UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Estudio comparativo, identificacion y cuantificacion de
aflatoxinas, en nuez de Castilla (Juglans regia L.), nuez
pecana (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch) y
marafon (Anacardium occidentale L.)
de la Ciudad de México.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA
JOSE ADAYA GONZALEZ

MEXICO, D.F. 2013




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: Dr. PEDRO VALLE VEGA

VOCAL: Q.F.B. AUROA IRMA ORTEGON AVILA
SECRETARIO: Dra. MAGDA CARVAJAL MORENO

ler. SUPLENTE: Q.F.B. GLORIA GARCIA RAMIREZ

2° SUPLENTE: M. en C. SILVIA CITLALLI GAMA GONZALEZ

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

INSTITUTO DE BIOLOGIA, UNAM. DEPARTAMENTO DE BOTANICA. LABORATORIO
DE MICOTOXINAS C-119.

ASESOR DEL TEMA:

DRA. MAGDA CARVAJAL MORENO

SUSTENTANTE:

JOSE ADAYA GONZALEZ



iii
DEDICATORIA

A mis padres, Dora y Abel.

“Dos buenos padres valen por mil maestros”.

A mi hermano, Abel, aunque no la quiera leer.
“No permitas que nadie diga que eres incapaz de hacer algo. Si tienes un sueio, debes
conservarlo. Si quieres algo, sal a buscarlo, y punto. ¢ Sabes? la gente que no logra

conseguir sus suefios suele decirles a los demés que tampoco cumpliran los suyos”.

A mis tios.

“Un buen ejemplo es mejor que un buen precepto”.

A mis amigos.
“iQué raro y maravilloso es ese fugaz instante en el que nos damos cuenta de que hemos

descubierto un amigo!”

A mis profesores.

“‘Ensenar es un ejercicio de inmortalidad”



AGRADECIMIENTOS

A las personas

A mi asesora, la Dra. Magda Carvajal Moreno por permitirme trabajar en un proyecto a su
lado, por su apoyo y ensefanzas.

Al M. en C. Francisco Rojo, por su apoyo con la cromatografia de liquidos.

A la Dra. Silvia Ruiz, del Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y en
Sistemas (IIMAS) por los analisis estadisticos.

A Georgina Ortega Leite por su apoyo en la busqueda de bases de datos.

A Carmen Loyola por apoyo en fotografia.

A las Instituciones

Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) por el apoyo de
laboratorio, reactivos y equipo.

A la Facultad de Quimica de la UNAM por la carrera, el apoyo administrativo y tramites
del Jurado.

Al Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y en Sistemas (IIMAS) por los
andlisis estadisticos.

A la Biblioteca del Instituto de Biologia por la ensefianza en busqueda de bases de datos.



INDICE
B 115 = (e [
D=0 [T 0] 1 -
AGradeCIMIBNTIOS. . ...ttt ettt
LiSta de Tablas. ... .ueii e
LiSta de FIQUIAS ... e
RS UM BN ..o e
ADSIraCT. ...
TR 1 0T 0T ox oo
I.1. Generalidades del cultivode lanuez..............cocoiiiiiiiiii i,
[.1.1. Nuez de Castilla.........ccooveiniiiiii e
[.1.2. NUBZ PECANGAL. ... ettt ettt
0 TR Y/ = =V o1 o P
l.2. Importancia econdmica, produccion Y CONSUMO...........cueuiuinininananannnn.
[.2.1. Produccion y consumo mundial................ccoiiiiiiiiiiiiiiien..
[.2.2. Produccion y consumo €N MEXICO.........ccoeiiiiiiiininineieaaaaanans.
1.3. Valor nutrimental de las treS NUECES..........oiiiiiiii e
l.4. Generalidades de las AflatoXiNas..........ccooviiiiiiiiiiii e
[.4.1. EStructura qUIMICA........c.oueiiiii e
1.4.2. Propiedades fiSiCOqQUIMICAS........ocveieiiiiiiiiiii i
[.4.3. Efectos enla salud humana..............coooiiiiiiiiiiiiieee
[.4.4. ATlAtOXINAS €N NUECES. ... .ueie ettt et e aaenens
1.4.5. Métodos de control, descontaminacion y detoxificacion...............
1.5. Determinacién de AF por métodos analiticos.............c.cviiiiiniiinnnn.
L HIPO SIS . o e
L. OBJEHIVOS. ..t e
e O =T T - U
1.2, PaArtiCUIAreS. ... ..o e
V. MaterialeS Yy MEtOUOS. .......ouiini i e
V.1, MUEBSIIEO. ... e
IV.2. ANAlISIS QUIMICO. .. .ottt
IV.2.1. Determinacion de solucién base de T pgmL™.....................
[V.2.2. DerivatiZaCiOn...........couiuiiie i
IV.2.3. Extraccién de AF de las muestras...........ccceveveiiiiieinnnennnnn.
IV.3. Cuantificacion de AF por HPLC..........oooiiiiii e,
IV.4. Validacion del método para cuantificacion de AF en nueces...............
IV.5. ANAlISIS @StadiStiCO. ... .ouiiie e
V. Resultados ¥ diSCUSION. ... ...
V.1. Validacion del método para cuantificacion de AF en nueces...............
V.1.1. Selectividad.........ccooeiiiiiiii
V.1.2. Linealidad...........cooiiiiiii
V.1.3. Calculo de LOD Y LOQ.....iuiiiiiiiiiiiie e
V.1.4. Recuperacion del método...........oooviiiiiiiiiie,
V.2. Cuantificacion de AF en las muestras por HPLC..............cocooiieinnnne.
V.3. ANAlISIS €StadiStiCO......ouieie e
RV R O] o Tl 1§ 0] o = PP
VII. Bibliografia........coooiii

Vil
Viii

OCOORRAWNRPRPEPX



@OO\ICD(ﬂ-hOOI\)HZo

T I S N S
© 0O N O OO0 W N R O

20

21

22

Vi
LISTA DE TABLAS

Descripcion Pag.
Principales productores de nueces en el mundo en 2010 (FAO, 2012)............... 5
Principales paises consumidores de nuez en 2009 (FAOSTAT, 2012)............... 5
Produccion de nuez en México durante 2011 (SIAP, 2012).........ccoviviiiiieinnnnnn. 6
Produccion de nuez de Castilla en México durante 2011 (SIAP, 2012)............... 7
Produccion de nuez pecana en México durante 2011 (SIAP, 2012)................... 7
Produccion de marafion en México durante 2011 (SIAP, 2012)............cccevenene. 7
Valor nutrimental de las nueces estudiadas por 100 g (Kendall et al., 2010)........ 8
Micotoxinas producidas por especies de Aspergillus spp. (Cabares et al., 2007) 10
Limites maximos para AF en varios paises (Creppy, 2002).........ccceoviuinininannnn. 11
Muestreo de nueces en la Ciudad de MEXICO..........coeveieiiiiiiiiiiiiiiieeeea, 23
Constantes de cada AF para obtener la concentracion de Aflatoxinas totales...... 25
Puntos graficados para obtener la curva de calibracion de AFB,; n=28............ 30
Puntos graficados para obtener la curva de calibracién de AFB,; n=38............ 31
Puntos graficados para obtener la curva de calibracién de AFG1; n=26............ 32
Puntos graficados para obtener la curva de calibracion de AFG,; n =38............ 33
Parametros de las curvas de calibracidén para cada aflatoxina.......................... 34
LOQ Yy LOD paralas Cuatro AF. ... ... 34
Recuperacion de AF en cada MatrizZ..........coovuieiiieiii e, 35

Concentracion promedio de AF en las muestras ajustadas al porcentaje de
recuperacion (en NG g™ de MUESEIA)........ccuuue e, 36
Célculo de consumo de AFt en diferentes presentaciones comerciales de
0 T2 o= 40
Resultados de la prueba Kruskal-Wallis aplicada para encontrar diferencia
significativa entre la Delegacion de origen de las muestras..............cccoeeeennn.e. 41
Resultados de la prueba Kruskal-Wallis aplicada para encontrar diferencia

significativa entre [0S tipoS D€ NUEZ..........coiiiiiii e, 41



@OO\ICD(ﬂ-hOOI\)HZo

[ERN
o

11

12

13

14

15
16

17

18

LISTA DE FIGURAS

Descripcion
Nuez de Castilla, drupa en el arboly semilla.............cooooiiiiiiiiiiin,
Nuez pecana, drupa en el arboly semilla..............oooiiiiie
Marafdn, fruto falso y drupa en el arboly semilla..................ccoooiiiiiiiinnt.
Estados productores de nueces €N MEXICO.........cevuiiriiriiiiiiiiei e,
Colonia y conidiéforos tipicos del género Aspergillus............ccoeeviiiiiiiiinennnnn.
Aflatoxinas B, By, G1 y G2 (Sweeney y Dobson, 1999)..........ccooiiiiiiiiiiinnnnnn.
Las nueces como ingredientes de varios alimentos.................ooooiiiin,
Reaccion de derivatizacion CON TFA. ... e
Cromatogramas obtenidos del experimento de selectividad; 1. Blanco; 2. Nuez
de Castilla; 3. Nuez pecanay 4. MarafiOn. ..........ccoviiieiiiiiiiia e
Curva de calibracion de AFB;. Pendiente (m) de 2.8299; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9973. ..o
Curva de calibracion de AFB,. Pendiente (m) de 1.7786; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9908...........uuumreee ettt
Curva de calibracion de AFG;. Pendiente (m) de 1.7607; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9969..........uu. e
Curva de calibracion de AFG,. Pendiente (m) de 1.247; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9988...........uuuureie et
Concentracion promedio de AFB; presente en las muestras estudiadas. Se
graficé 0.01 ng g™ para las muestras con <LOD............ccuuuuieeieeeeeeieieeeeeeen,
Concentracion promedio de AFt presente en las muestras estudiadas...............
Concentracion promedio de las cuatro AF y AFt en nuez de Castilla, nuez
pecana y marafion de la Ciudad de MEXIiCO.........cceviiiiiiiii e
Contenido promedio de AFB; para muestras de nuez de Castilla. Los grupos con
una letra (A, B, C, D) en comdn no presentan diferencia significativa, aquellos
con letras diferentes si presentan diferencia significativa (p<0.05)...........ccccceeenne
Contenido promedio de AF en las matrices estudiadas. Los grupos con una letra
(A, B, C) en comun no presentan diferencia significativa, aquellos con letras

diferentes si presentan diferencia significativa (p<0.05)...........cccoiiiiiiiiiiinnnnn.

Vil

o oo b~ N B

12

16

20

28

30

31

32

33

37

38

39

42

43



viii

RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de metabolitos secundarios toxicos y cancerigenos
producidos por cepas de mohos del género Aspergillus, el almacenamiento inadecuado de los
alimentos proporcionan las condiciones favorables para la produccion de AF, especialmente
en oleaginosas como nuez, pistache, almendra, etc.

Los objetivos de esta investigacion fueron identificar y cuantificar por un método
validado las AF AFB,, AFB,, AFG,, AFG, y AF totales (AFB; + AFB, + AFG; + AFG,)
presentes en los tres tipos de nueces (nuez de Castilla, nuez pecana y marafién) mas
consumidos en México.

La presente investigacion consistido en la obtencion de muestras de nuez de Castilla,
pecana y marafién de los tres principales mercados de cada una de las 16 Delegaciones de la
Ciudad de México. Las muestras de nueces se homogenizaron y posteriormente se extrajeron
las 4 AF por medio de columnas de inmunoafinidad. La identificacién y cuantificacién de las
AF se llevd a cabo por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Mediante un andlisis estadistico con la prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskal-Wallis se
compararon los factores de variacion de origen de la muestras (Delegacion donde se realizo el
muestreo), tipo de AF y tipo de nuez.

Se validé el método de extraccion y cuantificacion de AF en nueces. Se comprobé que
el método es selectivo y lineal, los porcentajes de recuperacion de AF variaron de 75% a 95%.
Los limites de deteccion de las AF (ng g™), basados en las curvas de calibracién fueron: AFB;
(0.1), AFB, (0.01), AFG; (0.01) y AFG; (0.05).

Los resultados indican que de 50 muestras analizadas, el 22% presentan
contaminacion por AFB;, y el 100% esta contaminado con AF totales (AFt). Las
concentraciones promedio de AF en nuez de Castilla fueron 0.05 ng g™ de AFB;, 0.13 ng g™
de AFB,, 0.39 ng g™ de AFG;, 2.12 ng g de AFG, y 2.10 ng g de AFt. Para nuez pecana
0.09ng g’ 0.08ngg’ 0.12ng g’ 0.23ng g’y 0.44 ng g* respectivamente; y para marafién
0.02ng g’ 0.05ng g™ 0.06 ngg™, 1.23ng g™y 1.36 ng g respectivamente.

