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Resumen

RESUMEN
Dentro de los alimentos de mayor consumo en México, se encuentra el maiz, ya que
forma parte importante de la dieta. Por ende, es de gran importancia atender su
mejoramiento referente a su produccién y almacenamiento en 6ptimas condiciones
para obtener un producto con una excelente calidad para el consumo humano.
En los alimentos hay muchos factores biolégicos, quimicos y fisicos que contribuyen a
su contaminacidn, entre los bioldgicos se encuentran los hongos microscépicos, que
estan dispersos en el ambiente en forma de esporas y pueden llegar a todas los
lugares y desarrollarse bajo las condiciones ambientales adecuadas. Algunos de estos
hongos son productores de aflatoxinas (AF), que son micotoxinas producidas por los
hongos del género Aspergillus, ampliamente distribuidos en todo el mundo. Los
hongos del género Aspergillus tienen un amplio rango de condiciones para su
desarrollo y en consecuencia para la producciéon de estas toxinas las cuales estan
relacionadas con cancer de higado en el ser humano.
Las AF son metabolitos secundarios que se producen después de la etapa de
crecimiento exponencial de los hongos. Las principales AF responsables delas
enfermedades en ser humano son la aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 y M2.Estas ultimas
son biotransformadas en el higado de las vacas a partir de las aflatoxinas B1 y B2.
El objetivo del trabajo es el montaje de técnicas que permitan determinar y cuantificar
AF con diferentes métodos, accesibles y rapidos. Para ello, se evalud6 la presencia de
AF en diferentes variedades de maiz que se encontraba visiblemente contaminado por
la presencia de hongos por malas condiciones de almacenamiento. Este trabajo es solo
un acercamiento al estudio de las AF cuya actividad puede afectar al ser humano y
animales lo que permite vislumbrar su vulnerabilidad frente al consumo de leches o
productos lacteos contaminados con AF, como consecuencia de una inadecuada e
indiscriminada alimentacién del ganado lechero con granos contaminados. Dada la
relacion de la presencia de estas micotoxinas en la incidencia de cancer de higado, es
importante implementar técnicas simples que permitan identificar de manera rapida

su presencia en alimentos de animales.

Alain Bustamante Gomez
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Hongos y micotoxinas

Las micotoxinas son un grupo diverso de compuestos producidos durante la
germinacion de esporas de algunos hongos microscopicos, estas sustancias causan
efectos perjudiciales para la salud de los seres humanos y animales (Algul y Kara,

2014).

Dentro de las micotoxinas se encuentran las AF que son micotoxinas
producidas por el género Aspergillus, el cual se encuentra ampliamente distribuido en
la naturaleza, por lo que se puede aislar de una gran variedad de sustratos (Abarca,
2000). Los hongos del género Aspergillus adoptaron en la naturaleza un estilo de vida
sapréfito, que los hizo capaces de utilizar un rango muy amplio de materiales como
fuente de nutrimentos, esto significa que deben de existir diferentes rutas bioquimicas
para la asimilacién de todas las fuentes de carbono y nitrégeno susceptibles de ser

degradadas y en consecuencia, produce una variedad de productos de fermentacion.

El género Aspergilluses un género mitosporico que se caracteriza por la
produccion de hifas especializadas, denominadas conidi6foros, sobre los que se
encuentran las células conidiégenas que originardn las esporas asexuales o conidios
(Abarca, 2000). Sobre el conidi6éforo caracteristico, presente en Aspergillus, aunque es

una estructura unicelular posee cuatro partes bien diferenciadas:

» Vesicula (extremo apical hinchado).

» Fialides (células conididgenas): células que se disponen sobre la vesicula.

= Estipe (parte media): seccidn cilindrica situada debajo de la vesicula.

= (Célula pie (parte basal): seccion final, a veces separada por un septo, que une el

conididéforo con el micelio.

Alain Bustamante Gomez
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En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se encuentran otras células
denominadas métulas o célula soporte. Las cabezas conidiales que sdlo presentan
fidlides se denominan uniseriadas, y las que presentan fidlides y métulas, biseriadas

(Abarca, 2000) (ver Figura 1).

Figura 1. Micrografia de conidiéforos de AspergIIus ('I;S;iada de Olmedo-Obrero, 2010).
La mayor distinciéon que se usa actualmente para la separacién de especies de
A. niger de las otras especies de Aspergillus, es la producciéon de esporas color negro
carbdn o castafio muy oscuro, que presentan las fidlides biseriadas (Raper y Fennell,
1965). Otros rasgos incluyen conidiéforos uniformes y generalmente descoloridos y
esporas de <5 um, globosa, con crestas manifiestas o espinas no ordenadas en filas

(Raper y Fennell, 1965; Olmedo-Obrero, 2010).

Los mohos aflatoxigénicoscrecen de 8 - 55 2C con temperaturas 6ptimas de 36 -
38 °C, mientras que la produccion de AF se inicia de 11 - 14 2C y cesa a menos de 10 o
mas de 45 °C, la produccién 6ptima de AF va de 25 - 35 2C y se favorece en funcién de
diversos factores como el sustrato, factores bioquimicos, biolégicos y ambientales,
como una humedad de 10-20% y a una humedad relativa de 70-90%, equivalente a un

contenido de humedad del grano de 16.5 a 18%. Las AF se pueden producir en
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condiciones de campo o almacén al quinto dfa y disminuyen al octavo. La presencia de
hongos aflatoxigénicos no implica la existencia de AF (OPS-OMS, 1983;Carvajal, 2013).
Las especies productoras de AF de Aspergillus requieren estar en cultivos puros, pues
A. chevalieri, A. candidus y A. niger, compiten e interfieren con ellos, de tal forma que
se han usado como control biolégico (OPS-OMS, 1983;Diener y Davis, 1986;Carvajal,
2013).

Aflatoxinas

Las AF, son metabolitos secundarios que corresponden quimicamente a bis dihidro-
furnano-cumarinas se encuentran en alimentos contaminados por hongos
microscopicos, durante el crecimiento, cosecha y almacenamiento. Los mdas notables
productores de AF son Aspergillus niger y Aspergillus parasiticus, aunque cabe
mencionar que cada dia se descubren nuevos hongos que son causante de la
producciéon de AF como Aspergillus nonius y producidas otras especies Penicillium
notatum y otros del genero Fusarium (Naranjo, 2013) de igual manera que Aspergillus
flavus que en la nueva clasificacién gracias al descubrimiento de su teleomorfo (parte
sexual), anamorfo (parte asexual), holeomorfo (ciclo vital del hongo completa) y por
estudios moleculares ahora es Petromyces flavus (Horn et al, 2009). Existe una
variedad de AF generadas por estos hongos con propiedades diferentes y
configuracion quimica distinta. Todas las AF tienen la propiedad de ser fluorescentes,
habiéndose aprovechado esta caracteristica como base de los procedimientos

analiticos (Burdaspal et al., 1987).

