 Met. III columnas de afinidad 1 

Met. IV CLAR I 1 Met. IV Thean y col. 1 

----------------------- ------------------------------ 1 

; 
1 
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E.la. B1& contaminado artificialmente 

l 

:-·-;;;;ü;~¡;··-¡ .-~,.;1;;~·+-;;..1ttc~i;-·" 
1 de aflatoxinas 1 1 de aflatoxinas 
1 I 1 1 
1 Met. I CLAR '•~!-----1 Met. I CB t 
t Met. II fluór6metro 1 1 Met. II columnas de afinidad 1 
t Met. III .CLAR · · 1 1 llet. III columnas de afinidad 1 
t Xet. IV CLAR .1 llet. IV Thean ·y col. ~--~~---~------------- ______________________________ J 
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IV. RESULTAQQS I QISCUSIQN 

se hizo .un anlliais brontol6gico del aab contaaiaado que N 

presenta en la tabla A. Loa resÚltados obtenidos de eatos 

experimentos se presentan en las tablas 1· a la 14. En las 

primeras nueve se tienen los datos obtenidos de los diferentes 

métodos aplicados a la cuantificaci6n de · aflatoxinas, tanto en 

ma1z contaminado de manera natural (silo 85), COIIO del grano·aano 

que fue artificialmente contaminado con soluciones conocidas de 

aflatoxinas. Asimismo, se presentan fotocopias de algunos de los 

cromatogramas obtenidos (Fig. 4 a 9). De las tablas 10 a la 14 se 

presentan los costos.y el tiempo de realizaci6n de cada método. 

En · el apéndice IV se adjuntan otras tres tablas que incluyen 

resultados adicionales. 

Los datos para aa1z contaminado naturalllente se presentan en las 

tablas 1 a la 3. Bs importante mencionar que aunque los 5kg de 

aa1z .contaminado naturalmente fueron homogenizados lo mejor 

posible, las muestras de 50g no resultaron ser totalmente 

homogéneas. Bato se observa en los datos reunidos. 

La tabla 1 da los resultados obtenidos por el aitodo CB-CLAR. 

Para las muestras malla 10, (de 20 anllisis realiiados se 

escogieron los ocho yalores mas parecidos entre si), el contenido 

de aflatoxinas a1 + e2 fue alrededor de 1,ppb, en eaus auestras 

se adicionaron lOppb de AFG1 como est4ndar interno, con el fin de 

determinar el error del analista, de aqu1 que el tota.l de 

aflatoxinas fue de 26ppb. Con respecto a los coeficientes de 

variaci6n para.las aflatoxinas.e1 + a2 es de 8.13, pero de 50.72 

para la AFB2 • Esto puede indicar que la aflatoxina B2 se 
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encuentra diatribu1da de una manera aAs hetero96nea que la 

aflatoxina 81 6 que al encontrarse en.concentraciones ús bajas, 

las etapas de purificaci6n pueden afectar la de~erminaci6n final • 
• 

Para las muestras de malla 20, obtenidas por tamizado de la 

muestra original, la variaci6n es considerable entre ellas 

(86. 15 para AF81, 80.126 para AF82 y 85.85 para AFB1 + AF82). 

Los coeficientes de variaci6n son bastante altos, lo que indica 

la baja precisi6n del método. Particularmente para la muestra 9 

los extractos fueron divididos equivoluaitricuente en 3 columnas 

y extra1dos con cloroformo. Esto se realiz6 con el fin de 

observar si la variaci6n de los resultados se deb1a a la 

diatribuci6n beterog6nea de las aflatoxinaa o a la etapa de 

purificaci6n del m6todo •. Los resultados condujeron a concluir que 

es en la etapa de p1¡rificaci6n donde existe una gran perdida de 

las aflatoxinas, ya que esta etapa se ve muy afectada por la 

forma de empaque de las columnas y por la calidad de los 

reactivos qu1micos utilizados. 

Con relaci6n a la variaci6n en el tamafto de partlcula, se muestra 

la diferente distribuci6n de las aflatoxinas en el grano, ya que 

para el total de aflatoxinaa (81 + B2) para malla 10 da una 

media de 15 y llppb para malla 20. 

La tabla 2 presenta los resultados obtenidos usando columnas de 

afinidad en la etapa de extracci6n y purificaci6n y la 

cuantificaci6n por medio del fluor6metro y CLAR. En loa 

resultados obtenidos por medio de columnas de afinidad

fluor6metro, aparentemente la medida de la malla no juega un 



papel importante (loa coeficientes de variaci6n son de 9.41 

contra 9.27) para la cantidad total de aflatoxinaa que va de 52 a 

60ppb. Para el tamafto de part1cula malla 10, los valores del 

contenido total de aflatoxinas son muy similares por ambos 

métodos: para el m6todo columnas de afinidad-CLAR es de 51.23, y 

52.BO para el m6todo columnas de afinidad-fluor6metro. sin 

embargo, para las muestras malla 20, existe una variaci6n 

considerable entre ambas metodolog1as, ya que el contenido total 

de aflatoxinas, es siempre un tercio menos por el método columnas 

de afinidad-CLAR con respecto al obtenido por el método columnas 

de áfinidad-fluor6metro (40.38 contra 60.5). Est~ nuevamente, se 

puede atribuir a une variaci6n en la calidad de loa reactivos 

qu1micos utilizados. 

Comparando los coeficientes de variaci6n para ambas metodolog1as 

y entre los dos tipos de malla, se observa que son muy semejantes 

a excepci6n de la AFB2• 

Para el método de Thean y col. (tabla 3) los coeficientes de 

variaci6n fluct4an entre 30.981 para el contenido total de 

aflatoxinas, 55.63 para la aflatoxina a1 y 56.29 para la 

aflatoxina B2 cuando el tamafto de part1cula es 10. Valores 

semejantes resultan para la malla 20 (30.552 para AFB1, 40. 541 

para AFB2 y 38.758 p~ra el total de aflatoxinas). Estos valores 

indican que el método no es preciso. Asimismo, comparando el 

contenido total de aflatoxinas entre las dos mallas se observa 

una marcada diferencia (40.516 contra 17.057ppb). 

De la tabla 4 a la 8 se muestran los resultados obtenidos de los 
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anllisis realizados a las muestras de ma1z contaminado 

artificialmente. 

En la tabla 4, se muestran los resultados del método CB-CLAR para 

muestras contaminadas con 25ppb de aflatoxina total ( 20ppb de 

AFB1 y Sppb de AFB2). se observa que los resultados son 

extremadamente bajos, si se compara la cantidad obtenida (20ppb 

contra un promedio de 5. 3ppb de AFB1, 5 contra un promedio de 

1.Sppb de AFB2). si se eliminan las muestras 33 y 34 los 

resultados mejoran un poco (20 contra un promedio de 8.23ppb de 

AFB2 y 5 contra un •promedio de 2.3ppb de AFB2). Sin embargo, 

estos resultados seftalan que el método no es exacto. 

Por lo que respecta a los coeficientes de variaci6n estos son 

bastante altos, aQn si se eliminan las muestras 33 y 34, lo que 

indica que el método no es muy preciso y por consiguiente, poco 

reproducible. Por lo tanto se induce que la pérdida de aflatoxina 

ocurre en la etapa de extracci6n y purificación de la muestra ya 

que influyen varios factores como la preparaci6n de la columna, 

la calidad de los reactivos qu!micos y el tiempo de eluci6n, los 

cuales afectan la recuperaci6n de las aflatoxinas, dando lugar a 

una pérdida de aproximadamente el 501 del contenido adicionado 

originalmente en la 'muestra. Para corroborar esta hip6tesis se 

llevó a cabo otro experimento en el cual el extracto recuperado 

de la muestra 36 fue dividido equivolumétricamente en tres 

muestras de 50mL cada uno, las cuales fueron purificadas en tres 

columnas, preparadas de la misma forma y eluidas con los mismos 

reactivos de acuerdo al método CB (tabla 5). Se puede observar 
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que los datos encontrados tienen valor.es completamente 

~iferentes. Por lo tanto, se induce que la l)f!rdida se da en esta 

etapa. Si se elimina el dato 36-B para mejorar el an6lisis 

estadistico, los resultados mejoran un poco, aunque siguen el 

mismo comportamiento que el anterior (tabla 4). 

El cambio de la malla 10 a la malla 20 no ofrece diferencia 

significativa entre los resultados obtenidos. 

Para los resultados obtenidos en la tabla 6,·donde se utilizaron 

como metodolog1as columnas de afinidad-fluor6metro y columnas de 

afinidad-CLAR, se observa que el método columnas de afinidad

fluor6metro da resultados de 1001 mis de la cantidad adicionada 

originalmente (25ppb contra 44.6ppb de aflatoxina total). En este 

caso parece ser que ios solventes de los estlndares de 

aflatoxinas interactdan con la soluci6n reveladora que utiliza 

este método para llevar a cabo la cuantificaci6n fluormaétrica. 

Este problema seri tema de otro estudio, por lo tanto, no sera 

discutido posteriormente. 

Para la detecci6n con CLAR, después del uso de las columnas de 

afinidad, los resultados dan siempre valores muy parecidos a las 

cantidades adicionadas originalmente (20 contra 21.7ppb para AFB1 

y 5 contra 4.B7ppb para AFB2). Confirmando la hip6tesis sobre los 

problemas presentados en la etapa de purificaci6n del método CB. 

Si se comparan los coeficientes de variaci6n para ambos métodos, 

se observa que estos son bajos, lo que indica la precisi6n del 

método y la reproducibilidad del mismo. En este caso dnicamente 

se usaron muestras malla 10. 
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Empleado el mismo procedimiento para las muestras contaminadas 

artificialmente con las cuatro aflatoxinas y con un tamafio de 

partlcula malla 20 (tabla 7), nuevamente se observa que el método 

columnas de afinidad-fluor6metro da valores ligeramente ús altos 

que los adicionados originalmente (20 contra un promedio de 

26.5ppb del total de aflatoxina). Estos valoras no son tan altos 

como en la malla 10 para la mezcla de aflatoxinas B1 y e2, pero 

no obstante son altos. Por el contrario la cuantificaci6n por 

CLAR da valores ligeramente más bajos que las cantidades, 

adicionadas originalmente (15 contra Sppb de AFB1 , 3 contra 

2.6ppb de AFB2, 1 contra l.531ppb de AFG1 y 1 contra 0.539 de 

AFG2). Estas diferencias pueden ser atribuidas al tamafto de 

part!cula que interfiere en las extracciones. 