El andlisis estadistico arrojé que la nuez de Castilla es significativamente (p<0.05) la
mas contaminada por AFB;, AFB,, AFG; y AFG, y AFt. Las muestras de nueces de Castilla
procedentes de las Delegaciones Tlalpan (0.23 ng g*) y Coyoacan (0.26 ng g*) son
significativamente (p<0.05) las més contaminadas por AFB;. Para nuez pecana y marafién no

se hall6 diferencia estadistica entre Delegaciones para la contaminacion por AFB; y AFt.



ABSTRACT

Aflatoxins (AF) are a group of toxic and carcinogenic secondary metabolites
produced by strains of Aspergillus molds, improper storage of foods provide favorable
conditions for the production of AF, especially in oilseeds such as walnut, pistachio,
almond etc.

The objectives of this research were to identify and quantify, by a validated method,
AFB1, AFB,, AFG1, AFG; and total aflatoxins (AFB; + AFB, + AFG; + AFG,) present in all
three types of nuts (walnuts, pecans and cashews) that are the most consumed in Mexico.

This research involved sampling of walnut, pecan and cashew of the three main
markets of each one of the 16 boroughs of Mexico City. Nuts samples were homogenized
and then the 4 AF were extracted by immunoaffinity columns. The identification and
quantification of the AF was conducted by high performance liquid chromatography
(HPLC). Through a statistical analysis with the non-parametric Wilcoxon / Kruskal-Wallis
test comparing the variation factors of the origin of samples (sampled borough), type of AF
and type of nut.

Method of extraction and quantification of AF in nuts was validated. It was found that
the method is selective and linear; the recovery percentages of AF varied from 75% to
95%. The detection limits of the AF (ng g), based on the calibration curves were: AFB;
(0.1), AFB; (0.01) AFG; (0.01) and AFG; (0.05).

The results indicate that 50 samples analyzed, 22% are contaminated with AFB1,
and 100% is contaminated with total aflatoxins (AFt). Average concentrations of AF in
walnut were 0.05 ng g™* of AFBy, 0.13 ng g™* AFB,, 0.39 ng g™ AFGy, 2.12 ng g* AFG; and
2.10 ng g of AFt. For pecan 0.09 ng g™, 0.08 ng g%, 0.12 ng g*, 0.23 ng g* and 0.44 ng
g’ respectively, and for cashews 0.02 ng g*, 0.05 ng g, 0.06 ng g%, 1.23 ng g* and 1.36
ng g™ respectively.

The statistical analysis showed that walnut is significantly (p <0.05) the most
contaminated by AFB;, AFB,, AFG;, AFG; and AFt. The walnut samples from the Tlalpan
(0.23 ng g*) and Coyoacan (0.26 ng g*) boroughs are significantly (p <0.05) the most
contaminated by AFB;. For pecans and cashews no statistical difference was found
between boroughs for AFB; and AFt contamination.



l. INTRODUCCION

I.1. Generalidades del cultivo de la nuez.
[.1.1. Nuez de Castilla

La nuez de Castilla (Juglans regia L.) pertenece a la familia Juglandaceae, que es
nativa de Asia Menor al sureste de Europa, del Caucaso a Turquia e Iran (Tsamouris et
al., 2002; Ciarmiello et al., 2011) es un cultivo milenario que fue introducido en Europa
antes de la época romana y en América hacia el siglo XVII, se cultiva por su madera, las
hojas aromaticas y su fruto comestible.

Es un arbol caducifolio, de entre 25 a 35 metros de altura, el tronco puede superar
los 2 m de didmetro y posee grandes hojas pinnadas (20 a 40 cm) compuestas de 5 a 9
foliolos rojizos al brotar y que se tornan verde oscuro. El tronco corto y robusto es
blanquecino o gris claro, con gruesas ramas que forman una copa grande y redondeada.
(Martinez et al., 2010). Las flores femeninas forman un fruto globular de cascara verde
semi carnosa llamado popularmente "nuez", al estar rodeado de una envoltura carnosa y
otra capa interior dura se le considera una drupa (Figura 1). Contiene en su interior a una
semilla corrugada de color marron que es la parte comestible y que los romanos llamaban

"bellotas de Jupiter”, (Jovis glans), de este término deriva el nombre genérico Juglans.
d A i

Figura 1. Nuez de castilla, drupa en el arbol (izquierda) y semilla (derecha).

La nuez de Castilla es un cultivo importante para la industria alimentaria: la semilla
es consumida, fresca o tostada, sola o en otros productos comestibles. Es globalmente
popular por su valor nutrimental, beneficios a la salud y atributos sensoriales, es un
alimento denso en nutrientes, debido a su contenido de grasa, proteinas y su perfil de
vitaminas y minerales (Martinez et al., 2010). Asimismo, tiene una amplia variedad de


http://es.wikipedia.org/wiki/Roma
http://es.wikipedia.org/wiki/Caducifolio
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Drupa
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla

flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles. Aunque los compuestos fendlicos no tienen
ninguna funcién nutricional conocida, son importantes para la salud humana debido a su
funcion antioxidante, impiden la formacion de nédulos de grasa (ateromas) en las arterias,

son anti-inflamatorios y antimutagenos (Davis et al., 2007).

[.1.2. Nuez pecana.

La nuez pecana, nuez de la isla 0 nuez encarcelada, es una especie del género
Carya, nativa del noreste de México (Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas y Nuevo Ledn) y
sureste de Estados Unidos (Indiana, lowa, Mississippi y Texas).

Es un arbol caducifolio, de la familia de las Juglandaceas. Crece de 30 a 42 m de
altura. Las hojas son alternas, de 30-45 cm de largo, y pinnadas con 9-17 foliolos, cada
foliolo de 5-12 cm de largo y 2-6 cm de grosor; las flores son unisexuales, ambos sexos
nacen en racimos separados en el mismo arbol (Science Press & Missouri Botanical
Garden Press, 1999).

El fruto es una drupa, de 2.5 a 4.5 cm de longitud. La nuez es de forma oblonga,
lisa, de cascara delgada y puntiaguda (Figura 2). Su periodo de desarrollo es de alrededor

de siete meses (Gobierno de Chile, Ministerio de Agricultura, 2004).

Figura 2. Nuez pecana, drupa en el arbol (izquierda) y semilla (derecha).

La nuez pecana es fuente de acidos grasos monoinsaturados y compuestos cardio-
protectores, incluyendo esteroles vegetales, vitamina E, acido félico, calcio, magnesio,
fésforo, zinc, vitaminas A y varias B. Ademas una porcién aporta alrededor del 10% de la
ingesta diaria recomendada de zinc y fibra (Griel et al., 2006). Es un alimento libre de

colesterol, con altos contenidos de proteinas, su contenido de &acido oleico es similar al


http://es.wikipedia.org/wiki/Carya
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http://es.wikipedia.org/wiki/EE._UU.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Iowa
http://es.wikipedia.org/wiki/Misisipi
http://es.wikipedia.org/wiki/Texas
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
http://es.wikipedia.org/wiki/Caducifolio
http://es.wikipedia.org/wiki/Juglandaceae
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dcarya%2Billinoensis%26hl%3Des%26biw%3D1525%26bih%3D676%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Leaf&usg=ALkJrhjAYaEtABBiIpETEARfjEv7jGUTIg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dcarya%2Billinoensis%26hl%3Des%26biw%3D1525%26bih%3D676%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pinnate&usg=ALkJrhiPoW3F1JGUtEJJKksOhiScw43UOg

gue poseen las mejores variedades de olivo para aceite (Gobierno de Chile, Ministerio de
Agricultura, 2004).

[.1.3. Marafion.

Su origen es la zona tropical de Brasil, pero se extiende por todos los trépicos de
clima célido y seco con temperaturas entre 21 y 28° C, desde el sur de México hasta Peru
y Brasil, de Cuba a Trinidad. En Asia se le cultiva en la India y Malasia y prospera en
lugares bajos cercanos a la costa (CONABIO, 2000).

Su fruto es muy apreciado y recibe distintos nombres segun la region: anacardo en
Espafia; castafia de caju en Uruguay, Argentina y Chile; cajuil en Republica Dominicana;
cashew derivado del brasilefio caju en inglés Estados Unidos y Reino Unido; marafion en
Peru, sureste de México, Colombia, Ecuador, Panama, Nicaragua, Cuba y Centroamérica;
merey en Venezuela; nuez de la India en el norte y centro de México no confundir con la
verdadera “nuez de la India”; pajuil en Puerto Rico; jocote maraindn en Guatemala, y le
llaman pepas a las semillas ya secas en El Salvador.

Es un arbol perennifolio de 1.5 a 15 m de altura en su habitat natural, y entre 12 y
20 m en plantaciones comerciales, con un diametro de hasta 40 cm medido a la altura del
pecho. Tiene hojas simples y alternas, obovadas o elipticas; lamina de 7 a 20 cm de largo
por 4 a 12 cm de ancho, color verde azuloso mate. Drupa de 2 a 4 cm de largo por 1 a 2.5
cm de ancho, gris o café, suspendida por pedicelo alargado y carnoso en forma de pera
"fruto falso" (Mahecha et al., 2004).

El pseudo fruto conocido como fruto del marafion, se forma del pedunculo o
receptaculo que es engrosado y jugoso, amarillo o rojo, y en el extremo se ubica la semilla
gue es una nuez en forma de rifién, gris y dura, conocida como marafién (Figura 3). El
pedunculo, usado como fruta fresca, es un cuerpo en forma de pera o esférico, de 4 a 8
cm de largo. El parénquima es amarillo y contiene un liquido azucarado y astringente rico
en vitamina C. La nuez, de 2 a 3 cm de largo, tiene un pericarpio liso y brillante y el
mesocarpio tiene espacios que contienen masas de aceites o gomas con cardol, sustancia
caustica y venenosa que se evapora calentando las nueces (FAO, 2006).

La nuez posee un contenido de acido ascoérbico superior al de las naranjas, pero es
pobre en carotenos (0.32 ng/100 g) y vitamina A (0.37 — 1.07 UI/100 g), los acidos grasos

insaturados como el oleico y linoleico se encuentran por sobre el 80% de los otros acidos

3


http://es.wikipedia.org/wiki/Nuez_de_la_India

grasos presentes. Esta nuez es rica en vitaminas B1, B2, acido pantoténico y minerales

como magnesio (Sudzuki, 1996).

Figura 3. Marafidn, fruto falso y drupa en el arbol (izquierda) y semilla (derecha).

En estudios bromatolégicos del marafion se ha encontrado que sus niveles de
proteina cruda son comparables con los de cacahuates y soya, y que el contenido de
aminoécidos azufrados es mayor en el marafion. Los niveles de lisina y treonina son
menores que los de la soya pero comparables a los niveles del cacahuate (Babatunde et
al., 1974).

I.2. Importancia econémica, produccién y consumo

[.2.1. Produccién y consumo mundial.

La produccion mundial de nueces con cascara durante el 2010 fue de 2,545,388 ton
y los principales paises productores de nuez (Tabla 1) fueron China (1,060,600 ton),
Estados Unidos (458,000 ton), Iran (270,300 ton), Turquia (178,142 ton), Ucrania (87,400
ton), México (76,627 ton), Rumania (34,359 ton), India (33,400 ton), Francia (30,460 ton) y
Chile (30,000 ton).

Los paises con mayor consumo de nueces por persona durante el afio 2009 (Tabla
2) fueron: Libano (15.9 kg), Maldivas (13.7 kg), Grecia (11.1 kg), Iran (10.2 kg), Siria (10.1
kg), Paises Bajos (8.7 kg), Espafia (8.6 kg), Suiza (8.4 kg), Italia (7.4 kg) y Austria (7 kg);
México tuvo un consumo de 1.8 kg (FAO, 2012).



Tabla 1. Principales productores de nueces en el mundo en 2010 (FAO, 2012)

Pais Valor de la producciéon (USD)| Produccion (Ton)
China 1 646 714 000 1 060 600
Estados Unidos 7 11102 000 458 000
Irdn 419 674 000 270 300
Turquia 276 587 000 178 142
Ucrania 135 699 000 87 400
México 118 973 000 76 627
Rumania 53 346 000 34 359
India 51 857 000 33 400
Francia 47 292 000 30 460
Chile 46 578 000 30 000
Grecia 34 468 000 22 200
Serbia 33 255 000 21419
Egipto 32 395 000 20 865
Uzbekistan 21 736 000 14 000
Espafia 21 115 000 13 600
Belarus 20 960 000 13 500
Italia 20 494 000 13 200
Polonia 19 097 000 12 300
Alemania 18 942 000 12 200
Republica de Moldova 17 984 000 11 583

Tabla 2. Principales paises consumidores de nuez en 2009 (FAO, 2012).