Hartley et al. (1963) observaron que los extractos de la toxina presentaban
fluorescencia y las clasificaron de acuerdo a esta propiedad, segun el color de
flurecencia que emana con luz de UV de onda larga en aflatoxina B (blue) con anillo de
ciclopentano y G (green) con anillo de lactona, lo que permite detectarlas en
cantidades de 0.5ng o menos (Carvajal, 2013). Posteriormente, se separaron por

cromatografia en capa fina cuatro componentes a los que se denominaron aflatoxinas
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B1, B2, G1, G2 de acuerdo a su fluorescencia y a su valor de RF (Factor de Retencion) o
bien distancia de la muestra desde el origen/distancia del eluyente desde el origen.
Actualmente, el término AF engloba mas de una docena de sustancias relacionadas
que, quimicamente, son cumarinas sustituidas, conteniendo anillos de bifurano y
configuraciones tipo lactona (Burdaspal et al, 1987). En la figura 2 se presenta la
configuracion quimica de las principales AF que se encuentran en los alimentos. Las
AF mas comUnmente asociadas a Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus

parasiticusson B1, B2, G1, G2 (Valecia et al., 1984).

AFLATOXINA G1 AFLATOXINA G2

Figura 2. Estructura de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 (Tomada de Colorado, 1990).

La presencia de anillo lacténico en su estructura les confiere alta sensibilidad a
la luz, aire, acidos, y alcalis débiles, por lo que facilmente pueden descomponerse en
productos secundarios, algunos de ellos téxicos, haciendo éstos mas dificil la
identificacién de la AF B1, la cual es considerada como el principal elemento toxico
ademas de presentarse en mayor concentracion que las AF restantes en los alimentos

contaminados (Stack et al.,, 1975; Gutiérrez, 1982).

Todas las AF tienen la propiedad de ser fluorescentes, habiéndose aprovechado

esta caracteristica como base de los procedimientos analiticos. Sus pesos moleculares

Alain Bustamante Gomez
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oscilan entre 312 y 350; son ligeramente solubles en agua (10 a 20 pg/mL), solubles
en solventes no polares (hexano y éter de petrdleo) y solubles en solventes
moderadamente polares o solventes organicos (cloroformo, metanol, dimetilsulféxido,

acetonitrilo y acetona) (Carvajal, 2013).

Las AF purificadas en forma cristalina son termo resistentes, estables en un pH
entre 3 y 10 con puntos de fusién superiores a los 250°C (Burdaspal et al,

1987).Cuando las AF estan en cloroformo

Sin embargo a pesar de ser estas las AF mas importantes y comunes hay
algunos compuestos derivados de las anteriores, entre los cuales se encuentran las
AFBZ2a, G2a, M1, M2, P1, H1, Q1, aflatoxicol, asperotoxina, esterigmatocistina (Valecia
et al.,, 1984).La aflatoxina B1 (AFB1) es la mas toxica y peligrosa de todas (Carvajal,
2013).

Cuando las vacas lactantes consumen alimento contaminado conAFB1, esta es
metaboliza para formar el derivado monohidroxilado, conocido como aflatoxina M1

(AFM1), que se expresa en la leche de la vaca.

De hecho, la contaminacion de la leche y los productos lacteos con AFM1 puede
variar de acuerdo a la geografia, el medio ambiente y condiciones climaticas asi como
el nivel de desarrollo tecnolégico del pais (Ghazani, 2009; Prandini et al, 2009;
Rahimi et al., 2010). La presencia de AF en los alimentos utilizados para la dieta de las
vacas es un factor muy importante que influye en el nivel de aflatoxina M1 en la leche

y los productos lacteos.

La leche se considera que es un alimento natural ideal para el desarrollo
optimo de las crias pero que puede ser ingerido a cualquier edad debido a su alto

valor nutritivo. Tiene un alto contenido en proteinas y una valiosa fuente de calcio,
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vitaminas y antioxidantes (Zeluta et al., 2009). Sin embargo, la leche tiene el mayor
potencial demostrado para la introduccion de AFM1 en la dieta humana. La alta
frecuencia de AFM1 en la leche y los productos lacteos disponibles en el mercado, la
alta ingesta de estos productos por la poblacién humana, especialmente por parte de
lactantes y nifios de corta edad y su probable efecto carcinégeno, estan en el origen
del establecimiento de medidas para controlar la contaminacién de AFM1. A la luz de
estas preocupaciones, varios paises han establecido limites reglamentarios de 0.5

ug/kgpara AFM1en la leche y sus productos derivados (Skrbicet al., 2014).

Biosintesis de las aflatoxinas

Se han identificado 18 tipos de AF siendo las mas frecuentes en los alimentos: AFB1,
AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 y AFM2. La AFM1 es la forma hidroxilada de AFBI1,
secretada en la leche y orina de animales que consumen alimentos contaminados con

AFB1 (Velazquezet al., 2009).

Los patrones de sintesis de AF y de lipidos son similares, vienen de un acetato
que es el precursor comun. Cuando la glucosa C14 se incorpora en posicién uno en
condiciones anaerodbicas, la via catabodlica de la glucosa Embden Meyerhof se
interrumpe y favorece la produccion de AF. Los precursores metabdlicos de la
biosintesis de AFB1 tienen una estructura basica C2o0 poli-B-quétido y pertenecen a
diferentes grupos como: xantonas (esterigmatocistina, O-metil-esterigmatocistina,
aspertoxina), poli-hidroxi-antraquinonas (averufina, O-dimetil nidurufina, acidos
solorinico y norsolorinico, averantina, 1-O-dimetilaverantina, averitrina y acetato

versiconal), AF y parasiticol (Sweeney et al., 1994;Carvajal, 2013).

Las AF se producen por hongos filamentosos cuando la reducciéon de grupos
cetonicos se interrumpe y se favorecen las reacciones de condensacion en la ruta
metabolica de la produccidn de acidos grasos. Este proceso favorece la sintesis de
compuestos policetdnicos (aflatoxinas) (Sweeney et al., 1994, Torres et al., 2014),

como se muestra para la biosintesis de AFB1 en la figura 3.
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Figura 3. Ruta de la biosintesis de la aflatoxina B1 (Tomado y modificado deTorres et al., 2014).

La ruta bioquimica para la sintesis de AF comprende alrededor de 23
reacciones enzimaticas, y la mayoria de los genes responsables se han caracterizado y

aislado (Figura4) (Eaton et al., 1994; Carvajal, 2013).

Alain Bustamante Gomez
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) o
AFQ, AFB,

Figura 4. Esquema de los precursores de aflatoxina B1 (Tomado deCarvajal, 2013).

Efectos de las aflatoxinas

Las AF son compuestos letales para animales y células en cultivo de tejidos cuando se

administran en dosis agudas y causan dafios histolégicos en dosis subletales.

Una exposicion prolongada a estos compuestos da como resultados un estado
de toxicidad cronica incluyendo una induccién tumoral en varias especies. La

intoxicacion aguda por dosis elevada de AF va acompanada por necrosis hepatica y
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hemorragica que aparecen después de un tiempo corto de la administraciéon aguda

(Stacketal., 1975).

El mayor efecto tardio de las AF es el desarrollo de hepatocarcinomas, los
cuales se encuentran ocasionalmente en rifiones y colon (Valecia et al., 1984). Las
lesiones primarias causadas por la presencia de esta toxina se encuentran en el
higado, siendo la hiperplasia del ducto biliar la lesién que se desarrolla con mas

frecuencia (Vaqueiro et al., 1975).

