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Glosario de Abreviaturas

HPLC Higth Performance Liquid Chromatography (Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion)

€ Coeficiente de absortividad molar

Aem Longitud de onda de emision

Aex Longitud de onda de excitacion

A Absorbancia

AcN Acetonitrilo

AF Aflatoxinas

AFB; Aflatoxina B,

AFB, Aflatoxina B,

AFG1 Aflatoxina G

AFG, Aflatoxina G,

AOAC American Organization of Analitical Chemistry (Asociacion
Oficial de Quimicos Analiticos)

ATA Aluencia toxica alimentaria

ATF Acido trifluoroacético

Bursa de La Bursa de Fabricio es un importante 6rgano linfoide presente

Fabricio unicamente en las aves, de morfologia sacular, con pliegues
internos que surgen desde la cloaca dorsal en cuyo lumen
sobresale 12 a 15 pliegues longitudinales llenos de foliculos
linfoides, conteniendo Linfocitos B, cuya funcion es sintetizar
los anticuerpos humorales.

Cis Nomenclatura empleada para definir el tipo de cadena de una
fase estacionaria en cromatografia Octadecilsilano (ODS)

Ca Calcio

CD Ciclodextrinas

CLAR Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

Cu Cobre

Diana Se le llama diana al 6rgano o célula donde se dirige la accion
de un reactivo, medicamento, enzima, etc.

DNA Acido desoxirribonucleico

EEUU Estados Unidos de América

EU Unién Europea

FAO Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

FC Factor de correccion

Fe Hierro

H,O Agua

MeOH Metanol

Nc Nocardia corynebacteroides

NOM Norma Oficial Mexicana

K Potasio

PM Peso molecular

Pienso Porcion de alimento seco que se le da al ganado

r Coeficiente de determinacion

RNA Acido ribonucleico

UV-vis

Radiacién ultravioleta-visible




Introduccion

Introduccion

El estudio de las aflatoxinas y su cuantificacion en alimentos tanto para el
ganado como para el hombre ha captado la atencién de una gran cantidad de
cientificos e instituciones en todo el mundo a partir de 1960, afio en el cual se llevé a
cabo el descubrimiento de estas sustancias tdxicas. Su nombre procede de la toxina
del Aspergillus flavus y fue propuesto en 1962 por sus descubridores (Previdi et al,
1986).

En la actualidad mas de 50 paises han establecido limites de contaminacién
con micotoxinas en alimentos destinados al consumo humano y animal (Ledn et al.,
2000). En especial se ha legislado sobre la contaminacion por aflatoxinas debido a su

gran capacidad carcinogénica, teratogénica y mutagénica (Jaimez et al., 2000).

La contaminacion por aflatoxinas en diversos alimentos de consumo humano
y animal, es un grave problema de salud publica que enfrenta México, por lo cual es
importante asegurar la confiabilidad del método sugerido por la norma, con el cual se
pueda identificar y determinar la cantidad de cada una de las aflatoxinas en los
alimentos, De ahi la importancia de aplicar un método confiable para el pre-
tratamiento, identificacion, separacion y cuantificacion de cada una de las
aflatoxinas, se basa en que debido a la gran diferencia en la toxicidad de cada una de
estas, el analizarlas por separado nos aporta una mayor informacién acerca de la
verdadera toxicidad presente en cada una de las muestras, ademas de que es el

método indicado para confirmar su presencia.

La presencia de aflatoxinas en los alimentos para animales presenta un
desafio para la industria ya que por lo regular la intoxicacion se da por varias
aflatoxinas al mismo tiempo y los efectos se complican por la presencia de otros

factores.



Introduccion

El éxito en el control de las aflatoxinas en los productos que se sospechan de
contaminacion, depende (sobre todo en paises en desarrollo como el nuestro), de
contar con metodologias eficientes que sea barato, confiable y rapido para que de una
forma realista pueda ejercerse un control de la contaminacion de estas sustancias en
los productos de comercializacion. Lo cual beneficiaria tanto a productores como
consumidores de las mismas ya que se disminuiria la contaminacion e intoxicacién

de aflatoxinas en la poblacion.

Para la cuantificacion existen diferentes métodos de analisis que pueden ser
utilizados pero la seleccion siempre se debe basar en que el método a utilizar sea
confiable, aplicable y practico. La confiabilidad se refiere a su exactitud en la
determinacion y a su variabilidad o precision y es el parametro mas importante a
considerar desde el punto de vista analitico. Ademas es necesario que el método sea
aplicable a una variedad amplia de muestras y que sea practico con respecto al costo,

tiempo de analisis y capacitacion para su realizacion.

El método de Cromatografia de Liquidos de alta resolucion (CLAR) es un
método exacto y preciso que ha sido aceptado como método oficial (AOAC

Internacional 994.08) y como método de referencia para algunas micotoxinas.

Se llevd acabo por CLAR debido a que este es el método confirmatorio, ya
que la determinacion de aflatoxinas totales por columnas de inmunoafinidad es solo
un método de monitoreo. Es importante saber que aflatoxina esta presente en la

muestra, ya que cada una de ellas varia enormemente en su toxicidad.



Justificacion

Justificacion del Trabajo Realizado

El deficiente almacenamiento de granos basicos realizado por los productores
nacionales, especialmente en quienes utilizan covachas, genera pérdidas anuales de entre
500 y mil millones de délares anuales a México. Uno de los granos en que se basa la
alimentacion en nuestro pais es el maiz consumiéndose principalmente en forma de
tortilla, ademas también se utiliza en grandes cantidades para la alimentacién animal. En
el maiz hay especies de hongos del género Aspergillus, los mas notables Aspergillus
flavus, Aspergillus niger y Aspergillus parasiticus los cuales generan las sustancias
toxicas productoras de cancer (en animales y humanos) méas potentes que se conocen por
contaminacion natural: las aflatoxinas (AF). Desafortunadamente, este hongo puede
invadir al maiz en el campo, pero también en el almacén, cuando la humedad del grano

es alta.

Las AF que son ingeridas por seres humanos o animales provienen de los alimentos
contaminados directamente por el hongo o de alimentos de animales que consumieron la
toxina. La contaminacién del maiz por AF, en México es un grave problema de salud
publica a nivel nacional, al que no se le ha dado la debida atencion, ya que se ha
encontrado relacion entre las AF y el cancer de higado cuando hay una ingesta elevada y
continua de las mismas. En México, la informacién disponible sobre la importancia y el
impacto de salud y econémico de las AF es escasa; sin embargo, varios de los estados
productores de grano en México poseen caracteristicas climaticas que favorecen la

presencia y el crecimiento de los hongos productores de micotoxinas.

Por otra parte, en muchas regiones del pais, no existe informacién actualizada sobre la
presencia de AF en alimentos para consumo humano, que ayuden a conocer cuales son

los productos que poseen una mayor contaminacion con estos compuestos, siendo
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primordial cuando estos alimentos son ampliamente consumidos por la poblacion en
general. Uno de estos alimentos son los dulces mexicanos (como palanquetas, pepitorias
alegrias, cocadas etc.) los cuales se comercializan con gran éxito en todo el pais y
generalmente provienen de una elaboracion artesanal de pequefios productores. Sus
ingredientes principales incluyen semillas de varios tipos como cacahuate, pepita de
calabaza, coco seco y rayado, amaranto etc., en los cuales no se garantiza un control de
la presencia de micotoxinas de inicio en sus ingredientes y que durante su
almacenamiento también pueden existir Esto hace que el control de este tipo de

sustancias sea una prioridad para la salud publica de la poblacion en general.

En México, los limites maximos permitidos de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en
alimentos para consumo humano estan regulados por la Norma Oficial Mexicana NOM-
188-SSA1-2002, y no debe rebasar los 20 mg/Kg para el contenido total de AF, mientras
que se tolera desde 21 mg/Kg a 300 mg/Kg para el consumo animal dependiendo de la
especie. La gran mayoria de los laboratorios terceros autorizados auxiliares para el
control sanitario ante la COFEPRIS realizan el monitoreo de las AF totales utilizando
columnas de inmunoafinidad. Dentro de los inconvenientes de este método es que se
considera solo un método de monitoreo, siendo esta una técnica indirecta que no mide la
micotoxina, sino la formacién de un fluoréforo (ya que existe un paso de revelado, y
esto implica baja especificidad), ademas del hecho de no existir una relacion lineal entre
concentracion de analito y la emision de fluorescencia obtenida, pues no se sabe cual AF
aporta mas a la fluorescencia. La realidad en nuestro pais es que el monitoreo de AF no
se realiza de manera rutinaria en la mayoria de los granos que salen a la venta, sino solo
en los que se destinan a exportacién y este monitoreo se realiza de acuerdo a la
regulacion que el comprador final requiere (datos Sanidad Vegetal, SENASICA). Por

ejemplo para la unién europea, es necesario especificar ademas de contenido total de
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AF, el contenido especifico de AFB1, ya que su toxicidad es mucho mayor a las
restantes. Esto hace necesario que existan laboratorios que lleven a cabo en nuestro pais
la determinacion de AF’s por el método de HPLC, ya que es necesario por razones de
exportacion, ademas de que resulta indispensable cuando se realizan estudios de
toxicidad de productos nacionales y extranjeros, pues los efectos toxicos difieren
considerablemente entre cada una de estas. En nuestro pais existen muy pocos
laboratorios que realicen este tipo de determinacién (Grupo IDISA, Tehuacan, Puebla,
Lab. De Control Toxicoldgico, CIAD, Hermosillo, Sonora y el Lab. De Control del
INAFAP) ya que a pesar de ser el método especificado para la confirmacion de estas en
la norma, nuestra legislacion en México resulta muy poco efectiva en cuanto al
aseguramiento de la inocuidad en los diversos productos alimenticios que pueden
contenerlas. Por poner un ejemplo, en la Norma Europea los niveles de AF en maiz se
especifican deben ser menor de 5 nug/Kg para la AFB1 y no mas de 10 pg/Kg para el
contenido de AF total, por lo que es forzosa la utilizacién de la técnica de HPLC con la

finalidad de discriminar (separar y cuantificar) entre cada una de estas.

Dadas las caracteristicas del comercio actual donde se importan y exportan productos a
diario en todo el mundo, pueden producirse micotoxicosis por alimentos contaminados,
cultivados localmente o importados, tanto en paises en desarrollo como desarrollados.
Por consiguiente, el control estricto de los alimentos y los piensos, asi como medidas
adecuadas de salud publica, desempefian un papel importante en la reduccion de los
riesgos para la salud humana y animal. Por todo lo anterior, resulta muy importante el
implementar el método de HPLC en laboratorios como el nuestro en la UNAM, para
poder contribuir al aseguramiento de la inocuidad alimentaria en nuestro pais, asi como
para apoyar a otros investigadores en sus labores de investigacion en torno a la

obtencion de datos toxicoldgicos de alimentos no reportados (dulces mexicanos), asi
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como en metodologia para la disminucion de la toxicidad de las AF en animales de
consumo humano (pollos), mediante exposicion a microorganismos como es la

Nocardia corynebacteroides.



Obijetivos

Objetivos General

Realizar la adecuacion del método oficial NOM en la determinacién de aflatoxinas
para ser utilizado en el laboratorio de investigacion de la Nave 3000, utilizando un
equipo de CLAR Thermo Separations FL300, con detector de emision de
fluorescencia con la finalidad de aplicarlo para la determinacion de aflatoxinas en

muestras diversas.

Objetivos Particulares

Realizar la reestandarizaciéon de los reactivos analiticos de aflatoxinas, con la

finalidad de contar con estandares confiables.

Realizar un estudio para la seleccion de las condiciones &ptimas para la
derivatizacion de las aflatoxinas B1 y G1, con la finalidad de aumentar la

sensibilidad del método.

Evaluar algunos pardmetros estadisticos para asegurar la confiabilidad del método

analitico utilizado y poder aplicarlo al analisis de muestras diversas.

Aplicar el método optimizado al analisis de aflatoxinas en dulces tipicos mexicanos

ya que no existen reportes al respecto.

Aplicar el método optimizado al analisis de aflatoxinas en higados de pollo

sometidos a una dieta con maiz contaminado con fines toxicologicos posteriores.

Realizar un estudio para ver el efecto de la presencia de Ciclodextrina, en la emision
de fluorescencia de las aflatoxinas bajo estudio
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1. Micotoxinas

1.1. Generalidades

Las micotoxinas son compuestos quimicos de bajo peso molecular, producidos por
hongos, que tiene efectos patoldgicos tanto en humanos como en animales, las micotoxinas
Ilegan a afectar sistemas especificos del organismo pero generalmente dafian a el higado o a
los rifiones por lo que alteran los procesos metabdlicos del animal produciendo condiciones
adversas que llevan a efectos como higado palido, agrandado y friable, inflamacién de
riflones, lesiones orales, disminuciéon de la respuesta inmunolégica, mala absorcién de
nutrientes, reduccion del crecimiento, alteracion de la fertilidad, etcétera. Al menos 14
micotoxinas son carcinogénicas, siendo entre éstas las aflatoxinas los agentes cancerigenos

mas potentes.

Las micotoxinas son producidas como metabolitos secundarios. Los metabolitos
primarios de los hongos, asi como de otros microorganismos, son aquellos compuestos
indispensables para su crecimiento. Los metabolitos secundarios son producidos al final de
la fase de crecimiento exponencial y carecen de importancia aparente para el
microorganismo que los produce con respecto a su crecimiento o0 a su metabolito (Jay,
1994).