Pais kg/persona
Libano 15.9
Maldivas 13.7
Grecia 11.1
Iran 10.2
Republica Arabe Siria 10.1
Paises Bajos 8.7
Espafia 8.6
Suiza 8.4
Italia 7.4
Austria 7.0
Turquia 7.0
Bolivia 6.6
Israel 6.5
Alemania 6.4
Bélgica 6.1
Viet Nam 6.1
Tunez 5.6
Australia 55
Emiratos Arabes Unidos 5.4

México

1.8




[.2.2. Produccién y consumo en México

En 2011 se sembraron en México 97,411 Ha de las tres nueces estudiadas (Tabla

3, Figura 4) con una produccion de 1,262 ton de nuez de Castilla con un valor de

$26,787,000 MN. La produccion de nuez pecana fue de 95,078 ton con un valor de
$5,999,502,000 MN y la produccion de marafion fue de 1,207 ton con valor de
$17,174,000 MN (SIAP, 2012).

Tabla 3. Producciéon de nuez en México durante 2011 (SIAP, 2012)

Superficie| Superficie - — Pr_ecio Valor_,
. Produccion | Rendimiento| medio rural | produccion
Variedad |sembrada|cosechada :
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) por ton (miles de
(pesos MN) pesos)
De Castilla 511.75 453.75 1,262.29 2.78 21,221.31 26,787.44
Pecana | 95,667.52| 67,458.16| 95,078.08 1.41 63,100.79 5,999,502.08
Marafién 1,231.75 1,206.95 4,259.61 3.53 4,031.94 17,174.50

[l ESTADOS PRODUCTORES DE NUEZ DE CASTILLA.
[l ESTADOS PRODUCTORES DE NUEZ PECANA.

[l ESTADOS PRODUCTORES DE MARANON.
[ ESTADOS PRODUCTORES DE NUEZ DE CASTILLAY PECANA.

Figura 4. Estados productores de nueces en México

En 2009, México consumid 1.8 kg de nueces por persona y exporté 10,022 ton de

nueces sin cascara por $ 58,787,000.00 MN y de nueces con cascara fueron 38,031 ton
con un precio de $ 94,460,000.00 MN (FAO, 2012).




En las siguientes Tablas (4, 5y 6) se muestran los principales Estados productores

de nuez de Castilla, nuez pecana y marafibn en México durante el 2011.

Tabla 4. Produccion de nuez de Castilla en México durante 2011 (SIAP, 2012).

Superficie | Superficie - - Precio medio L.
L Produccion [Rendimiento Valor produccién
Ubicacién sembrada |cosechada (Ton) (Ton/Ha) rural por ton (miles de pesos)
(Ha) (Ha) (pesos MN)
Jalisco 219.0 204.0 680.0 3.3 20,214.6 13,745.3
Estado de México 52.0 52.0 222.1 4.3 28,968.3 6,433.9
Puebla 46.0 43.0 190.0 4.4 10,100.0 1,919.0
Guanajuato 34.0 30.0 68.4 2.3 34,491.2 2,359.2
Tamaulipas 59.5 59.5 43.7 0.7 8,076.9 352.8
Zacatecas 42.0 12.0 20.4 1.7 55,000.0 1,122.0
Oaxaca 30.0 30.0 14.8 0.5 7,006.5 104.0
Distrito Federal 3.3 3.3 14.0 4.3 24,620.5 344.7
Baja California 20.0 20.0 8.9 0.4 45,674.2 406.5
Nuevo Ledén 6.0 0 0 0 0 0
Total 511.75 453.75 1,262.29 2.78 21,221.3 26,787.44
Tabla 5. Produccion de nuez pecana en México durante 2011(SIAP, 2012).
Superficie | Superficie p - . Precio medio Valor
L roducciéon |Rendimiento s
Ubicacion sembrada | cosechada (ton) (ton/Ha) rural por ton produccién
(Ha) (Ha) (pesos MN) | (miles de pesos)
Chihuahua 58,811.0 38,284.3 56,539.6 15 71,689.1 4,053,271.8
Coahuila 16,251.1 12,691.6 14,030.0 1.1 59,864.7 839,903.8
Sonora 9,219.0 7,364.0 11,999.6 1.6 44,503.1 534,017.9
Durango 5,347.0 4,812.0 5,433.5 1.1 65,448.4 355,615.2
Hidalgo 1,026.2 901.7 3,314.5 3.7 24,408.6 80,902.4
Nuevo Leodn 4,223.3 2,690.5 2,208.6 0.8 45,637.9 100,795.4
San Luis Potosi 101.0 100.0 472.0 4.7 19,533.9 9,220.0
Oaxaca 227.0 213.0 8426.0 2.0 14,210.0 6,053.4
Aguascalientes 232.0 177.0 378.0 2.1 41,823.4 15,808.4
Querétaro 133.0 133.0 186.2 1.4 12,493.7 2,326.3
Zacatecas 34.0 31.0 45.1 1.5 21,2284 957.4
Guanajuato 60.0 60.0 45.0 0.8 14,000.0 630.0
Jalisco 3.0 0 0 0.0 0 0
Total 95,667.52 | 67,458.16 95,078.08 141 63,100.8 5,999,502.08
Tabla 6. Producciéon de marafién en México durante 2011 (SIAP, 2012).
Superficie Superficie p Iy I Precio medio Valor
L roduccidon | Rendimiento C
Ubicacién | sembrada | cosechada (ton) (ton/Ha) rural por ton produccién
(Ha) (Ha) (pesos MN) | (miles de pesos)
Campeche 839.8 815.0 3,884.0 4.8 3,956.8 15,368.0
Chiapas 349.0 349.0 221.8 0.6 5,036.8 1,117.1
Veracruz 30.0 30.0 89.5 3.0 5,366.7 480.3
Guerrero 13.0 13.0 64.3 5.0 3,250.3 209.1
Total 1,231.75 1,206.95 4,259.61 3.53 4,031.9 17,174.50




|.3 Valor nutrimental de las tres nueces

En la siguiente tabla se muestra el valor nutrimental para los tres tipos de nueces

estudiadas (Tabla 7).

Tabla 7. Valor nutrimental de las nueces estudiadas por 100 g (Kendall et al., 2010).

Nutrimento Nuez de Castilla | Nuez pecana | Marafién
Aporte energético (kJ) 2725.4 2887.7 2313.0
Proteina (g) 15.1 9.2 18.3
Carbohidratos (g) 13.7 13.7 30.3
Fibra dietética total (g) 6.7 9.5 3.2
Azucares totales (@) 2.5 3.9 6.0
Lipidos totales (g) 65.1 71.8 43.7
Acidos grasos saturados (g) 6.0 6.3 7.7
Acidos grasos monoinsaturados (g) 8.8 40.8 23.6
Acidos grasos polinsaturados () 47.2 21.5 7.7
Fitoesteroles (mg) 71.8 101.8 157.7
Minerales (mg)
Ca 98.6 70.4 35.2
Fe 2.8 2.5 6.7
Na 3.5 0.0 10.6
K 440.1 408.5 658.5
Mg 158.5 119.7 292.3
P 345.1 278.2 591.5
Zn 3.2 4.6 5.6
Cu 1.8 1.1 2.1
Mn 3.5 4.6 1.8
Se 4.9 3.9 19.7
Vitaminas (mg)
Vitamina C 14 1.1 0.4
Tiamina 04 0.7 0.4
Niacina 1.1 1.1 1.1
Acido pantoteico 0.7 0.7 0.7
Vitamina Bg (UQ) 0.7 0.4 0.4
Folatos totales (pg) 98.6 21.1 24.6
Vitamina A (IU) 21.1 56.3 0.0
Vitamina E (tocoferoles totales) 23.6 26.8 6.7
Aminoécidos esenciales (g)
Isoleucina 0.7 0.4 0.7
Leucina 1.1 0.7 1.4
Lisina 04 0.4 1.1
Metionina 0.4 0.4 0.4
Fenilalanina 0.7 04 1.1
Treonina 0.7 0.4 0.7
Triptofano 0.0 0.0 04
Valina 0.7 0.4 1.1




I.4. Generalidades de las Aflatoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos
por ciertas cepas de hongos filamentosos como Aspergillus, Penicillium y Fusarium, que
invaden cultivos en el campo y pueden crecer sobre alimentos durante el almacenamiento.
Ninguna region del mundo escapa al problema de las micotoxinas y de acuerdo con
Lawlor & Lynch (2005) y Okoli et al. (2006) se estima que las micotoxinas afectan
anualmente més del 25% de los cultivos del mundo.

Los mohos del género Aspergillus spp (Figura 5). (A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius y A. pseudotamarii) se clasifican como microbiota fangica de almacén, son
capaces de crecer con contenidos de humedad bajos y alta presion osmotica (Sanchis et
al., 2007), se desarrollan en el suelo, vegetacion en descomposicidon, heno y granos
sometidos a deterioro microbiolégico e invaden todos los tipos de sustratos organicos

siempre gue las condiciones de humedad y temperatura sean favorables.

— — A D

Figura 5. Colonia y conidioforos tipicos del género Aspergillus.

A. flavus y A. parasiticus crecen desde 10 a 43° C, con un 6ptimo entre 32y 33°Cy
una actividad de agua (a,) de 0.99, estando la a,, minima para su crecimiento entre 0.80 y
0.83 (ICMSF, 1996). Las especies de Aspergillus toleran mal los pH muy &cidos (2 a 3) y
su crecimiento se ve menos afectado a valores de pH alcalinos (Sanchis et al., 2007).

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de metabolitos secundarios téxicos Yy
cancerigenos producidos por las cepas A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A.
pseudotamarii (Cheraghali et al., 2007; Cortyl, 2008; Feizy et al., 2010) y A. bombycis
(Cabarfies et al., 2007) (Tabla 8). Las AF se forman al final de la fase exponencial o al

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



Tabla 8. Micotoxinas producidas por especies de Aspergillus spp. (Cabafries et al., 2007).

Especies AFB;: | AFB, | AFG;: | AFG;
A. flavus + + - -
A. parasiticus + + + +
A. nomius + + + +
A. pseudotamarii + + - -
A. bombycis + + + +

Las AF se producen a temperaturas entre 12 y 40° C y en el intervalo 0.95-0.99 de
aw, aungue se ha detallado un minimo de 0.82 para A. flavus (Sanchis et al., 2007), a una
humedad relativa de 80-85% y un sustrato con humedad de 17% (Leeson et al., 1995). El
nivel mas alto de AF producidas por A. flavus en caldo de cultivo se ha observado entre 25
y 30° C tras dos semanas de incubacion (Sanchis et al., 2007).

Los cultivos susceptibles de contaminacion de mohos productores de AF son
oleaginosas como nueces, semillas de algodon y pistache (Cheraghali et al., 2007),
cereales como maiz y arroz (Feizy et al., 2010) y especias entre otros.

Las AF son compuestos fluorescentes, se clasifican quimicamente como bisdihidro-
furanocumarinas y su sintesis es por medio de la via del policétido (Akande et al., 2006).
Dieciocho AF han sido identificadas, pero so6lo cuatro de ellas han sido encontradas en
alimentos y piensos: Bi, B,, G; y G, (Decastelli et al., 2007); las otras AF (M1, M3, P41, Qq,
G2a, B2a, aflatoxicol, etc.) son productos del metabolismo microbiano o de animales
(Lindner, 1995). La Aflatoxina B; (AFB;) es la mas toxica y ha sido clasificada como un
cancerigeno del grupo 1 por IARC (2002) y con base en estudios epidemiolégicos fue
asociada con cancer de higado y hepatitis aguda (Park et al., 2004).

Las AF son reguladas en mas de 75 paises. En la reglamentacion mundial el rango
de limites de tolerancia para AFB; es 1 a 20 pg kg, y para AF totales (AFt) de 0 a 35 pg
kg™ (FAO, 2004). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estableci6 el limite maximo
permisible de 5 pg kg™ para la AFB; y de 10 pg kg* para AFt (B1+B,+G1+G>), en varios
géneros de alimentos (Papp et al., 2002). El reglamento de la Comision Europea establece
limites de AFB; y AFt de 2y 4 ug kg™ respectivamente en nueces, frutos secos y cereales
desde 1998 (Comision Directiva, 1998; Comision Europea, 2010).
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En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, establece que los
cereales para consumo humano no excederan los 20 pg kg de AFt. La norma NMX-FF-
093-SCFI-2011, de caracter no obligatorio establece un limite maximo permisible para AFt
de 10 pg kg™ en nuez pecana. La Tabla 9 muestra los limites maximos permitidos para

AF en diferentes paises para varios alimentos.

Tabla 9. Limites maximos para AF en varios paises (Creppy, 2002).