Aparentemente existe una correlaciéon entre la configuracién de la molécula y
la letalidad. La presencia de oxigeno adicional en las AF tipo G disminuye la letalidad
en un factor aproximadamente de dos veces, mientras que los compuestos
insaturados resultaron 4.5 veces mas potentes que sus derivados dehidro (Valecia et
al., 1984). La toxicidad y otros efectos bioldgicos causados por las AF se atribuyen a
las alteraciones bioquimicas. Algunas de las rutas metabdlicas en donde intervienen

las AF son:

a) Sintesis de ADN

b) Metabolismo de RNA

c) Sintesis de proteinas

d) Metabolismo mitocondrial

e) Sintesis de lipidos

f) Composicion sanguinea y de tejidos

g) Actividad enzimatica(Colorado, 1990)

Otras dos enfermedades hepaticas que se han relacionado con la ingestion de la
AFB1 son Kwashiorkor y Sindrome de Reye. Los sintomas de la primera son
hipoalbuminemia, higado graso e inmunosupresiéon, en la segunda se presenta

encefalopatia con degeneracion grasa de las visceras (Guzman de Pefia, 2007).

Alain Bustamante Gomez
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La AFB1 puede sufrir una oxidacion a nivel hepatico y renal, y ser transformada
en AFM1, que se excreta en la leche al atravesar la barrera del epitelio alveolar. La
AFB1 esta entre los mas potentes carcinégenos conocidos. Su accidn carcinogénica se
basa en la biotransformacién por el sistema hepatico microsomal P450 a AFB1-8,9-
epoxido, un metabolito altamente reactivo capaz de unirse a las proteinas, al ADN y al
ARN; formando un compuesto estable con el N7 de los residuos guanil que puede
causar mutaciones en el codén 249 del gen p53 supresor de tumores. Esta alteracion
es caracteristica de varios carcinomas, especialmente del carcinoma hepatico en el
hombre. AFB1-8,9-epdxido forma uniones covalentes con los residuos de guanina del
ADN, que se excretan por via urinaria y pueden utilizarse como biomarcadores de
exposicion en los grupos con riesgo de cancer de higado (Novoa et al., 2006). Sin
embargo, la AFB1-8,9-6xido también puede ser sustrato de las glutatién S-
transferasas, produciéndose una detoxificaciéon que da lugar a productos no téxicos
excretados en bilis y orina (Kensler et al, 1986; Kensler et al., 2003), como el

conjugado aflatoxina-glutation y la aflatoxina-N-acetilcisteina (Rubio, 2011).

Limites permitidos

Las AF estan reportadas en todo el mundo y de igual manera cada pais tiene sus
limites en alimentos como se muestra en el cuadro 1, incluyendo a México. La AFM1 al
igual que la AFB1 se ha incluido en la lista de los principales carcindgenos humanos
por el efecto que estos provocan en la salud humana y animal (IARC, 2002), lo que ha
conllevado a que organismos internacionales como la Unién Europea hayan
establecido el limite maximo de residuos para la AFM1 en leche y productos lacteos de
0.05 pg/kg (Reglamento de la UE, 2010), mientras el Codex Alimentarias y la Agencia
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos de Norteameérica establecen el valor
de 0.5 pg/kg (Vega y Ledn et al., 2009; CODEX, 2010), limite establecido también por

los organismos reguladores mexicanos (NOM. 2002).
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~ Los primeros estudios realizados en México que determinaron AFM1 en leche
entera, pasteurizada y ultrapasteurizadas se realizaron en la década de los 90’s
(Carvajal et al., 2003)y posteriormente entre 2007-2009 se efectuaron otros trabajos
en leche y derivados consumidos en la Ciudad de México, encontrandose alta
incidencia de AFM1 en las muestras analizadas (Pérez et al., 2008; Urban et al., 2010).
Recientemente un estudio realizado en Guadalajara en leche convencional de
diferentes marcas (0.051 -0.49 pg/kg) encontraron que 18.6 % de las muestras (
superaron el indice establecido por la Unién Europea (0.05 pg/kg) (Gutiérrez et al.,
2013) y para México en la NOM-243-SSA1-2010 el indice maximo permitido es de 0.5
ug/kg (Landeros et al. 2012)como se muestra en el cuadro I, en cuanto al maiz el
indice permitido es de 20 pg/kg para seres humanos y de 300 pg/kg para ganado
(Vallejo, 2012).

Cuadro I. Limites permitibles de aflatoxinas en diferentes alimentos a nivel

mundial.

0.05pg/kg Reglamentos
0.025 2174/2003 y
ug/kg(lactantes) 683/2004
0.05pg/kg 0.2pg/kg 0.02pg/kg Finoli &
Vecchio
(2003)
0.05pg/kg 0.25pug/kg 0.02 Kaniou-
Grigoriadou et
0.05 pug/kg 0.25pg/kg 0.02 il
(2005)
0.05pug/kg 0.45pug/kg - Ministerio de
Salud Italiano
(2004)
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0.05pg/kg 0.25pug/kg Codigo

Alimentario
Turco (2002)

0.5pg/kg - - -

0.5pg/kg - - U.S. FDA
(2000)
Codex
Alimentarius

0.5pug/kg - - Landeros et
al. 2012

(Tomado y modificado de Rubio-Martinez, 2011).

Los aflatoxinas en los alimentos

Las AF fueron identificadas como agente causal de la enfermedad X de los pavos que
causo la muerte a mas de 100,000 pavos en Inglaterra en 1960. Como ya se habia
mencionado las condiciones Optimas para que los hongos produzcan metabolitos
como las AF son: actividad de agua a 0.85, temperatura entre 20 y 30 2C y el pH entre
3.5 y 5.5. Estas mismas condiciones son las requeridas para el desarrollo y
crecimiento del maiz, es por esto que es uno de los productos de mayor preocupacion
mundial. Se ha reportado la presencia de AFB1 en alimentos a nivel mundial tanto de

consumo animal como humano.

En un total de 200 muestras de materias primas y alimentos terminados
empleados en nutricion animal se encontré una incidencia del 29.0% con niveles en
muestras positivas que oscilaron entre 1.0 y 66.1 ppb. En 280 muestras de alimentos

de consumo humano se determin6 una 26 incidencia menor a la anterior (8.9%) pero

con niveles mas altos a los encontrados en alimentos para animales puesto que las

Alain Bustamante Gomez
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muestras positivas oscilaron entre 1.0 y 103.3 ppb. Los problemas principales que
plantean estas moléculas son su potente efecto a muy bajas concentraciones y su

elevada resistencia al calor de esterilizacidn de los alimentos (Naranjo, 2013).
Aflatoxinas en México

Por ser México un pais de clima templado (Trejo, 1999) ideal para el crecimiento de
hongos productores de AF, por lo tanto es muy comun la contaminaciéon de los
alimentos por estas toxinas (Naranjo, 2013). Entre los alimentos reportados con AF se
encuentran maiz (Colorado, 1990), forraje (Florencia et al, 2013) cacahuate,
pistaches, semillas del algodonero, nueces, copra (médula del coco) (Méndez et al.,

2009), leche (Reyeset al., 2009).