En la tabla 8 se encuentran los resultados obtenidos usando el 

método de Thean y col. Se observa una deficiente recuperaci6n de 

las aflatoxinas (15 contra un promedio de 9.99 de AFB1, 3 contra 

un promedio de l.3ppb de AFB2 y 1 contra un promedio de O.lppb de 

AFG2). Estas pérdidas de aflatoxinas se atribuyen nuevamente a la 

etapa de extracc16n y purificaci6n del método. 

En la tabla 9 se hace una comparaci6n de cada método, tomando en 

cuenta el tamafio de part!cula de la muestra, la cantidad de 

aflatoxina detectada y el coeficiente de variaci6n. De acuerdo a 

esta tabla los métodos que proporcionan una mejor recuperaci6n de 

las aflatoxinas son columnas de afinidad-fluor6metro, los cuales 

presentan los-coeficientes de variaci6n mis bajos. 
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En las tablas de · la 10 a la 13, ae reportan loa costos de 

reactivos y.equipo para cada m6todo. 

En la tabla 10 se tienen los costos para el m6todo CB. Se puede 

observar que el BOi del costo total se debe a la gran cantidad de 

reactivos quimicos que son empleados en la metodologia, el 201 

restante representa el costo del equipo. 

La tabla 11 presenta los costos para el m6todo colUJ111as de 

afinidad-fluor6metro. Como se puede ver en esta tabla el 801 del 

costo total se atribuye al precio de la columna de afinidad, la 

cual es demasiado cara debido a que solo hay un distribuidor en 

el merdado mexicaño. Es probable, que si se busca otro 

distribuidor en el extranjero, la competencia de lugar a una 

reducci6n en el costo de la columna y de esta forma el m6todo 

seria accesible y competitivo con los dem6s. 

La tabla 12 presenta los costos para la metodologia columnas de 

afinidad-CLAR. Nuevamente se observa que el 781 del costo total 

se debe a la columna de afinidad. Si se lleva acabo lo mencionado 

anteriormente, el mltodo ser6 competitivo con los demás. 

En la tabla 13 se tiene los costos para el método Thean y col. se 

puede ver que aunque el método es de bajo costo, el 741 del costo 

total se atribuye a los reactivos. 

En la tabla 14 se presenta el promedio de costos de los métodos 

usados para la cuantificaci6n de aflatoxinas, asi como el tiempo 

empleado en su realizaci6n por muestra. Se observa que las 

metodologias mis costosas son columnas de afinidad-CLAR y 

columnas de afinidad-fluor6metro, sin embargo son las que emplean 
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el menor tiempo en su realizaci6n. Los m6todos menos costosos aon 

el Thean y col. y el CB-CLAR, sin embargo eaplean mis tiempo en 

su realizaci6n y su bajo costo no justifica su imprecisi6n. 

Tabla A. Resultados. de los anilisis bro-tolog1cos del aaiz 
silo 85 (contaminado naturalmente) 

------~----------------------------------------------------------
Humedad Proteína Cenizas Grasa Fibra cruda 

12.071 11.631 1.431 2.361 37.841 
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·Tabla 1. Resultados obtenidos usando el método C8-CLAR para las 
aflatoxinas presentes en ma1z contaminado naturalmente (silo 85) 

Muestra AF81 
malla 10 ppb 

blanco 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
8 

X 

s 

c.v. 

10.788 
17.17 
14.09 
14.064 
13.242 
13.918 
13.438 
15.845 
15.81 

14.609 

1.401 

9.536 

AFB2 
ppb 

0.279 
0.807 
0.676 
Q.588 
0.933 
0.924 
0.111 
0.089 
0.208 

0.625 

0.317 

50.72 

81 + B2 AFGl, E.I. 
ppb ppb 

11.067 
17.977 
14.766 
15.192 
14.175 
14.842 
14.215 
15.934 
16.018 

15.389 

1,251 

8.132 

1.463 
9.9 
11.09 
9. 711 
11.23 
12.326 
11.049 
11.986 
12.146 

11.179 

0.979 

8.764 

Total 
ppb 

27.87 
25.86 
24.903 
25.405 
27.168 
25.264 
27.92 
28.16 

-----------------------------------------------------------------Muesta 
malla 20 

9A* 
98* 
9C* 
10 
11 

X 
s 

c.v. 
X* 
s• 

c.v.• 

7.017 
24.239 

3.587 
3.051 

12.88 

10.154 
8.792 

86.585 
11.61 
11.066 
95.287 

x = media 

0.754 
1.741 
0.515 

0.993 

0.800 
c1. 641 

80.126 
1.003 
0.649 

64.775 

s = desviaci6n est6ndar 
c.v.= coeficiente de variaci6n 

7.771 
25.98 

4.102 
3.051 

13.873 

10.955 
9.405 

85.850 
12.617 
11.716 
92.852 

E.I. = est6ndar interno (10 ppb AFG1) 
* extractos recuperados en muestras equivolumetricas de 50ml y 
purificadas en columnas 
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Tabla 2. Resultados obtenidos usando los metodoa de columnas de 
·afinidad•fluor6metro y columnas de afinidad-cLAR para aflatoxinas 
presentes en maiz contaminado natural•ente (silo 85) 

-~---------------------------------------------------------------
Muestra 
malla 10 

12 
13 
14 
15 
16 

X 
s 

c.v. 

lectura 
fluor6metro 

ppb 

57 
56 
49 
46 
56 

52.800 
4.969 
9.41¡ 

cuantificaci6n CLAR 
AFB2 Total 

ppl> ppb 

54.137 2.002 56.138 
52.31 2.03 54.34 
44.106 2.166 46.272 
41.54 2.04 43.582 
53.80 2.02 55.82 

49.178 2.051 51.230 
5.912 0.065 5.871 

12.022 3.191 11.461 

------------------------------------------------------------------Muestra 
malla 20 

17 
18 
19 
20 
21 
22 

X 
s 

c.v. 

62 
59 
50 
65 
65 
62 

60.5 
S.612 
9.276 

45.789 1.094 46.88 
36.019 0.704 36.72 
33.99 1.554 35.55 
34.906 1.660 36.56 
38.38 0.687 39.077 
35.20 0.350 35.55 

37.380 1.008 38.389 
4.380 0.521 4.354 

11.717 51.712 11.343 

-----------------------------------------------------------------x = media 
S = desviaci6n est4ndar 
c.v.= coeficiente de variaci6n 
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Tabla 3. Resultados obtenidos usando el a6todo de Thean y col. 
(1980) para aflatoxinas presentes en maiz conta•inado 
naturalmente (silo 85) 

Muestra 
malla 10 

AFB1 
ppb 

AFB2 
ppD 

Total 
ppb 

-------------------------------------------------------------·---23 
24 
25 

X 
s 

c.v. 

Muestra 
malla 20 

26 
27 
28 
29 
30 

X 
s 

c.v. 
x = media 

17.859 
59.051 
34.754 

37.221 
20.70 
55.63 

12.687 
14.561 
9.841 

26.543 
17.147 

• 16.155 
6.390 

39.552 

s = desviación est6ndar 
c.v.= coeficiente de variación 
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6.176 42.035 
5.141 64.192 
1.568 36.322 

4.295 47.516 
2.417 14.727 

56.29 30.981 

1.284 13.971 
0.625 15.186 
0.473 10.314 
1.257 27.8 
0.867 18.014 

0.901 17.057 
0.365 6.610 

40.541 38.758 



Tabla 4. Resultados obtenidos usando el ••todo CB-CLAR para 
aflatoxinas presentes en ma!z contaminado artificialaem:e (20 ppb 
AFB1 + 5 ppb AFB2 ) . 

-----------------------------------------------------------------Muestra AFB1 
malla 10 ppb 

AFB2 
ppb 

Bl + B2 
ppb 

APG1., E. I. 
ppb 

Total 
ppb 

---------------~-------------------------------------------------31 
32 
33* 
34* 
35 

X 
s 

c.v. 

X* 
S* 

C.V.* 

4·.a1a 
10.602 
1.721 
0.262 
9.225 

5.337 
4.524 

84.763 

8.235 
2.987 

36.280 

1.751 
2.645 
0.741 

2.488 

1.525 
1.137 

74.572 

2.294 
0.477 

20.801 

6.629 
13.247 

2.462 
0.262 

11.713 

6.861 
5.639 

82.187 

10.529 
3.464 

32.828 

9.339 
8.663 
9.216 
9.386 

10.445 

9.409 
0.646 
6.87 

9.487 
0.899 
9.487 

15.968 
21.91 
11.67i 
9.64. 