La formacion depende de la sepa especifica del hongo que prolifere en el sustrato y
de factores ambientales como la humedad, la temperatura y el oxigeno. La contaminacion
por micotoxinas puede variar segun las condiciones geogréaficas, climéaticas, métodos de
produccidn, tipos de almacenamiento y también del tipo insumo. En la llustracion 1 , se
observan los factores que influyen mas frecuentemente en la contaminacion de alimentos

con micotoxinas.
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FACTORES BIOLOGICOS Y
AMEBIENTALES

+ Susceptibilidad del cultive

+ Presencia de hongos toxigénicos
= Temperatura y humedad amblental
* Daho por insectos y pajaros

COSECHA Y TRANSPORTE
AL ALMACEN

= Grade de madurez del cultive

» Dafosmesinicn alos granos

= Temperatura y humedad del grano

FACTORES QUE INFLUYEN
EN LA CONTAMINACION

DE LOS ALIMENTOS POR
MICOTOXINAS

ALMACEMAMIENTO DE
MATERIAS PRIMAS Y
PRODUCTO TERMINADO

+ Temperatura y humedad
+ Presenciade esporas de hongos
+ Tiempo de almacenamiento

GRAMJA O GALPOM

Lirnpleza del almacén

Ternperatura y humedad de

almacenamiento

+ Tiempo de almacenamianto

+ Limpbeza de los comederos y
transportadones

+ Tiempo entre cosecha y secade

Cama del galpén contaminada

lustracion 1. Factores que influyen en la contaminacion de los alimentos por micotoxinas

De acuerdo con algunas estimaciones, se han identificado cerca de 100,000 hongos
filamentosos, de los cuales 400 pueden ser consideradas potencialmente toxicos por si o por
los metabolitos que generan (Bata y La&sztity, 1999). Entre las micotoxinas de mayor
preocupacion para la industria pecuaria se pueden mencionar: Aflatoxinas, Tricotecenos
(Vomitoxina, Nivalenol, Neosolaniol, Toxina T2, Diacetoxyscirpenol), Zeralelona,
Fumonisinas, Ocratoxina A, Citrinina, Esterigmatocistina, Acido Cliopiazénico, Patulina,
Alcaloides del ergot y Moniliformina. Estas micotoxinas se encuentran en la mayor parte
de los insumos de la industria pecuaria, entre los que se pueden mencionar el maiz, el

sorgo, la soya, los ensilados, la pasta de algodén e incluso la leche (Lara et al., 1998, 2000).

El papel de las micotoxinas en la vida de los hongos no ha sido establecido
claramente, aunque una importante funcion parece ser la competicion reguladora con otros
organismos. Las micotoxinas son muy diferentes en estructura molecular, desde simples
moniliformes (cuya disposicion es similar a las cuentas de un collar) hasta complicados
polipéptidos de peso molecular alrededor de 2000. En general estos compuestos no son
volatiles y permanecen asociados a la estructura de los hongos, esporas incluidas, o en el

substrato en el que crecen los hongos. Aunque la formacion de toxinas por parte de los
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hongos no es un proceso totalmente generalizable, se parte de la idea de que si un hongo
que produce toxinas esta presente en el ambiente, probablemente su toxina también lo
estara (ACGIH, 1989).

Las aflatoxinas son un grupo de sustancias producidas por algunos hongos en
pequefia cantidad, como metabolitos secundarios. Actualmente se conocen unos 20
compuestos quimicamente similares, de elevada toxicidad y carcinogenicidad. (Previdi et
al, 1986)

Los efectos nocivos de las micotoxinas sobre la salud humana son conocidos desde
hace tiempo. La enfermedad de "La feria de San Antonio", por ejemplo, adquirida por los
espigadores de centeno (contaminado por hongos toxicogénicos) en los campos después de
la cosecha se halla documentada desde la Edad Media. A principios de los afios 60
murieron cerca de 100.000 pavos en Inglaterra después de haber comido pienso
contaminado con hongos Aspergillus. Desde entonces se han publicado diferentes estudios
sobre la toxicologia de las micotoxinas, que suelen afectar, aparte de 6rganos concretos, a

los sistemas inmune y nervioso y presentan carécter carcinogénico (ACGIH, 1989).

Varios tipos de hongos producen micotoxinas como productos de desechos
(metabolitos secundarios). Estos hongos pueden crecer en productos agricolas antes o

después de su cosecha o durante el trasporte o almacenamiento.

Otros productos afectados por micotoxinas como resultado de la alimentacion con
productos contaminados son la carne, la leche y los huevos. Por lo que se ha comprobado
que las micotoxinas son dafiinas para los animales y los seres humanos mediante una
amplia gama de efectos. En general disminuyen la resistencia a enfermedades, aumentan la
sensibilidad al estrés y generalmente afectan los sintomas de digestion internos (rifién e
higado en particular). Esto trae como consecuencia una mayor mortalidad, un aumento en

los costos de medicamentos y una menor produccion.

11



Marco Tedrico

Los tres principales géneros productores de micotoxinas son: Aspergillus,

econdmicas, que en muchas ocasiones resultan inevitables.

Penicillum y Fusarium. En la tabla | que se presenta a continuacion se muestran las
principales especies productoras de micotoxinas asi como los compuestos que producen, se
han identificado una gran cantidad y variedad de micotoxinas que afectan a la salud del
hombre, el cual se encuentra constantemente expuesto a estas sustancias como resultado
del consumo de productos vegetales, carne , leche o huevos. Por otro lado, la

contaminacion de estos alimentos por mohos y sus toxinas representan graves pérdidas

Tabla 1. Principales especies productoras de micotoxinas y efecto adverso

TOXINA PRO(;EDENCIA PRINCIPALES EFECTOS
FUNGICA ALIMENTOS FARMACOLOGICOS
AFECTADOS POR INGESTA
Toxinas de Aspergillus A. flavus, Cacahuates, semillas, | Patégenas para el higado;
Aflatoxinas A. parasiticus oleaginosas, cereales, | hepatocancerigenas en  varios

Esterigmatocistina

A. nidulans,
A. versicolor

legumbres y otros,
residuos de alimentos de
origen animal.

Granos de cereales.

animales y posiblemente en el
hombre.

Toxicas hepatocancerigenas para
las ratas.

Granos de  cereales; | Toxicos renales en ratas.
Ocratoxinas A. ochraceus granos de café; residuos
P. viridicatum en animales.
Toxinas de Penicillium P. islandicum Arroz y otros cereales. Toxico, posiblemente

Luteosquirina

Patulina

P. articae; P. claviforme;

otros.

Productos de manzanas,
cereales, trigo.

hepatocancerigenas para la rata.
Edema, téxico renal en la rata.

Toxinas de Fusarium
Zearalenona

Aleucia toxica alimentaria
(ATA)

12, 13-epoxi-tricocentenos

Gibberellazeae

F. poae, F.
sporottichioides

Fusarium sp.,
Tirichoderma sp.,

Glicotricothecium spp.

Maiz,
avena.

trigo,  cebada,

Mijo y otros cereals.

Maiz, otros cereales

Hiperestrogenismo en cerdos y
animales de experimentacion.
Panleucocitopenia por lesién de la
médula dsea, hasta 96% de
mortandad en epidemias humanas.
Colapso cardiovascular, tiempo de
coagulacién aumentado,
leucopenia; en el hombre podria
haber estado implicada la ATA.

Fuente: Fennema, O. 1993. Quimica de los alimentos. Ed. Acribia. Espafia. P. 797

Las micotoxicosis son

1.2. Historia de las micotoxinas en alimentos.
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enfermedades causadas por micotoxinas, metabolitos
secundarios de los mohos. Aunque se producen con mas frecuencia en las regiones con
clima célido y humedo, propio para el crecimiento de los mohos, también se dan en zonas

templadas. La exposicion a las Micotoxinas se produce sobre todo por ingestion, pero
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también por contacto cutdneo y por inhalacion. A menudo los médicos no reconocen la

micotoxicosis, salvo cuando afecta a un gran numero de personas.

Los efectos adversos de los mohos y de los hongos se conoOcian ya en la antiguedad
(Vergilius PM, 1994). En los siglos VIII y VII a.C. se instauro el festival de “Robigalia” en
honor del dios Robigus, a quien era necesario propiciar para proteger el grano y los arboles.
Se celebraba el 25 de abril, por ser la época del afio en la que era méas probable que las

cosechas resultaban atacadas por las rofias o maldiu (Ovidus PN, 1845).

En la Edad Media, los brotes de ergotismo causadas por alcaloides ergoticos de
Claviceps purpurea alcanzaron proporciones de epidemia, mutilando y matando a miles de
personas en Europa. El ergotismo se conocia también como ignis sacer (fuego sacro) o
fuego de San Antonio, por que a la sazon se creia que una peregrinacion del santuario de
San Antonio aliviaria la intensa sensacion de quemazén que padecian las personas
afectadas (Van Dogen PWJ et al, 1995).

De siglo X al XI se presentaron severas epidemias de ergotismo cada 5 a 10 afios
principalmente en Francia dadas las condiciones de baja temperatura y humedad, favorables
para el desarrollo del cornezuelo. En el afio 944 d.C. 40 000 personas murieron de
ergotismo en el sur de Francia. Debido a que la causa era desconocida no habia cura

disponible.

No fue sino hasta 1670 ciando un medico francés, el Dr. Thuillier establecié una
relacién de causa-efecto entre el consumo de centeno infectado con cornezuelo y la
enfermedad conocida como “Fuego de San Antonio”. Sin embargo, nunca pudo convencer
a los granjeros de que la causa de aquella terrible enfermedad y tuvieron que pasar 200 afos

para que esto ocurriera.

Hacia mediados del siglo XI1X, el micdlogo René Tulasne estudi6 el ciclo de vida

del cornezuelo de centeno, el cual, en condiciones de humedad y temperaturas
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adecuadas invade los granos individuales y forma un esclerocio. El esclerocio es una
formacion ligeramente curvada, de color negro a parpura y de unos 6 cm de longitud que
constituye la fase de reposo del Claviceps y que permanece viable en condiciones de

sequedad, para germinar cuando dispone de humedad (Shibamoto, 1996).

Actualmente se sabe que alrededor de 50 especies de Claviceps pueden contaminar
alimentos y piensos produciendo la intoxicacion debida al cornezuelo denominado

“ergotismo”.

En Rusia ocurrié en 1926-27 con 10 000 casos reportados; en Inglaterra en 1927,
con 200 casos Yy el ultimo ocurrié en Francia en 1951. Estas intoxicacifion aguda o cronica,
se caracteriza generalmente por diarrea, vomitos, cefalea, vértigo, convulsiones y gangrena

seca de los dedos, orejas o nariz, debido al espasmo prolongado de las anteriolas.

1.1.3. Aleuncia Toxica Alimentaria (ATA)

Otra micotoxicosis que a afectado severamente a la humanidad es la aleuncia toxico
alimentaria (ATA). Ha sido sefialada principalmente en Rusia, desde el siglo XIX. Se
produjeron brotes en 1913, 1932 y finales de la Segunda Guerra Mundial. Las
descripciones rusas de los sintomas de estas enfermedad incluyen: fiebre, enrojecimiento
hemorragico, hemorragias de nariz, garganta y encias, angina necrética, leucopenia grave,
agranulocitosis, sepsis y modificaciones de la médula dsea. Los brotes de la enfermedad
fueron bruscos y la mortalidad super6 al 50% de los afectados (Shibamoto, 1996)

Aunque los tricOtesenos juegan un cierto papel en la etiologia de la ATA, “la
enfermedad no pudo adjudicarse a una sola sustancia y la compleja interaccion de los
tricotesenos con las variables del hospedador deben ser desentrafiadas antes de que pueda

comprenderse la etiologia de la ATA” (Shibamoto).
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2. Aflatoxinas

2.1Generalidades
El interés general por las micotoxinas aumentd en 1960, cuando se declaro en
animales de granjas de Inglaterra una micotoxicosis trasmitida por el pienso y denominada
enfermedad X del pavo (necrosis aguda del higado e hiperplasia del conducto biliar), de la
que mas tarde se comprob0 que era causada por  aflatoxinas.
Se descubrio ulteriormente que éstas son potentes hepatocarcinogenos en animales y seres

humanos, lo que fomento la investigacion sobre las micotoxinas.

El crecimiento de este hongo se ve afectado por la termohigrotropia, es decir que
responde al estimulo de la temperatura y la humedad relativa de la atmosfera y del sustrato.
Asi, la formacion de aflatoxinas en el mani tiene lugar si este se almacena entre 20° y 40°C
con un 10-20% de humedad y con un 70-90% de humedad relativa en el aire: el crecimiento
del hongo se ve favorecido si los granos estan dafiados por insectos o roedores. Pero, ain en
ausencia de estas condiciones, si ya han germinado algunas esporas en el sustrato, se
pueden formar "nichos ecoldgicos" que favorecen el desarrollo de sectores con micelios
generadores de aflatoxinas porque al crecer produce agua por respiracion aumentando asi la

humedad de algunas semillas o granos .

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos toxicos que presentan diversas
estructuras quimicas (figura 2.1). Como ya se menciond, estos compuestos son producidos
por hongos microscépicos (Aspergillus flavus, aspergillus parasiticus y Aspergillus
nomius) y pueden contaminar granos basicos y alimentos procesados que se han formulado
con ellos. Dichas sustancias al ser ingeridas y metabolizadas, son capaces de producir
reacciones toxicas que pueden causar efectos adversos en la salud humana; hepatotoxiocs,
nefrotdxicos, neurotdxicos, gastroentéricos, cancerigenos e inmunosupresivos y aun la
merte en animales superiores; representando un riesgo potencial para los animales (ratas,

ratones y truchas, etc.), incluso el hombre (Blesa et al., 2004).
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Figura 2.1. Estructura quimica de las aflatoxinas By, By, G, y G, ( ACD/ChemSketch Freeware, 2006)

La actividad bioldgica de las aflatoxinas las habilitan a funcionar como potentes
toxinas carcindgenas, teratogenas y/o mutagenas. (5). Aflatoxicosis es el nombre que recibe
el efecto toxico en los animales que han consumido alimentos contaminados con

Aflatoxinas.