La Comunidad Europea establece que la concentraciéon limite de AFB1 en
alimento destinado para animales y AFM1 en leche no debe ser superior a 10 pg/kgy
0.05 pg/L, respectivamente (Comunidad Europea 466/2001). En México, la NOM-188-
SSA1-2002 establece el limite maximo permisible de AF en los cereales destinados
para el consumo humano y animal en 20 pg/kg, asi como los lineamientos y requisitos
sanitarios para el transporte y almacenamiento de los productos. Respecto al nivel de
AFM1 en leche, la NOM-184-SSA1-2002 especifica que el maximo permitido es de 0.5
ug/L (Reyeset al., 2009).

Control y destoxificacion aflatoxinas
Las AF no se rompen con la ultrapasteurizacion, coccién, freido o hervido,
fermentacion, ni nixtamalizacién, pero se pueden destruir si se calientan en autoclave

con amonio o sodio (Carvajal, 2013).

A. Prevencion de la contaminacién y el crecimiento flingico:

Alain Bustamante Gomez
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La prevencion de la contaminaciéon por hongos toxigénicos y su crecimiento, puede ser

manejada por algunos de los siguientes métodos:

1. Mejora de las practicas agricolas.
El ataque fangico a los alimentos puede comenzar en el campo, mediante la
contaminacion de las cosechas por los hongos productores de micotoxinas

(Mallmannet al., 2006).

Muchas micotoxinas, en particular las AF, zearalenonas, tricoticenos y
alcaloides de ergotaminas, pueden formarse durante el periodo de crecimiento de las
plantas en el campo. Para prevenir esta contaminacion, es necesario que se mejoren
las practicas agricolas, entre otras, usando semillas de calidad y libres de hongos,
impidiendo el ataque de los insectos y las enfermedades de las plantas (Mallmann et

al., 2006).

Durante el proceso de cosecha es importante que se evite al maximo lesionar
fisicamente el cereal, pues el dafio mecanico estad invariablemente asociado con una
rapida invasion de hongos. Otro factor importante en el proceso de cosecha es la
limpieza de los cereales, pues los residuos que quedan adheridos, pueden ser
portadores de especies fungicas micotoxigénicas. También, para prevenir la
contaminacion fungica es importante implantar buenas practicas de almacenamiento
y buenas condiciones ambientales que impidan el ataque de los hongos (Mallmann et

al,, 2006).

2. Agentes antifungicos.
La contaminaciéon de las cosechas puede ser prevenida o disminuida usando acidos
como el benzoico, sdrbico, propidnico, féormico y acético. Pequefias concentraciones de

estos fungicidas en los alimentos deben ser efectivas a un pH levemente superior al
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del producto. A un mayor pH, gran parte de este acido se encontrara sin disociar, sin

presentar ningun efecto sobre el crecimiento fungico (Mallmann et al., 2006).

Por otra parte, la cantidad de acido adicionada al producto almacenado debe
estar relacionada con la cantidad de agua del mismo, y debe estar distribuido de una
manera uniforme a en todo el volumen a tratar. Por el contrario, la utilizacion de estos
acidos en bajas concentraciones puede llevar al riesgo de que se produzca un
incremento en la capacidad toxigénica de determinados hongos (Mallmann et al,

2006).

3. Ingenieria genética
El genoma de las plantas tiene influencia notable sobre las contaminaciones fungicas y
en la subsecuente biosintesis de micotoxinas, por eso la importancia de desarrollar
nuevas variedades, mediante la ingenieria genética, capaces de resistir el ataque de los
hongos o inhibir la produccién de toxinas. Diversos investigadores han encontrado
variedades de semillas que presentan diferencias significativas en relacion a la
contaminacion por Aspergillus flavus y su consecuente produccion de AF. Estas
diferencias pueden ser por diversos factores y el genoma de la planta puede influir en
la expresion de la biosintesis de la micotoxina. Esto puede ser debido a la sintesis de
metabolitos especificos por parte de la planta, de igual forma se ha demostrado que
algunos productos naturales pueden reducir la biosintesis de las micotoxinas en

mayor proporcién que la de inhibir el crecimiento fingico (Mallmann et al., 2006).

4. Control de las condiciones de almacenamiento
El almacenamiento de las cosechas tiene un papel importante en la calidad
fisicoquimica y microbiologica de las mismas. Las especies fingicas que se desarrollan
en un ambiente dado dependen de la humedad, la temperatura, la presencia de

microorganismos competidores y de la naturaleza y el estado fisiol6gico del producto.
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Estos y otros factores influyen decisivamente en el metabolismo fungico y en la
capacidad para que los hongos utilicen los alimentos para el crecimiento y produccion

de sus metabolitos (Mallmann et al., 2006).

B. Descontaminacién de micotoxinas en los alimnetos.
El mejor método para controlar la contaminacién de los alimentos por
micotoxinas es la prevencion, pero cuando el producto ya esta contaminado y va a ser
usado como alimento, es necesario eliminar o disminuir esta contaminacion

(Mallmann et al., 2006).

Un programa para evitar la producciéon de micotoxinas incluye la prevencion de
biosintesis y metabolismo de toxinas en el campo y en el almacenamiento; la
descontaminacién después de la produccidon de micotoxinas se refiere al tratamiento
poscosecha para remover, destruir o reducir el efecto téxico. Es dificil impedir la
formacién de micotoxinas en el campo o en las bodegas, mientras que el monitoreo
puede impedir que las micotoxinas se vuelvan una fuente significativa de riesgos para
la salud, pues el conocimiento de la contaminacién permite la adopcién de medidas

estratégicas para minimizar el riesgo (Mallmann et al., 2006).

Las estrategias adoptadas en pre o poscosecha seran apropiadas y dependeran
principalmente de las condiciones climaticas de cada afio en particular. El comprender
los factores ambientales que promueven la infeccion, crecimiento y produccion de la
toxina es un paso importante para proponer un plan efectivo que busque minimizar la

ocurrencia de micotoxinas en alimentos.

La FAO estableci6 una serie de criterios para determinar si el proceso de

descontaminacién es apropiado o no; dentro de estos se deben tener en cuenta:
- Destruir, inactivar o eliminar la toxina.

- No producir residuos toxicos o carcinogénicos en los productos finales o en

alimentos obtenidos a partir de animales.
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- Mantener el valor nutritivo y la aceptabilidad del producto.
- No alterar las propiedades tecnoldgicas importantes de forma significativa.

- Destruir todas las esporas y micelios fingicos para que no puedan, en condiciones

favorables, proliferar y producir nuevas micotoxinas (Mallmann et al., 2006).