Aflatoxina Pais Limite maximo (ug kg o pg L™) Alimentos
Finlandia 2 Todos
Alemania 2 Todos
Holanda 5 Todos

Bélgica 5 Todos
25 Cacahuates
Portugal 5 Alimento para nifios
20 Otros
. 1 Todos
B1 Austria 2 Cereales y nueces
Suiza 1 i Todos
2 Maiz y cereales
Espaia 5 Todos
Luxemburgo 5 Todos
Irlanda 5 Todos
Dinamarca 5 Todos
Grecia 5 Todos
México 20 Cereales
10 Nuez pecana
Suecia 5 Todos
Noruega 5 Cacahuates, marafon
Finlandia 5 Todos
Alemania 4 Todos
0.05 Enzimas
Gran Bretaha 4 Nueces y frutos secos
Francia 10 Todos
Ba, B2, Gy, G2 ltalia 50 Cacahuates
. 5 (B2+G1+Gy) Todos
Austria 0.02 (M1+B1+G1+G)) Alimento para nifios
. 5 (B2+G1+Gy) Todos
Suiza 0.01 Alimento para bebés
EUA 20 Todos
Bélgica 5 Cacahuates
Bosnia 1 (B1+G1) Ce_r_eales
5 Frijoles
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[.4.1. Estructura quimica

Las AF son bis-dihidrofurano-cumarinas, y se les nombra B y G segun los colores
con que fluorescen, ya sea azul (Blue) o verde (Green) bajo la luz UV en cromatografia de
capa fina (Sweeney & Dobson, 1999). La estructura quimica de las AF de tipo B se
caracteriza por un anillo ciclopentanol y las AF de tipo G por un anillo de lactona. AFB; y
AFG; presentan un doble enlace 8,9 en el anillo terminal de furano (Asao et al., 1965;
Bichi et al., 1966), y AFB, y AFG, tienen un anillo bisfuranil saturado (Bhatnagar et al.,
2003) (Figura 6). Las AFB, y G, son derivados dihidroxi de AFB; y AFG; respectivamente,
y son biolégicamente inactivas hasta que son oxidadas a AFB; y AFG; in vivo (Baltaci et
al., 2012). Estas diferencias en la estructura quimica estan asociadas con un cambio
significativo en la actividad, AFB; y AFG; son cancerigenos probados y son

considerablemente mas téxicas que las AFB, y AFG, (Van Egmond et al., 1995).

AFE,

. N A—CH
O 3
AFG, 0—CHs AFG, |

Figura 6. Aflatoxinas B1, By, G1 y G, (Sweeney & Dobson, 1999).

1.4.2. Propiedades fisicoquimicas

Como las AF exhiben una intensa fluorescencia al exponerse a luz UV de onda
larga, se pueden detectar a concentraciones extremadamente bajas (alrededor de 0.5 ng o
menos por mancha en cromatografias de capa fina). Las AF son solubles en disolventes
no polares o medianamente polares como el cloroformo y metanol, especialmente en

dimetil sulféxido y son insolubles en agua (OPS,1983)



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

Las AF resisten la coccion fermentacion pasteurizacion, ultrapasteurizacion y la
nixtamalizacion. Sin embargo pueden ser destruidas con un tratamiento drastico, como el
calentamiento en autoclave en presencia de amoniaco 6 hipoclorito.

La presencia del anillo de lactona en la estructura de las AF las hace susceptibles a
la hidrdlisis alcalina o nixtamalizacion (De longh et al, 1962). Cuando las AF se ponen en
contacto con pH alcalino (8 a 12), el anillo de lactona se abre y se pierde la fluorescencia,
esto hace pensar que no hay AF, sin embargo el anillo de lactona se recupera con un pH
acido (1 a 3) como el del &cido gastrico, y al regresar a un pH neutro, como sucede con el
jugo pancratico en el intestino humano, fluorescen otra vez (Carvajal et al., 2000). La
presencia de proteinas, el pH y la duracion de tratamiento pueden modificar los resultados
(Beckwith et al., 1975; Moctezuma, 2002). Si el tratamiento alcalino es leve, la acidificacion

invertira la reaccion, reconstruyendo la AF original.

1.4.3. Efectos en la salud humana.

Las micotoxinas estan regularmente implicadas en sindromes toxicos en animales y
humanos (Charoenpornsook & Kavisarasai, 2006). Las micotoxinas son consideradas
como riesgo para el consumidor de alimentos y piensos debido a la diversidad de sus
efectos toxicos y a sus propiedades sinergéticas (Okoli et al., 2007; Omede, 2008). La
AFB; es la toxina hepatotéxica y cancerigena mas potente (Olsen et al., 1988), es
teratogénica causando malformaciones en fetos y es abortiva (Llewelyn et al., 1977), es
mutagena e inmunosupresora (McLean et al., 1995; Pier & McLoughlin, 1985). Causan
también debilitamiento de las paredes de venas y arterias y rompimiento de plaquetas lo
gue trae hemorragias internas (Eaton & Groopman, 1994). Las AF constituyen un peligro
importante para la salud ya que han contaminado muchos productos bésicos como
cereales en todo el mundo (Yan et al., 2004).

Las AF han sido implicadas en casos de envenenamiento, intoxicacion aguda o
aflatoxicosis (vémito, dolor abdominal, edema pulmonar, infiltracién grasa e higado graso y

necrético) (Shank, et al., 1971), hasta enfermedades cronicas como cancer de higado en
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humanos (Campbell & Salamat, 1971; Ross et al., 1992; Wogan, 1992; Bottalico, 1999;
Williams et al., 2004; Azziz-Baumgartner et al., 2005;).

Estudios llevados a cabo en Africa y Asia sobre la exposicion humana a corto y a
largo plazo a las AF, monitoreada por la contaminacion de la dieta y la aparicion de AF en
fluidos biolégicos (sangre, orina, leche), indica una correlacién positiva entre la exposicion
y la incidencia de cancer de higado humano (Bottalico, 1999).

Otros sintomas crénicos producidos por AF son el sindrome de Reye que ocasiona
encefalopatia y degeneracion grasa del higado (Reye et al, 1963), marasmo Yy
kwashiorkor (Apeagyei et al., 1982) y se asocian con desnutricion, hepatitis, cirrosis
(Krishnamachatri et al., 1975) y fallas de crecimiento en nifios (Gong et al., 2004).

En 1970, al oeste de la India, se registraron envenenamientos por AF, por consumo
de maiz contaminado con hongos y las personas murieron (Krishnamachari et al., 1975).
La histopatologia de los higados revel6 una extensa proliferacion de los conductos biliares,
que es una lesibn comun en animales de laboratorio expuestos a AF (Bhat &
Krishnamachari, 1977; Groopman & Kensler, 2005). En 1995, el consumo de fideos
contaminados con AF ocasion6 encefalopatia y dafios hepaticos agudos en nifios de
Malasia (Lye et al., 1995).

A principios de 1980 hubo 20 casos de aflatoxicosis aguda en Kenia, con 20% de
mortalidad y se asoci6 al consumo de maiz contaminado con AF (Ngindu et al., 1982). En
una zona rural de Kenia, en 2005, hubo un brote de aflatoxicosis con 317 casos y 125
muertes, por ingestion de maiz contaminado con AF (Azziz-Baumgarther et al., 2005).

Datos epidemiolégicos han establecido que las AF son hepatotdxicas y potentes
hepatocancerigenos para humanos (Ross et al.,1992; IARC, 1993). El cancer es una de
las principales causas de muerte a nivel mundial. Mas del 70% de todas las muertes por
cancer se producen en los paises de ingresos medios y bajos, donde los recursos
disponibles para la prevencién, el diagndstico y el tratamiento de la enfermedad son
limitados o inexistentes (Schottenfield & Beebe-Dimmer, 2005). En 2005, de 58 millones
de defunciones registradas en todo el mundo, 7.6 millones se debieron a cancer (Coleman
et al.,, 1993; Tovar-Guzman et al.,, 2001; OMS, 2005; Schottenfield & Beebe-Dimmer,
2005). Entre los tipos de cancer con mayor mortalidad estan los de pulmon (17.8%),
estbmago (10.4%) e higado (8.8%) (Ferlay et al., 2004).

El hepatocarcinoma (HCC) primario es el quinto cancer mas comudn a nivel mundial,

con un estimado de 473,000 nuevos casos anualmente, y ocasiona 600,000 muertes al
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afio (Groopman & Abbioni, 1991; Wogan, 1991; Wild & Hall, 2000; Kensler et al., 2004). La
incidencia de este cancer varia en diferentes areas del mundo, siendo los paises de Asia y
Africa los mas afectados (Groopman & Abbioni, 1991; Wogan, 1991; Kirk et al., 2006;
Sommayura et al., 2007). La edad media de diagnosis y muerte por HCC esta entre los 45
y 55 afios (Kensler et al., 2003). La mayoria de los pacientes sobrevive menos de un afio
después de la diagnosis (Wild & Hall, 2000).

Los tumores malignos de higado representan el 1% del total de las defunciones en
México y ocupan el lugar 19 en frecuencia dentro de las neoplasias malignas. Los tumores
primarios malignos de higado mas frecuentes son el HCC y el colangiocarcinoma
periférico que en conjunto ocupan mas del 95% de los casos. La Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS, 2002) reporta que México es el primer lugar, en el
continente Americano, en enfermedades hepéaticas que van de hepatitis a cirrosis y HCC.

De las 64,000 muertes por cancer en México, el HCC causa el 6.5% de defunciones

en mujeres y el 7% de defunciones en hombres (OMS, 2005).

[.4.4. Aflatoxinas en nueces

La produccion y el almacenamiento inadecuado de los alimentos brindan las
condiciones favorables para la producciébn de AF, son consideradas contaminantes
inevitables en arroz, trigo, pistache, nuez, almendra, etc. (Bottalico, 1999; Khoshpey et al.,
2011). Las nueces y sus productos son consumidos como bocadillo en si mismos o como
parte de los ingredientes de ciertos platillos en nuestra dieta diaria (Figura 7) (Leong et al.,
2010). De acuerdo a estudios previos, los niveles de AF no disminuyen por el cocimiento
doméstico ya sea con horno de microondas u horno convencional de gas (Midio et al.,
2001), ademas, las nueces y sus productos estan sujetos a temperaturas mas bajas
(Leong et al., 2010).

Estudios realizados en frutos secos determinaron que las concentraciones maximas
de AFB3, fueron detectadas bajo las condiciones de almacenamiento de 97% de humedad
relativa (HR) y a temperaturas de 25 a 30° C. Sin embargo, en nueces almacenadas a 10°
C con 97% de HR no se detectd presencia de AF, al igual que a 30° Cy 75% de HR, en un
lapso de 60 dias (Arrus et al., 2005).

Ocasionalmente se han detectado AF en nueces de Castilla, pecanas, marafion,
almendras, pistaches y avellanas. La contaminacion se produce cuando la nuez se

encuentra todavia en el arbol y esta dafiada, sin embargo, pecanas aparentemente sanas
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y sin dafios pueden contener AF (Stoloff, 1976; McMeans, 1983). Koehler (1975) reporta a
Aspergillus flavus y A. parasiticus como hongos productores de AFB; y AFG; en nuez

pecana.

Figura 7. Las nueces como ingrediente de varios alimentos.



En mercados de la ciudad santa de La Meca se encontro incidencia de AFt en
nueces, 50% de las muestras de nuez de Castilla y 15% de muestras de marafion
resultaron contaminadas con AFt (El tawila et al., 2012).

En Malasia, 196 muestras de nueces y sus productos fueron evaluados, 16.3%
presentaban contaminacién con AFt de 17.2 a 350 ug kg™ (Leong et al., 2010).

En Lodz, Polonia, se evaluaron 29 muestras de diferentes nueces obtenidas en el
mercado local, 38% de las muestras resultaron contaminadas, la nuez de Castilla con 5.50
ug kg™t de AFty 4.04 pg kg™ de AFB;; el marafién con 0.35 pg kg™ de AFB; (Leszczynska
et al., 2000).

El area de Rabat-Salé en Marruecos tuvo un 30% nuez de Castilla con AF, de las
cuales una muestra con 2500 pg kg™ de AFB;. El 20% de las muestras de nuez de Castilla
excedfan el maximo limite tolerable (2 pug kg™) establecido para AFB; por regulaciones de
EU (Juan et al., 2008).

Luttfullah y Hussain (2011) de Pakistan, reportaron AFt en 40% de nueces de
Castilla con céascara 'y 70% en la nuez sin cascara.

Se reportaron hongos micotoxigénicos en marafién (Pitt & Hocking, 1991; Pitt et al.,
1993) con AFG; detectada en las semillas (Freire et al., 1999).

Aungue hay datos de la contaminacion de AF en nueces en muchos paises, se
desconoce el aporte de AF que dan las nueces a la dieta del mexicano.

1.4.5. Métodos de control, descontaminacion y destoxificacion

Desde el punto de vista de prevencién en campo existen varias opciones posibles,
como la utilizacion de fungicidas, el empleo de variedades vegetales resistentes, la
modificacion genética de las plantas o la aplicacion de estrategias biocompetitivas
(Sanchis et al., 2007).