Los primeros sintomas clinicos de la aflatoxicosis cronica en las especies de
mamiferos y aves estudiadas son tipicamente: carencia del apetito (1), reduccion del
crecimiento (6), pérdida de peso (10). Observaciones patoldgicas de bajos niveles de
intoxicacion manifiestan ictericia generalizada y cirrosis del higado con proliferacion de
células en el conducto biliar y fibrosis periportal, envenenamientos agudos resultan en
ictericia de la membrana mucosa, desarrollo de hemorragias (3) y acumulaciones de grasa
en el higado. (15).

La mayoria de los estudios de metabolismo en mamiferos han sido concentrados

sobre AFB1 porque es la mas potente y la mas comunmente encontrada de las toxinas
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producidas por hongos. La informacion dada a continuacion muestra que el valor de DL50
para patipollos de un dia de nacidos al darseles AFB1 oral es 0.36 mg/kg (17).

Los efectos biologicos de las aflatoxinas pueden clasificarse en 2 categorias: efectos
a largo plazo que incluyen toxicidad cronica, cancer, defectos al nacer y alteraciones
genéticas. Los efectos a corto plazo comprenden toxicidad aguda y efectos genéticos,

efectos teratogénicos. (7)

2.2. Estructura quimica de las aflatoxinas

Las aflatoxinas constituyen un grupo de metabolitos heterociclicos (Leasson et al.,
1995). Recientemente, se han identificado por lo memos 18 aflatoxinas, sin embargo,
solamente las aflatoxinas Bi, By, G; y G, son sintetizadas naturalmente. Las otras
aflatoxinas (M1, My, P1, Q1, G2a, By Y aflatoxicol, etc.), son productos del metabolismo
microbiano o de animales (Lindner, 1995). El nombre de cada aflatoxina fue acufiado por
los investigadores que las identificaron dando las letras B y G por sus fluorescencias (azul y

verde en inglés), si eran derivadas de la leche (M) o de otros productos.

Quimicamente, las aflatoxinas son difurocumarolactonas. su estructura consiste en
un dihidrodifurano o tetrahidrodifurano unido a una cumarina substituida. Las aflatoxinas B
y M presentan una anillo de pentenona y las G un anillo de seis miembros o lactona (Figura
1.1) (ACD/ChemSketch Freeware, 2006). Existen diversas aflatoxinas, sin embargo, se ha
reportado que la mas peligrosa es la aflatoxina B1 (AFB1), debido, a que es un potente

teratdgeno, mutageno y hepatocancerigeno (Akiyama, 1999).

Los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus sintetizan de manera
predominante la AFBL, la cual es el compuesto mas toxico del grupo. A. flavus produce
solamente AFB1 y AFB2, mientras A. parasiticus llega a producir las cuatro aflatoxinas. El

genotipo de cada especie determinan la aflatoxicidad. Algunos factores bioldgicos,
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quimicos y ambientales determinan la cantidad de aflatoxinas producidas por las cepas
aflatoxigenicas de Aspergillus sp., sobre un sustrato (Leeson et al.,1995).

2.3. Presencia en alimentos

Las aflatoxinas fueron detectadas inicialmente en el mani. Este alimento
contaminado contenia el agente etiologico de la epidemia del "Pavo X" enfermedad que
aparecié en Inglaterra en 1960. Desde entonces las aflatoxinas se han encontrado en
muchos otros alimentos y piensos, el causante de esto es el crecimiento de cepas
aflatoxigénicas de A. parasiticus o A. flavus; sobre todo de esta Ultima. Si se le da un
ambiente apropiado, estos hongos son muy eficientes produciendo aflatoxinas. Es sabido
que el contenido de aflatoxinas en el alimento del ganado lechero propicia la

contaminacion de la leche.

El crecimiento de Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas en varios
productos agricolas depende de varios factores: sustrato, humedad relativa, humedad,
temperatura, tiempo, maduracion y condiciones de almacenamiento, etc. Las condiciones
ambientales bajo las cuales los productos agricolas son cosechados, el transporte, manejo y

almacenamiento pueden determinar la extension de la contaminacion en estos productos.

Las temperaturas minima, Optima y maxima para el crecimiento del Aspergillus
flavus son: 6 - 8 °C, 36 - 38 °C y 44 - 46 °C respectivamente. Se requiere de una humedad
relativa minima de 80-90 por ciento para su crecimiento y para la esporulacion una minima
de 85 por ciento pero los requerimientos de humedad dependen de la temperatura asi como

de los nutrientes.
2.4. Efectos toxicos de las aflatoxinas
La accion cancerigena de las aflatoxinas ha sido demostrada en ratas, truchas y

hurones. Usando alimento, contaminado con aflatoxinas, se demostro que 0.5 mg kg-1 en la
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dieta inducen dafio y producen carcinoma en animales de laboratorio (D"Mello et al.,
1997). Como se menciond, durante 1960 fallecieron 100,000 pavos a causa de una severa
intoxicacion por metabolitos que provenian de hongos filamentosos. Estos compuestos se
encontraron en harina infestada por Aspergillus flavus, ya que este hongo se desarrolla en
un periodo de almacenamiento (Holcomb et al., 1992; Jaimez et al, 2000). Diversos
estudios permitieron determinar una serie de compuestos fluorescentes a los culaes se les
denomino en su conjunto como aflatoxinas (AF), destacando cuatro de ellas por su alta
actividad cancerigena y teratdgena, aun en muy bajas concentraciones. Al mismo tiempo,
en Estados Unidos de américa, EEUU, se observaron hematomas que fueron relacionados
con la contaminacién por aflatoxinas en las dietas de peces (Otta et al.,2000).

Los principales factores que tienen influencia sobre la toxicidad de las aflatoxinas
en los humanos son: biodisponibilidad, la toxicidad, la cantidad de toxina ingerida
diariamente en funcion de la concentracién de aflatoxina y de la cantidad de alimento
ingerido, la continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado; el peso del
individuo y del estado fisioldgico y de salud de éste; la edad del individuo (Gimeno y
Martins, 2004). Las aflatoxinas tienen efectos toxicos inmediatos, ademas de
inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos. El principal érgano diana
de los efectos toxicos y carcinogénicos es el higado (Peraica M et al, 1999). También

inducen tumores en rifidn, colon y pulman.

En estudios epidemioldgicos en diversas partes del mundo donde es frecuente el
cancer de higado se ha encontrado relacién estadisticamente significativa entre el nivel de
contaminacion con aflatoxinas, y esta enfermedad. Esta enfermedad causa por lo menos
300,000 muertes por afio. Los estudios epidemioldgicos han encontrado un aumento en la
incidencia de cancer y hematomas en las regiones donde a aumentado la ingestion de
alimentos contaminados con aflatoxinas (Guzméan, 2001; Williams y Wilson, 1999).
Investigaciones realizadas en 185,000 muestras de cacahuate provenientes de Brasil,
Guatemala, Irlanda, México, Suiza, Reino Unido, EEUU y la URSS indican que, el 1% del

total de las muestras en estudio presentan niveles de aflatoxinas menores a 20 mg kg™
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(FAO, 1991; Garcia et al., 2001). Estos estudios han demostrado la presencia de diversas
micotoxinas como las aflatoxinas, fumonisinas, zeralenona, etc. En la India, por ejemplo,
se han encontrado valores de aflatoxinas totales que oscilaban entre 6.25-15.6 mg de AF kg’
! de maiz; cantidades que provocan dafio hepatico agudo. También en 1974 fueron
documentados 108 casos de pacientes que habian consumido maiz contaminado con
aflatoxinas en niveles que oscilaban entre 0.25 y 15 mg de AF por kg de dieta. En todos
estos casos se detectd cirrosis hepatica en nifios. Por otra parte, el sindrome de Reye con
encefalitis y degeneracion de grasa de visceras en nifios se ha asociado con la ingesta de

aflatoxinas (Jaimez et la., 2000; Lindner, 1995; Nelson et al., 1980).

En paises asiaticos como Tailandia , la presencia de aflatoxinas son un mal
endémico y las aflatoxinas B;, G; y B, han sido aisladas en higado de humano
determinandose la presencia de sus metabolitos (P1 y Q1), en dicho tejido. Estos derivados
de aflatoxinas se han relacionado de forma directa con cancer (Jaimez et al., 2000).

Otros estudios realizados en el sur de Guangxi, China durante 19990, sugieren un
riesgo potencial a desarrollar cancer hepéatico por la exposicion a dosis diarias de
aflatoxinas en niveles que van de 16.9 a 20 mg de aflatoxina por kg de peso corporal, lo
cual resulta ser significantemente menor a lo observado en estudios con ratas macho.
Adicionalmente, se correlacion6 esta susceptibilidad con la presencia de infecciones por
hepatitis B (Lippmann, 2000).

El hombre con una dieta deficiente nutricionalmente es mas susceptible a los efectos
toxicos de las aflatoxinas, que pueden ejercerse directamente y provocar toxicosis aguda o
toxicosis cronica subletal que tiene como manifestacion el cancer (Oyelami OA, 1997). En
estudios recientes se hallaron aflatoxinas en el cerebro y los pulmones de nifios fallecidos
por Kwashiorkor y en nifios controles que habian muerto por otras enfermedades. Esto
podia deberse a un desequilibrio metabolico o al fracaso de los mecanismos excretorios en

los nifios con enfermedades como el sarampion (que precede al Kwashiorkor en 25 % de
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los casos), insuficiencia renal, estenosis pildrica o gastroenteritis, y a menor depuracién de

las aflatoxinas en las neuropatias (Oyelami OA, 1997).

En 1966 se demostré que el mecanismo de accion de las aflatoxinas incluia la
inhibicion del DNA y el RNA, la inhibicion de la mitosis y la produccion de alteraciones
cromosomicas, lo que evidencio su efecto como agente carcinogénico, teratogénico y
mutagénico. Por esto se ha planteado que las aflatoxinas son un factor de induccion de

neoplasia en el hombre.

La aflatoxina una vez absorbida en el intestino delgado es transportada por los
gldbulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado via portal, donde es metabolizada
por las enzimas oxidasas que las biotransforman en metabolitos, algunos altamente
reactivos que tienen la capacidad de unirse covalentemente con centros nucleofdlicos de
macromoléculas celulares como el DNA, RNA, y proteinas. Esto implica un riesgo

bioldgico para la célula (scielo.sld.cu/scielo.php).

2.5. Legislacion sobre las aflatoxinas

Por otra parte, el reconocimiento de la actividad cancerigena de las aflatoxinas a
llevado a interrogantes concernientes al peligro que presentan para la salud publica la
contaminacion de los alimentos con hongos. Un estudio realizado por la comision de Codex
Alimentarius en 1997, concluyé que una disminucién en los limites permisibles de
aflatoxinas de 20 a 10 pg kg™ en la dieta europea, no tenia efecto medible en la incidencia
de céncer hepatico. No obstante, el riesgo de cancer por la influencia de dichos compuestos
aumenta en las regiones en donde la poblacion ingiere con mayor frecuencia los alimentos
contaminados con aflatoxinas y donde la nutricion proteica es deficiente, combinado con la
hepatitis B, como en regiones de Asia y Africa (Steciow, 2003; Williams y Wilson, 1999).
En Africa, la cerveza se elabora con sorgo y se ha identificado la presencia de AFB1, tanto
en este cereal como en la propia cerveza. Consecuentemente, la exposicion de los
individuos malas micotoxinas por ingestion de frutos secos, cereales y animales o bebidas

elaboradas con ellos, continia siendo muy preocupante (Sendra y Carbonell, 2004).
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Los limites obligatorios para el contenido de aflatoxinas en los alimentos
vulnerables a ellas se han fijado muy cerca del limite de deteccion de la metodologia
analitica, con base en el principio de que no existe ningun nivel inocuo conocido para el ser
humano; la norma dictada por la "Food and Drug Administration™ (FDA) de los EEUU para
los alimentos agricolas primarios y sus derivados, es de 20 pg/kg de aflatoxinas totales
(Bogantes Ledezma, Pilar et al., 2004). Los organismos de salud de los distintos paises han
establecido el limite maximo permisible de 5 a 20 ug kg” de aflatoxinas totales. Por
ejemplo, Brasil en productos para exportacion permite 50 ng kg de aflatoxinas totales,
mientras la India permite 120 pg kg™ de AFB! (D"Mello et la., 1997).

Por otra parte , la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecié el limite
maximo permisible de 5 ug kg-1 para las aflatoxinas totales (B; + B, + G; + G), en varios
hueros de alimentos (Papp et al., 2002). Por otra parte, la Unién Europea (EU), toma esta
regulacion solamente para los alimentos como son las especias. Para otros alimentos, como
las nueces, frutas secas, cereales, derivados para consumo humano directo o como
ingredientes, establece limites més rigurosos aceptando solamente 2 pg kg” para la
presencia de AFB; y 4 pg kg™ para la presencia de aflatoxinas totales (Blesa et al., 2004;
Chiavaro et al., 2001; Gimeno y Martins, 2004).

La comision de Codex Alimentarius de la FAO/OMS concluy6 en 1997 que las
aflatoxinas deben ser consideradas como contaminantes carcinogénicos y, por lo tanto, su

consumo debe se ser el mas bajo posible (Kok, 1994, Williams y Wilson, 1999).

A continuacién se presenta los limites maximos establecidos para la presencia de

aflatoxinas tomadas por diferentes paises o regiones econémicas.

2.6. Normatividad mexicana
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La Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002), establece que : a) Todos los
alimentos para consumo humano no excederan de 20 pg kg™ de aflatoxinas, b) Los
cereales con una concentracién mayor de 20 ug kg™ de aflatoxinas y que se destinen
para consumo directo para animales o como parte de alimentos procesados, deberan
ajustarse a lo dispuesto en la Tabla 1.2. Cabe resaltar que en esta legislacion no se

contempla la regulacion de AFB; sino del total de las cuatro toxinas.