Los tres métodos mas sutilizados son fisico, quimicos y biolégicos. En cuanto a
los biolégicos tenemos a los microorganismos como las levaduras, concretamente su
pared celular (Santin et al., 2003;), y las bacterias acido lacticas como Lactobacillus,
Propionibacterium y Bifidobacteria (El-Nezami et al., 2000, 1998; Gratz et al., 2007),
han sido estudiados por su capacidad de unirse a las AF y limitar su biodisponibilidad

en la dieta, actuando como adsorbentes bioldgicos (Rubio-Martinez, 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 son micotoxinas producidas por diferentes hongos que
llegan al ser humano por medio de la leche y otros productos lacteos que ingerimos,
cuando los animales productores de la leche (vacas) consumen el maiz y otros
productos contaminados estos son metabolizados en AFM1 causantes del desarrollo
de hepatocarcinomas, por ello es importante su andlisis, determinacién y su posible

eliminacién por la fermentacién de la leche con bacterias lacticas.
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Hipaétesis

HIPOTESIS

La cromatografia en placa fina nos permitird evaluar -cualitativamente y
cuantitativamente la presencia de aflatoxinas. Dado que la prevalencia de estos
metabolitos secundarios en los alimentos y su gran toxicidad hace importante el

desarrollo de nuevas técnicas mas eficaces para su deteccién y control.
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OBJETIVO GENERAL

Montaje de técnicas rapidas para la determinacion e identificacion diferentes tipos de

aflatoxinas (B1, B2, M1, G1, G2).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Montaje de técnicas a partir de estandares de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2

2. Extraccion de aflatoxinas con diferentes solventes a partir de diferentes
variedades de maiz criollo.

3. Evaluacion de diferentes mezclas de solventes en la resolucion de Ia

cromatografia en placa fina.
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MATERIALES Y METODO

1. Cromatografia en capa fina en aflatoxinas estandar

Se prepararon cuatro diferentes tipos de AF para ser comparadas con las extraidas del
maiz.

Ala aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y M1 que fueron compradas a Sigma en U.S.A en 1mg se
le agrego 1mL de acetonitrilo, del cual se tomaron 0.5 mL para agregarle 3mL de
acetonitrilo para llegar a una concentracion final de 0.16mg/mL a cada una de las AF.

El esquema se muestra en el anexo 4.

2. Cromatografia en capa fina en maiz

El andlisis de las muestras fue realizado por el método modificado de Barrios et al.,
(1990). La extraccion de las aflatoxinas se hizo a partir de cinco muestras de maiz
criollo diferente, proporcionado amablemente por el Dr. Gerardo Ramirez Romero. De
cada uno se utilizaron 10 g y con cada muestra fue empleado el método modificado de
Thomas et al. (1975) para maiz. Las aflatoxinas fueron extraidas al moler 10 g de maiz
con 70 mL de metanol/agua (6:4) en un mortero y puestas posteriormente en una
parrilla de agitacién durante 15 min. Se desgrasé con 30 mL de hexano y 15 mL de
solucién saturada de cloruro de sodio (NaCl) en un embudo de separacién, de la
mezcla resultante, se recuper6 la fase acuosa y se dividié6 en dos para hacer dos
extracciones una con 30 mL de cloroformo (CHCI3) y la otra con 30 mL de
diclorometano CH2Clz; se recuperd la fase organica y fue filtrado a través de 3 g de
carbonato de cobre (CuCOs)a través de un embudo de filtracion rapida. Al filtrado se
le agregaron 3 g de sulfato de sodio (Na2S04) para quitar el exceso de agua y se dejo

decanto para recuperar la muestra.
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La determinacién de aflatoxinas se realizé por cromatografia de capa fina (TLC), cada
muestra se dejo evaporar por completo y se recuper6 con 1 mL de acetonitrilo para
posteriormente ser eluida cada muestra en 6 diferentes mezclas de solventes (10 mL
por cada uno): cloroformo/acetona/isoporpanol (85:10:5); cloroformo/acetona
(70:30):  hexano/acetona/cloroformo  (15:50:35); dicloro/metanol (80:20);
cloroformo/metanol (90:10); eter/metanol/agua (95:4:1).

Las placas fueron reveladas con una luz ultravioleta a 365 nm y 264 nm;

posteriormente a cada muestra se le midi6 el RF.El esquema se muestra en el anexo 4.

3. Extraccion de aflatoxina B1 por bacterias

Se realizé una nueva preparacién de AFB1 mas diluida para realizarla extracciéon por
bacterias a partir de la concentraciéon de 0.16mg/mL de AF, del cual se tomaron
0.135mL de esta en 3mL de acetonitrilo teniendo asi una concentracién final de
0.0072 de AF estandar.

Se propagaron las bacterias a partir de cepa lactobacilus sp de una medio en estado de
latencia. La activacion y conteo de las unidades formadoras de las baterias se
encuentra en el anexo 1.

Se prepararon 1 tubo con 9mL de agar MRS Broth cada uno afin para este tipo de
bacterias, agregandole a cada uno 1mL de las bacterias, las cuales fueron incubadas a
24hrs a 37°C. Posteriormente para la separacion de las bacterias del medio se
centrifugaron a 5000rpm a 10°C por 10min y se lavaron con solucion salina llevado a
cabo con dos repeticiones y se recuperaron las bacterias. A las bacterias recuperadas
se les agrego directamente 5uL de la AFB1 y 4mL de solucién salina para unir las AF a
la pared celular delas bacterias por enlaces hidrofébicos, se dejaron 12hrs en contacto
a temperatura ambiente. Para separar las (bacterias conAF) del sobrenadante se

centrifugo a 5000rpm, 10 min, 10°C. Después se llevaron dos procesos.

a) Para separar las AF de las bacterias; A las bacterias se le agregaron 2mL de

solucion salina y después se pusieron en agitacion en frio durante media hora
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posteriormente se centrifugo a 5000rpm, 10 min, 10°C para separar las
bacterias del sobrenadante que contenia AF, en seguida en un embudo de
separacion se colocaron el sobrenadante mas 10mL de diclorometano el cual se
recuperd ya que contenia las AF, se dejo secar y se recuper6 con acetonitrilo
para hacer una placa con 7.5pL para correrla en cloroformo/metanol (9:1) y
revelada con una lampara de luz ultravioleta a 365nm.

b) Para separar las bacterias que se pudieron a ver quedado en el sobrenadante;
En un embudo de separacién se coloc6 el sobrenadante mas 10mL de
diclorometano, el cual se recuperé y se dejo secar, después de la extraccién se
recuperd con acetonitrilo en seguida se hizo una placa con 7.5uL para correrla
en cloroformo/metanol (9:1) siendo revelada con una ldmpara de luz
ultravioleta a 365nm.

Se volvio6 a repetir el método, pero en esta ocasion mejorando el tiempo de unién

de las AF con las bacterias a temperatura ambiente de 12hrs a 24hrs y en la parte

de la separacién en la agitacion en frio de 12hrs a 24hrs.

También se realiz6 esta técnica con éptimas condiciones para extraer AF en maiz,
dejando en contacto las bacterias con el maiz. El esquema del método se muestra

en el anexo 4.

4. Identificacion de aflatoxinas por HPLC

Para la identificacion de AF se us6é un equipo de HPLC, fabricante KNAUER de

Alemania.

e HPLC cuaternario que consta de un detector de cuatro salidas. Con un volumen
de inyeccién a 10mL, con un flujo de 0.4 mL/min

e Seuso6 una fase acetonitrilo/agua en una proporcion 40:60

¢ Aunalongitud de onda de 365nm

e Seuso6 una columna jupiter5u C18 300A
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Las AFB1fue preparada a diferentes concentraciones: 3 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5

pug/mL, 0.1 pug/mkL, 0.05 pg/mL, 0.025 pg/mL. La preparacién de la muestra se indica

en el anexo 2.
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Resultados

RESULTADOS

Cromatografia en capa fina en maiz

Se probd la eficacia de seis diferentes mezclas de disolventes para eluir los estandares
de AF de mayor incidencia en alimentos (B1, B2, G1 y G2). Para ello se corrieron los
cuatro estandares de AF en seis diferentes mezclas y reveladas con luz UV como se
muestran en la figura 5. Las mejores mezclas fueron cloroformo/metanol y
éter/metanol/agua, siendo usada la primera por tener mayor eficacia ya que en la
segunda el éter es muy volatil y es dificil trabajar con él. En el Anexo 5 se muestra la

placa de éter/metanol/agua.