Fungicidas tales como carboxin, clortalonil, mancozeb, dicloran, iprodiona, metil-
tolclofos y vinclozolina se han mostrado eficaces in vitro para la inhibicién del crecimiento y
produccién de AF por A. flavus y A. parasiticus (Sanchis et al., 2007).

El uso de conservadores sintéticos como el acido acético, propionico, sus sales y
sus mezclas han demostrado ser efectivos en la prevencion del crecimiento de A. flavus y
A. parasiticus en estudios in vitro sobre maiz, trigo y otros sustratos (Sanchis et al., 2007).

En arroz, el aceite esencial de pasto limén (con citral como componente

mayoritario) presenta actividad fungistatica y fungicida contra A. flavus a concentraciones
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de 600 y 1000 ppm respectivamente, la sintesis de AF se anula a 100 mg kg™ (Panagram
et al., 2003).

El aceite esencial de mostaza se ha utilizado con éxito en combinacion con el uso
de atmésferas modificadas en el envasado de pan de trigo y centeno para la inhibicion del
crecimiento de A. flavus, sin alteracion evidente de las caracteristicas sensoriales del
producto (Suhr & Nielsen, 2005).

Se han identificado genotipos de maiz resistentes al ataque por A. flavus, como el
denominado GT-MAS: gk que ha demostrado, en ensayos de campo, ser capaz de resistir
la infeccion y produccion de AF (Widstrom et al., 1987). Del mismo modo se han
caracterizado otros genotipos de cacahuate (Holbrook et al., 1995) y almendras (Gradziel
et al., 1995) resistentes a la invasion por A. flavus.

Los hongos contaminantes de alimentos, al igual que la mayoria de los hongos
filamentosos son aerobios estrictos (Pitt & Hocking, 1997), por lo anterior para evitar el
crecimiento de los mohos, y por consiguiente, la produccién de micotoxinas, se esta
implementando la utilizacion de atmdésferas modificadas, logradas principalmente por el
empleo de absorbedores de oxigeno, sustancias quimicas introducidas en el envase con
el fin de alterar la atmdsfera en su interior al absorber el oxigeno existente y disminuir su
concentracion a menos de 0.01%. Asi, se ha comprobado que la utilizaciébn de
absorbedores de oxigeno ha sido capaz de inhibir, en medio sintético, tanto el crecimiento
de A. flavus como la produccion de AF, con independencia de los niveles de indculo
fungico y temperaturas de almacenamiento ensayadas (Sanchis et al., 2007).

Varios métodos de descontaminacién han sido reportados, incluyendo métodos
fisicos, quimicos o biologicos (Juan et al., 2007). Los procesos fisicos involucran la
separacion de las partes contaminadas, remocion de las aflatoxinas por extraccion con
disolventes o por el uso de adsorbentes como los aluminosilicatos de calcio y sodio
hidratados (HSCAS) que presentan gran afinidad por AFB; permitiendo su eliminacion en
mas de un 80% (Phillips et al., 1988).

Dentro de los procesos fisicos también se encuentra la inactivacion por calor. El
rango efectivo de temperaturas capaz de descomponer las AF se sitia entre 237 y 306° C
(Rastogi et al., 2004), ademas influyen otros factores como humedad y pH del alimento
(Juan et al., 2007). Otro método de inactivaciéon por calor es el calentamiento en horno de

microondas (Herzallah et al., 2008).
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Otro de los procesos fisicos de inactivacion es la utilizacion de radiacion. La luz UV
es efectiva ya que las AF tienen un méaximo de absorcién a 362 nm, lo que permite obtener
hasta 12 productos de fotodegradacion que son menos toxicos (Rodriguez et al., 2003).
Los rayos y pueden reducir en un 75%, la presencia de AFB; en cacahuates (Juan et al.,
2007). Diversos estudios emplean radiacion solar como fuente de luz UV, produciendo
entre un 16 y 99% de destruccion de AF (EI-Nezami et al., 1995).

Dentro de los métodos quimicos destacan la degradacién de AFB; con cloro,
peroxido de hidroégeno (Samarajeewa et al., 1990), ozono, amoniaco, y &cidos (Herzallah
et al., 2008). El método quimico mas eficaz en piensos para animales es la amoniacion,
capaz de descomponer 95-98% de AFB;, este proceso es utilizado en varios paises
(Creppy, 2002). Otra alternativa es el uso de Oltipraz, un antiesquistosémico que bloquea
la formacién del epodxido e induce una mayor actividad en la enzima glutation-S-
transferasa (GST) que destoxifica las AF (Creppy, 2002).

Dentro de los métodos biolégicos destaca el uso de la bacteria Flavobacterium
aurantiacum B-184 que degrada irreversiblemente las AF en diversos alimentos como

aceites, cacahuate, leche, maiz y verduras (Ciegler et al., 1966; Lillehoj et al., 1967).

I.5. Determinacién de AF por métodos analiticos

Para la identificacion y cuantificacion de las AF se han desarrollado diversos
métodos inmunolégicos (Groopman et al., 1982; Fan & Chu, 1984; Groopman & Donahue,
1988; Hsieh et al., 1988), quimicos (Pestka, 1988; Horwitz et al., 1975; Romer, 1975) y
bioldgicos (Carnaghan et al., 1963; Holzapfel et al., 1966; Purchase, 1967).

Dentro de los métodos quimicos se encuentran los métodos analiticos que
posibilitan la deteccion de las AF y su cuantificacién. Los procedimientos analiticos para la
determinacién de AF han mejorado continuamente en los Ultimos afios. Los métodos
cromatograficos han sido utilizados ampliamente, asi se tiene por ejemplo la cromatografia
de capa fina (TLC), cromatografia de gases (GC), deteccidn por captura de electrones
(ECD) o detecciéon selectiva de masa (MS), asi como la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Guattochi, 1992; Yen & Bidasee, 1993; Goda et al., 2001; Sobolev &
Dorner, 2002; Sobolev, 2007) con deteccion por UV, fluorescencia (Baltaci et al., 2012) y
también la espectrometria de masas (Binder, 2007; Frenich et al., 2009).

El analisis cromatografico de AF es precedido por una secuencia de operaciones

complejas que incluyen el muestreo, la preparacion de la muestra, extraccion, purificacion
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y concentracion del extracto obtenido después de la separacion, cuantificacion y validacion
(Jaimez et al., 2000).

La columna empleada para analizar AF por HPLC es del tipo RP C;5 que es de gel
de silice (Garner et al.,, 1993). Se emplea la cromatografia de particion o fase reversa
(RP), y es importante el sistema de solventes que se usen. Para incrementar la
fluorescencia de las AF, éstas se derivatizan con yodo, bromo o acido trifluoroacético
(TFA) (Kok, 1994).

La reaccion que se lleva a cabo en la derivatizacion por TFA (Figura 8) es la
transformaciéon de AFB; y AFG;: (no fluorescentes) en sus hemiacetales By ¥ Goa
(altamente fluorescentes). AFB, y AFG, no son afectadas por esta reaccion debido a su
estructura saturada (Takahashi, 1977).

Aftatoxin B1 Aflatoxin
B2a

Figura 8. Reaccion de derivatizacion con TFA.
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II. HIPOTESIS

Si se ha encontrado que las AF son contaminantes inevitables en nueces, y ademas
estudios especificos en otros paises han reportado niveles altos de dichas micotoxinas en
nuez de Castilla, pecana y marafidn, entonces las nueces que se consumen en la Ciudad

de México presentaran contaminacion con estas toxinas y sera posible detectarlas y

cuantificarlas.
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[ll. OBJETIVOS

I1l.1. General

Purificar, identificar y cuantificar las aflatoxinas (AFB1, AFB,, AFG; y AFG;) en

muestras de nuez de Castilla, nuez pecana y marafidn de la Ciudad de México.

I11.2. Particulares

¢ Validacion del método de cuantificacion de AF para las tres nueces.

e Elaborar la curva patrén para cada una de las AF estudiadas.

e Extraer y purificar las AF presentes en nuez de Castilla, nuez pecana y marafion.

e Cuantificar las AF (B4, B2, G1 y Gy) por cromatografia de liquidos de alta resolucién

(HPLC) en las tres nueces estudiadas.

e Comparar estadisticamente el contenido de AF de nuez de Castilla, nuez pecanay

maranon.

e Cotejar el contenido de AF de las tres nueces con el limite permitido en la Norma

Oficial Mexicana para alimentos en general.



IV.1.

Muestreo

IV. MATERIALES Y METODOS
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Se muestrearon 50 g de cada uno de los 3 tipos de nuez en 3 mercados de las 16

Delegaciones de la Ciudad de México, se escogieron los tres mercados mas grandes e

importantes de cada Delegacion. Se hicieron muestras compuestas del mismo tipo de

nuez por Delegacion al mezclar 17 g de muestra molida y homogeneizada por mercado,

para obtener 51 g.

Tabla 10. Muestreo de nueces de la Ciudad de México.

Fecha
en
2012

Delegacién

Mercado

Tipo de nueces

30/ago

Alvaro
Obregén

Corpus Christi. La Paz esg. con San Luis. Col. Corpus Christi. CP.
01530.

Olivar del Conde. Agustin Lara esq. con Callejon del Mercado. Col.
Olivar del Conde 2da. Seccion. CP. 01408.

Melchor Mlzquiz. Av. Revolucién esg. con Melchor Mizquiz. Col.
San Angel. CP. 01000.

19/sep

Azcapotzalco

Azcapotzalco. Esperanza esq. con Av. Azcapotzalco. Col. Barrio San
Simén. CP. 02009.

De Castilla, pecana VY
marafion

Prohogar. Calle 12 esq. con Calle 19. Col. Prohogar. CP. 02600.

Pecana y marafion

Nueva Santa Maria. Vid esq. con Av. Clavelinas. Col. Nueva Santa
Maria. CP. 02800.

30/ago

Benito
Juarez

Portales. Libertad esq. con Juan Escutia. Col. Portales. CP. 03300.

Mixcoac. Av. Revolucién esq. con Molinos. Col. Mixcoac. CP. 03910.

Independencia. Calle Zempoala esq. con Eje 6 Sur. Col.
Independencia. CP. 03630.

P9/ago

Coyoacan

Coyoacan. Malitzin esq. con Ignacio Allende. Col. Del Carmen. CP.
04100.

Ajusco-Moctezuma. Mixtecas 92. Col. Ajusco. CP. 04300. DF

Santo Domingo “Las Rosas”. Papalotl s/n. Col. Pedregal Santo
Domingo. CP. 04369.

13/sep

Cuajimalpa

Rosas Torres. San José de los Cedros esq. con Sauce. Col. San
José de los Cedros. CP. 05200.

Cuajimalpa. Veracruz esq. con Ocampo. Col. Manzanito. CP. 05040.

De Castilla, pecana VY
marafidn

Contadero. Av. 16 de septiembre esq. con Mariano Escobedo. Col.
Loma de la papa. CP. 05088.

Pecana.

6/sep

Cuauhtémoc

Arcos de Belén. Arcos de Belén esq. con Dr. Valenzuela. Col.
Centro. CP. 06010.

San Juan. Calle Ernesto Pugibet 71. Col. Centro. CP. 06010.

De Castilla, pecana y
marafion

Hidalgo. Av. Dr. Balmis esq.Dr. Barragan. Col. Obrera. CP. 06800.

Pecana y marafion.

19/sep

Gustavo A.
Madero

Rio Blanco. Oriente 95 esq. con Av. H. Congreso de la Unién. Col.
Méatrtires de Rio Blanco. CP. 07880.

Pecana

La Estrella. Obsidiana esq. con Escuela. Col. Estrella. CP. 07810.

De Castilla, pecana y
marafidn

Martin Carrera. José J. Herrera esq. Gral. Vicente Guerrero. Col.
Martin Carrera. CP. 07070.