Tabla 2. Niveles m&ximos permitidos para aflatoxinas en México

Especie/ etapa de produccion Limite maximo (ug kg™
Aves (excepto pollos de engorda) 100
Cerdos en engorda
Entre 25y 45 kg 100
Mayores de 45 kg 200
Maduros destinados a reproduccion 100
Rumiantes
Maduros destinados a reproduccion 100
De engorda en etapa de finalizacion 300

2.7.Legislacion de los EEUU sobre aflatoxinas.

La legislacion de los EEUU es una de las méas laxas del mundo y es casi 10 veces mas alta
que la adoptada por la EU. Sin embargo, México y los paises integrantes del MERCOSUR
han basado sus legislaciones en ésta, A continuacion en la Tabla 3, se presentan los limites

permitidos en los EEUU.

Tabla 3. Niveles maximos permitidos para aflatoxinas en los EEUU (FDA, 2000)

Producto Nivel (ug kg™)
Todos los productos, excepto leche, para consumo humano 20
Leche 0.5
Maiz para animales jovenes y ganado vacuno 20
Maiz para ganado en reproduccion, cerdos y aves maduros 100
Maiz para alimentacion de cerdos en etapa de finalizacion 200
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Maiz para alimentos de engorda en etapa de finalizacién 300
Semilla de algodén como ingrediente de alimentos 300
Todos los suministros diferentes al maiz 20

Tabla 4. Limites maximos de aflatoxinas establecidas por el MERCOSUR (MERCOSUR, 1994)

Alimento Aflatoxina Limite (ug kg™)
Leche
Leche fluida M, 05pgL?
Leche en polvo M, 5.0
Maiz
Maiz en grano (entero, partico, aplastado) B;+ B,+G; +G, 20
Harinas 0 sémolas de maiz B+ B,+G; +G, 20
Cacahuate
Cacahuate (sin descascarar, descascarado, crudo o B+ B,+G; + G, 20
tostado)
Cacahuate en pasta (pasta de mani 0 manteca de mani) B+ B,+G; + G, 20

2.8.Legislacion sobre aflatoxinas vigente en la Union Europea

La legislacion de la UE (Tabla 5), sobre contenidos maximos de aflatoxinas en
productos alimenticios, fue publicada en la directiva CE 2174/2003 del 12 de diciembre
de 2003 (DOCE 13-12-2003). Esta es una de las legislaciones mas estrictas del mundo,
algunos otros paises han adoptado esta misma legislacion: Austria, Belgica, Espafia,
Francia, Grecia, Hungria. Irlanda, Luxemburgo, Polonia, Reino Unido.

Dicha legislacion estipula que los limites maximos se aplican a la parte comestible

de los cacahuates, frutos de cascara y frutos secos. Los cacahuates, frutos de céscara,

24



Marco Tedrico

frutos secos y el maiz que no cumplan con los contenidos maximos de aflatoxinas

establecidos podran ser puestos en circulacion a condicion de que:

a. No se destinen al consumo humano directo, ni se usen como ingredientes de
productos alimenticios.

b. Cumplan con los contenidos méximos establecidos para los cacahuates, para los
frutos de céscara, frutos secos y para el maiz.

c. Sean sometidos a un tratamiento posterior de seleccion u otros métodos fisicos, de
forma que después de dicho tratamiento no se superen los limites maximos
establecidos y que el tratamiento mismo no provoque otros residuos nocivos.

d. Estén etiquetados de forma que se demuestren claramente su destino, incluida la
indicacion “Producto destinado a ser sometido obligatoriamente a un tratamiento de
seleccién u otros métodos fisicos con objeto de reducir el nivel de contaminacion de
aflatoxinas antes de su consumo o su utilizacién como ingrediente de productos

alimenticios”.

Tabla 5. Niveles maximos permitidos de aflatoxinas por la legislacion de la Unién Europea (directiva
CE 2174/2003)

Producto Contenido méaximo (ug kg™

Bl B1+B2+Gl+G2 M1

Cacahuates, frutos de céscara y frutos secos

Cacahuates, frutos cascara, frutos secos y productos 2 () 4 (a)
derivados de su transformacion, destinados al consumo
humano directo o de su uso como ingredientes de productos
alimenticios

Cacahuates destinados a ser sometidos a un proceso de 8 (a) 15 (a)
seleccion, u otro tratamiento fisico, antes del consumo
humano directo o de su uso como ingredientes de productos
alimenticios
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Frutos de cascara vy frutos secos destinados a ser sometidos a 5 (@9 10 (a)
un proceso de seleccion, u otro tratamiento fisico, antes del
consumo humano directo o de su uso como ingredientes de
productos alimenticios

Cereales (incluido el alforfon, Fagopyrum sp)

Cereales (incluido el alforfén, o trigo negro, Fagopyrun sp) y 2 4
productos derivados de su transformacion destinados al
consumo humano directo o hacer usados como ingrediente
en los productos alimenticios

Cereales (incluido el alforfén, o trigo negro, Fagopyrun sp), 2 4
salvo el maiz destinada a ser sometidos a un proceso de
seleccion, u otro tratamiento fisico, antes del consumo
humano directo o de su uso como ingredientes de productos
alimenticios

Maiz destinado a ser sometidos a un proceso de seleccion, u 5 10
otro tratamiento fisico, antes del consumo humano directo o
de su uso como ingredientes de productos alimenticios

Leche (cruda, para fabricacion de productos lactaos y tratada 0.05
térmicamente tal como se establece en la directiva
94/46/CEE del consejo, cuya ultima modificacion la
construye el reglamento CE No. 806/2003

Los siguientes tipo de especies:

-Capsicum spp. (frutos desecados, enteros o triturados, con
inclusiéon de los chiles, el chile en polvo, la cayena y el
pimenton)

-Piper spp. (frutos, con inclusion de la pimienta blanca y
negra)

-Myristica fragans (nuez moscada)

-Zingiber officinale (jengibre)

-Curcuma longa (circuma)

2.9.Mecanismo de accion de las aflatoxinas en el organismo

En 1966 se demostr6 que el mecanismo de accion de las aflatoxinas incluia la
inhibicion del DNA y el RNA, la inhibicion de la mitosis y la produccién de alteraciones
cromosomicas, lo que evidencié su efecto como agente carcinogénico, teratogénico y
mutagénico. Por esto se ha planteado que las aflatoxinas son un factor de induccion de

neoplasia en el hombre.

La aflatoxina una vez absorbida en el intestino delgado es transportada por los glébulos
rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado via portal, donde es metabolizada por las
enzimas oxidasas que las biotransforman en metabolitos, algunos altamente reactivos que

tienen la capacidad de unirse covalentemente con centros nucleofélicos de macromoléculas
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celulares como el DNA, RNA, y proteinas. Esto implica un riesgo bioldgico para la célula
(Bolet Astoviza, y Socarras Suarez, 2005).

Las aflatoxinas son compuestos extremadamente tdxicos Yy carcinogénicos,
especialmente la B1 que a su vez es la méas frecuente y probablemente constituye el agente
cancerigeno mas potente que se conoce (su limite de tolerancia en el maiz es 20 ppb).
Tienen un tropismo sobre el parénquima hepatico en el que ocasionan dafio celular al

interrumpir la sintesis proteica y bloquear de esta manera la regeneracion hepatocelular.

Debido a la interrupcion enzimatica, la oxidacion y fosforilacion grasa no se lleva a
cabo, dando lugar a una lipidosis hepatica y, al mismo tiempo, una reaccion de los
conductos biliares ante el cuadro tdxico, que se denomina hiperplasia de los conductos
biliares (Galvan,1992).

Como también las aflatoxinas alteran el metabolismo de los minerales y vitaminas,
lo que corresponde al Ca y P se interpreta como causal de algunos problemas de patas y de
fragilidad 6sea, méas ain por la relacion que existe entre el metabolismo del Ca y el de la
vitamina D. También se han reportado interferencias en el metabolismo del Fe y Cu. Por
otro lado, Osuna (1991) refiere que las aflatoxinas afectan la producciéon de huevos no

solamente en cantidad sino también en tamafio.

Por ser sustancias inmunosupresoras potentes, disminuyen la eficiencia fagocitica
de las células de la serie blanca y macréfagos, atacando también al timo y a la Bursa de
Fabricio, con deficiente produccion de linfocitos T y B con lo que se incrementa la

susceptibilidad de los animales a diversas enfermedades.

2.10. Problematica del uso de granos contaminados
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3. Ciclodextrinas

3.1 Generalidades

Las ciclodextrinas (CD) son macromoléculas formadas por distinto nimero de
residuos de D(+) glucopiranosa unidos mediante enlaces alfa(1-4). Las mas utilizadas son
las alfa-,beta- y gamma-CD que contienen 6,7 y 8 moléculas de glucopiranosa
respectivamente. A pesar de que son muy hidrosolubles, el interior de la cavidad de las
ciclodextrinas es apolar, por lo que son capaces de formar complejos de inclusién con
distintos tipos de moléculas que se alojan en su interior. La mayoria de las aplicaciones de
las ciclodextrinas en la industria estan encaminadas a mejorar las caracteristicas del
producto terminado (solubilidad, caracteres organolépticos)y a incrementar la estabilidad

de los compuestos labiles.

Aungue son solubles en agua, tiene un forma de cono truncado Dodziuk Helena,
1994 (llustracion 1), el interior de su cavidad es hidrofobo e hidrofilicas por fuera, lo que
le permite a moléculas relativamente pequefias e hidrofobas acomodarse en su interior,
formando lo que se conoce como complejos de inclusidn estables apolares y de tamafio
adecuado tales como farmacos, contaminantes, pesticidas, tensoactivos. Su eficacia y
aplicabilidad pueden incrementarse si se incorporan dentro de una estructura polimérica

(Ej. una red tridimensional insoluble).
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llustracién 2. B-Ciclodextrina y cavidad de las ciclodextrinas

Tabla 6. Tipos de ciclodextrinas que hay en la naturaleza

Ciclodextrina P.M Diametro Diametro de la Solubilidad | Hidratacion en
Interno cavidad g/kg H,O H,O
(nm) (nm)
interior exterior cavidad | exterior
(nm) (nm)
a (glucosa)6 972 1.52 0.45 0.53 129.5 2.0 4.4
B (glucosa)7 1134 1.66 0.60 0.65 18.4 6.0 3.6
v (glucosa)8 1296 177 0.75 0.85 249.2 8.8 5.4

Existen ciclodextrinas que han sido modificadas quimicamente agregandoles
grupos que les confieren mayor solubilidad y mayor afinidad con algdn tipo de compuestos.
Como CMBCD, SBR, M, TM, etc. Las ciclodextrinas son capaces de admitir varias clases
de moléculas dentro de su cavidad, con lo que se forman estructuras llamadas complejos de

inclusion.

La parte mas ancha del cono presenta al disolvente grupos hidroxilo secundarios y
la mas angosta grupos hidroxilo primarios. La parte interior del cono es hidrofébica debido
al ambiente rico en electrones de los &tomos de oxigeno de los enlaces glicosidicos. Las
interacciones Van der Waals, los enlaces de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas

permiten que los compuestos formados sean estables.

El equilibrio de la formacién de los complejos depende de la concentracion de la
Ciclodextrina, de la sustancia con la que se forma el complejo y del agua. Su velocidad de
formacion esta determinada en gran medida por la facilidad con la que las moléculas de
interés se acomoda en la cavidad de la Ciclodextrina (tamafio y forma) y por la suma de las

fuerzas termodinamicas que dirigen le fenomeno (Connors T Hinguchi, 1985).
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Varios eventos energéticos favorables contribuyen a la rapidez de formacién de los

complejos de inclusion:

Regreso de las moléculas de hidratacion al medio

Desplazamiento de moléculas de agua de la cavidad hidrofobica de la CD

Remocion de la molécula de interés (hidrofobica) de un medio hostil.

Instalacion de la molécula hidrofébica en la cavidad de la CD.

Una vez que la molécula esta dentro de la cavidad, la mejor posicion esta determinada
por la interacciones débiles que alli tiene lugar, estas pueden crear interacciones
selectivas similares a las enzimas. La disociacion es generalmente un proceso
igualmente rapido, que puede ser causado por el incremento del nimero de moléculas

de agua que salen de la cavidad de la CD (Connors T Hinguchi, 1985).

Mucho del potencial de estos complejos ha sido aprovechado en aplicaciones
farmacéuticas, por su costo, su disponibilidad, baja toxicidad y la adecuada solubilidad

en agua de muchos farmacos de interés.

3.2 Aplicaciones de las CD

Algunas de las aplicaciones mas importantes de las CDs son farmacéuticas como ya
se menciono, pero no son las Unicas, también se usan en la industria alimentaria, industria
de cosméticos, en la agroguimica, quimica analitica, en modelos enzimaticos, en catalisis,

metalurgia, etc.
3.3 Uso de CD en espectrofotometria de fluorescencia
Las CD incrementan la intensidad de fluorescencia causado por la hidrofobicidad

en el medio de la cavidad. Previene el contacto con sustancias que disminuye la

fluorescencia, incrementa el limite de deteccion causado por el crecimiento de la
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solubilidad, aumenta la intensidad de quimioluminiscencia y hace a la molécula sea méas

rigida, evitando que pierda energia por otras formas de relajacion (ej. Calor).