Foto tomada por Alain Bustamante Gomez

Figura 5.Aflatoxinas corridas en diferentes mezclas de solventes organicos.
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Resultados

Se realizé una placa extraidas con diclorometano y cloroformo para maiz 1(m1) para
probar cual compuesto tiene mayor afinidad hacia las AF, y se corrié con una mezcla
de cloroformo/metanol (9:1), para revelarse bajo luz ultravioleta de 365nm, como se
puede observar en la figura 6. Siendo el diclorometano mejor, tiene una mayor
afinidad por la polaridad, su estructura le brinda esta propiedad por los dos cloros y

metanol los cuales interactiian mas con las aflatoxinas formando enlaces hacia las AF.

Figura 6. Extracciones de aflatoxinas en la muestra de maiz 1 con dos diferentes disolventes

comparados con estandar de aflatoxinaB1.
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Resultados

Se hicieron extracciones de AF en m1, maiz 2 (m2) y maiz 4 (m4) con diclorometano,
las muestras fueron analizadas por TLC, eluidas en 10 mL de una mezcla de
cloroformo/metanol (9:1) para saber qué tipo de AF se tenia en las diferentes
muestras de maiz. Se midid el Rf de las AF y el valor fue el mismo que el de la AFB1. La

muestra de m2 estaba muy contaminada y fue imposible extraer AF puras.

0.894 0.789  0.789

Foto tomada por: Alain Bustamante Gomez

Figura 7. Muestras de maiz en TCL.
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Resultados

Se hicieron repeticiones de las extracciones del maiz en las mismas condiciones pero
en esta ocasidn igual al maiz 3 (m3), la TLC se eluyé con cloroformo/metanol (9:1)
para corroborar el RF de la aflatoxinas extraidas las cuales fueron iguales al de la

AFB1, figura 8.

Foto tomada por: Alain Bustamante Gomez

Figura8. Muestras de maiz.
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Resultados

Extraccion de aflatoxinas por bacterias ldcticas

Este método se llevo a cabo para comprobar que las AF son extraidas de manera mas

eficientemente con el uso de bacterias lacticas.

En la figura 9, en la placa A, se muestra la extraccion del estandar de AFB1 por
bacterias lacticas a temperatura ambiente con lapsos de contacto de 12 horas entre
las AF y la pared celular bacteriana; la liberaciéon de las AFB1 se hizo durante media

hora a temperatura ambiente.

En la placa B, se muestran los extractos con BAL del estandar AFB1 con lapsos de
unién de 24 horas y de liberacién en frio (5°) durante 24 horas. Los resultados
muestran una mejor extraccién con la técnica en base al aumento del tiempo de
contacto de las bacterias con las AFB1 y con la disminucién de la temperatura en el

momento de su liberaciéon a menor temperatura.

Foto tomada por: Alain Bustamante Gomez

Figura9. Extraccion de aflatoxinas Blestandar usando bacterias acido lacticas. La extraccion B

con la técnica mejorada.
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Resultados

En la figura 10, se muestra la extraccion de AFB1 a partir de la muestra m1 con BAL a
temperatura ambiente, usando los pardmetros 6ptimos para la extracciéon (5°C). Al
comparar este método de extraccion con el de solventes, se encontré que con las BAL
es posible extraer una mayor cantidad de AF y de una manera mas pura, ya que
usando solventes las AF pueden perderse en alguna etapa de extraccion o bien
provocar reacciones que no permitan su deteccion de forma nitida en las placas de
TCL, dando otras coloraciones o dejando impurezas que causen una mancha no

definida, barrida a lo largo del carril en las placas.

Foto tomada por: Alain Bustamante Gomez

Figura10. Extraccion de aflatoxina B1 en maiz con bacterias acido lacticas comparadas con

estandar de aflatoxina B1.
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Resultados
Identificacion de aflatoxina por HPLC

Se hizo una curva patréon de AF Bl a 365 nm para identificar y cuantificar la
concentracion de AF. Se demostré que la AF B1 tiene un tiempo de retencién de 12

minutos (tabla 1).

Se analizé un extracto del maiz contaminado con AFB1 por HPLC en las mismas
condiciones, pero no se pudo observar ningtn pico en el cromatograma, lo que quiere
decir que la cantidad de AFB1 fue poca para ser detectada por este método. Al
contrario de la técnica de TLC, donde, con pequenas cantidades de muestra se pudo
observar la presencia de AFB1 y donde no se requiere un instrumental complejo ni
muestras totalmente puras. El analisis por el método de HPLC es un analisis de alta
sensibilidad y cuantitativo, el cual al no estar la muestra totalmente pura o en muy
bajas concentraciones nos puede arrojar resultados parciales y poco claros. El analisis
del estandar AFB1 en HPLC permiti6 la obtencion de la curva patrén sin problema.
Fue solo con el andlisis de los extractos del maiz en TLC y con los cromatogramas de
las mismas muestras, donde se demostré que se tenian muchas impurezas. En el

anexo 6 se muestra los cromatogramas con la cual fue realizada la tabla 1.

Tabla I. Datos de la cuerva patrén de aflatoxina B1 a 365nm

3 503.592 12.617

2 359.007 12.617

1 190.395 12.6

0.5 85.186 12.583
0.1 48.497 12.533
0.05 34.677 12.65
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Resultados

0.025 10.799 12.867

Estandar B1

y =163.8x + 19.828
R? = 0.9959

o
>
<
=
<
w
o
<

1.5 2
CONCENTRACION (UG/ML)

Curva patron de aflatoxina B1 a 365 nm a diferentes concentraciones.
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Analisis de resultados

ANALISIS DE RESULTADOS

Extraccion con solventes de aflatoxinas y su andlisis por TCL

De acuerdo con Trombete (2013), la TCL es una de las técnicas que tienen la ventaja
de ser simple y de bajo costo, con la visualizacion directa de los perfiles
cromatograficos basados en el color, fluorescencia y aspectos de la corrida. Por lo
tanto, es una técnica que se ha utilizado en estudios recientes para determinar AF en
trigo, y con el montaje de esta técnica se obtuvieron los parametros adecuado para la

extraccion con solventes o con BAL de AFB1 en maiz y cualquier otro tipo de AF.

Los parametros adecuados para la identificacion de AF en TLC fueron: solvente de
elucién cloroformo/metanol (90:10) recién preparado y dejar correr la muestra hasta
4.5 cm desde el borde inferior de la placa. El cloroformo, quien se encuentra en mayor
proporcidn, tiene un indice de polaridad bajo, como menciona Dias Pefia (2011), afin a

las AF.