26/sep

|ztacalco

San Miguel Iztacalco. Eje 3 Ote. Francisco del Paso y Troncoso
esq. con Julio Garcia. Col. Barrio de San Miguel.CP. 08650

Pecana y marafion

Santa Anita. Eje 1 Ote esq. Av. Andrés Molina Enriquez. Col.
Viaducto Piedad. CP. 08200

Tlacotal. Calle Ote 100 esq. Sur 123. Col. Gabriel Ramos Millan. CP.
08730

De Castilla, pecana y
marafién




Tabla 10: Continuacion.
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Fecha
en Delegacién Mercado Tipo de nueces
2012
Central de Abasto. Eje 6 Sur esg. Rio Churubusco. Col. Central de
Abasto. CP. 09040
Santa Cruz Meyehualco. Calle 55 esq. Calle 4. Col. Santa Cruz
26/sep | Iztapalapa | o oniaico. op. 09200 De Castilla, pecana y
Jacarandas. Calle Manlio Fabio Altamirano. Col. Jacarandas. CP. | marafion
09280
Cerro del Judio. San Bernabé esq. Independencia. Col. Barros
La Sierra. CP. 10380
12/sep| Magdalena La Loma. José Moreno Salido esq. Fresno. Col. Pueblo Nuevo Bajo.
CP. 10640
— Pecana
Contreras Turistico La Magdalena. Magdalena esq. con Emilio Carranza.
Col. Rancho Totolapan. CP. 56580
Tacubaya. Arquitecto Carlos Lazo esq. con Arg. Luis Ruiz. Col. De Castilla y nuez
Observatorio. CP. 11860 pecana
12/sep N_“guel Plutarco Elias Calles, “El Chorrito”. Melchor Muzquiz esq. con
Hidalgo Parque Lira. Col. San Miguel Chapultepec. CP. 11850
Argentina. Lago Atitlan esqg. con Lago Viedma. Col. México Nuevo. De Castilla, pecana y
CP. 11260 ~ 7
San Antonio Tecoémitl. Calle 5 mayo Col. San Antonio Tecémitl. maranon
CP. 12100
5/sep | Milpa Alta Benito Ju4rez. Yucatén sur. Col. Villa Milpa Alta. CP. 12000
San Pedro Atocpan. Francisco I. Madero. Col. San Pedro Atocpan. Pecana y marafién
CP. 12200
Colonia del Mar. Calle Camarén. Col. del Mar. CP. 13270
27/sep | Tlahuac La Nopalera. Calle Falsta. Col. La Nopalera. CP. 13220
Tlahuac. General Severino Cisneros. Col. La Magdalena. CP. 13070
Torres de Padierna. Calle Tixpehual Torres de Padierna CP. 14209
6/sep Tlalpan Tlalcoligia. Cristébal Colén. Col. Tlalcoligia. CP. 14430
De la luz. calle Francisco I. Madero. Col. Tlalpan Centro. CP. 14000
San Ciprian. Av. Gral. Anaya esq. San Ciprian. El Parque. CP. 15960
Venustiano Jamaica. Av. H. Congreso de la Unién esq. con Av. Morelos. Col. | De Castilla, pecana |
20/sep Carranza Jamaica. CP. 15800. marafidn
La Merced. Eje 1 Ote. Anillo de Circunvalacién esqg. con Av. Adolfo
Gurrién. Col. Merced Balbuena. CP. 15810.
Xochimilco. Av. José Maria Morelos esq. con Vicente Guerrero. Col.
Barrio El Rosario. CP. 16070
5/sep | Xochimilco San Gregorio Atlapulco. Calle Belisario Dominguez. Col. San

Gregorio Atlapulco. CP. 16600

Tulyehualco. Av. Divisién del Norte. Col. Santiago Tulyehualco. CP.
16700

IV.2. Andlisis quimico

IV.2.1. Determinacién de una solucién base de AFB4, By, G1 y G, de un pg mL™

A un vial con una cantidad desconocida de patron de cada AF se le agregd 1 mL de

metanol (MeOH), (si el patron de AF era nuevo se le agregaba una disolucion de

benceno:acetonitrilo 98:2 v/v), se midio su absorbancia en un espectrofotdmetro (Thermo

modelo Genesys 10 UV) a una longitud de onda de 362 nm con una celda de cuarzo

utiizando metanol como blanco, una vez obtenida la absorbancia se calculé su

concentracion con la siguiente ecuacion:



Concentracién (ug mL™) = Absorbancia a 362 nm x Peso molecular

Coeficiente de extincion

Tabla 11. Constantes de cada AF para obtener la concentracion de Aflatoxinas totales.

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

A partir de estas disoluciones de concentracion conocida se prepar6 1 mL de

solucién base a una concentracion de 1 pg mL™* de cada AF.

I\V.2.2. Derivatizacion

Los estandares de cada AF secos se resuspendieron con 200 puL de acetonitrilo
(ACN), y con objeto de aumentar su fluorescencia se les adicionaron 800 uL de solucion
derivatizante. La solucion derivatizante consistio en 5 mL de &cido trifluoroacético (TFA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) mas 2.5 mL acido acético glacial (Merck, Naucalpan,
Edo. Mex., México) y 17.5 mL de agua desionizada para obtener una concentracién final
de TFA de 20% (v/v), se agité la mezcla en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia,
N.Y., EEUU) por 30 segundos.

Los viales se mantuvieron en un bafio Maria a 65 °C por 10 minutos segun
describen Akiyama et al. (2001) y Kok (1994). Posteriormente se llevaron a temperatura

ambiente y se inyectaron en el HPLC para su analisis.

IV.2.3. Extraccion de AF de las muestras

Las muestras de nuez de Castilla, nuez pecana y marafidn se molieron en una
licuadora (Black & Decker Crush Master, mod. V2350BP), se pesaron 17 g de cada
muestra y las del mismo tipo de nuez y misma Delegacion se juntaron en una muestra
compuesta para obtener un peso de 51 g. Las muestras compuestas se molieron en la
licuadora a maxima potencia con 100 mL de una solucion al 80% metanol/agua (80:20 v/v)
y 1 g de NaCl por 2 minutos.

Las muestras se filtraron con un embudo Buchner adaptado a una bomba de vacio,

se recupero el filtrado. Se tomaron 2 mL del filtrado y se diluyeron con 14 mL de solucion
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salina de buffer de fosfatos (PBS) a un pH de 7.4. La solucion resultante se inyecté a una
columna de inmunoafinidad (Easi-Extract Aflatoxin R-Biopharm Rhone Ltd) para AF totales
previamente activada. Se lavé la columna con 20 mL de agua destilada a un flujo de 5 mL
por minuto. Se sec6 al pasar aire por el gel de agarosa de la columna. Se recibio el eluido
en un vial al pasar 1.5 mL de metanol HPLC en forma lenta a un flujo de una gota por
segundo. Se jala el émbolo de la jeringa tres veces para romper y desnaturalizar todo el
gel de agarosa con los anticuerpos contra AFt, y que pasen al eluido todas las AF unidas a
él. Finalmente se pasan 1.5 mL de agua destilada por la columna de inmunoafinidad para
dar un volumen total del eluido de 3 mL. El eluido se sec6 a 40°C, y se derivatizé como se

indicé anteriormente.

IV.3. Cuantificacion de AF por HPLC
El analisis de los estandares de AF y los extractos obtenidos de las muestras se
llevé a cabo en un equipo de HPLC (Series 1200) con bomba isocratica (G1310A Serie
DE62957044), detector de fluorescencia (G1321A Serie DE60456380) y automuestreador
(G1329A Serie DE64761666), todos de Agilent Technologies; con una columna
cromatografica Agilent Ecilpse XDS - C18, 4.6x250 mm, 5 um de grosor de patrticula, el
programa utilizado para HPLC fue ChemStation 32.
Las condiciones de analisis fueron:
a) Fase movil H,O/ACN/MeOH (65:15:20 v/viv).
b) Inyeccion de 60 pL
c) Flujo 1 mL min*
d) Tiempo de andlisis 20 min
e) Longitud de onda de excitacion 362 nm
f) Longitud de onda de emisién 425 para AFB; y AFB; y 450 nm para AFG; y AFG,

IV.4. Validacion del método para cuantificacion de AF en nueces.

Validaciéon es la confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos para una utilizacidon o aplicacion especifica prevista de un
método analitico (IRAM 32, 1997). El procedimiento de validacion se realiz0 de acuerdo
con la Comisiéon de Regulacion 2004/882 EC y consta de las siguientes etapas:
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1. Selectividad. Es el grado al cual el método puede determinar al analito, sin
interferencia de la matriz. Este pardmetro estudia la capacidad del método de
distinguir el analito de cualquier otra interferencia presente en las muestras que se
analizan. Para verificar que ninguna interferencia coincide en la region de elucion
del analito de interés se analizaron un blanco (mezcla de las cuatro AF) y los
extractos obtenidos de las tres matrices después de enriquecerlas con las mismas
AF, las cuatro determinaciones se sometieron al proceso de extraccion de AF
descrito anteriormente y se compararon los cromatogramas resultantes.

2. Linealidad. Es la aptitud para obtener resultados proporcionales a la concentracion
de analito. Se checd analizando soluciones estdndar de cada AF a diferentes
concentraciones (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 200, 600, 800 y
1000 ng mL™) con objeto de conocer el siguiente punto de la validacién
correspondiente a los limites de deteccién y de cuantificacion. Las curvas de
calibracion se construyeron graficando las é&reas de los picos contra las
concentraciones de cada solucion estandar de AF.

3. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ). El limite de deteccion se
determind visualmente identificando la minima concentracion a la cual se detecta
una sefal en el analisis por HPLC. El LOQ se calcula con base en los resultados de
las curvas de calibracion y es de alrededor de 5 veces el LOD (MSCR, 2002).

4. Porcentaje de recuperacion. Es la eficiencia del método para detectar todo el
analito presente en una muestra. Se fortificé cada matriz con 100 ng g™* de analito
antes del andlisis, se sigui6 el procedimiento de extraccion descrito anteriormente y
se calcul6 el porcentaje recuperado para ajustar las concentraciones de AF
obtenidas en las muestras. Este parametro de validacién del método es muy
importante para realizar los ajustes en las cantidades de AF de las diferentes

muestras y asi obtener los resultados reales de las mismas.

IV.5. Andlisis estadistico.

Se compararon los resultados ajustados con el porcentaje de recuperacion con la
finalidad de hallar diferencias significativas en la cantidad y tipo de AF entre las muestras
de las Delegaciones de la Ciudad de México y entre los tres tipos de nuez estudiados;
para ello se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y posteriormente la prueba

de rangos de Wilcoxon para encontrar entre qué grupos estaban las diferencias.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1. Validacion del método para cuantificacién de AF en nueces.
V.1.1. Selectividad
A continuacidon se muestran los cromatogramas obtenidos después de enriquecer

las tres matrices con las cuatro AF y el blanco. El experimento se realizé por triplicado.

FLD1 B, Ex=362, Em=450 (JOSE ADAYA\SELECTIVIDAD 2013-08-02 12-28-33\SIG1000001.D)
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos del experimento de selectividad; 1. Blanco; 2. Nuez

de Castilla; 3. Nuez pecana y 4. Marafon.



En la Figura 9 se observa que el orden de elucion de los analitos no se modifica por
accion de las diferentes matrices. El tiempo de retencién (tr) tampoco se modifica
significativamente. Se observa también que entre los cuatro analitos no hay solapamiento

ni con ningun compuesto de la matriz.

V.1.2. Linealidad

Las soluciones estandar que presentaron resultados positivos fueron: de AFB; (0.1,
051, 2,4,8, 16, 32,64y 128 ng mL'l), AFB, (0.01, 0.05, 1, 5, 10, 20, 40, 70, 100 y 200
ng mL™), AFG; (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 4, 16, 100 y 128 ng mL™Y) y AFG, (0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 100, 200, 600, 800 y 100 ng mL™). En las siguientes Tablas (12 a 15) y Figuras
(10 a 13) se presentan las curvas de calibracion para cada AF y se reportan los

pardmetros de la recta obtenida.
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Curva de AFB;.
Los puntos graficados (Tabla 12) y la curva de calibracion (Figura 10) se presentan

a continuacion.

Tabla 12. Puntos graficados para obtener la curva de calibracién de AFB;; n = 28.

Co?ncgmf_‘f)'on Area | tr (min) | Area | tr (min) | Area | tr (min)
0.1 1.3 8.263 1.3 8.51 1.3 | 8.448
0.5 4.5 8.158 1.9 7977 | 1.7 | 8.117

1 3.4 9.478 3.7 7985 | 45 | 7.886
2 10.6 | 7.894 8.6 7.827 | 9.7 | 7.804
4 16.7 | 7.781 | 144 | 7.769 | 15.7 | 7.709
8 34 7774 | 344 | 7.758 | 25.1 | 7.808
16 48.7 | 7.759 | 55.6 | 7.759 | 49.9 | 7.747
32 91.3 7.74 975 | 7.741 | 93.1 | 7.746
64 1826 | 7.75 |186.2| 7.75 - -
128 353.9| 7.739 | 360.2 | 7.745 - -
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Figura 10. Curva de calibracion de AFB;. Pendiente (m) de 2.8299; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9973.



Curva de AFB,.

Los puntos graficados (Tabla 13) y la curva de calibracion (Figura 11) se presentan

a continuacion.

Tabla 13. Puntos graficados para obtener la curva de calibracién de AFB,; n = 38.

31

Concentracién (ng mL™) | Area tr (min) Area tr (min)
0.01 0.027 17.59 0.021 17.61
0.05 0.12 18.20 0.076 17.84
1 2 18.10 1.8 18.00
5 6.6 18.10 6.7 18.06
10 23 18.09 23.1 18.06
20 38.4 18.10 38.7 18.08
40 93 18.19 - -
70 149.7 18.25 150.5 18.24
100 173.9 18.26 173.9 18.24
200 345.4 18.22 346.7 18.20
400
350
300
250
©
® 200
< y = 1.7786x
150 R2 = 0.9908
100
50
0
0 50 100 150 200 250
Concentracion (ng mL™1)

Figura 11. Curva de calibracion de AFB,. Pendiente (m) de 1.7786; coeficiente de
correlacién (R?) de 0.9908.
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Curva de AFG;.
Los puntos graficados (Tabla 14) y la curva de calibracion (Figura 12) se presentan

a continuacion.

Tabla 14. Puntos graficados para obtener la curva de calibracién de AFG;; n = 26.

Co(nncgerrlr:{_a_lf)lon Area | tr (min) | Area | tr (min) | Area | tr (min)
0.01 0.07 | 5930 | 0.03 | 5.870 | 0.05 | 5.795
0.05 0.16 | 5.868 | 0.13 | 5.883 - -
0.1 0.2 5.833 | 0.22 | 5.863 | 0.27 | 5.794
0.5 0.89 | 5.753 1 5.642 | 098 | 5.772

1 3.1 5.784 3.3 5.690 3.3 5.732
4 11.6 | 5.797 | 129 | 5720 | 129 | 5.710
16 222 | 5778 | 21.3 | 5.795 | 22.3 | 5.818
100 172.7 | 5.865 | 185.7 | 5.852 | 186.2 | 5.830
128 2134 | 5864 |225.1| 5.835 | 226.6 | 5.831

250

200

150

Area

100 y = 1.7607x

R2=0.9969

50

0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 12. Curva de calibracion de AFG;. Pendiente (m) de 1.7607; coeficiente de
correlacién (R?) de 0.99609.



Curva de AFG..
Los puntos graficados (Tabla 15) y la curva de calibracion (Figura 13) se presentan

a continuacion.

Tabla 15. Puntos graficados para obtener la curva de calibracion de AFG,; n = 38.

Concentracion | ¢ . ‘ : < .
(ng mLY) Area | tr (min) Area tr (min) Area tr (min)
0.5 2.7 11.353 2.9 11.371 2.9 11.391
1 1.8 11.407 1.8 11.390 1.8 11.401
2 3.3 11.404 3.4 11.432 3.5 11.431
4 6 11.478 6 11.473 6 11.475
8 105 | 11.472 10.4 11.477 10.4 11.486
16 17.7 | 11.513 17.3 11.523 16.5 11.534
32 42.1 11.525 43.1 11.519 43.5 11.520
64 745 | 11.511 74.5 11.532 75.1 11.527
100 109.1 | 11.568 104.3 11.557 108.7 11.533
200 220 11.554 219.5 11.526 211.4 11.551
600 716.4 | 11.494 | 714.16 | 11.473 - -
800 1017.8 | 11.416 | 1015.6 | 11.384 1022.8 11.480
1000 1253 | 11.355 1251 11.319 | 1251.3 | 11.352
1400
1200
1000
< 800
= 1.247x
< y=1.
600 R? =0.9988
400
200

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (ng mL1)

Figura 13. Curva de calibracion de AFG,. Pendiente (m) de 1.247; coeficiente de
correlacion (R?) de 0.9988.
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Las pendientes y coeficientes de correlacion de las curvas de calibracion para cada

AF se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Parametros de las curvas de calibracion para cada aflatoxina.

Aflatoxina | Pendiente (m) | Coeficiente de correlacion (R?)
AFB; 2.8299 0.9973
AFB; 1.7786 0.9908
AFG; 1.7607 0.9969
AFG; 1.247 0.9988

V.1.3 Calculo de LODy LOQ
A partir de los datos mostrados anteriormente se obtuvieron los siguientes LOD y
LOQ para las diferentes AF (Tabla 17).

Tabla 17. LOQ y LOD para las cuatro AF.

Aflatoxina | LOD (ng mL™) [ LOQ (ng mL™)
B 0.1 0.5
B, 0.01 0.05
G1 0.01 0.05
G; 0.5 2.5




V.1.4. Recuperacion del método

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos para el experimento de
recuperacion. El procedimiento se realiz6 por triplicado

Tabla 18. Recuperacion de AF en

cada matriz.
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Tipo de AF (rango de tr en minutos) Porcentaje. 'de
nuez recuperacion
B, (8.522-8.925) 88.12 + 2.31

. B, (18.373-18.627) 95.16 + 0.59

De Castilla G, (6.051-6.066) 82.92 + 2.58
G, (12.552-12.712) 82.01+3.13

B, (8.341-8.425) 85.17 + 1.85

becan B, (18.013-18.202) 86.89 + 13.66
G: (6.032-6.075) 75.24 + 9.35

G, (12.418-12.507) 85.92 + 3.49

B, (8.264-8.281) 84.15 + 0.90

araién B, (17.967-17.975) 87.31+ 6.03
G1 (6.008 - 6.024) 86.11  3.55

G, (12.339-12.363) 86.33 + 4.75

V.2. Cuantificacion de AF en las muestras por HPLC

Para identificar las sefales correspondientes a las cuatro AF en las muestras se
tomaron en cuenta los tiempos de retencion que coincidieran con los rangos obtenidos
para las diferentes matrices (Tabla 18).

En la Tabla 19 y Figuras 14 y 15 se muestran las concentraciones promedio (de
tres repeticiones) y ajustadas por el porcentaje de recuperacién de AF obtenidas para las
muestras de las nueces analizadas.

En la Tabla 19 se coloc6é <LOD en aquellas muestras en las que las tres
determinaciones resultaron por debajo del LOD. Pueden observarse valores menores al
LOD en aquellos casos en los que de las tres determinaciones solamente una o dos

superaron éste valor.



Tabla 19. Concentraciones promedio de AF en las muestras ajustadas al porcentaje de

recuperacion (en ng g™ de muestra).

. ., AFB; AFB; AFG; AFG> AFt
Tipo de nuez Delegacion z DS z DS z DS z DS z DS
Alvaro Obregén | <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.14 | 0.05 | <LOD | 0.00 | 0.18 | 0.04
Azcapotzalco | <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.02 | 0.26 | 0.17 | 2.04 | 1.77 | 2.33 | 1.65
Benito Juarez | <LOD | 0.00 | 0.16 | 0.06 | 0.10 | 0.02 | 1.75 | 1.01 | 2.01 | 0.98
Coyoacan 0.16 | 0.02 | 062|079 | 029|026 | 108 | 1.05 | 2.15 | 1.05
Cuajimalpa <LOD | 0.00 | 0.07 | 0.07 | 0.19 | 0.10 | 0.63 | 0.05 | 0.89 | 0.13
Cuauhtémoc <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.05 | 0.03 | 0.70 | 0.61 | 0.80 | 0.62
G. A.Madero | <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.02 | 0.32 | 0.07 | 1.31 | 1.15 | 1.67 | 1.20
Iztacalco <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.01 | 0.22 | 0.05| 7.65 | 6.63 | 7.92 | 6.67
'\é‘gﬁ: Iztapalapa | <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.26 | 0.01 | 2.13 | 1.92 | 2.43 | 1.92
La M. Contreras | <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 0.28 | 0.07 | 0.36 0.63 0.67 0.58
Miguel Hidalgo 0.03 | 0.06 | 0.04 | 0.01 | 0.38 | 0.03 | 0.86 0.99 1.32 0.94
Milpa Alta <LOD | 0.00 | 0.28 | 0.36 | 0.13 | 0.02 | <LOD | 0.00 0.41 0.37
Tlahuac 0.10 | 0.18 | 0.07 | 0.00 | 0.61 | 0.12 | 0.79 | 0.68 | 1.46 | 0.57
Tlalpan 0.23 | 0.25 | 0.06 | 0.02 | 2.20 | 0.67 | <LOD | 0.00 | 2.50 | 0.80
V. Carranza 0.07 | 0.06 | 0.08 | 0.04 | 0.35 | 0.05 | 0.84 | 0.73 | 1.34 | 0.79
Xochimilco 0.15 | 0.05 | 055 | 0.05 | 051|011 | 429 | 256 | 550 | 2.55
Turquia <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.37 | 0.06 | 11.69 | 10.29 | 12.10 | 10.36
Alvaro Obregén | 0.08 | 0.07 | 0.16 | 0.19 | 0.92 | 0.04 | 0.13 | 0.12 | 1.30 | 0.32
Azcapotzalco | <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.01 | 0.04 | 0.00 | 0.23 | 0.20 | 0.30 | 0.20
Benito Juarez <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.02 | 0.05 | 0.02 | 0.17 0.17 0.27 0.17
Coyoacan <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 0.03 | 0.01 | 0.17 | 0.14 | 0.23 | 0.15
Cuajimalpa <LOD | 0.00 | 0.18 | 0.14 | 0.02 | 0.00 | 0.12 | 0.12 | 0.32 | 0.19
Cuauhtémoc <LOD | 0.00 | 0.06 | 0.02 | 0.03 | 0.01 | 0.23 | 0.21 | 0.32 | 0.22
G. A. Madero | <LOD | 0.00 | 0.09 | 0.04 | 0.06 | 0.02 | 0.18 | 0.15 | 0.33 | 0.13
Nuez Iztacalco <LOD | 0.00 | 0.12 | 0.04 | 0.04 | 0.01 | 0.72 | 0.16 | 0.88 | 0.19
Pecana Iztapalapa <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.02 | 0.00 | 0.25 | 0.22 | 0.31 | 0.22
La M. Contreras | 0.06 | 0.10 | 0.12 | 0.16 | 0.18 | 0.25 | 0.28 | 0.36 | 0.64 | 0.87
Miguel Hidalgo | <LOD | 0.00 | 0.07 | 0.03 | 0.07 | 0.03 | 0.17 0.17 0.32 0.18
Milpa Alta <LOD | 0.00 | 0.02 | 0.00 | 0.13 | 0.03 | 0.22 0.19 0.37 0.17
Tlahuac <LOD | 0.00 | 0.09 | 0.04 | 0.07 | 0.02 | 0.20 0.17 0.35 0.20
Tlalpan <LOD | 0.00 | 0.08 | 0.02 | 0.09 | 0.01 | 0.20 0.18 0.37 0.16
V. Carranza <LOD | 0.00 | 0.12 | 0.02 | 0.10 | 0.02 | 0.16 0.14 0.38 0.11
Xochimilco <LOD | 0.00 | 0.11 | 0.05 | 0.12 | 0.01 | 0.19 0.16 0.42 0.21
Alvaro Obregén | <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.02 | 0.03 | 0.01 | 0.16 | 0.28 | 0.23 | 0.27
Azcapotzalco | <LOD | 0.00 | 0.02 | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 1.50 | 2.60 | 1.56 | 2.59
Benito Juarez | <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.02 | 0.05 | 0.02 | 151 | 2.62 | 1.59 | 2.60
Coyoacan <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.01 | 0.02 | 0.01 | <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.01
Cuajimalpa <LOD | 0.00 | 0.06 | 0.02 | 0.06 | 0.01 | 0.46 | 0.80 | 0.58 | 0.81
Cuauhtémoc <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.72 | 1.25 | 0.79 | 1.23
G. A. Madero | <LOD | 0.00 | 0.05 | 0.01 | 0.03 | 0.02 | 3.99 | 6.92 | 4.08 | 6.93
Iztacalco <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.00 | 0.04 | 0.01 | <LOD | 0.00 | 0.08 | 0.01
Marafién Iztapalapa <LOD | 0.00 | 0.03 | 0.00 | 0.05| 0.01 | 0.28 | 0.49 | 0.36 | 0.49
La M. Contreras | <LOD | 0.00 | 0.04 | 0.02 | 0.09 | 0.02 | 1.18 2.04 1.31 2.05
Miguel Hidalgo | <LOD | 0.00 | 0.08 | 0.10 | 0.08 | 0.03 | <LOD | 0.00 | 0.16 | 0.07
Milpa Alta <LOD | 0.00 | 0.03|0.01|0.11|0.02| 6.75 |1169| 6.89 | 11.71
Tlahuac 0.17 | 0.30 | 0.08 | 0.03 | 0.10 | 0.01 | <LOD | 0.00 0.35 0.29
Tlalpan 0.07 | 0.12 | 0.04 | 0.00 | 0.09 | 0.02 | <LOD | 0.00 0.20 0.12
V. Carranza 0.07 | 0.11 | 0.09 | 0.03 | 0.06 | 0.01 | 3.30 5.72 3.51 5.82
Xochimilco <LOD | 0.00 | 0.09 | 0.04 | 0.06 | 0.00 | 1.10 1.91 1.25 1.88
Turquia <LOD | 0.00 | 0.02 | 0.01 | 0.12 | 0.02 | <LOD | 0.00 0.14 0.03

@: Promedio; DS: Desviacion estandar; <LOD: Menor al limite de deteccion
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Figura 14. Concentracion promedio de AFB; presente en las muestras estudiadas. Se

graficé 0.01 ng g™ para las muestras con <LOD.

Un total de 50 muestras fueron analizadas, de las cuales el 22% (11/50) estan
contaminadas con AFB; y el 100% con AFt. En general la cantidad de AFB; y AFt
encontradas en las muestras de la Ciudad de México son menores a las reportadas en
otros lugares como en La Meca (El tawila et al., 2012), Malasia (Leong et al., 2010),
Polonia (Leszczynska et al., 2000), Marruecos (Juan et al., 2008) y Pakistan (Luttfullah y
Hussain, 2011). Este resultado puede deberse a que las muestras obtenidas en la Ciudad
de México eran frescas con poco tiempo de almacenamiento al ser México un pais
productor de los tres tipos de nueces.

En la Figura 14 se observa que el 35.30% de muestras de nuez de Castilla (6/17)
presentan contaminacion con AFB;, seguida del marafion con el 17.65% de las muestras
contaminadas (3/17) y de la nuez pecana con 12.50% contaminadas (2/16); cuatro de las
cinco muestras con mayor contaminacion de AFB; son nueces de Castilla procedentes de
las Delegaciones de la zona centro-sur como Coyoacén (0.16 ng g*), Tlalpan (0.23 ng g™),
Tlahuac (0.10 ng g™) y Xochimilco (0.15 ng g™%).

Las muestras de nuez pecana contaminadas con AFB; provienen de las

Delegaciones Alvaro Obregén (0.08 ng g*) y La Magdalena Contreras (0.06 ng g™) que
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colindan geograficamente, pero ni la nuez de Castilla ni el marafidn registraron
contaminacion en esta zona. En el caso de marafidn no se observa relacién geografica
entre las tres muestras contaminadas con AFB; que son Tlahuac (0.17 ng g), Tlalpan
(0.07 ng g*) y Venustiano Carranza (0.07 ng g), en estas Delegaciones también se

observa una concentracion elevada de AFB1 en nuez de Castilla.
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Figura 15. Concentracion promedio de AFt presente en las muestras estudiadas.

En la Figura 15 se observa que todas las Delegaciones presentan contaminacion
por AFt y una vez mas la nuez de Castilla tiende a ser la mas afectada siendo las
muestras provenientes de Turquia (12.10 ng g?) e lztacalco (7.92 ng g?) las mas
contaminadas, seguidas de la muestra de marafion de Milpa Alta (6.89 ng g). Las
Delegaciones afectadas por contaminacién de AFB; no son las que presentan la mayor
contaminacion con AFt debido a los altos valores de AFG, registrados y que son los que

determinan el valor de AFt.

Hesseltine et al. (1970) y Davis et al. (1983) encontraron que las cepas toxigénicas
de A. flavus producen solo AFB; y AFB; y las de A. parasiticus producen AFB1, AFB,,

AFG; y AFG,. En las muestras estudiadas se identificaron las cuatro AF por lo que se
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puede concluir que las nueces que se comercializan en la Ciudad de México son invadidas
por A. flavus y A. parasiticus; ademas se sabe que el pH condiciona el tipo de metabolitos
que sintetiza el moho, asi a pH inferiores a 6 se favorece la sintesis de AF del grupo B,
mientras que a valores de pH superiores a 6 (como en el caso de las nueces) se estimula
la sintesis de AF del grupo G (Buchanan & Ayres, 1975) lo que explica el alto valor de
AFG; presente en las muestras (Figura 16).

Aungue AFB; y AFG; son considerablemente mas toxicas que AFB; y AFG; (Van
Egmond et al, 1995) AFB, y AFG, pueden oxidarse in vivo a AFB; y AFG;
respectivamente (Baltaci et al., 2012).
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Figura 16. Concentracién promedio de las cuatro AF y AFt en nuez de Castilla, nuez
pecana y marafién de la Ciudad de México.

Con relacion a los promedios de AFt de nuez de Castilla (2.7 pg kg'), nuez pecana
(0.4 pg kg) y marafién (1.4 pg kg?) segin el Reglamento de la Comisién Europea
tenemos que estan por abajo del rango de tolerancia y dentro de aceptacion para exportar.

Segun la Norma NMX-FF-093-SCFI-2011 que establece el limite legal de 10 ug kg™
en nuez pecana, los promedios de AFt encontrados para exportacion son aceptables.

Se analizaron los microgramos de AF por kilogramo o sea los nanogramos de AF

en 1 gramo de muestra, pero la cantidad que ingiere una persona en los alimentos
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cocinados y en los postres excede los limites de tolerancia y dependiendo de la frecuencia
de este consumo se consideraran los riesgos de dafio cronico por estas toxinas. En la
Tabla 20 se hizo un célculo del consumo de nueces en México segun las presentaciones
en bolsas de nuez y recetas frecuentes. Se puede apreciar que aunque el promedio de
AFt en nueces no parece alto, ya al calcular el consumo habitual hay una aportacion de
cancerigenos importante. El total de AFt presentado en bolsas comerciales de nueces
implica niveles que producen mutaciones a nivel celular pues exceden 10 pg kg™.

Tabla 20: Célculo de consumo de AFt en diferentes presentaciones comerciales de

nueces.
Al Gramos | Promedio de | Total de AFt (ng)
Imento -1
de nuez AFt (ng g™) por consumo
Nogada (nuez de Castilla) para chiles 46.25 125
: 100 2.7 270
Paguetes de nuez de Castilla 1000 2700
40 56
Paquetes de marafion 100 1.4 140
250 350
Paquetes de nuez pecana 100 44
250 110
Galletas (1 kg) de nuez pecana 250 0.4 110
Pastel (1 kg) de nuez pecana 375 150
Helado (1 L) de nuez pecana 50 20
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V.3. Anélisis estadistico
En las Tablas 21 y 22 se muestran los resultados obtenidos después de realizar la
prueba de Kruskal-Wallis en el Programa Estadistico R.

Tabla 21. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis aplicada para encontrar diferencia
significativa entre la Delegacion de origen de las muestras.

Tipo de nuez Aflatoxina Valor de estadigtlco Significancia leg(enqla
Kruskal-Wallis significativa
AFB1 34.90 <0.05 Si
AFB, 27.41 <0.05 Si
Nuez de Castilla AFG; 39.34 <0.05 Si
AFG, 21.50 0.16 No
AFt 24.35 0.08 No
AFB; 24.24 0.06 No
AFB» 31.84 <0.05 Si
Nuez pecana AFG; 38.48 <0.05 Si
AFG, 12.61 0.63 No
AFt 18.86 0.22 No
AFB; 14.59 0.56 No
AFB, 31.38 <0.05 Si
Marafion AFG; 42.80 <0.05 Si
AFG, 7.68 0.96 No
AFt 17.97 0.33 No

En la Tabla 21 se observa que para la nuez de Castilla se hall6 diferencia
significativa entre Delegaciones para el contenido de AFB; AFB, y AFG;; para nuez
pecana y marafion se encontré diferencia significativa inicamente entre Delegaciones en
el contenido de AFB, y AFG;; en ningun caso se hall6 diferencia para AFG; ni AFt.

Con respecto al tipo de nuez como fuente de variacién, se observa en la Tabla 22

que existe diferencia significativa para las cuatro AF y AFt.

Tabla 22. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis aplicada para encontrar diferencia

significativa entre los tipos de nuez.

: Valor de estadistico | .. ... . Diferencia

Aflatoxina Kruskla-Wallis Significancia significativa
AFB; 9.24 <0.05 Si
AFB, 8.03 <0.05 Si
AFG; 62.57 <0.05 Si
AFG, 17.24 <0.05 Si
AFt 40.31 <0.05 Si
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Posteriormente, se aplico la prueba de Wilcoxon para hallar las diferencias
significativas entre grupos. Los resultados de ésta prueba se pueden apreciar en las
Figuras 17 y 18 que siguen.
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Figura 17. Contenido promedio de AFB; para muestras de nuez de Castilla. Los grupos
con una letra (A, B, C, D) en comun no presentan diferencia significativa,

aguellos con letras diferentes si presentan diferencia significativa (p<0.05).

En la Figura 17 se observa que las muestras de nuez de Castilla provenientes de
Tlalpan y Coyoacan son significativamente (p<0.05) las mas contaminadas por AFB;, para
nuez pecana y marafién no se hallé diferencia significativa entre el origen de las muestras
para AFB;. En el caso de AFt no se hall6 diferencia significativa tomando como factor de

variacion la Delegacion de origen de la muestra.
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Figura 18. Contenido promedio de AF en las matrices estudiadas. Los grupos con una

letra (A, B, C) en comun no presentan diferencia significativa, aquellos con

letras diferentes si presentan diferencia significativa (p<0.05).

En la Figura 18 se observa que la nuez de Castilla es significativamente la mas

contaminada por AFB; (0.04 ng g*) seguida del marafién (0.02 ng g) y la nuez pecana

(0.01 ng g% que no guardan diferencia estadistica entre ellas. Con respecto a la

contaminacion por AFt se encontré diferencia significativa entre los tres tipos de nueces

siendo la nuez de Castilla una vez mas la mas afectada (2.10 ng g*), después el marafion

(1.36 ng g™) y finalmente la nuez pecana (0.44 ng g™).



Existe evidencia considerable de que las nueces muestran resistencia a la
contaminacion por AF (Molyneux et al., 2007). La represion de la formacion de AF resulta
de factores bioquimicos inherentes a cada especie de nuez (Mahoney et al., 2003). Varios
experimentos han demostrado que los compuestos asociados con la anti-aflatoxigenesis
son taninos y los componentes resultantes de su hidrélisis presentes en la cubierta de la
semilla (episperma) (Mahoney & Molyneux, 2004; Mahoney et al., 2010). Venkatachalan &
Sathe (2006) reportan un contenido de taninos para nuez de Castilla, nuez pecana y
marafion de 0.34%, 0.84% y 0.03% respectivamente, lo que explica que la nuez pecana
sea la menos afectada por AFt y AFB;; se observa que el contenido de taninos en nuez de
Castilla es mayor al de marafién lo que implicaria una concentracion mayor de AF en
marafion que en nuez de Castilla, pero se encontré que la nuez de Castilla es mas
afectada que el marafion por contaminacion por AF, este resultado coincide con lo
reportado por El tawila et al. (2012) y Leszczynska et al. (2000) ya que sus
investigaciones arrojaron una mayor incidencia de contaminacion por AFB; y AFt en nuez
de Castilla que en marafion.

El marandn posee un grupo de compuestos fendlicos conocidos como “cashew nut
shell liquid” (CNSL) (Mazzetto et al., 2009; Agostini-Costa et al., 2005), entre los que se
encuentran el acido anacardico, cardanol y cardol; de éste ultimo se ha reportado que
posee actividad antimicrobiana (Tocco et al., 2009) lo que podria explicar que el marafion
sea mas resistente a la invasion de Aspergillus y por lo tanto presente una menor
contaminacion por AF.

En promedio la contaminacién de AFB; en las tres nueces es 0.024 ng g™ y de AFt
es 1.30 ng g, si tomamos en cuenta el consumo per céapita de 1.8 kg de nueces al afio,
los habitantes de la Ciudad de México consumen 24 ng de AFB; y 1,300 ng de AFt sélo
por la ingesta de nueces durante un afio. El calculo anterior no contempla el consumo de

platillos con nueces como ingredientes que evidentemente aumenta el consumo de AF.
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CONCLUSIONES

Se valido el método.

Ninguna muestra sobrepasa los limites establecidos por la NOM-188-SSA1-2002
para contaminacién por AFt cuyo valor es de 20 ug kg™ de alimento.

Las muestras de nuez de Castilla provenientes de las Delegaciones Tlalpan vy
Coyoacan son significativamente (p<0.05) las mas contaminadas por AFB; con
valores de 0.23 y 0.16 ng g™ respectivamente. Para nuez pecana y marafién no se
hallaron diferencias significativas entre el origen de las muestras para el contenido
de AFB;.

Para ninguna de las nueces estudiadas se encontré diferencia significativa en el
contenido de AFt tomando como fuente de variacion el origen de las muestras.

La contaminacién promedio de la nuez de Castilla por AFB; (0.05 ng g*) es
significativamente (p<0.05) mayor a la que presentan el marafién (0.02 ng g%) y la
nuez pecana (0.01 ng g™).

La contaminacién promedio de la nuez de Castilla por AFt (2.10 ng g*) es
significativamente (p<0.05) mayor a la que presentan el marafién (1.36 ng g3) y la
nuez pecana (0.44 ng g™).

El aporte de AFB; y AFt a la dieta de un habitante de la Ciudad de México por el
consumo de nueces es de 24 y 1300 ng respectivamente al afio.
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