3.4 Implementacion de CD en la identificacion de Aflatoxinas

Debido a que la AF Bl y G1, probablemente tienen diferencias estructurales,
concretamente en el doble enlace en el anillo furanico. De forma tal que el doble enlace
pareciera ser muy importante para las propiedades fotofisicas de la medida de estos
derivados justo antes de ser estudiados espectroscopicos de la medida de estos derivados
justo antes de ser estudiados espectroscopicos (M.N. Dirr, 1987; D.L. Orti, 1989). De tal
forma que al poner las ciclodextrinas en la fase movil, estas incrementan la respuesta
natural de fluorescencia, debido a que estabiliza a la molécula en el estado excitado.

Provocando que disminuya la perdida de energia ganada por otras formas de relajacion.
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4. Fundamentos analiticos
4.1 La cromatografia como herramienta analitica

En la actualidad, los métodos cromatograficos se usan ampliamente para el analisis y
separacion de muestras, dado que presentan gran selectividad por los solutos. Debido a ello,

se pueden separar muestras complejas y multicomponentes.

La cromatografia es un técnica de separacion de los constituyentes de una mezcla. Se
ha convertido en un método analitico de primer orden para identificar y cuantificar los
compuestos de una fase liquida o gaseosa homogénea. El principio basico se fundamenta en
los equilibrios de distribucion de los compuestos presentes entre dos fases no miscibles de
la que una, llamada estacionaria, esta inmovilizada en una columna o fijada sobre un
soporte y la otra, llamada mdvil, se desplaza al contacto de la primera. La elucion (proceso
en el cual, se separan los solutos a traves de una fase estacionaria por el movimiento de una
fase movil) a velocidades diferentes de los compuestos presentes por la fase mévil conduce

a su separacion. De todos los métodos analiticos e instrumentales, la cromatografia es el
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que tiene el mayor campo de aplicabilidad y por ello, ocupa una posicion dominante

(Rouessac y Rouessac, 2003).

4.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

La CLAR es una técnica cromatogréfica de reparto o posicién en la que la muestra
se fracciona entre una fase movil que es liquida y una fase estacionaria (Bermejo, F. 1991).
Utiliza una presion muy elevada para forzar el paso del disolvente por una columna que
contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion (Harris, D.
2001). Debido a estas presiones el equipo para HPLC es elaborado y costoso (Skoog, D. A.
Et al. 2005).

Deriva de una evolucion de la cromatografia en columna, cuyos resultados, en
términos de selectividad y de resolucién han mejorado mucho por la miniaturizacion y la

utilizacion de fases estacionarias muy elaboradas.

Es la técnica mas utilizada de todos los tipos de cromatografia de elucion,
conociéndose como tal al desplazamiento de un soluto de la fase estacionaria por un

disolvente.

4.2.1 Instrumentacion en cromatografia a de liquidos de alta resolucion

Los componentes basicos de un sistema para CLAR son: (Figura 2.1)

A) Reservorio para la fase mavil (disolventes)

B) Sistema de bombeo para proporcionar presion a la fase mavil
C) Indicador de presion

D) Sistema de inyeccion de muestras

E) Columna cromatogréafica

F) Detectores

G) Reservorio para desechos

H) Sistema para el tratamiento de datos y registrador
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Figura 2.1 Instrumentacion basica en cromatografia liquida de alta resolucion.

4.2.2 Detector de fluorescencia

Estos detectores presentan una gran variedad de disefios. Existen fluorébmetros de
filtros, como monocromador en el sistema de excitacion y filtro en de emision, también los
hay con dos monocromadores. Estos instrumentos emplean diferentes fuentes de radiacion
para trabajar en la region ultravioleta. Para ello, son cominmente empleadas lamparas de

xendn, deuterio y ldmparas de mercurio con o sin fésforo.

En estos detectores son muy eficientes y altamente sensibles para sustancias que
exhiben fluorescencia; sin embargo, pueden presentarse inconvenientes en la
espectroscopia de fluorescencia, asociados ala cromatografia, como puede ser el oxigeno
disuelto en la fase movil, lo cual reduce la sefial de fluorescencia (efecto de apago,
"guenching". El detector de fluorescencia se fundamenta en la teoria de la espectroscopia
de fluorescencia. Debido a ello, el detector presenta una alta sensibilidad sobre sustancias
capaces d fluorescer al ser excitadas por la radiacion UV (Skoog et al., 2005)

4.3 Fundamentos de la espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas por
la absorcion de radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. una de las caracteristicas
maés atractivas de los métodos de fluorescencia es su sensibilidad inherente, la cual es , con
frecuencia, de uno a tres ordenes de magnitud mejor que las de la Espectroscopia de
absorcion. No obstante, los métodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los
métodos de absorcion debido al numero relativamente limitado de sistemas quimicos que

se pueden hacer fluorescer.

En la figura 2.2 se muestran las etapas en las que sucede el proceso de fluorescencia
en el cual se observa que, como primer paso, las moléculas se excitan (1), por la fuente de

iluminacién, pasando de un estado basal a un estado singulete excitado (S;) o (Sy) del cual,
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en un tiempo determinado, retornan a su estado basal (So), mediante la emision de un foton
(V).

Diagrama de Joblonsk

S;

Conversion interna

Sistema de cruzamiento interno

S
' v]v \
T:
Fluorescencia
/ 2 |v\ hv, <—
hv, hva hve Fosforescencia

A 4 A 4

S
0 v v

Figura 2.2. Esquematizacion del proceso de fluorescencia

donde:

Sy Estado basal de la molécula

S, ,S, Estados excitados de la molécula

I Proceso de excitacion (absorbe energia electronica)

11 Proceso de perdida de energia (pasa de un nivel energético inferior)

IV Proceso de emision de un foton (llega a estado basal por liberacién de un foton)
hv Energia de excitacion

hve Energia liberada en un fotén (fluorescencia)

hvp Energia liberada en un fotén (fosforescencia)

T, Sistema de cruzamiento interno (proceso de fosforescencia)

Durante la excitacién (Proceso 1). las moléculas adquieren energia vibracional en
forma de energia, llegando algin subnivel vibracional del estado electronico excitado. Las
moléculas tiene una fuerte tendencia a llegar a un nivel vibracional inferior, perdiendo
energia a través de colisiones (Proceso 11). Esta pérdida de energia se detiene en un estado
electronico excitado singulete (S1), desde donde retornan al estado basal mediante la
emision de un foton (Proceso V) (Galen, 1985). A esta serie de procesos se les conoce
como fluorescencia, durante los cuales la transicion energética no provoca cambios en el

espin del electron. La espectroscopia de fluorescencia es un método espectroscopico que
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presenta alta sensibilidad (partes por trillén) y especificidad (Willard, 1988). Esta técnica
se encuentra encaminada al estudio de compuestos que presentan la propiedad de

fluorescer.

Dentro de las aplicaciones de dicha técnica se encuentran el estudio de moléculas de
origen biologico como son las lecitinas, &cidos nucleicos, proteinas, toxinas, etc. También
se pueden determinar contaminantes trazas como quinonas, drogas y toxicos de origen
natural o sintético (acido dietilamin-lisérgico, LSD), entre otros (Willard, 1988). Con el
empleo de la espectroscopia de fluorescencia en la determinacion de sustancias
fluorescentes como las aflatoxinas, el limite de deteccion aumenta en dos ordenes de

magnitud con respecto a métodos convencionales (Wehry, 1981).

2.2.1 Efecto de "apagado™

Se le denomina efecto de apagado (“quenching” por su nombre en inglés), a la
reduccién en la intensidad de la fluorescencia esperada para la solucion. Este efecto puede
ocurrir como resultado de una absorcidn excesiva o por la emision de la radiacion por la
misma solucién. A la concentracién en la cual ocurre dicho fendmeno, se le ha
denominado concentracion de apagado (“quenching™). El efecto de apagado puede ser
causado por pérdidas de energia no radiante de moléculas excitadas. Un agente de pagado
facilita la conversion de las moléculas de un estado excitado sigulete a un nivel de triplete
en donde la emision no ocurre. Este efecto se presenta en muchos compuestos aromaticos
debido a la presencia de oxigeno disuelto. También se puede presentar dicho fendmeno
debido a factores quimicos y fisicos. la intensidad de la fluorescencia de muchos
compuestos depende de la temperatura, por lo que este factor fisico presenta un problema
en el analisis, ya que provoca variaciones en las mediciones. Otro aspecto importante que
puede causar un descenso en la intensidad de fluorescencia es la gran facilidad con que se
pueden contaminar las muestras con substancias en cantidades indetectables. entre los
contaminantes mas comunes se encuentran la baquelita, los plasticos o polimeros

comerciales, el cromo, etc. (Wehry, 1981)
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4.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) en la identificacion de
aflatoxinas

Es la técnica mas usualmente utilizad en la determinacion de aflatoxinas empleaban

detectores UV; sin embargo, diversos estudios mostraron que la deteccidn de estas toxinas

no era tan sensible y selectiva como la deteccion por fluorescencia y los picos de

interferencias era muy comunes. Por ello, surgié la necesidad de introducir el empleo de la

deteccidn por fluorescencia.

El uso de CLAR con deteccion de fluorescencia es uno de los métodos actualmente
mas aceptados para la determinacion de aflatoxinas. La eleccion de este método permite un
analisis cualitativo y cuantitativo de las aflatoxinas, ya que ellas presentan fluorescencia.
La longitud de onda de excitacidon Le= 360 nm puede usarse para las cuatro aflatoxinas y
la longitud de emision, para By y B, Aem= 440 nm. La de 470 nm puede usarse para G y
G,.

Este método instrumental presenta varias ventajas sobre otras técnicas, siendo la
mas importante la capacidad de automatizacién. Con este método se puede trabajar en fase
normal y fase reversa. La fase reversa es mas empleada que la normal. En esta variante se
emplean columnas con fases unidas quimicamente como son las de ocradecil y
fenilpolisilano que son fases no polares. La fase mdvil tendra que se mas polar, a fin de

poder realizar la separacion de los analitos (Holcomb et al., 1992).

Recientemente Blesa et al., 2004 determind aflatoxinas (B1, B2, G1 Y G2) en alimentos
provenientes de los mercados y supermercados de Valencia, Espafia. en este estudio la
extraccion se realiz6 mediante un método de matriz dispersa en fase solida, se realizé una
derivatizacion precolumna para que posteriormente los analitos se separacion y
cuantificaran mediante CLAR-fluorescencia.
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Desarrollo Exnerimental

5. Desarrollo Experimental

Para alcanzar los objetivos propuestos en esta investigacion, de aplicar la
determinacion de aflatoxinas como lo establece la NOM y de desarrollar una nueva
metodologia que permita identificar y cuantificar la presencia de aflatoxina B1, B2, G1 y G2

en muestras diversas , en este capitulo se presentan los pasos seguidos.

5.1 Reactivo y Materiales

Para el desarrollo de la presente investigacion se emplearon los siguientes reactivos y
disolventes: Acetonitrilo y Metanol grado HPLC, estdndares de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2
proporcionados por Sigma-Aldrich Quimica (St. Louis, MO, USA), acido acético glacial,
acido trifluoroacético que fueron adquiridos de J.T. Baker (Xalostoc, Edo. de Méx., México).
El agua desionizada fue obtenida de un sistema Milli-Q Plus (Molsheim, Francia). -

Ciclodrextrina que fue proporcionada por Sigma-Aldrich Quimica (St. Louis, MO, USA).

La muestras de higado de pollo (previamente sometidos a un adieta de maiz
contaminado con aflatoxinas) fueron adquiridas de Ciudad Universitaria . Las muestras de
dulces tipicos mexicanos (coco. nuez, pasas , pepitoria, pepita, alegria, cacahuate, etc) fueron
adquiridas del Laboratorio Postcosecha de Productos Vegetales del Centro de Asimilacion
Tecnoldgica de la UNAM. Las muestras ya estaban tratadas, yo solo las evaporaba y las

reconstituia en Acetonitrilo o en fase moévil metanol: agua (40:60 % v/v), para su inyeccion

5.2 Equipos

Se utilizo un equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion Thermo
Separations Products, Inc. (San José California, EEUU) acoplado a un detector de
fluorescencia, con una longitud de onda de excitacién de 360 nm (xendn i6n laser) y una
longitud de onda de emision a 440 nm. Con una columna LCyg -DB 4.6 x 250 mm con un

tamafio de particula de 5um, Supelco. Un espectrofotometro UV-visible Perkin Elmer() y un
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espectrofotometro de fluorescencia Varian, Cary Eclipse. Un bafio de ultrasonido Transsonic
T570, EIma® (Alemania) y Una bomba de vacio Benchtop vacuum station Alltech y Applied
Science México S.A. de C.V. (Col. del valle, México, D.F.).

5.3 Metodos
5.3.1 Criterios de pureza del los estandares de aflatoxinas
Obtencion del espectro de absorcion y determinacion de la longitud maxima de absorcion
para AFB,, By, G1 y Ga.

La longitud de onda de méaxima absorcion para cada aflatoxina, se determino
empleando un espectrofotdémetro UV-visible (Perkin Elmer) el cual se ajusto a cero de
absorbancia mediante un blanco de solucion benceno-acetonitrilo (98:2). Posteriormente, se

realizo un barrido de 330 a 370 nm de cada una de las soluciones.

5.4 Calculo del factor de correccion del equipo (FC)

Se preparo una solucion con 1L de acido sulfdrico 0.018 N y 78 mg de K,Cr,0;
(método establecido por NOM). De la solucion resultante (0.25 mM K,Cr,0;) se tomaran
alicuotas para preparar dos soluciones de concentraciones de 0.125 mM y 0.0625 mM
respectivamente. Posteriormente, se calibro el espectrofotémetro UV-vis a cero de absorbancia
con solucién de acido sulfdrico 0.018N como blanco. a continuaciéon se procedio a leer la
absorbancia de las tres soluciones de dicromato de potasio de menor a mayor concentracion,
ala longitud de onda méxima de absorcién para cada una de las aflatoxinas. Con los valores
obtenidos se procedié a calcular el coeficiente de extincion molar mediante la siguiente
ecuacion: e=(Ax100)/[mM]. el valor del coeficiente de extincion molar sirvio para calcular el

factor de correccion del equipo mediante la siguiente ecuacion:

FC=8 promedio /3160
donde 3160 es el coeficiente de extincion (g) para soluciones de dicromato de potasio y

€ promedio €S €l coeficiente de extincion experimental para soluciones de dicromato de potasio.
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una vez verificado que el valor de FC se encontraba en el intervalo de la concentracion de
aceptacion, 0.95 a 1.05, se procedié a calcular la concentracion real de las cada una de las
soluciones de aflatoxinas (método NOM) mediante la ecuacion que a continuacion se detalla:
ng de AF mL™ =(A x PM x 1000 x FC)/e

donde:

A= Absorbancia

PM= Peso molecular

FC= Factor de correccién del equipo

g= Coeficiente de extincion molar para soluciones de AF

5.5 Soluciones patrén de Aflatoxinas

La preparacién de las soluciones estandar de AF Bi, B,, G1 y Gy, se realizo segln se
describe en el método de la NOM. Para ello, se disolvi6 cada uno de los estdndares con una
mezcla de benceno:acetonitrilo (98:2), para obtener una concertacion aproximada de 100 mg
mL-1. De esta solucién se tomaron 10 mL y se aforaron a 100 mL con la mezcal de
benceno:Acetonitrilo (98:2). De esta solucion estdndar se partio para preparar la curva de
calibracién con concentraciones de 99 a 200 [1g de AFB; L™, de 20 a 40 [1g de AFB2 L%; de
60 a 160 [1g de AFG1 L™y de 20 a 40 [Ig L™ Estas concentraciones se transforman a ng
(concentracion absoluta) de cada una de las aflatoxinas se inyectaron 20 [JL (volumen de
analisis), de cada uno de los puntos de la curva. Esto se realizd con el fin de evitar cambios de
unidades de concentracion en las soluciones ([1g L™) y las muestras en ([1g Kg™). Al
cuantificar las muestras se consider6 el factor de dilucidn y se obtuvo la concentracién de las

toxinas en [1g Kg™.

5.6 Método de analisis para las aflatoxinas
5.6.1 Preparacion de las muestras

Muestras de higado de pollo. Inicialmente los animales fueron inducidos a una dieta
contaminada de maiz con aflatoxinas, posteriormente se extrajo el higado, el cual fue

sometido a una molienda y extraccion con diclorometano. Las muestras fueron evaporadas con
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nitrégeno y reconstituidas con 1 ml de acetonitrilo grado CLAR, posteriormente se pasaron
por una membrana 0.45 um. En el anexo 1 se explica detalladamente la secuencia
metodoldgica de la técnica.

Muestras de dulces tipicos mexicanos. Las muestras inicialmente se encontraban en
metanol, asi que se evaporaron con nitrégeno y se reconstituyeron en 1 mL acetonitrilo grado
CLAR posteriormente se pasaron por una membrana de 0.45 um. Cabe mencionar que las
muestras se monitorearon en dos zonas :Zona I, Coyoacan y Zona Il, La merced. En el anexo

2 se explica detalladamente la secuencia metodologica de la técnica.

5.7 Derivatizacion de AFB; y AFG;

La derivatizacion de estos estdndares se realizo tomando 100 uL de las soluciones
estandar de AFB1 y AFGL1 en un vial de 0.5 pL, a este volumen se le agrego 350 pL de la
solucion derivatizadora (10 mL ATF, 5 mL A&cido acético glacial y 35 mL de agua
desionizada), se agitaron con vortex durante 30 segundos. Los viales se mantuvieron en bafio
de agua a una temperatura de 65°C por 10 minutos (NOM). Una vez trascurrido el tiempo se
enfriaron al chorro del agua, hasta temperatura ambiente.

5.8 Cuantificacion por CLAR-fluorescencia

La cuantificacion de AFB1 y AFB2 se realizo mediante un cromatdgrafo de liquidos
consistente en una bomba cuaternaria , equipado con un inyector Rheodyne con un rizo (loop)
de 20 uL y un detector de fluorescencia (Thermo Separations FL300, EEUU). La separacion
se llevo acabo mediante una columna LC;5-DB en fase reversa, de 4.6 mm D.I., x 250 mm x 5

um (Supelco, EEUU).
Todos los disolventes fueron desgasificados por 45 minutos usando un bafio de

ultrasonido, Transsonic T570. el agua grado cromatografico fue obtenida por la filtracion de
agua destilada y desionizada, de un sistema Milli-Q Plus (Molsheim, Francia).
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La fase movil presento la siguiente composicion: agua: acetonitrilo: metanol
(60:20:20). La columna se mantuvo a temperatura ambiente con un flujo de la fase movil de
1.0 mL min-1. la longitud de onda de excitacion y de emision del detector de fluorescencia se
ajustaron a 360 y 440 nm respectivamente. EI volumen de inyeccién fue de 20 mL. La
identificacion y cuantificacion de las AFB; y AFB,, en las muestras de higado y de dulces
tipicos se realiz6 por comparacion del tiempo de retencion del estandar y de las areas bajo la

curva con la obtenida de la solucién del estandar.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4. Estandarizacion de las Aflatoxinas estandar

Debido a que las aflatoxinas no son patrones primarios (aun tomando en cuenta
que su origen fue del proveedor Sigma-Aldrich que indica en la etiqueta cierta pureza)
estos son compuestos inestables a condiciones de luz y aire, por tal razon es necesaria la

estandarizacion para conocer la concentracion real cuando ya se tienen en solucion.

4.1. Criterio de pureza para las soluciones estdndar de aflatoxinas (AFB1, AFB2,
AFGly AFG2)

Con la finalidad de estandarizar las soluciones de aflatoxinas ya preparadas se
utilizo el procedimiento descrito en el apartado 5.4. A continuacién en la Tabla 4.1, se
muestran los datos experimentales con los cuales se procedié a calcular el factor de
correccion del equipo (FC) y la concentracion real de la aflatoxinas en la solucién madre
utilizando las siguientes ecuaciones:

& promedio ,ugAF Ax PM x1000x FC
a0 m £

FC

promedio

Tabla 4.1. Resultados de la calculo del factor de correccion del equipo

Solucién de dicromato de Absorbancia promedio a Amax €=
potasio [mM] (350 nm) (AX100)/[mM]
0.25 0.84062 3362.48
0.125 0.42037 3362.96
0.0625 0.21342 3414.72
& promedio = 3380.05

Nota: Las lecturas de absorbancia se realizaron por triplicado para cada una de las concentraciones de
dicromato de potasio

El factor de correccion del equipo se calculé como sigue, FC=[3380.05/3160] = 1.0086
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El factor de correccion para la sefial del equipo (FC=1.0086), se encuentra dentro
del intervalo (0.95<FC>1.05), establecidos por el criterio de la norma. Con este valor
experimental se procedié a calcular la concentracion real para AFB;, AFB,, AFG; y
AFG; en la solucion de referencia. Las soluciones de aflatoxinas se estandarizaron y las
concentraciones resultantes pueden ser observadas en la Tabla 4.1.2, asi como en la
Grafico4.1

Tabla 4.1.2. Absorcion maxima para cada una de Aflatoxinas

Coeficiente de
Aflatoxina  [Amax a 350 nm PM extincion (€) ug AF/mL
Bl 0.16329 312 19800 2,60
B2 0.68498 314 20900 10,38
G1 0.27329 328 17100 5,29
G2 0.40194 330 18200 7,35
FC=| 1.008578681
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Espectros de Absorcion Aflatoxinas B1, B2, G1 y G2
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Grafico 4.1. Espectros de absorcion maxima (350 nm)

La concentracion determinada para cada una de las aflatoxinas fue 2.60 pg mL™ lo
cual equivale al 26 % de pureza del estandar para AFB1; 10.38 ug mL™ lo cual equivale al
103.8% de pureza del estandar para AFBy; 5.29 ug mL™ lo cual equivale a 52.9 % de

pureza del estandar y 7.35 pg mL™ lo cual equivale a 73.5 % de pureza del estandar.

4.1.2. Curva de calibracion para cuantificacion de AFB; y AFB;

Como se menciono en el capitulo anterior, las curvas de calibracion abarcan
concentraciones de 38 a 91 ug mL™ para AFB; y de 31 a 71 pg mL™ para AFB,. En los
gréficos 4.1.2 y 4.1.3 se muestran las curvas de calibracion para ambas aflatoxinas con sus
intervalos de confianza, la ordenada al origen, la pendiente de la recta y el coeficiente de
determinacion (r°).

Las inyecciones para la curva de calibraciéon se realizaron por triplicado y se
comprobé que el método sigue un modelo lineal si se analiza por areas con una r® de 0.9832

para la AF By y de 0.9925 para la AF By, en cuanto al analisis con alturas la r* no cumple
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con los requisitos par decir que sigue un modelo lineal. Por esta razon se decidid cuantificar

a las muestras en cuanto a sus areas.

Area
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Grafico 4.1.2. Curva de calibracién para AFB; de 99 a 200 pg mL™
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Grafico 4.1.3. Curva de calibracién para AFB; de 20 a 40 pg mL™
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4.2 Limite de deteccion y cuantificacion

4.2.1 Limite de deteccion AFB;

La desviacion estandar de la ordenada al origen Sh, tiene un valor de 7506.3,
mientras que el valor de la pendiente m, es 669.061, por lo que el estimado* del limite

de deteccion (LD) es:

3.3x5b, 3.3x7506.3
D= = = 37.02 ppm
m 669.061

4.2.2 Limite de cuantificacion AFB;

La desviacion estdndar de la ordenada al origen Sh, tiene un valor de 7506.3,
mientras que el valor de la pendiente m, es 669.061, por lo que el estimado* del limite
de deteccidn (LC) es:

10xSb, 10x7506.3
C= = = 112.19 ppm
m 669.061

4.2.3 Limite de deteccion AFB,

La desviacion estandar de la ordenada al origen Sh, tiene un valor de 7506.3,
mientras que el valor de la pendiente m, es 669.061, por lo que el estimado* del limite
de deteccién (LD) es:

3.3xSb, 3.3x354806
D= = = 32.32 ppm
m 362243

4.2 ALimite de cuantificacion AFB?
La desviacion estandar de la ordenada al origen Sh, tiene un valor de 7506.3, mientras
que el valor de la pendiente m, es 669.061, por lo que el estimado* del limite de

deteccion (LC) es:

10x5b, 10x35480.6
C= = = 97.95 ppm
m 362243
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4.3 Separacion de aflatoxinas segun la NOM-188-SSA1-2002

La aflatoxinas eluyen naturalmente en el siguiente orden: G,, G;, By, Bi, como se
muestra en la Figura 4.3.1, sin embargo tanto la AF G, y B; no fluorescen naturalmente
por ello la necesidad de derivatizar. El uso de &cido trifluoracético (ATF) para la
derivatizacion de aflatoxinas, transforma a estas en hemiacetales AFG,a y AFB,a los
cuales fluorescen altamente (J, Jaimez, 2000), dicha saturacién de la estructura no afecta

en la conversion a las AFG;, y AFB,. Figura 4.3.1.
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La derivatizacion con ATF es ampliamente utilizada para la determinacion de
aflataxinas en una gran variedad de alimentos. La mayor desventaja de el uso de ATF es
la baja estabilidad de AFB.a y AFG.a derivadas en metanol, probablemente a la
formacion de metil acetatos (R.M. Beebe, 1978). Por otro lado el ATF es un agente

corrosivo y toxico.
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Figura 4.3.1. Cromatdgramas de una solucién estandar de AF, a) sin derivatizacién y b)
con derivatizacion usando ATF. Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5
um, fase mévil MeOH:AcN:H,0 (20:20:60), inyeccion 20 pl.
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4.4. Influencia de la forma de preparacion del derivado

Durante algunos experimentos realizados en el laboratorio se observo que existe una
influencia considerable del procedimiento de derivatizacion de las aflatoxinas G1 y B1 en
la calidad de las sefiales obtenidas en los cromatogramas. Por lo anterior se analizaron 3
procedimientos diferentes de derivatizacion, con la finalidad de utilizar el que diera mejores

sefiales. Estos procedimientos se describen a continuacion:

4.4.1. Procedimiento A

Sacar del congelador las mezclas patron de trabajo y las muestras preparadas y
descongelar a temperatura ambiente. Medir 100 pL de cada una de ellas y adicionar 350 pL
de solucion derivatizadora (10 mL ATF, 5 mL &cido acético glacial y 35 mL de agua des
ionizada), todo en un frasco vial de 0.5 mL. Mezclar por 30 s e incubar a 65°C durante 10
min en bafio de agua. Enfriar al chorro de agua y finalmente filtrar a través de filtro para
muestras de 0.45 um (NOM-188-SSA1-2002)

4.4.2. Procedimiento B

Sacar del congelador las mezclas patron de trabajo y las muestras preparadas y
descongelar a temperatura ambiente. Tomar 200 uL de cada una de ellas y evaporar.
Derivatizar con hexano-TFA (300 pL de cada uno) y mezclar. Incubar por 10 min. a 40°C
y posteriormente evaporar con nitrégeno. Reconstituir en acetonitrilo-agua (60:180 pL)
respectivamente (Manju Sharma y Carmen Marquéz, 2001)
4.4.3. Procedimiento C

Sacar del congelador las mezclas patron de trabajo y las muestras preparadas y
descongelar a temperatura ambiente. Evaporar con nitrgeno la cantidad deseada, adicionar
100 pL de TFA vy agitar. Evaporar a 45°C y finalmente reconstituir en 1 mL acetonitrilo-
agua (1:1 v/v) (Blesa J, et al., 2005)
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Una mezcla de aflatoxinas se sometio a cada uno de los procedimientos anteriores y fueron
inyectadas al cromatografo de liquidos, obteniéndose los Cromatdgramas que se observan
enlaFig. 4.4.1
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Figura 4.4.1. Cromatograma de la separacion de una mezcla de estandares de aflatoxinas.
Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, fase mévil MeOH:AcN:H,0
(20:20:60), inyeccion 20 ul. Procedimiento de derivatizacion A, B y C descrito en el texto.
El orden de elucidn es el mismo para todos los casos.
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Como se puede observar en la Fig. 4.4.1, las sefiales obtenidas utilizando el
procedimiento de derivatizacion B fueron mayores (ver eje y que expresa RFU), lo cual
mejora el método en término de sensibilidad. Esto se explica por el hecho de que el
derivado final se reconstituye en un menor volumen (240 pl) comparado con los otros 2
métodos. Respecto al ligero aumento de las sefiales de la AFB1 y AFG1 utilizando el
procedimiento C comparado con el descrito en la NOM (procedimiento A), esto es debido
dos causas: 1) la diferencia en el medio de derivatizacion utilizado, en A el solvente fue una
mezcla de ATF+Ac. acético + agua y en C se utilizo solo ATF y la incubacién o no de la
muestra. Todo lo anterior nos haria concluir que es mejor la utilizacion de solo ATF como
medio para derivatizar, pues no se necesita incubar la muestra y que después de la
evaporacion la muestra deberia reconstituirse en un volumen pequefio de solvente.
Lamentablemente no fue posible utilizar los procedimientos B y C para derivatizar las
muestras en el andlisis rutinario debido a que se presentaron los problemas siguientes:

- Con el procedimiento B aun quedan restos de hexano en la muestra (inyectadas) los
cuales degradan los grupos ODS presentes en la columna, por lo que después de la
inyeccion cambian las caracteristicas de retencién de la fase estacionaria (se
destruye la columna).

- Con el procedimiento C se presenta una clara corrosién de las tuberias, que no
puede evitarse aun enjuagando el bucle (loop), debido a la presencia de ATF
concentrado.

Por todo lo anterior se decidié utilizar el procedimiento de derivatizacion A en

subsecuentes corridas.
4.5. Analisis de AF en muestras de higado de pollo

Con el fin de evaluar la cantidad de aflatoxinas presentes en muestras de higado de
pollo alimentado con maiz con aflatoxinas, se construyeron curvas de calibracién. En estas
curvas fueron incluidas las aflatoxinas B1 y B2, ya que es bien sabido que son las que se

encuentran presentes en maiz (Castillo P, 2005).
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4.5.1 Muestras de higado de pollo.

Las AF que son ingeridas por seres humanos y animales, proviene de los alimetos
contaminados directamente por el hongo o de alimentos de animales que consumieron la
toxina. Las aflatoxinas ingresan al organismos por las vias; digestiva, respiratoria y
cutdnea. Las principales enfermedades en humanos relacionadas con aflatoxinas son:
carcinoma hepatocelular, dafios en el intestino, fibrosis hepética, cancer de pulmon,
colorectal y de es6fago. También puede producir aplasia de timo y disminucion de la
respuesta inmune. En los animales los sintomas de intoxicacion por AF son muchas veces
confundidos por los veterinarios por etiologia con otras enfermedades y se a minimizado su
efecto toxico.

El éxito en el control de AF de productos que se sospecha contaminacion dependera
de metodologias eficientes, baratas, confiables y répidas para que de una forma realista
pueda ejercerse un control de contaminacion de estas sustancias de los productos que se
comercializan. De esta forma en un futuro se podrian establecer muchos mas centros de
monitoreo, tanto para productores como para comercializadores sin que esto signifique un
pago de grandes sumas.

Para realizar los experimentos se utilizaron pollos de raza Ross X Ross (de un dia de
edad) los cuales fueron sometidos a una dieta de maiz contaminada con aflatoxinas
(niveles de aflatoxinas >1000 ugKg™) con y sin la adicién de Nocardia Corynebacteroides
(Nc). Posteriormente se determinaron los niveles de AF encontrados en higado, para
concluir en el efecto al animal. Para lo anterior, se extrajo el higado del animal y fue
sometido a una molienda y extraccion con diclorometano (cloruro de metileno). Las
muestras fueron evaporadas con nitrégeno y reconstituidas con 1 mL de acetonitrilo.
Posteriormente las muestras fueron derivatizadas utilizando el procesé de derivatizacion A.
Se inyectaron 20 plL, de cada una de las muestras con un flujo de 1 mL/min. A
continuacion se muestran los Cromatégramas en la Figura 4.5.1. y 4.5.2, donde se

encuentra presencia de AFB; y AFB:.
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Figura 4.5.1. Cromatograma de muestras de higado de pollo contaminadas con AFB;y
AFB,, Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, fase movil
MeOH:AcN:H,0 (20:20:60), inyeccion 20 pl.

Figura 4.5.2. Cromatograma de muestras de higado de pollo contaminadas con AFB;
yAFB2, tratadas con (Nc) Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, fase
movil MeOH:AcN:H20 (20:20:60), inyeccion 20 pl.
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Para las muestras de higado de pollo expuesto a alimento contaminado con
aflatoxinas se observo la presencia de AFB1 y AFB2 a diferentes niveles ver
Figura 4.5.1. Sin embargo cuando el alimento contaminado se inoculo
previamente con la bacteria Nc, los niveles de aflatoxinas encontrados en los
extractos de higado analizados con nuestra metodologia con mucho menores ver
Figura 4.5.2. Esto nos indica que hay un efecto destoxificante de Nc al ser
adicionado a la dieta de los pollos n engorda. Esto puede hacer que en un futuro
préximo la adicion de Nc al alimento que se sospecha contaminado, contribuya a
la disminucion del riesgo de exposicion a los animales de consumo humano. Estos
analisis fueron realizados dentro del proyecto de investigacion de la Dra. Zoila
Irma Tejeda titulado “Valor nutritivo de las dietas para pollo de engorda

contaminadas con aflatoxinas y tratadas con Nocardia corynebacteroides”.

4.5.2 Dulces Tipicos Mexicanos

La manifestacion de hongos en los dulces tipicos, cereales de maiz, etc;
indican un riesgo potencial para la salud del consumidor por la generacion de
agentes toxicos debido a su metabolismo, haciendo notar a un mas la aparicion de
hongos en productos alimenticios almacenados, como los frutos secos y productos
elaborados a base de ellos, asi como los cereales, es decir que por la localizacion
geogréfica de sus cultivos; el desarrollo es méas frecuente en los climas tropicales,

y subtropicales que en los climas templados.

Es importante que durante el proceso de elaboracion de los dulces tipicos,
se tenga un buen control de la temperatura a la cual se lleva a cabo la mezcla de
las materia prima con al miel previamente preparada, ya que los organismos
mesofilos pueden ser termoduaricos debido a sus esporas, es decir, son capaces de

resistir altas temperaturas sin continuar con su reproduccién (Desrosier, 1997).
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Por otro lado un control de humedad adecuado para el maiz almacenado es
muy recomendable ya que las altas temperaturas son un factor determinante para

que haya un crecimiento de Aspergillus flavus en maiz, cereales, cacahuates, etc.

En el caso del analisis de AF en dulces tipicos mexicanos, éstos se
monitorearon en dos Zonas del area metropolitana (Zona | Coyoacan y Zona Il La
Merced) posteriormente se pesaron 25 g de cada uno de los dulces (alegria de
amaranto, palanqueta de cacahuate, pepitoria, cocada y dulce de coco), se
extrajeron las AF’s adicionando metanol al 60 % y se sometieron a una serie de
filtrados. La muestra se adicion6 a la columna y se realizaron dos lavados
haciendo pasar agua destilada. Posteriormente se coloco un tubo de ensayo en la
parte inferior de cada columna (de afinidad con anticuerpos monoclonales
aflatest) y se llevo acabo la elusion de la muestra haciendo pasar 1 ml de metanol
grado HPLC. Las muestras fueron evaporadas con nitrogeno y reconstituidas con
1 mL de acetonitrilo. Posteriormente las muestras fueron derivatizadas utilizando
el procesé de derivatizacion A. Se inyectaron 20 ulL, de cada una de las muestras

con un flujo de 1 mL/min.
Los resultados obtenidos para los dulces tipicos solo nos indicaron la

presencia de AFB1 en pepitoria para ambas Zonas. A continuacion se muestran

los cromatogramas en la Figura 4.5.3.y 4.5.4
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Figura 4.5.3. Cromatdgrama de pepitoria contaminada con AFB; (Zona Il, La
Merced) Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, fase movil
MeOH:AcN:H,0 (20:20:60), inyeccion 20 pl.

Como se puede observar en la Figura 4.5.3, la presencia de la AFB; con
5.08 ng Kg™ lo cual esta dentro del rango perimido por la normatividad mexicana

(20 ng Kg™) pero ya se encuentra muy cerca al limite de la normatividad Europea
(8 ng Kg™).
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Figura 4.5.4. Cromatograma de pepitoria contaminada con AFB;y AFB, (Zona I,
Coyoacan) Condiciones: Columna Supelco ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, fase movil
MeOH:AcN:H,0 (20:20:60), inyeccion 20 pl.
En cuanto a la zona |, en esta muestra se encontré a dos aflatoxina AFB1
(2.23 ng Kg™t) y AFB; (1.58 ug Kg™), los cuales se encuentran aun dentro del

rango permitido por la normatividad mexicana y europea.
Concluyendo. Aunque existe la presencia de AF en pepitoria en dulces

tipicos, monitoreados en ambas zonas no representan un riesgo de salud para los

consumidores por encontrarse en niveles aceptables.
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4.6 Influencia de las CD’s en la emision de fluorescencia de las

aflatoxinas

Con la finalidad de aumentar la sensibilidad del método de
deteccion de AF de la NOM en donde se utiliza la técnica de CLAR con deteccion
de fluorimétrica, se llevo a cabo el estudio del posible aumento en la emision de
fluorescencia de las AF al formar complejos de inclusion con ciclodextrinas
(CD’S)

Durante el estudio se realizaron mediciones de las AF utilizando un
Espectrofotémetro de fluorescencia Varian CARY Eclipse. Como se puede ver en
la Figura 4.6.1 como primera instancia se obtuvo el espectro de excitacion de la
AFG1 a una longitud de onda de emision fija de 460 nm. De acuerdo a estos
resultados la longitud de onda de excitacién dptima para la AFG1 es 360 nm, por

lo que los subsecuentes espectros de emision fueron a esta longitud de onda.

1200 -
Afla - G;
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
0
200 250 300 350 400

Grafico 4.6.1 Espectro de excitacion de Aflatoxina G;

Con la finalidad de estudiar la influencia de la emision de fluorescencia

observada en la AFG1 con y sin la prese se prepararon las siguientes

A (nm)
soluciones:
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Solucién | AFG; [M] Fase movil
[ppm]

50 1.542 x 10* | MeOH:AcN:H20 (20:20:60)

50 1.542 x 10* | MeOH:AcN:H20 (20:20:60) + B-ciclodextrina (10 M)

50 1.542 x 10" | MeOH:AcN:H20 (20:20:60) + DMp-ciclodextrina (102 M)

50 1.542 x 10* | MeOH:AcN:H20 (20:20:60) + MB-ciclodextrina (102 M)

50 1.542 x 10* | MeOH:AcN:H20 (20:20:60) + HPB-ciclodextrina(102 M)

50 1.542 x 10" | MeOH:AcN:H20 (20:20:60)+ CMB-ciclodextrina (102 M)

Se obtuvo el espectro de emisidn de estas soluciones (a una A excitacien = 360
nm) el cual se puede observar en la Figura 4.6.2. Como se puede observar casi en
todos los casos la presencia de CD’s en el medio provoca un aumento en la
emision de fluorescencia de éstas (con excepcion de HPB- CD), esto puede
deberse a que la formacién de complejos de inclusién genera una estructura rigida
de las AF, estabilizandolas y disminuyendo la pérdida de energia por otras
fuentes. Esto debe probarse con algunos otros estudios que en este momento estan
siendo realizados en el Laboratorio de Espectroscopia Laser del Instituto de
Quimica de la UNAM. Por otro lado, podemos concluir que es posible aumentar
considerablemente la sensibilidad del método de CLAR propuesto en la NOM
adicionando CD’s a la fase movil, por lo que en experimentos posteriores sera

desarrollada esta metodologia en nuestro laboratorio.

Aflatoxina G1 50 ppm

—--—aflaG1-50ppm
aflaG1-bCD50
-5600 ] aflaG1-DMbCDS50
§500 aflaG1-MbCD50
$a00 | 0 ST N | aflaG1-HPbCDS50
=] aflaG1-CMbCD50
2300 -
S200 4 A i
&
B100 1
E o0 . ———— .
oD
385 435 485 535 585

Grafico 4.6.2 Espectro de emision de Aflatoxina G1 con diferentes

ciclodextrinas.
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5. Conclusiones

R/
L X4

X/
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Se realiz6 la estandarizacion de las soluciones de aflatoxinas obtenidas de los
reactivos SIGMA. Este paso es necesario, ya que las AF son fotosensibles y se
degradan en presencia de aire, y con este pardmetro nos aseguramos de que en

cada estudio que se realice sabernos cudl es la concentracion real.

Se llevo a cabo exitosamente la adecuacion del método oficial de la NOM-188-
SSA1-2002, para la determinacién de aflatoxinas B1 y B2 por Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucion, asegurandonos por lo tanto de su confiabilidad.

Se compararon los tres procedimientos de la derivatizacion para lograr la
méaxima emision de fluorescencia de la AF y se decidid trabajar con el
procedimiento A ya que con los otros dos procedimientos se observaron dafios

considerables a la columna.

Se pudo cuantificar la cantidad de aflatoxina B1 y B2 presentes en muestras de
higado y asi observar la influencia de la adicion previa de NC al alimento y su
efecto degradador de las AF.

Se determino exitosamente la presencia de AF en diversos dulces tipicos
mexicanos, siendo este el primer reporte de la evaluacion de estas toxinas,
publicado al respecto, encontrandose la presencia de estas solo en la pepitoria,

aun asi en concentraciones aceptables dentro del margen permitico (menor a 20

ug Kg™).
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Se realizo el estudio del efecto de la adicion de CD’s en la fluorescencia obtenida
de la AFGL1, encontrandose que la formacion de estos complejos de inclusion
AF-CD, en todos los casos aumenta la sefial. Siendo la mas significativa con la
Carboximetil-pCD.

Finalmente podemos afirmar que nuestro grupo de trabajo cuenta con un método

confiable y que probd su utilidad al ser aplicado en anélisis de muestras diversas.

Es de vital importancia para la salud publica el contar con laboratorios que
realicen el monitoreo de estas sustancias toxicas de manera confiable, ya que
hasta nuestros dias son muy poso los laboratorios que realizan estas labores y

solo dos en el pais los que utilizan la técnica de CLAR.

Con la realizacién de este trabajo experimental, adquiri los conocimientos
tedricos y habilidades para el manejo de CLAR, ademas de conocer y llevar a
cabo la evaluacion estadistica de los parametros que aseguran su confiabilidad.
Todos estos conocimientos y habilidades adquiridos contribuyen en gran manera
a ni formacion profesional y me aseguran el poder ser un profesionista
competitivo, considerando que mas del 70 % de los métodos utilizados en el
Control de Calidad de los productos en la Industria Farmacéutica, se realizan

utilizando técnicas de cromatograficas.
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5.1 Perspectivas

Al contar con un método confiables para el analisis de aflatoxinas, este puede ser
aplicado a la determinacidn de estas sustancias en un sin nimero de muestras, pudiendo
identificar y cuantificar de que AF se trata. Esto es importante por ejemplo
especificamente para estudios toxicol6gicos en donde es necesaria la identificacion de la

toxina para concluir a ceca de los efectos adversos en la poblacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo 4, en donde se observo un
aumento considerable en la emision de la fluorescencia de las AF en presencia de CD’s,
podemos predecir que se espera en futuros experimentos el poder mejorar la sensibilidad
de la metodologia propuesta en la NOM-188-SSA1-2002 al adicionar CD’s a la fase
movil que forman complejos de inclusidén que de alguna manera preservan la rigidez de

la molécula, aumentando su emision.
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Anexo A

VALOR NUTRITIVO DE DIETAS PARA POLLO DE ENGORDA
CONTAMIN ADAS CON AFLATOXINAS Y TRATDAS CON Nocardia

corynebacteroides.

Procedimiento:

Se usaron 120 pollos Ross X Ross de un dia de edad. Los que se dividieron en
cuatro grupos de peso homogéneo. Con un disefio totalmente al azar y un arreglo
factorial 2 x 2, en el que los factores seran con o sin aflatoxinas y con y sin Nc. Se
estudiaran cuatro tratamientos con 3 repeticiones de 10 pollos cada uno. Se prepararan 4
dietas de maiz-soya en los cuales el maiz de la dieta va a estar sin contaminar y

contaminado con AF y tratado y sin tratar con NC.

Para la preparacion de las dietas su uso maiz libre de pesticidas, en el cual se
determinaron humedad y nivel de proteinas. Se dividira el lote en dos partes una de ellas
se pondra en frascos de 3 L y se inoculara con una cepa de Aspergillus flavus, ajustando
la humedad a 18 % con agua estéril, se incubara a 30 ° C durante una semana por lo
menos, hasta asegurar que los niveles de aflatoxinas sean lo suficientemente altos (> a
1000 pg Kg™* de maiz), analizado por el método de Aflatest. Se esterilizara en autoclave
a 121° C por 30 min. Se dividian los lotes de maiz (sin contaminar y contaminado) en
dos sublotes y se les incrementara la humedad a 18 % con agua estéril y se inoculo con
una suspension de Nc y se incubara a 28 °C durante 72 horas. Se realizaron pruebas
para estimar la colonizacion del maiz con NC tomando muestra de maiz, lavando con un
buffer de fosfatos 0.1 M de pH 7.0, a una concentracion de 1 g/mL. Se determino el
numero total de microorganismos (NTM) a las 0, 24, 48 y 72 horas, de acuerdo con el
método sugerido por AOAC (1995) poniéndole en placas de agar sangre e incubado a 28

° C/ 7 dias. Al cabo de las 72 h, se puso el maiz a secar a 60 °C en una estufa de aire
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forzado / 24 h. se dejo a temperatura ambiente por 48 h para equilibrar la humedad al

ambiente.

Se llevd un registro semanal de los pesos de los animales y del consumo de
alimento. Al inicio y semanalmente se sacrifico a un pollo por repeticién y por
tratamiento para el andlisis histopatoldgico de higado, rifion, bolsa de Fabricio e
intestino y por microscopia de barrido de intestino. Al final del trabajo (3 semanas), se

sacrificaron 2 pollos de cada repeticion y se determinaron las AF residuales en higado.

Anexo B

DETERMINACION DE AFLATOXINAS POR EL METODO DE
COLUMNAS DE AFINIDAD CON ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Para el andlisis de aflatoxinas totales tanto en las materias primas como
de los dulces tipicos, se utiliz6 el método por columnas de afinidad con
anticuerpos monoclonales ( AFLATEST).

Procedimiento:
1.- Pesar 25 g en el caso de las siguientes materias primas y dulces

tipicos: Amaranto, coco, nuez, cacahuate, piloncillo, cacahuate, alegria de
amaranto, cocadas, dulce de coco, palanqueta de cacahuate y; 50 g para pepita

de calabaza y palanqueta de pepita (Fig.32).

Figura 32. Pesado de muestras
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2.- Agregar a la muestra 100 ml de metanol al 60% en el caso de las

primeras muestras y 200 ml al 80% en el caso de las segundas (Fig. 33).

Figura 33. Adicionando metanol al 60% a las muestras

3.- Homogenizar la muestra por aproximadamente 1 minuto en la

licuadora (Fig. 34).

7,

Figura 34. Moliendo muestras

4.- Filtrar a través de papel filtro de 24 cm, la muestra homogenizada

(Fig. 35).

Vi il TR
Figura 35. Filtrado de muestras
5.- Del filtrado que se obtuvo, tomar una alicuota de 20 ml en el caso de

las primeras muestras y diluirlas en 20 ml de agua, en el caso de las segundas
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muestras, tomar alicuota de 10 ml y diluirla en 40 ml de agua a cada una (Fig.

~——

36).

Figura 36. Tomando alicuotas del filtrado

6.- Realizar un segundo filtrado a través de fibra de vidrio (Fig. 37).

Figura 37. Segundo filtrado

7. Tomar 10 ml de filtrado y depositarlos en la columna de afinidad con
anticuerpos monoclonales aflatest y filtrar al vacio. En el caso de las tltimas dos
muestras (pepita de calabaza asi como palanqueta de pepita) se depositan 4 ml

de filtrado (Fig. 38).
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Figura 39. Filtracién al vacio

8.- Realizar dos lavados haciendo pasar agua destilada por la columna de

la misma manera que se paso el filtrado (Fig. 40).

Figura 40. Lavado de columnas

9.- Colocar un tubo de ensayo en la parte inferior de cada columna y llevar a
cabo la elusién de la muestra haciendo pasar 1 ml de metanol grado HPLC

(Fig. 41).
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Figura 41. Adiciéon de metanol grado HPLC

10.- Agregar 1 ml de solucién reveladora marca Vicam (1:9) para facilitar la

lectura de aflatoxinas (Fig. 42).

Figura 42. Homogenizacion de adicion de solucién reveladora
11. Colocar el tubo dentro del fluorémetro y leer a una longitud de onda de 425

nm (AOAG, 2000) ( Fig. 43).

2N

Figura 43. Lectura de aflatoxinas
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Anexo C

Areas Cromatograficas y Curva de calibracion para AFB; y AFB,

400 ng/mi

14.603
14.437
14.344

300 ng/ml

240064
250209
226774

1273628
1183053
1070346

189209
176019
167716

879706
915341
899480

350 ng/ml

230811
222266
236164

1139830
1146998
1170126

250 ng/ml

153187
170783
158811

746565
803235
762696
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200 ng/ml

150 ng/ml

100058
110091
116927

534253
514696
567353

305978
326141
327977

100 ng/ml

282014
279195
272091
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Concentraciones reales para la Curva de estandares en ng/ mL

Aflatoxin [afla] en 5
as mL 150 200 250 300 350
1297.5639| 259.5127| 38.92691| 51.90255| 64.87819| 77.85383| 90.82947
B 8 96 94 92 9 88 86
1037.9371| 207.5874| 31.13811| 41.51748| 51.89685| 62.27622| 72.65559
B, 04 21 31 41 52 62 73
1586.1071| 317.2214| 47.58321| 63.44428| 79.30535| 95.16642| 111.0274
G, 13 23 34 45 56 68 98
735.04438| 147.0088| 22.05133| 29.40177| 36.75221| 44.10266| 51.45310
G, 45 77 15 54 92 31 69
AFLATOXINA
Nombre Nombre
Archivo muestra B1 B2 ppb B1 ppb B2 microg B1 | microg B2
supelcol05 | 5T2 0 0 0 0 0 0
supelcol06 | 3(4/2) 0 0 0 0 0 0
supelcol07 | 2(PA) 0| 20543 0 15.2055385 0(0.06842492
supelcol08 | 1(4/2) 1087993407735 378.04778|35.0615385 | 1.70121501 [ 0.15777692
supelco109 | 10Nc T-1 17953 0(21.0226552 0]0.09460195 0
supelcol10 [10Nc 24(1) 14483 0 19.8648694 0]0.08939191 0
supelcolll | 7(PA) 10Nc 0| 28599 0|15.6186667 0 0.070284
10Nc
supelcoll2 | T8(8PA) 0| 24534 0(15.4102051 0{0.06934592
supelcol13 [10Nc 2(4/2) 1108 | 62194 (15.4022221|17.3414872 0.06931 | 0.07803669
supelcoll4 | T-3 0 0 0 0 0 0
supelcoll5 | 1(PA) 0| 43935 0(16.4051282 0{0.07382308
supelcoll6 | 4(PA) 0 0 0 0 0 0
supelcol17 [5Nc 4(4/2) 0 26207 0 15.496 0 0.069732
supelcol18 [ONc (6PA) 29865 0(24.9971639 0]0.11248724 0
Zona ll Pepitoria 124185 0(56.4675853 0]0.11248724 0
Zona Il Pepitoria 29236 | 66493|24.7872944 | 17.561949(0.11154282|0.07902877
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Anexo D
PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA Y DESCONTAMINACION
1. Descontaminacion del material de laboratorio

Todo el material de vidrio que fue utilizado durante el analisis, se sumergié en una
solucién de hipoclorito de sodio, la cual se prepard diluyendo una parte de solucion
comercial de hipoclorito (con una concentracion entre 5y 6 %), con diez partes de agua.
Después de tratamiento. EI material se enjuago con abundante agua directa del grifo,

seguido de agua destilada y se seco por escurrimiento en una estufa de 90 100 °C

2. Descontaminacion de area de trabajo
Después del analisis las superficies de las areas de trabajo se limpiaron con una toalla

desechable impregnada con solucion de hipoclorito de sodio concentrado.

3. Descontaminacion del material desechable
Todo el material desechable, se sumergié durante 5 min en la solucion de hipoclorito de
sodio. La solucion descontaminate se elimino por el drenaje y los materiales deseclables
tratados, se empacaron en una bolsa de plastico previamente sellada y se colocaron el el
depdsito de desechos.

4. Tratamiento de derrames
Los derrames de las soluciones de AF deben tratarse inmediatamente con hipoclorito de
sodio, vertiéndolo directamente del envase, recoger los liquidos con un papel absorbente

el cual también se colocara en una bolsa de plastico.

5. Tratamiento de remanentes de extracto de muestras.
Una vez que se ha separado una alicuota del extracto de la muestra es frecuente que
permanezca un remanente del mismo. Estos restos de extracto deben tratarse con una

cantidad de hipoclorito de sodio equivalente a la unidad de volumen del residuo a tratar.
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Los liquidos resultantes se deben acumular en un recipiente para desechos liquidos y

eliminarse en un lugar destinado especialmente para éstos.

Anexo E

Medidas preventivas para evitar la presencia de aflatoxinas

Evitar los factores que influyen en el desarrollo de hogos y en la produccion de

micotoxinas:

*
*

- ¥

- + + ¥

-+ + ¥

Seleccion adecuada de las semillas de cacahuate, maiz, sorgo y otros granos.
Evitar la humedad del producto, las temperaturas (produccion méxima de hongos
entre 25 y 32 ° C) y humedad relativa elevada en el almacenamiento y la
conservacion de semillas.

Eliminar malezas

Practicar rutinariamente la rotacion de los cultivos.

Desactivar o quemar toda la materia organica muerta antes de la preparacion del
terreno.

Evitar dafios mecanicos a los productos.

Recolectar los cultivos en plena madurez.

Los almacenes deben ser secos y que no permitan la entrada de agua.

Cumplir las normas sanitarias de almacenamiento (estibas, niveles de humedad
adecuados, ventilacion e iluminacion adecuada, etc.)

Controlara la infestacion de insectos.

Almacenar a baja temperatura.

No utilizar los granos verdes, quebrados o aventados.

Inspeccion periddica del producto almacenado.
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