Ahondando mas, se muestra en la figura 5 que las AF se separan mejor cuando las
mezclas son menos polares que elgel de silice que por sus redes de enlaces
coordinados de silicatos, como se muestra en la figura 11 le brindan una propiedad
mas polar que las disoluciones de placa V y VI de cloroformo/metanol y
éter/metanol/agua respectivamente y permiten que las AF interactien mas con la
silice de la placa. Para eluir las aflatoxinas las disoluciones de la placa VI es mejor ya
que las logra obtener una mayor distancia entre AF (distintos Rf), pero pese a su
volatilidad la idénea es la disolucién de la placa IV que no solo eluye con la misma

eficacia también es menos volatil.
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Analisis de resultados

Redes de enlaces coordinados

=] Disolvente }=

AF

,-

(0]

AF Au&

RF ) RF

0-5-0

otros cloroformo/metanol (90:10) '

Enlaces polares
Figura 11. Comparacion de mezclas de disolventes atrapando aflatoxinas y enlaces coordinados

de silicatos.

Extraccion de aflatoxinas por bacterias lacticas

En esta técnica se pudo confirmar que las lactobacillos o bacterias acido lacticas son
capaces de atrapar a las aflatoxinas y son una opcién para la extraccion y el analisis de
las AF, de acuerdo con Tapia-Salazar et al. (2010). Las bacterias retienen micotoxinas
mediante enlaces hidrofébicos donde las micotoxinas se unen a la superficie
bacteriana. La pared bacteriana interactua (péptido glicanos, acidos teicoicos y acidos
lipoteicoicos) con las AF por medio de enlaces hidrofobicos o puentes de hidrogeno,
que no son enlaces muy fuertes. Con esta técnica se requirieron condiciones de
refrigeracion para separar las AF de las bacterias, ya que los enlaces hidrofébicos son
endotérmicos y necesitan calor para poder formarse. Para mayor detalle seria
necesario estudiar la estructura de la pared celular bacteriana y la estructura quimica

de las AF para determinar los diferentes tipos de enlaces capaces de formarse.
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Analisis de resultados

Identificacion de aflatoxina por HPLC

El método de TLC no es un método muy exacto, por lo cual no nos arroja resultados de
la concentracion exacta para conocer la dimension de la contaminaciéon por
aflatoxinas pero si nos da una idea de que tipo e intensidad aproximada hay de AF.
Ademas es un método muy rapido, con el cual se pudo saber con qué tipo de AF estaba
contaminada la muestra de maiz y darnos un estimado de la concentracién de
contaminacion por aflatoxinas que contenia la muestra analizada. Cabe mencionar que
el método para extraer aflatoxinas por bacterias resulto ser mas lento aunque se

consiguié extraer mayor cantidad de AF.

El método de analisis por TLC no es exacto para una investigacidn rigurosa; es mejor
complementar con un analisis en HPLC, método cuantitativo y con mayor exactitud.
Esta técnica nos mostré que, a partir del cromatograma realizado con el estandar de la
AFB1, es una técnica rapida para la identificacion, practica y exacta, para saber que AF
se tiene. Se debe considerar que los resultados pueden variar en funcién de variantes
como disolventes y concentracion de estos mismos el tiempo de retencién puede
varias asi que lo mas recomendable es usar las mismas condiciones al hacer un
analisis. Para las aflatoxinas extraidas del maiz no se pudo observar ningun pico por
que la muestra no estaba totalmente pura y este método, como ya se menciond, es

muy sensible.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El montaje de técnicas rapidas para la determinacion e identificacion diferentes tipos
de aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) es posible con la combinacién de diferentes técnicas de
extraccién, solventes y bacterias lacticas-solventes, para analizar los extractos

obtenidos por TLC, y HPLC.

La comparaciéon de la extracciéon de las AF de diferentes muestras de maiz criollo
contaminado, con diferentes combinaciones de solventes, nos permitié saber que el

diclorometano es mejor disolvente para la extraccion.

Se logr6 la evaluacion de diferentes mezclas de solventes en la resolucion de la
cromatografia en placa fina, el cual fue cloroformo/metanol (90:10) la mejor

combinacion de solventes.

El método de TLC no es un método muy exacto, por lo cual no nos arroja resultados de
la concentracion exacta de contaminacion por aflatoxinas pero si nos da una
aproximacion de que tanta aflatoxina puede haber en la muestra analizada y de forma
rapida y facil de realizar. Este método nos permitié conocer que la principal AF

presente en la muestra de maiz fue la B1.

Aunque cabe mencionar que el método para extraer aflatoxinas por bacterias resultd
ser mas lento, pero mas practico al disminuir la cantidad de solventes y las etapas de

extraccidn, para lograr una adecuada extraccion de aflatoxina.

Los resultados arrojados por la técnica de cromatografia en capa fina y por HPLC,
permiten el analisis de AF presentes en una muestra, pero con diferente sensibilidad.
La comparacion de dos métodos de extraccion de las AF nos permitié determinar que
las AF presentes en la muestra dependeran también de las condiciones de preparaciéon

de la muestra a analizar.
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Anexo

ANEXO 1

Cdlculo RF de aflatoxina estandar

4+ Los célculos de Rf de la placa que aparece en la figura 5 corridas en

Cloroformo/Metanol 9:1.

Aflatoxina Valores Resultado
B1 1.4 /3.8 0.4
B2 1.1 /3.8 0.31
G1 0.8/3.8 2.28
G2 09/38 2.57
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Anexo

ANEXO 2

4+ Curva patrén de AFB1partiendo con una concentracion de 0.16mg/mL para
HPLC.

Se hizo una curva de la AB1 partiendo de 0.16mg/mL de AFB1 como se
muestra a continuacion.

L. 3 3 ug/mL
1. 2 2 ug/mL
[11. 1 1 pg/mL
IV. 0 0.5 ug/mL
V. -1 0.1 pg/mL
VL. -2 0.05 pg/mL
VII. -3 0.025 pg/mL

Usando la formula conocida C1V1=V2C2

III.  Asiparatener una concentraciéon del pg/mkL :

Vi=V2Co = (1pg/mL) (3mL) =;?
C1 0.16mg/mL

Con una conversion primero de 0.16mg/mL.

0.16émg(__ 1ug )=160pg/mL
mL 0.001mg

Entonces:

Vi=1pg/mL(3mL)=0.0187=0.019mL
160pg/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.019mL( 1yl )=19 pL
0.001mL

Se necesitan tomar 19 pL de la AFB1 estandar para 3mL.
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Para los demads puntos de la cuerva se hicieron de la siguiente manera.

[.  Asipara3 pg/mL

Vi=3pg/mL(3mL)= 0.05625mL
160pg/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.05625mL ( 1uL, )=56.25 L
0.001mL

Se necesitan tomar 56.25 pL de la AFB1 estandar para 3mL.

II. Asipara?2pg/mL

Vi=2pug/mL(3mL)=0.0375 mL
160ug/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.0375mL(____ 1yl )=37.5pL
0.001mL

Se necesitan tomar 37.5 pL de la AFB1 estandar para 3mL.

IV.  Asipara 0.5 pg/mL

V1= 0.5ug/mL (3mL)=0.009375 mL
160pg/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.009375 mL( 1yl )=9.375pL
0.001mL

Se necesitan tomar9.375uL de la AFB1 estandar para 3mlL.
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V. Asipara0.1 ug/mL

Vi=0.1pg/mL (3mL)=0.001875
160ug/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.001875mL (___ 1yl )=1.875 pL
0.001mL

Se necesitan tomar1.875 pL de la AFB1 estandar para 3mL.