22.158 

-----------------------------------------------------------------x = media 
S = desviación est6ndar . 
c.v.ª coeficiente de variación 
E. I. = Est6ndar interno (10 ppb AFG1) 



· Tabla 5. Resultados obtenidos usando el método CB-CLAR para 
aflatoxinas presentes en maiz contaminado artificialmente (20 ppb 
AFB1 + AFB2) pero distribuyendo todos los extractos recuperados 
en muestras equivolumetricas de 50mL y purificandolas en 
columnas de acuerdo al método ce 

·------~----------------------------------------------------------Muestra 
malla 10 

AFB1 
ppD 

AFB2 
ppD 

Total 
ppb 

-----------------~-----------------------------------------------36A 5.408 2.169 7.577 
36B* o. 749-- 0.961 1.71 
36C 7.942 2.572 10.24 

X 4.699 1.900 6.509 
s 3.648 0.838 4.364 

c.v. 77. 631 44.108 67.047 

X* 6.675 2.370 8.908 
s• 1.791 0.284 1.883 

c.v.• 26.843 12.021 21.137 

-----~-----~~-------~--------------------------------------------malla 20 

37A 6.158 
37B 4.417 
37C 7.01 

X 5.861 
s 1.321 

c.v. 22.547 

x = media 
s ª desviación est6ndar 
c.v.= coeficiente de variación 
* sin los datos de la muestra 36B 

47 

2.387 B.545 
1.993 6.41 
0.666 7.676 

1.682 7.543 
0.901 1.073 
0.536 14.232 



Tabla 6. Resultados obtenidos usando los métodos columnas de 
afinidad-fluor6metro y columnas de afinidad-CLAR para 

·aflatoxinas presentes en maiz contaminado artificialmente (20 ppb 
AFB1 + 5 ppb AFB2) 
-----------------------------------------------------------------Lectura 
Muestra fluor6metro 
malla 10 ppb 

cuantificaci6n CLAR 
AFB1 · AFB2 Total 

ppb ppb ppb 

-----------------------------------------------------------------38 43 24.895 4.714 27.25 
39 43 20.643 4.877 25.51 
40 48 21.139 4.580 25.719 
41 42 22.158 5.158 27.25 
42 47 19.652 5.041 24.693 

blanco o 

X 44.6 21.697 4.874 26.084 
s 2.701 2.002 0.234 1.131 

c.v. 6.057 9.230 4.818 4.335 

-----------------------------------------------------------------x = media 
s = desviaci6n est6ndar 
c.v.= coeficiente de variaci6n 

Tabla 7. Resultados obtenidos usando los métodos columnas de 
afinidad-fluor6metro y columnas de afinidad-CLAR para aflatoxinas 
presentes en maiz contaminado artificialmente (15 ppb AFB1 , 3 ppb 
AFB2 , 1 ppb AFG1 y 1 ppb AFG2) 

lectura cuantificaci6n CLAR 
Muestra fluor6metro AFB1 AFB2 AFGl AFG2 Total 

~~~~~-~~------~~~------------~~~-----~~~-----~~~-----~f~-----~~~-
43 
44 
45 
46 
47* 
48 

blanco 

X 
s 

c.v. 
X* 
S* 

c.v.• 

x = media 

27 
25 
26 
29 
28 
24 

1 

26.5 
1.870 
7.059 

26.2 
1.923 
7.342 

S = desviaci6n est6ndar 

8.730 
8.147 
8.403 
9.135 
3.242 
9.828 

o 

7.914 
2.363 

29.869 

8.848 
0.660 
7.466 

c.v.= coeficiente de variaci~n 
* sin los datos de la muestra 47 

48 

2.545 
2.120 
2.282 
2.901 
2.563 
3.074 

o 

2.580 
0.360 

13.959 

2.584 
0.402 

15.581 

1.804 
1.780 
1.365 
1.657 
0.928 
1.654 

o 

1.531 
0.334 

21.829 

1.652 
0.174 

10.566 

0.149 
0.020 
0.832 
0.626 
1.021 
0.583 

o 

0.539 
0.387 

71.826 

13.23 
12.068 
12.883 
14.320 

7.755 
15.141 

o 

12.566 
2.593 

20.642 

0.442 . 13.528 
0.342 1.210 

77.533 8.951 



Tabla 8. Resultados obtenidos usando el método Thean y col. 
(1980) para aflatoxinas presentes en maiz contaminado 
artificialmente (15 ppb AFB1, 3 ppb APB2, 1 ppb AFG1, 1 ppb AFG2 

Muestra 
malla 10 

49 
so 
51 
52 
53 

X 
s 

c.v. 
x = media 

AFBl 
ppb 

10.628 
9.6 

10.752 
9.226 
9.3 

9.991 
o. 734 
7.422 

AFB2 
ppb 

1.322 
1.269 
1.387 
1.237 
1.290 

1.301 
0.057 
4.395 

s = desviaci6n est6ndar 
c.v.= coeficiente de variaci6n . 

AFGl 
ppb 

0.902 

AFG2 
ppb 

0.128 
0.095 
0.143 
0.081 
0.089 

0.107 
0.026 

25.034 

Total 
ppb 

12.078 
11.866 
12.282 
10.544 
10.679 

11.489 
0.816 
7.206 

Tabla 9. Comparaci6n entre los métodos analiticos usados para la 
determinaci6n total de aflatoxinas en muestras de maiz 
contaminado naturalmente y artificialmente. 

CB-CLAR 

CA-F 

CA-CLAR 

maiz 
contaminado naturalmente 

AF 1 s 
ppb 

malla 10 15.39 

malla 20 10.96 

malla 10 52.8 

malla 20 60.5 

malla 10 51.23 

malla 20 38.39 

m 10 47.52 
Thean y col. 

m 20 17.06 

49 

maiz 
contaminado artificialmente 

c.v. 

8.13 

85.85 

9.41 

9.28 

11.46 

11.34 

30.98 

38.76 

AF 1 s 
ppb 

c.v. 

9.5 (25) 9.49 

44.6 (25) 6.06 

26.5 (20) 7.06 

26.1 (25) 4.34 

13.5 (20) 8.95 

11.5 (20) 7.21 



TABLA 10. Costos para el mttodo CB (Pesos mexicanos) 

-----------------------------------------------------------------Reactivos Cantidad Costos cantidad Costos 
reactivo reactivo an4lisis 

-----------------------------------------------------------------Celite 35g • 30,000 500g 2100,00 
Sulfato de 20g 168,340 10kg 336.68 
sodio 
Silica gel lOg 190·,575 1000g 1905.75 
Carbonato 0.3g 51,475 500g 30.88 
de cobre 
Fibra de 2g 17,000 500g 68.00 
vidrio 
Cloroformo 400ml 32,175 1000ml 12,870.00 
Hexano 150ml 6,500 1000ml 975.00 
Eter 150ml 160,564 18000ml 1,337.70 
etilico 
Metanol 4.5ml 14,220 9000ml 7.11 
TFA 0.2ml 21,458 100ml 42.91 
Papel Whatman 1 250 100 2.50 
Agua destilada 25ml 6,000 18lts 8.30 
Hipoclorito 20ml 5,700 1000ml 114.00 
de sodio 
Metanol CLAR 8.5ml 67,827 4lts 143.976 
Ac.ac6tico 2.8ml 20,303 llt 57.461 
NaOH 0.113ml 31,274 500g 7.08 

-----------------------------------------------------------------Total reactivos $20,018.55 
-----------------------------------------------------------------Equipo 

Agitador 
Rota-vapor 
Campana de 
extracción 
Bomba de vacio 
Tanque de 
nitrógeno 
cromatógrafo 
de liquidos 
Balanza 
granataria 

Ntuuero Costo Depreciación 
piezas unitario a 5 años y 

energ1a 

1 2,128,000 36.9 
l. 2,912,829 252.8 

1 27,500,000 716.1 
1 730,588 0.8 

1 380,000 2.2 

1 82,000,000 4,270.8 

1 386,400 1.1 

Tiempo de uso 
(por anAlisis) 

30 
30 

45 
2 

10 

90 

5 
-----------------------------------------------------------------Total de equipo $ 5,280.77 

-----------------------------------------------------------------Costo total por an6lisis $ 25,299.25 
--------------------·--------------------------------------------
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Tabla 11. Costos para el m6todo Columnas de afinidad-fluor6metro 
(pesos mexicanos) 

Reactivos Cantidad Costo 
reactivo 

cantidad 
reactivo 

Ketanol 80ml 
Agua destilada 80ml 
Metanol HPLC 1ml 
Revelador 1ml 
NaCl Sg 
Papel predoblado 1 
Papel fibra 1 
de vidrio 
columna Aflatest 1 
y celda 
Hipoclorito de s 
sodio 

Total reactivos 

Equipo Nflmero 
piezas 

Campana de 
extracci6n 
Fluor6metro 
Balanza 
granataria 

Total de equipo 

1 
1 

1 

51,147.4 4lts 
6,000 1.Blts 

67,827 4lts 
7,214,065 30ml 

5,000 1kg 
149,408 100 
.249,211.9 100 

4,601,766.4 100 

5,700 llt 

Costo Depreciaci6n 
unitario a 5 aftos y 

27,500,000 
62,000,000 

386,400 

energia 

716.1 
3,500.0 

1.1 

$ 4,217.2 

Costo 
anAlisis 

1,022.94 
27.00 
16.95 

2,404.00 
25.00 

1,494.08 
2,492.11 

46,018 

28.5 

$ 53,528.28 

Tiempo de uso 
(por an&lisis) 

45 
1.5 

5 

-----------------------------------------------------------------
Costo total por an4lisis $57,745.48 
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Tabla 12. costos para el átodo de c~lwmaa de afinidad-cLAR 

-------------------~----------------~--------------------------Reactivos Cantidad Costo cantidad Costo 
reactivo reactlvo analisis 

-----------------------------------------------------------------Metanol 80ml 51,147.4 4lts 
Agua destilada aoml• 6,000 1.alts 
Revelador 1ml 72,140.65 30ml 
Acetonitrilo 2ml 153,895 llt 
HPLC 
Hexano HPLC 0.2ml 177,100 4lts 
NaCl 5g 5,000 1kg 
Papel predoblado 1 149,408 100ml 
Papel fibra 1 249,211.9 100 
de vidrio 
Columna Aflatest 1 4,601,766.4 100 
y celda 
Metanol HPLC 7.07ml 67,827 4lts 
TFA 0.2ml 21,458 100ml 
AC.acético 2.3ml 20,303 llt 
NaOH 0.094g 31,274.25 500g 
Hipoclorito 5ml 
de sodio 

Total reactivos 

Equipo 

Campana 
de extracci6n 
Cromat6grafo 
de liquidos 
Balanza 
granataria 
Tanque de 
nitr6geno 

Huero 
piezas 

1 

1 

1 
1 

5,700 llt 

Costo Depreciación a 5 
unitario ados y energia 

27,500,000 716.1 

a2,ooo,000 4,270.8 

386,400 1.1 
380,000 2.2 

1,022.94 
27.00 

2,404.00 
303.79 

8.85 
25.00 

1,494.08 
2,492.11 

46,018.00 

119.96 
42.91 
47.87 
5.87 

28.5 

$ 54,049.43 

Tiempo de uso 
(por an6lisis) 

min 

20 

20 

5 
10 

-----------------------------------------------------------------Total de equipo $ 4,990.2 

Costo total por an4lisis $ 59,039.63 
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Tabla 13. Costos para el método Thean y col. ( 1980) (pesos 
mexicanos) · 
-----------------------------------------------------------------Reactivos cantidad Costo 

reactivo 
cantidad 
reactivo 

Costo 
an6lisis 

--------------------~~-------------------------------------------Celite lOCJ 30,000 500g 600 
Sulfato de 6g 60,569 1kg 363.41 
amonio 
Metano! 160Jlll 14,220 9lt 252.80 
Agua destilada 120ml 6,000 18lt 40.00' 
Cloroformo 12.8ml 32,175 llt 413.45 
Hexano 3.5ml 6,500 llt 26.00 
Eter etilico 2.0ml 160,524 18lt. 17.84 
Etanol 0.15ml 8,500 llt 1.28 
Cartucho 1 653,683.00 50 13073.66 
sep-pack 
Hipoclorito 20ml 5,700 llt 114.00 
de sodio 
NaOH 0.113g 31,274.25 500g 7.08 
Ac.acético 2.83ml 20,303 llitro 57.46 
Metanol HPLC 8.5ml 67,827 4litros 143.97 

-----------------------------------------------------------------Total reactivos $ 15,122.16 

Equipo Nmiero Costo Depreciacitm a· 5 Tiempo de uso 
piezas unitario anos y energla (por an6lisis) 

min 
---------.-----.----~ .-----------------------.------------------Agitador 1 2,12s,ooo 36.9 30 
Rota-vapor 1 2,912,829 252.8 150 
Campana de 
extraccit>n 1 27,500,000 716.1 45 
Bomba 1 730,588 o.a 2 
de vaci6 
Tanque 1 380,000 2.2 10 
de nitrt>geno 
Cromatt>grafo 1 82,000,000 4,270.8 90 
de liquides 
Balanza 1 386,400 1.1 5 
granataria 

Total de-equipo $ 5,280.7 

costo total por an4lisis $ 20,404.86 
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Tabla 14. Promedio de costos de lo• a6todos uaadoa para la 
cuantificaci6n de aflatoxinas (peso• mexicanos) 

Eat6ndar cantidad 
aflatoxina g 

costo 
$ PM 

Cantidad 
reactivo, lJ 

Costo 
muestra$ PM 

-----------------------------------------------------------------

Total 

Método 

CB-CLAR 

CA-F 

CA-CLAR 

Thean y 

1.501-08 
I.501-08 
l.SOE-08 
l.SOE-08 

col. 

Reactivos 
$ PM 

20,018.55 

53,528.28 

54,049.43 . 
15,122.16 

57,725 
90,187 
61,050 
99,345 

0.001 
0.001 
0.001 
0.001 

Uso de equipo Tiempo 
$ PM min 

5,280.7 210 

4,217.2 10 

4,990.2 60 

5,280.7 260 

0.79 
1.35 
0.92 
1.49 

4.55 

costo total 
$ PM 

25,299.25 

57,745.48 

59,039.63 

20,402.86 

----------------------------------------------------------------
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b1 d 

ffl 
M 13:I . 

ffi 
~. 
~ 

... , 

NAMI::. PPB RT AREA BC RF 
AFLA G1 11.363 4. 78 546037 02 48053.S47 ,., 

0. 5. 2 34485 03 ,:,, 

AFLA B1 17.17 6. 6 1116546 01 65028.85'3 
4 0. 9.31 28172 01 AFLA B2 0. 807 12.82 97263 01 120524.164 

TÓTALS 29. ?,4 182.2503 

Fig.. 4 Cromatograma de la cuantificación de aflatoxinas por el 
método CB-CLAR para maiz silo 85. 
* AFG1 es el estindar interno 
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NHME PPB RT ARÉA BC RF 

AFLA G1 11.073 4.83 5J2187 01 48061..682 
AFLA B1 9.225 6. 64 602398 01 65J00.596 
AFLA G2 -.082 9.29 12455 01 1. 
AFLA B2 2.488 12.88 202562 01 81415:595 

TQIBLS . 22, 70L__ ----- . 1349602--.. -· 

Fig. 5 Cromatograma de la cuantificaci6n de las aflatoxinas por 
el método CB-CLAR para· maiz contaminado artificialmente 
(~Oppb de AFB1 y Sppb AFB2 ) 
* AFG1 es el estindar interno 
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1 
AFLA B1 
AFLA B2 

111 
ffl 
i,s 

tiiJ 
Cl1 

..,.¡ 
..-1 In 

PPB 

0. 
58. 705 
1. 403 

··-. 
n 

v 
M ~ . 
(·,J et:: 
..,.¡ LLI 

RT AREfi BC RF 

3.51 27690 01 
6. 47 3056647 01 52067.916 

12.34 234718 01 167297.22 

TOTALS 60.108 3319055 
Fig. 6 Cromatograma de la cuantificaci6n de aflatoxinas por.el 

método columnas . de afinidad-CLAR para maiz contaminado 
naturalmente silo 85 
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NPME 

AFLA B1 
AFLA B2 

TOTALS 

PPB 

26.466 
6.253 

32.719 

l(') 
M 

Ñ 
'l"I 

RT AREA BC RF 

6.45 1518405 01 57371.911 
12.35 549466 01 87872.381 

2067871 

Fig. 7 Cromatograma de la cuantificaci6n de aflatoxinas por el 
método columnas de afinidad-CLAR para maíz contaminado 
artificialmente (20ppb de AFB1 y 5ppb de AFB2) 
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NAME PPB 

AFLA B1 1~-818 
AFLA B2 S.~69 

TC,i!LS ll.C127 

0..0 
M . 
N 
-.i 

RT 

6.43 
12.36 

AREA BC· RF--

JJ1248 01 61251.479 
161506 01 74461.042 

·-- 492754 --

Fig. 8 cromatograma de la cuantificaci6n de aflatoxinas por el 
método Thean y col. para ma1z contaminado naturalmente 
silo 85 
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("-.J 

11') 
V . 

ftl i, 
"Ji 11") 

M O'l 

G:I . 
!"- V 

N 

rlAMÉ-- PP8 --RT AREA BC RF 

AFLA 81 9.226 6. 42 346190 01 J:7523.304 
AFLA G2 -. 081 7. 95 1799:1. 01 1. 
AFLA82 1. 237 12. 24 89640 01 72465.643 

~OI81 S ·10 1:82 . .453821 

Fig. 9 cromatograma de la cuantificaci6n de aflatoxinas por el 
método Thean y col. para maiz contaminado 
artificialmente (15ppb de AFB1 , 3ppb de AFB2 , lppb de 
AFG1 y 1 ppb de AFG2) 
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v. c;mrc;r,ua¡opa X : '1' .... '. 1) , 

Dentro de las conclusiones y recomendactones que pueden 

destacarse en este trabajo, está la selecci6n de una metodolog1a 

anal1tica especifica a las necesidades de los laboratorios de 

certificaci6n y control en particular. Si el volwaen de llUaatras 

es muy grande, el método de .columnas de afinidad-fluor6metro 

(Aflatest) ea el adecuado a pesar de su costo inicial, ya que as 

compensado por su m1nimo tiempo de anllisis y el prorrateo de 

ese costo entre el n1imero de muestras analizadas. Además, desde 

el punto de vista de.seguridad laboral, es el mis seguro, ya que 

no utiliza est6ndares de aflatoxinas, ni solventes quimicos en 

grandes cantidades. La desventaja que tiene el método, es que 

s6lo cuantifica la cantidad de aflatoxina total presente en la 

muestra. Para trabajos de investigaci6n, en los cuales se 

requiera saber la cantidad de cada aflatoxina presente en la 

muestra, la combinación de los métodos Aflatest-CLAR es la 

adecuado, por ser una combinaci6n de métodos exactos y precisos, 

Asimismo, se recomienda este método en la certificaci6n para los 

granos, particularmente para los granos que serán empleados en el 

consumo humano directo e indirecto ( granos para consumo animal 

cuyos productos seaQ destinados al consumo humano) ya que es 

posible cuantificar cada uno de los tipos de aflatoxinas. 

Respecto al método CB, aunque es un método tradicional y se 

encuentra registrado por la AOAC, resulta ser un método lento y 

laborioso asi como de alto riesgo para. el analista por la 



cantidad de reactivos que utiliza. Ade•6a la precisi6n y 

exactitud es cuestionable ya que depende de varios factores, como 

la preparaci6n de las columnas, el tiempo de eluci6n y la calidad 

de los reactivos. 

El método de Thean y col. (1980), aunque result6 ser el m6s 

barato, su costo no justifica su inexactitud e i11precisi6n asi 

como el tiempo empleado en su realizaci6n. 

Se recomienda utilizar reactivos quimicos de buena calidad y de 

lotes uniformes. Es decir, escoger los disolventes que brindan 

los mejores resultados (en cuanto a recuperaci6n de aflatoxinas 

por el método elegido) y su constante utilizaci6n ya que la 

variaci6n de este par611etro altera los resultados en una forma 

considerable. 

Otro factor a considerar es el muestreo, porque de éste depende 

que se tenga una representaci6n real de lo que se quiere 

analizar. En el caso particular de las aflatoxinas es de suma 

importancia, porque se encuentran distribuidas de una manera 

heterogénea y azaroza, ya que, si se elige un método altamente 

confiable y no se realiza un buen muestreo, se tendrán resultados 

falsos. 

Por dltimo y aunque no es sujeto de este trabajo, debe existir un 

sistema legal que respalde un trabajo anal!tico ya que debido a 

la complejidad de las cadenas de distribuci6n de los alimentos y 

a la posibilidad de conflictos de intereses, estos laboratorios 

anal1ticos pueden ..estar sujetos a presiones no solamente 

pol!ticas sino sociales. Un resultado negativo de estas presiones 
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tendr1a como consecuencia un problema grave de salud pQblica. Por 

. otro lado, en otros pa1ses el costo de estos análisis va por 

cuenta de los interesados, por lo que la legislaci6n mexicana 

deberá contemplar, tanto los mecanismos de pago de estos análisis 

de calidad, como la necesidad de que estos se realicen también 

alos alimentos de importaci6n estableciendo normas que garanticen 

la salud de la poblaci6n. 
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MIIRJQI 1 

LABORATORIOS ARALITICOS PAJtA APL&'!OXIlfAS 

Todas las dependencias oficiales y privadas asignadas para 

efectuar al anlliais cualitativo y cuantitativo de aflatoxinas, 

involucran el uso de reactivos-qu!micos peligrosos para la salud, 

incluidos los propios eat6ndares de las aflatoxinas. Por ello, ~l 

personal adscrito .a estas tareas requiere de ex6menes médicos 

peri6dicos. Es importante que, como en todo laboratorio que use 

sustancias qu1micas, se conozcan las recomendaciones que 

involucran su uso y, particularmente, en el an4lisis de 

aflatoxinaa se requiere de un entrenamiento para su manejo. 

Los anllisis requeridos durante esos ex6menes m6dicos peri6dicos 

son: 

* Audiogrua, 

* An4lisis de -la qu!mica sang!nea (funclon hepitica TGO, 

TGP), 

* AnAlisis de orina (creatinina, urea, glucosa), 

* Citologia de esputo, 

* Citolog!a del sedimento urinario, 

* Historial médico con especial. atención a la ingesti6n de 

bel:>idas alcoh6licas, 

* Rayos X del t6rax. 

1. REGLAS DE SALUD Y SEGURIDAD 

El personal que trabaja en el laboratorio de an6lisis de 

aflatoxinas debe guardar las siguientes medidas de control: 

68 



(a) Alaacenar loa reactivos y el equipo fuera de la campana, 

· (b) Alaacenar en el refrigerador las aoluci6nea est6ndarea. de 

aflatoxinas, 

(c) Almacenar los reactivos qulmicos en lugares donde no 

obstaculicen l.os movimientos o causen desorden en la mesa de 

trabajo. No almacenar soluciones a una altura superior a lm 

arriba del nivel del piso, 

(d) Etiquetar todos los frascos y contenedores, 

(e) No fwnar, comer, beber dentro del laboratorio, 

(f) Lavarse las manos inmediatamente comer, fumar, beber, 

(g) Usar bata de iaboratorio, guantes tipo vinil, un casco o una 

gorra, mascarilla y lentes de seguridad cuando se trabaja. 

(h) La mascarilla debe ser del tipo 3M modelo 8710 o tipo moldex 

modelo 2200, 

(i) lfo usar la ropá de protecci6n fuera del laboratorio para 

evitar contaminaciones externas, 

(j) Moler las muestras en un recinto cerrado con control de 

salida de gases. Estos deben ser evacuados a una velocidad 

adecuada para limitar y transportar las partículas lejos del 

lrea del laboratorio acumulAndolas y tratAndolas con 

hipoclorito de sodio antes de eliminarlas, 

(k) Analizar las muestras con luz "negra" solamente sobre 

superficies planas no reflexivas, 

(1) Preparar las soluciones y efectuar los anAlisis dentro de la 

la campana, cuyos gases sean dirigidos al mismo dueto del 

cuarto de molienda, 

(m) Colocar los disolventes usados (cloroformo, tolueno, acetona, 
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etc) y soluciones en frascos etiquetados, imperaeables y 

herméticamente sellados para su confinamiento controlado. La 

cantidad total de desechos quimicos en el laboratorio no 

debe exceder de 4 litros por d1a (para 11qQidos). También es 

indispensable que se tengan los mecanismos para disponer de 

todos desechos generados, de acuerdo con las leyes 

existentes. Si se cuenta con la infraestructura, es 

importante que los disolventes usados puedan ser reducidos en 

volumen por evaporaci6n, para minimizar los problemas de 

disposici6n, 

(n) Poner todo el material de vidrio utilizado en una cubeta que 

contenga una soluci6n de hipoclori to al 5 1. Lavar el 

material en esta soluci6n y dejarlos por espacio de 15 

minutos y lavar después perfectamente con agua antes de ser 

reutilizados, 

(o) Poner todas las muestras sobrantes y todas las porciones de 

muestras, desde lotes, sublotes y minicolum.nas positivas, en 

bolsas imperméables y etiquetadas como "material 

biopeliqroso". Si al final de la experimentaci6n con las 

muestras, el lote o sublote es positivo proceder a la 

descontaminaci6n antes de eliminarlo, 

(p) Descontaminar todos los desechos contaminados con una 

soluci6n de hipoclorito antes de ser enviados a su destino 

final, 

(q) Limpiar las &reas y materiales contaminados por accidentes 

ocurridos (i.e. esparcimiento del contenido de frascos rotos 

con soluciones de aflatoxinas, con hipoclorito de sodio al 5 

70 



o 61. Usar una parte de blanqueador por 10 partes de material 

desparramado. El tiempo de contacto debe ser de 15 min. Poner 

los materiales descontaminados y limpios en un fregadero, 

lavarlos con agua y expulsar los desechos liquidas a la 

alcantarilla. Poner los desechos s6lidos en una bolsa de 

pl&st.ico, cerrarlos perfectamente y enviarlos a los tiraderos 

controlados etiqvetados como residuos peligrosos. En el caso 

de disolventes desparramados, absorberlos de las mesas de 

trabajo o lugar contaminado con un material absorbente y 

poner ese material bajo la campana hasta que todo el 

disolvente haya sido evaporado del material absorbente y 

depositarlo en una bolsa de pl6stico y enviarlo al lote que 

va al tiradero controlado, 

(r) Colocar las muestras sobrantes, los lotes y sublotes 

positivos y las minicolumnas positivas, los desechos de la 

molienda, el papel filtro, las puntas de pipeta usadas, los 

guantes y lentes de plástico desechables usados, en una 

bolsa de pl6sticó, colocar esta bolsa dentro de una segunda 

bolsa de plás;ic:o y cerrarla perfectamente etiquetando la 

bolsa como "material tóxico" y ponerla en el mismo lote que 

va al tiradero controlado, 

(s) La ropa de laboratorio lavable usada durante la molienda y 

anAlisis de las muestras, debe ser depositada en bolsas 

etiquetadas para mandarla a una lavander1a especial que 

emplee hipoclorito de sodio, 
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(t) Limpiar las áreas de trabajo y todas las superficies ~el 

laboratorio con una soluci6n de hipoclorito al 5-61 al .·final 

de cada d1a de trabajo, 

2. INSTALACIONES FISICAS 

Los responsables de 1os laboratorios anal1ticos deben garantizar 

que existan 6reas de trabajo con superficies planas,· "°. 
reflectivas y· de fácil acceso para que el examen rutinario con 

luz "negra" indique la existencia de 6reas contaminadas. Para··· 

ello es importante que no haya ventanas o que és~,s cierren 

herméticamente para evitar la entrada de luz, al realhar este

trabajo. 

Deben de existir recipientes de metal inoxidable resi~tente al. 

hipoclorito de sodio impermeables y perfectamente sellados en los 

cuales se almacenen temporalmente los liquidas inflamables y el 

material biodaftino (antes de ser enviados a los confinamientos 

controlados. 

En pa1ses desarrollados, con normas ecológicas estrictas, se han 

aprobado disposiciones para facilitar el envio de estos residuós 

peligrosos a los confinamientos o tiraderos controlados. 

Deben existir en los laboratorios seftalamientos como las 

siguientes: 

bebidas ni 

"Material biopeliqroso. D.Q. ingerir alimentos Q 

fumar". "usar mascarilla. bata ~ lentes ª 
seguridad". "material inflamable presente". En los refrigeradores 

y otros sitios de almacenamiento debe especificarse con esos 

letreros que hay "material biopeligroso presente. D.Q introducir 

alimentos Q bebidas"·. 
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otra recomendaci6n importante es la de mantener un almacén, 

limitado de reactivos inflamables en el laboratorio (es deseable 

que no sobrepase de 10 litros). 

Con respecto de la ubicaci6n del propio laboratorio anal!tico y, 

particularmente del .que analiza aflatoxinas, si éste estl 

localizado en un edificio en el cual existan otros departamentos 

se debe contar con las siguientes condiciones m!nimas: 

1) Localizaci6n: El laboratorio debe estar localizado a una 

distancia minima de 30 m de la base de cualquier elevador a 

la parte superior del edificio. Esta distancia deberl estar 

sujeta a negociaci6n para evitar la posible entrada de 

contaminantes al cubo del elevador, 

2) El laboratorio anal1tico de aflatoxinas debe estar aislado de 

los laboratorios no ocupados por una barrera contra el fuego, 

teniendo como m19imo una hora de resistencia la fuego. La 

barrera consistirá de pisos, techos y paredes interiores. 

Todos los pasillos y otras entradas que conduzcan a su 

interior deberán ser provistas con puertas resistentes al 

fuego teniendo l hora de resistencia. La entrada de estas 

puertas no deberá estar bloqueada. Finalmente, el espacio 

disponible para las determinacion~s analíticas de aflatoxinas 

debe estar separado de los sistemas de calefacci6n central, 

ventilaci6n y aire acondicionado por un regulador de cierre 

automático de fuego en los duetos de la calefacción, 

ventilaci6n y aire acondicionado cercanos a la barrera de 

fuego 6 por el t1so de un separador de los s-istemas de 
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calefacci6n, veatilaci6n y aire acondicionado para el 

laboratorio. 

3) Sistema eléctrico: El espacio del labdratorio cleber6 eatar 

provisto con un generador eléctrico propio para el caso de 

una emergencia. Debe tener ilwainaci6n artificial suficiente 

y brillante, de acuerdo a los est6ndares \nternacionales. Un 

sistema trif6sico · es satisfactorio. Las instalaciones de 

corriente eléctrica deber6n ser instaladas a travts de un 

techo que sirva como una barrera al fuego. Las instalaciones 

suapendidas abajo de loa techo• son aceptables. 

4) Plomeria: El l¡aboratorio deber& estar prpvisto de una 

instalaci6n que tenga agua potable fria y caliente y de 

conecciones a fosas sépticas donde pueda introducirse el 

hipoclorito de sodio antes de enviar los efluentes liquidas a 

la red de alcantarillado. 

5) Campanas: El laboratorio deberá contar con campanas que tengan 

duetos controlados donde los gases sean tratados con 

disoluciones de hipoclorito de sodio antes de que salgan al 

exterior del edificio. Estos duetos requieren de una abertura 

de 15 a 20 cm de di6metro en la salida para evitar caldas de 

presi6n elevadas. 

Es recomendable que estos laboratorios anal1ticos para 

aflatoxinas estén ubicados en edificios pequeños usados 

exclusivamente para este prop6sito. 



Si la construcci6n es adecuada, no se requiere una barrera para 

el fuego. Tampoco son necesarias las puertas resistentes al 

fuego, los reguladores del fuego en calentamiento y los duetos de 

ventilaci6n y aire acondicionado. 

Seri necesario establecer programas continuos de entrenamiento 

del personal adscrito al laboratorio anal1tico de aflatoxinas, ·a 

través de una oficina de entrenamiento 6 un programa de 

entrenamiento para los empleados del laboratorio, sobre los 

seftalamientos que deben acatarse, ya que la rutina genera laxitud 

en el seguimiento de las normas de seguridad. El programa 

peri6dico debe incluir: 

a) Informaci6n actualizada de las condiciones y manejo de las 

aflatoxinas 

b) Etapas necesarias para protegerse contra las aflatoxinas, 

incluyendo higiene personal, equipo de protecci6n personal y 

métodos para descontaminar 

.. e) Prop6sito, cuidados adecuados y limitaciones del uso de 

mascarillas y otro•equipos de protecci6n 

<'d) Prop6sito y descripci6n del programa médico .... 
-';: e) Ingenier1a, 

métodos 

prácticas de trabajo y controles, incluyendo 

_,,-": .. :·f) Revisi6n de las normas vigentes ecol6gicas y de salud. 
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ugprc;1 n 

LEGISLACION SOBRE MANEJO DE ALIKllffOS CONTUIRADOS COR 

AFLATOXINAS 

La Organizaci6n de las Racionas Unidas, (ONU), la Organizaci6n 

Mundial de la Salud (OMS) . y los comit6s internacionales de 

expertos sobre la nutrici6n han recoaendado que los niveles de 

aflatoxinas en suplementos protalnicos no deben exceder de 30 

ppb, aunque un limite mls bajo (incluso cero) sea preferido si 

las necesidades y disponibilidad de fuentes de prote1na no son 

criticas. 

Para forrajes, en varios pa1aes se sigue al c6digo de prlcticas 

preparado por la Asociaci6n Nacional de Productor~s de Alimentos 

Balanceados de los EEUUA. Este c6digo recomienda la limitaci6n 

sobre el uso de suplementos prote1nicos contaminados con 

micotoxinas en mezclas de alimentos para animales. Dependiendo de 

la edad y la especie sugieren concentraciones que van, desde cero 

para aflatoxinas en alimentos para patos, pavos, pollitos, hasta 

un miximo de 2. 51 para ganado bovino no lactante y 51 para 

ovejas. 

En Estados Unidos, la oficina responsable de la regulaci6n de 

alimentos y medicamentos "Food and Drug Administration" (FDA) , 

ba declarado que rio hay tolerancia para las aflatoxinas en ning1ln 

alimento, ya sea para personas o animales. sin embargo, se ha 

aceptado un limite, por debajo del cual no,se aplican sanciones, 

como la destrucci6n del lote contaminado por incineraci6n. Este 

limite es de 20 microgramos por kilogramo de muestra en anilisis 

rutinarios de productos. 
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La diluci6n para loc¡rar niveles inferiores a 20 microgramos de 

aflatoxinas por kilogramo de producto no estl vedada en Estados 

Unidos, lo que promueva esta prictica desleal, sobre todo para 

exportaciones a paises con legislacionu poco proteccionistas, 

como, la de M6xico. 

Hasta la fecha, las normas reguladoras internacionales ae ba~an 

mis en consideraciones legales que en la inforaaci6n 

experimental. Las cifras actuales de normati vidad legal son el 

resultado de experimentos que pretenden demostrar un efecto y no 

establecer niveles de seguridad para la salud p6blica. 

Consecuentemente, se ha ignorado uno de los aspectos mis 

importantes de las áflatoxinaa: su capacidad de interactuar con 

otros factores. Los experimentos 11ejor diseftados y los anllisis 

estadisticos han demostrado la imposibilidad prlctica y te6rica 

de determinar en el laboratorio una dosis m6xima permisible de 

aflatoxinas en alimentos para consumo animal. Estudios 

epidemiol6gicos combinados con experimentos de laboratorio y 

aná.lisis estadisticos confiables, han permitido establecer una 

dosis mixima permisible basada en criterios de seguridad de 10 

ppb (microgramos de aflatoxina por kilogramo de alimento) ~ Sin 

embargo, son necesarios nuevos experimentos que permitan sentar 

las bases te6ricas de las interacciones de las aflatoxinas, antes 

de que sea posible d•terminar una dosis má.xima en las dietas. En 

consecuencia, en la comunidad cient!fica mundial, se considera 

que ning'lln nivel de aflatoxina está. exento de peligro y que, 

consecuentemente, no deben mantenerse los lotes contaminados sino 

destruirse. 
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MIIPXCI lll 

MUESTREO 

Dentro de las técnicas de cuantificaci6n de la• aflatoxinas es de 

vital importancia considerar los m6todos de muestreo, ya que se 

necesita obtener muestras representativas. Es importante debido a 

que el resultado podr6 ser auy preciso pero no exacto y tal vez 

esté muy alejado del valor real, lo que lleve a la toma de 

decisiones equivocadas. 

El muestreo consiste en la obtenci6n de una porci6n 

representativa de un lote, estiba, unidad de transporte o bodega, 

con el fin de conocer su calidad a través de su análisis. Esta 

operaci6n se debe hacer teniendo la conciencia de que el anAlisis 

que se efectde indicará la calidad del producto. Un muestreo 

deficiente producirá resultados err6neos aunque el análisis sea 

muy preciso. 

El muestreo deberá realizarse con el equipo id6neo y por el 

personal calificado que haya sido entrenado para ello. Adn cuando 

se sabe que el tiempo es una variable muy importante, sobre todo 

para los distribuidores de alimentos, es necesario tomarse el 

tiempo m!nimo preciso para hacer el trabajo correcto, informando 

lo que se considere de utilidad al realizar el análisis, por 

ejemplo: 

- presencia de palomilla 

- presencia de gorgojos 

- presencia de foco de calentamiento y/o apelmazamientos 
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- presencia de pi,!dras, excretas de roedores, productos 

metab6licos de hongos o bacterias y cualquier otro 

contaminante. 

El equipo de muestreo debe seleccionarse dé acuerdo con el 

alimento que va a ser estudiado, considerando sus caracteristicas . . 
fisicas y químicas y la forma en que.esta alaacenado (a granel o 

envasado). Para ello, se requieren, por ejemplo: 

a) Caladores de mano (productos envasados) 

b) Sondas de alvéolos (para muestreo de productos a granel) 

c) Muestreador de profundidad tipo bala 

d) Muestreador tipo pelicano 

e) Muestreador Ellis 

f) Muestreador mecinico de banda de cangilones 

Para los caladores de mano, las dimensiones mis comunes son: 

Tipo de grano 

malz y frijol 
trigo y sorgo 
arroz y ajonjoll 

Longitud (cm) 

35 a 55 
35 a 55 
25 a 35 

Diimetro (cm) 

3.0 
2.5 
2.0 

Las sondas de alvéolos pueden ser de aluminio o de bronce y 

diferentes medidas: 

Longitud, m 

1.60 
1.80 
2.40 
3.00 
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No. de alvéolos o aberturas 
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Los muestreadores de profundidad tipo bala•• eaplean cuando loa 

granos presentan profundidades hasta de 7 •· Para su uso • 

emplean extensiones de varilla de 1 •que•• acoplan al calador 

de acuerdo a los requeriaientos del auaatreo. 

Los muastreadores de tipo pal1cano se usan para flujos o 

corrientes de grano a granel en bandas transportadoras y sobre 

todo en las caldas da carga o descarga. Batan construidos de lona 

o piel y tienen una longitud de 45 ca, un ancho de 25 cm y una 

profundidad de 15 cm. 

El muestreador tipo Ellis obtiene muestras de productos a granel 

en movimiento de una banda transportadora y est6 fabricado, en 

general, con alumini•. 

El muestreador meclnico requiere de menor labor manual. Esti 

instalado al final de una banda transportadora o en alg6n 

conducto, obteni6ndose la muestra por cortes peri6dicos regulados 

por un cron6metro eléctrico. 

El muestreo y an6lisis debe efectuarse principalmente en las 

siguientes situaciones: 

A) Antes del almacenamiento: para conocer su calidad y los 

factores determinantes para su conservaci6n. 

B) Durante el almac;.enamiento: peri6dicamernte para vigilar su 

calidad y estado de conservaci6n. 

C) Después del almacenamiento: conocer la calidad después del 

almacenamiento en bodegas o en el transporte. 
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D) En puertos y front11ras: certificar su calidad en furgones, 

barcazas y barcos. 

El procedimiento de muestreo varla de acuerdo al volumen y la 

forma de almacenamiento o manejo del grano, teniéndose las 

siguientes alternativas. 

l. GRABO$ ENCOSTALADOS (COSTALES DE FIBRAS NATURALES O 

SINTETICAS) 

Por medio de caladores de mano su manejo es f&cil y se 

obtienen muestras con relativa rapidez. 

Se introduce el calador a los bultos hasta el mango y con 

pequeftos movimientos el grano ea extraido y recibido en una 

bolsa de polietileno para. evitar la influencia de factores 

ambientales como humedad. Una vez que se extrae la muestra se 

cierra la malla con la punta del calador, trazando una cruz o 

varias hasta conseguirlo. 

La experiencia ha mostrado que el n'Címero mlnimo de sacos a 

muestrear en un lote grande estl dado por la raiz cuadrada del 

total de sacos. Esto es, cuando todos los bultos est6n 

accesibles para el muestreo, tanto en la carga como en la 

descarga de unidades de transporte. Para muestrear bultos al 

azar, se recomienda la siguiente tabla: 
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Total de bultos Bultos a muestrear 

1 - 49 5 
50 - 99 10 

100 - 199 15 
200 - 299 20 
300 - 499 30 
500 - 799 40 
800 - 1299 55 

1300 - 3199 75 
3200 - 7999 90 
8000 - 21999 150 

No siempre se puede usar este esquema, dado que los costales 

se encuentran formando estibas, en camiones, furgones o en 

bodegas planas. Adem6s, no siempre es factible contar con 

personas que estén muestreando en cada movimiento del grano. 

cuando el muestreo es efectuado en estibas, el calador se va 

introduciendo en cada uno de los costales, de las caras 

visibles que se epcuentran sobre una linea imaginaria en zig

zag y cuando las estibas no presentan todas sus caras visibles 

y accesibles, el calador se introducir& en un 301 como m1nimo 

del total de bultos. 

2. MUESTREO DE GRANOS A GRANEL (EN UNIDAD DE TRANSPORTE O EN 

BODEGA) 

Para obtener muestras a granel son empleados: sonda de 

alvéolos, calador de profundidad tipo bala, si el grano est6 

est6tico y si esta en movimiento, se usar6n el tipo pelicano, 

el Ellis o el mec6nico. 



La sonda de alvéolos, se usar4 para muestrear en camiones de 

carga (de tipo redilas o trailer), furgones y barcazas. Puede 

usarse la capa superficial para el caso de loa graneros y 

silos metllicos de baja capacidad o alaac'9namiento con una 

profundida no mayor a los 2 o 3 m, 

calador y el ndmero de alvéolos. 

aegQn la longitud del 

El procedimiento es el siguiente: El calador se introduce en 

el granel ligeramente inclinado con los alvéolos cerrados y 

hasta el mango. Se abren los alve6los girando nuevamente el 

manejo para que entren los granos. Una vez que se ha llenado, 

se cierran los alvéolos girando nuevamente el mango. Se saca 

el calador y se vac1a el contenido sobre la lona de polivinilo 

limpia y seca, efectuando las siguientes observaciones: 

Homogeneidad de la muestra, olor, aspecto, temperatura y 

presencia de insectos. El mismo procedimiento se repite en 

varios puntos del granel para verificar que se trata de la 

misma clase de grano y para constatar la presencia o ausencia 

de focos de calen~amiento o plagas. 

Si las porciones son uniformes, se sigue el siguiente esquema: 

camiones 

Furgones caja 
Furgones tolva 
Silos metllicos 

Toneladas 

5 - 7 
12 - 15 
35 - 50 
35 - 45 

5 - 30 

sondeos 

5 
8 

11 
9 
5 

Para las bodegas planas se miden generalmente con 5 metros de 

distancia de manera equidistante y a 1 metro de distancia con 

respecto al muro de contenci6n o pared del almacén. 
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El mueatreador de tipo bala se utiliza para obtener muestras 

de nivel de profundidad que no aon alcanzadas por el calador 

de alv6olos, mayores y menores de 7 metros. El muestreador se 

adapta con los. segmentos de varilla de acuerdo a la 

profundidad que se va ha muestrear. 

En grandes volQmenes deberln obtenerse tres muestras 

generales, como m1nimo: 

-Nivel superficial, utilizando la sonda de alv6olos 

-Hivel medio, utilizando el de tipo bala. 

Los m\lestreadores de tipo pelicano, Ellis y meclnico se 

utilizan cuando el grano esti en movimiento (bandas 

transportadoras y calda de grano). con ellos se obtienen 

cuando menos 3 muestras por cada so toneladas para formar una 

muestra representativa. 

El manejo de la muestra sigue también: una metodolog1a 

especifica. Si la muestra total que se obtiene del muestreo, 

es de un volumen mayor de 2 a 3 kg, debe subdividirse por 

homogeneizaci6n y cuarteo. Para esto se utilizaran bolsas de 

polietileno o una lona de polivinilo limpia, seca y libre de 

roturas. 

Las muestras obtenidas se vac1an sobre la lona o la bolsa y 

son homogeneizadas por rotaci6n ( 12 veces como minimo) • Una 
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vez homo9eneizadaa se dividen en 4 partes i9ualea. Para 
• 

reducir la muestra ae eliminan loa doa cuartos opuutoa. Bata 

operaci6n se realizara cuantas veces sea necesario hasta 

obtener un.volumen de 2 a 3 kg. 

pgp¡c;a I! 

DESCRJPCION 121 M'l'EllJ!I:ES X IIETQPOS 

IV.1 METODO g 

Reactiyos:Celite (Reactivos y productos qulmicos finos), sulfato 

de sodio (Productos qu1micos Monterrey), ailica gel (Aldrich), 

fibra de vidrio (Productos quimicos Monterrey), carbonato de 

cobre· (Productos quimicos Monterrey), cloroformo (Tec-Quimica), 

hexano (Backer) , 6ter etilico (Analit) , metanol (Tec-Quimica) , 

agua destilada, metanol grado HPLC (llerck), leido acético 

(Merck), hidroxido de sodio (Tec-Qu1mica), papél Whatman 4,6cido 

trifluoroacético (Aldrich) 

MATERIAL: 
matraz Erlenmeyer de 500mL, probetas graduadas de 100 mL y 250 mL 

matraz Kitasato de 250 mL, soporte universal, pinzas para bureta 

tap6n de hule n11mero 7, vial de 20 mL, vaso de precipitados de 

250 mL, matraz bola 250 ml. 24/40, embudo Buchner, agitador, 

varilla de vidrio,. espAtU:la, columna de vidrio 22X300 mm, 

microjeringas Hamilton de 50 y 100 microlitros. 

Equipo: 

Cromat6grafo de liquido de alta resolu~i6n Waters, columna para 

cromatografia en fase reversa, agitador mec6nico, bomba de vac1o 
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(Waters Millipore, modelo DOA-V152-AA, 115 Volts, 4 Allps), 

tanque de nitr6geno (Infra, alta pureza, 99.9951), balanza 

granataria (Triple Beam, OHAUS, capacidad 26109), mezclador de 

alta velocidad "Vortex-mixer• (tipo 16700, Maxl Mixl), rotavapor 

(Bttchi 461, Water Bath). 

Este método se encuentra en los métodos oficiales aceptados por 

la Asociaci6n de Quimicos Analiticos de los EEUUA (AOAC, 1980). 

Sin embargo, la cuantificaci6n contempla la cromatografia en capa 

fina como la metodologia empleada. En este trabajo, 

especificamente, se utiliz6 la cromatografia de liquidos de alta 

resoluci6n (CLAR) 

La técnica consiste en: 

1.- Extracci6n: 

Pesar 50g de maiz molido, en un matraz Erlenmeyer de 500mL, 

adicionar 25g de "celite", 25mL de agua, 250mL de cloroformo. 

Agitar durante 30 minutos en un agitador mécanico. 

2.- Purificaci6n: 

Preparaci6n de la columna de purificaci6n. 

La columna de vidrio se empaca con 3g de fibra de vidrio, se 

adiciona cloroformo hasta la mitad de la columna, después se 

agregan sg de sulfato de sodio anhidro, 10g de silica gel 

activada y 15g de sulfato de sodio anhidro. 

Pasados los 30 minutos de agitación filtrar a través de un embudo 

Buchner con papel filtro y una capa de "celite11 , recibir el 

filtrado en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contiene lg de 

carbonato de cobre, colectar 50mL de filtrado. 
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7).- Si la solución no as clara filtrar nuevamente a travts de 

papal de fibra de vidrio 

8).- Con cuidado agregar 10 mL del extracto dentro de la jeringa 

del aparato Aflateat 

9).- Quitar la tapa de la columna del aparato Aflatest. Pasar loa 

10 ml de filtrado a travts de la coluana usando el 6mbolo. El 

pasaje debe ser continuo y a razón de 1 llL por cada 10 segundos. 

Recibir el liquido en el frasco de residuos. 

10).- Con 20 mL de agua destilada y con ayuda del émbolo, lavar 

la columna. 

11).- Colocar la cubeta o celda de fluorómetro bajo la columna 

12).- Pipetear 1 mL de metanol grado "HPLC" y pasar a través de 

la columna. 

13).- Agregar 1 1IIL de la solución "reveladora" y mezclar por 15 

segundos con el mezclador da alta velocidad "vortex" 

14).- Secar el exterior de la cubeta o celda 

15).- En el fluor6metro calibrado con los est6ndares del aparato 

Aflatest leer el valor correspondiente 

16).- La lectura digital representa la cantidad global de 

aflatoxinas en la muestra en microgramos por kilogramo de 

muestra. 

IV.3 METODQ AFLATEST/CLAR 

La extracción y purificación de la muestra se realiza empleando 

el aparato Aflatest y la cuantificación se hace con el 

cromatógrafo de l!quidos de alta resolución (CLAR o HPLC). Esto . 
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MATERIAL: 
Colwnna Aflatest, papel predoblado (Aflatest), papel filtro de 

11cm de diAmetro, fibra de vidrio Whatman 9348H, tubos 

silanizados o cubetas o celdas (Aflatest), jeringa de pl6stico de 

3011.L (bomba de impulsi6n Aflatest), juego de est6ndares 

fluorom6tricos para calibrar fluor6metro (Aflatest), adaptador 

para bomba (Aflatest), jeringa de vidrio de lOIIL, gradilla porta 

celdas, licuadora Warring, autopipeteador de lmL y lOmL, ,vasos de 

precipitados de 250mL y de 100mL, pipetas volwnétricas de lOmL 

varilla de vidrio. 

EOUIPO: 

Fluor6metro con lectura digital de 0-999 con filtro de 360 a 450 

mn, para lectura de aflatoxinas en granos, cereales, oleaginosas. 

Marca Aflatest, Sequoia-Turner, modelo 450, balanza granataria 

electr6nica con capacidad de lOOOg, mezclador de alta velocidad 

"Vortex-mixer•. 

La técnica consiste en: 

1) .- Pesar 50g de ·muestra de ma1z molido, depositarlos en 

elfrasco de la mezcladora con 5g de cloruro de sodio 

2).- Agregar 100 mL de metanol al 80 1 

3).- Mezclar a alta velocidad por 1 min 

4). -Filtrar a través de papel filtro com'd.n 50 mL del liquido 

eluido 

5).- Tomar 10 mL del filtrado, agregar 40 mL de agua destilada y 

mezclar a mano. 

6) • - Colocar en el adaptador una columna del aparato Aflatest, 

dejar la tapa de la columna puesta 
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6ltimo permite la cuantificación especifica de cada uno de loa 

tipos de aflatoxina. 

La ticnica consiste 1n: 

1). - Pesar 50g de muestra de ma1z molido, depositarlos en 

elfrasco de la mezcladora con 5g de cloruro de aodio 

2).- Agregar 100 mL de metano! al BOi 

3).- Mezclar a alta velocidad por l min 4).- Filtrar a través de 

papel filtro coman 50 mL del liquido eluido 

5).- Tomar 10 mL del filtrado, agregar 40 mL de agua destilada y 

mezclar a mano. 

6) .- Colocar en el adaptador una columna del aparato Aflatest, 

dejar la tapa de la columna puesta 

7).- Si la solución no es clara filtrar nuevamente a través de 

papel de fibra de vidrio . 
8).- Con cuidado agregar 10 mL del extracto dentro de la jeringa 

del aparato Aflatest 

9).- Quitar la tapa de la columna del aparato Aflatest. Pasar los 

10 ml de filtrado a través de la -columna usando el émbolo. El 

pasaje debe ser continuo y a razón de 1 mL por cada 10 segundos. 

Recibir el liquido en el frasco de residuos 

10).- con 20 mL de agua destilada y con ayuda del émbolo, lavar 

la columna 

11).- Colocar la cubeta o celda de fluor6metro bajo la columna 

cuantificación: Eluir las aflatoxinas con 2 mL de acetonitrilo 

grado HPLC recuper6ndolas en la celda o cubeta. Evaporar 

cuidadosamente el liquido eluido bajo flujo de nitrógeno hasta 

sequedad. 
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Redisolver las aflatoxinaa en 200 •icrolitros de hexano, agitar 

en el •vortax", adicionar 200 microlitros de TFA, mezclar con el 

•vortex•. 

Incubar el tubo a 40°c por 10 ain. Evaporar bajo flujo de 

nitr6geno hasta sequedad. Redisolver la muestra en 200 

microlitros de la fase m6vil y cuantificar en el cromat6grafo de 

liquidoa de alta resoluci6n (CLAR). 

IV.4 METQDO 1m mDH I ~ {1980) 

REACTIVOS: 
Celite (Reactivos y productos quimicos finos), sulfato de amonio 

(Merck), hexano grado reactivo (Tec-Qul•ica), eter etilico 

anhidro (Tec-Quimica), matanol grado RPLC (Merck), etanol grado 

reactivo (Tac. Quimica), 6cido trifluoroacético (Aldrich), 

metanol (Tec. Quimica), cloroformo (Tec.Quimica), agua destilada 

cartucho sep-pak, chromabond SiOH, (500mg). 

MATERIAL: 
Pipeta Pasteur, matraz Erlenmeyer de 500mL, pipetas graduadas de 

lmL, 2mL, 5mL, probeta graduada de lOOmL, soporte universal, 

papel filtro Whatman nmnero 2, tap6n de hule nmnero 7, vial 

20mL, vaso de pp de 250mL, embudo de separaci6n de 250mL, 

espAtula, embudo de separaci6n de talio largo. 

Este método, desarrollado por. Thean y colaboradores (1980), se 

evalu6, ya que podr1a resultar más sencillo que los anteriores. 

Por ello, se evalu6 en este trabajo. En este caso, aunque la 

metodologia propuesta también emplea a la cromatografia de 
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liquidas de alta reaoluci6n para la cuantificaci6n, loa eluyentea 

empleados son diferentes. Por ello, con objeto de mtener la 

uniformidad en la metodologia de cuantiflcac~6n, ae -ple6 la 

misma que para loa anteriores con excepci6n del ••todo propueato 

por Aflatest. 

Extracci6n: 

Pesar 50g de maiz molido, adicionar 200mL de metanol/agua 

(80:20), mezclar durante 3 minutos a alta velocidad. Adicionar 5g 

de •ceiite•. Filtrar en embudo Buchner de 9cm con vacio ligero a 

través de un papel filtro Whatman núero 2 y colectar lOomt de 

filtrado. 

Limpieza: 

Medir 75mL de filtrado en un vaso de precipitados de 250mL, 

adicionar 75mL de una solución de sulfato de amonio y Sg de 

•celite", agitar 2min y filtrar a través de papel filtro Whatman 

nflmero 2. 

Medir lOOmL de filtrado en un embudo de separación de 25omt, 

adicionar 5mL de cloroformo y agitar vigorosamente por 2min. 

cuando se separen las fases, drenar el cloroformo (fase inferior) 

a un vial o tubo de ensaye (aproximadamente se colectan 3.SmL) y 

adicionar otros 5mL de cloroformo, agitar, drenar el cloroformo y 

mezclarlos con los primeros mililitros recolectados. Evaporar el 

extracto de cloroformo a sequedad con nitrógeno. Proceder con la 

columna dé limpieza Sep-pak. 



Humedecer la columna de limpieza con hexano, previo a la 

introducci6n de la muestra. Redisolver el extracto seco en 0.5mL 

de cloroformo, agitar en el "vortex". Diluir con 0.511L de hexano 

· y aplicar a .la columna. Lavar la columna secuencial.laente usando 

211L de hexano y 2mL de 6ter (usar 6ter reciente ya que los 

per6xidos que se forman durante su almacenamiento pueden destruir 

las aflatoxinas G us r6pido que las B) . Bluir las aflatoxinaa 

con lmL de cloroformo/etanol (95:5) y recibir en un vial, 

evaporar hasta sequedad bajo flujo de nitrt,geno. 

Derivatizaci6n: 

Ac:licionar 100 microlitros de TFA, agitar en el •vortex•, evaporar 

hasta sequedad, adicionar 4mL de fase de eluci6n (agua, metanol, 

Acido acttico e hidr6xido de sodio al 401 en voluaen). Filtrar 

c~n filtros m~llipore y pasar a un frasco vial para CLAR. 

cuantificar en el c:;i-omat6grafo de Uquidos de alta reaoluci6n 

(CLAR). 

• 
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Especificaciones pan .a cuantificaciOD a 1u aflatoxinaa mr 

cromatoarafia ml Uquidos a Al.Y ra101uc10n CCLAB) 

Cromatt>grafo de liquides, Waters 712 W1SP, bomba programable 

Waters 590, vllwla selectora de disolvente Waters 5SV detector 

de fluorescencia Waters 420, integrador Waters 745, colUlllla de 

fase reversa, C18, Waters Killipore 

Fase de eluci6n: 

Agua/metanol/Acido 

(325/150/50/5ml) 

Flujo: lml/min 

acéticoihidr6xido 

Velocidad del papel graficador ("Chart"): 25 

Atenuación: 64 

ADAlisis estadlsticos ~ 12§ resultados 

de sodio 40% 

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente 

siguiendo las metodologias tradicionales (Daniel, 1982). 
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APDDICB V 

RESULTADOS ADICIONALES 

Tabla 1. Resultados obtenidos usando el método CB-CLAR para las 
aflatoxinas presentes en ma1z contaminado naturalmente (silo 85) 

-----------------------------------------------------------------Muestra AFBl AFB2 Bl + 82 AFGl,E.I Total 
malla 10 ppb ppb ppb ppb ppb 

-----------------~-----------------------------------------------
l 19.428 0.885 20.313 10.032 30.345 
2 27.724 0.116 27.84 10.306 38.146 
3 13.438 0.777 14.215 12.326 27.168 
4 11.678 0.608 12.286 10.823 23.169 
5 16.657 1.313 17.97 11.684 29.654 
6 41.525 1.2 42.725 9.748 52.473 
7 26.667 0.526 27.193 10.509 37.702 
8* 26.959 2.303 29.262 4.161 33.423 
9* 26.243 2.125 28.368 4.194 32.562 

10* 8.804 0.733 9.537 4.244 13.781 
11* 28.848 2.204 31.252 4.005 35.257 
12* 30.795 2.275 33.07 4.150 37.22 
13* 36.108 3.299 39.098 3.853 42.951 

-----------------------------------------------------------------
E.I. = estJndar intetno (10 ppb de AFG1), * (4 ppb de AFG1 ) 

Tabla 2. Resultados obtenidos usando el método de Thean y col., 
(1980) para las aflatoxinas presentes en maiz contamina.do 
artificialmente ( 10 ppb para cada aflatoxina) 

Muestra AFBl AFB2 AFGl AFG2 Total 
malla 20 ppb ppb ppb ppb ppb 
-----------------------------------------------------------------

14 9.493 0.352 2.279 7.373 19.497 
15 6.766 0.386 1.883 5.999 15.034 
16 8.424 1.356 3.223 7.379 20.382 
17 7.242 0.924 3.021 5.873 17.006 
18 7.233 2.787 4.694 8.662 23.376 
19 4.665 0.756 1.893 4.991 12.305 



Tabla 3. Resultados obtenidos usando el método de Thean y col., 
(1980) para aflatoxinas presentes en ma1z contaminado 
artificialmente (20 ppb de cada una de las aflatoxinas) 

Muestra AFBl AFB2 AFGl AFG2 Total 
malla 20 ppb ppb ppb PJ?b ppb 
----------------------~----------------~-------------------------20 10.689 8.998 13.284 7.263 40.234 

21 4.532 3.543 5.02 1.859 14.954 
22 7.289 8.027 6.623 8.43 30.369 
23 5.466 5.513 4.541 5.69 21.21 
25 6.509 18.019 7.748 14.845 47.12 
26 5.656 16.693 7.573 14.202 44.124 

------------------------------------------------------------------· 
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