VI.  Asipara0.05 pg/mL

V1=0.05pug/mL (3mL)=0.0009375 mL
160pg/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.0009375 mL ( 1uL )=0.9375 pL
0.001mL

Se necesitan tomar 0.9375 pL de la AFB1 estandar para 3mL.

VII.  Asipara 0.025 pg/mL

V1=0.025pg/mL (3mL)= 0.00046875 mL
160pg/mL

Se convierte para una medicién mas exacta

0.00046875 mL ( 1yl )=0.46875 L
0.001mL

Se necesitan tomar 0.46875 puLde la AFB1 estandar para 3mL.
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4 Concentracién del maiz 1 para HPLC
Conversion:

1pL (0.001mL) (0.16mg)= 0.00016mg
1uL mL

Por lo tanto:

El 100% es 0.00016mg es lo que se coloco de la aflatoxina estandar.
Y el 80% seria 0.00013mg lo que quiza pueda tener en mi muestra.

15pL (0.001mL) (;?2de AF) = 0.00013mg de AF
1uL mL

Se tomo de la muestra con concentracion de 0.0086mg/mL para tener
una concentracion de 0.5 mg/mlL la cual fue la mitad de la curva patroén.

Entonces primero se convierte:

0.00086( lug  )=8.6pg/mL
0.001mg

Luego:
Se usa la formula conocida que dice C1V1=V2C2

V1=V2C2= (0.5 pL./mL) (3mL) = 0.17mL
C1 8.6mg/mL

Se convierten para una mayor exactitud:

0.174mL(1uL)= 174 uL
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ANEXO 3

Anexo

4+ Medidas de las placas gel de silice tipo (TCL 60 F2s4).

Distancia recorrida del compuesto  (a)

Ri= Distancia recorrida del compuesto  (b)

el Yoo Y

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

4 Caracteristicas de la columna

Jupiter C18
Phenomenexk,
Fase Reversa

300A
5u
250 x 360nm
25 cm de largo

4.6 mm de diametro

4+ Procedimiento de almacenamiento de la columna

Se sacé el volumen de la columna con la formula V=m r2 L y se almaceno en una fase de
65% acetonitrilo y 35% agua

V= Volumen en mL

r=Radio en cm

L= Largo en cm

Asi:

V=3.1416 (0.23)2 (25cm)

V=4.155cm3 esigual a 4.155mL

Por 5 veces el volumen de la columna, son 20,775mL

Para el lavado de la columna se lleva a un flujo de 0.2mL/min durante:

20,775 (1min)= 103.875 min
0.2mL

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

% Procedimiento de lavado de la columna

Se limpio con 10 veces el volumen de la columna usando la férmula de V=m r2L

V=Volumen en mL

r=Radio en cm

L=Largo en cm

Asi:

V=3.1416 (0.23)? (25cm)

V=4.155cm3 esigual a 4.155mL

Por 10 veces el volumen de la columna, son 41,55mL

Para el lavado de la columna se lleva a un flujo de 0.2mL/min

41.55mL (1min)=207.74 min
0.2Ml

La columna se puede lavar con:

1. 95%agua / 5% acetonitrilo (Para remover buffer)
THF

95%acetonitrilo / 5% agua

Fase movil

B W

+ Limpieza y guardado del sistema HPLC

Para uso el sistema se limpi6é a un flujo de 1.0 con la fase mévil que se us6, como
primer paso se tiene que abrir la valvula de escape para sacar el aire contenido.

Para el guardado del sistema se us6 un flujo 1.0 con una fase 65% acetonitrilo y 35%
agua y posteriormente se drena, tarda aproximadamente 15 minutos y al finalizar

todo es envuelto para evitar la contaminacidn.

Alain Bustamante Gomez



Anexo

ANEXO 4

Método de extraccion de aflatoxinas por TCL

Adicionar 70mL de . p
. metanol:agua (6:4) y Filtrar t;lﬁ\ét::;‘l:r()embudo
moler (CON QUE)

—

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

Preparacion de estdandares de aflatoxinas: para ser comparadas con las extraidas

del maiz.

A 4 A 4 A 4 A 4
A 4 A 4 A 4 A 4

\ 4 \ 4 \ 4 A 4

Alain Bustamante Gomez
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Preparacion de estandares de aflatoxina B1

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

Extraccion de aflatoxina B1 por bacterias

Inocular con ImL de
Lactobacilus sp

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

ANEXO 5

Foto tomada por: Alain Bustamante Gomez

Aflatoxinas estandares B1, B2, G1 y G2 diluidas en éter/metanol/agua en las

proporciones 94%, 4% y 1% respectivamente

Alain Bustamante Gomez
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Anexo

ANEXO 6

Curva patroén de aflatoxina B1 a 356nm

Concentracidn de aflatoxina B1 a0.025 pg/mL
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Anexo

Concentracidn de aflatoxina B1 a0.05 pg/mL
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Anexo

Concentracién de aflatoxina B1 a0.5 pg/mL
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Concentracidn de aflatoxina B1 a2 pg/mL

[mAL] [%)]
o — C:\USERS|JSER \DESKTOR\ALAIN|T AFB1 ALATN 7 5EP 2015 NUMERO 2 - UV: Channel 1
1o oG — C:\USERS\USER\DESKTOP\ALAIN\1 AFB1 ALAIN 7 SEP 2015 NUMERQ 2 - UV: Channel 2
2 K
D e
I - |
0 | -0
2
2
5 0
0
i &
_ZD_
-0
-
T T T T T T T 0
0 5 10 15 0 25 30 35
Time [min.]
Res ) Common for All Signals
Reten. Time | Area Height Area Height W05 | Peak Purity Compound B el (T Calaulation
[min] [mAU.5] [mAL] [%] [%] [min] gl Name None) el
1 7907 1750 0.2 23 17 150 0 )
bl T i a3 w5 i3 A | Open with stored caliration
To i 74BL 12.881 1000 100.0 - )
R S
Concentracién de aflatoxina B1 a3 pg/mL
[mal] %]
L}
— C:\USERS\JSER \DESKTORIALAIN\T AFB1 ALAIN 7 3EP 2045 NUMERO 1 - UV: Channel 1
— C:\USERS\USER\DESKTOP\ALAIN\1 AFB1 ALATN 7 SEP 2015 NUMERD 1 - UV: Channel 2
10+
0
Q
ISt I
Y I T il
c
n
2
B -0
.0
S ]
_ZU_
]
_30_
T T T T 0
0 5 0 15 il
Time fin]
Res P\ALATN\L AFB1 ALAIN 7 SEP 2015 NUMERD 1-LV: Ch Comman for Al Signals
RetnTme| Ares | Hegt | A | Heght | WS | PeskPoiy|  Compourd Calralion Fie ek Tt Caalation
[min] mAUs) | [mAll %] %] [min] § Name (Nore) el
1 1817 20,081 0.258 L0 L5 135 0 :
7 e e B i U i 7| Open with stored caibraton
1617 2 0.937 0.7 6 0 Set.., None View
T _ =

Alain Bustamante Gomez

60



	Portada

	Índice

	Resumen

	Marco Teórico

	Planteamiento del Problema

	Hipótesis

	Objetivos

	Materiales y Métodos

	Resultados

	Análsiis de Resultados

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexo


