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Semejante es5 a1 hombre que a1 edificar una casa,
cavd y ahondd vy puso el Ffundamento sobre la rocas
Y cuanda vino una inundacidn e1 rip dio con impetuy
tontra aguella casa, perc no la pudo mover, porgue

estaba fundada sobre la roca #
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CAPITULD 1

ANTECEDENTES

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos que debido a su es-—-
tructura molecular se les clasifica dentro de las difuranocouma-—-
rinas (figs.l y 2. Los estudios toxicoldgicos han demostrado su
actividad carcinogénica, hepatotérica, teratog®&nica e inmunosu-—
presora (1).

bna gran variedad de hangos producen las aflatoxinas, destacando
como l1os de mayor produccidn Aspergillus flavus LINK vy
Aspergillus parasiticus SPEARE. Estos hongos se encuentran

con frecuencia en granulos alimenticios cuyas condiciones favore-
cen su desarrollo y, por ende, la produccidén de aflatoxinas.

Las investigaciones realizadas sobre aflatodinas han sido pro-
ducto de la inquietud que se presentd por una serie de brotes
de enfermedades en aves de corral y peces en diversos lugares
del mundo durante 19580. El caso de mayor relievancia fue el de
pérdidas de pavos en Inglaterra como resultado de un agente
etioldgico entonces desconocido: asl. 21 padecimiento se deno—
mind como "la enfermedad X del pavo". Esta =& caracterizd por
necrosis hepdtica aguda con hiperplasia en 1os conductos bilia-
res. La sintomatologia en =u estado agudo se manifestd con pér-
dida del apstito, letargo y debilidad. En su estado avanzado la
muerte era inevitable. Mediante una bisgueda de la fuente de in-
toxicacion se encontrd como comiin denominador de la enfermedad
el consumo de cacahuate molido, un subproducto de la extraccisn
del aceite de cacahuate procedente de Brasil vy algunos paises
africanus.

En el mes de septiembre de 1960, dos investigadores:! Averst

y Rustwick, analizando el alimento consumido por los animales
hallaron la presencia de micelio fungal. Este hallazgo motivd
su aislamiento siendo identificado como Aspergillus flavus.

En 19462, un grupo de investigadores del Departamento de In-
vestigacidn Cientlfica & Industrial del Instituto de Produc—
tos Tropicales en Londres, Inglaterra encabezados por Nesbitt

vy DPKelly (2}, reportaron el aislamiento de las aflatoxinas
BEly 61y, un afo mas tarde, pllos mismnos reportaron el ais-
lamiento de B 2 v 6 2 (3),y (figs. 1 y 2). Las letras se refie-
ren & los colores gue emiten cuando son irradiadas con longitud
de onda cercana a 360 nm. (las B emiten un color azul y las G un
color verde): los subindices se refieren a su posicidn relativa
en las placas cromatograficas.




se asocid con brotes previos de sintomas
tdnicos posteriores a 19s61. En 1952, Seibold y Bailey descri-
bieron una enfermedad en perros que denominaron "hepatitis X",
Posteriormente se determind gque la causa era la ingestidn de
cacahuate en la dieta de estos animales. Igualmente, el envenena-
miento del ganaddo vacunpo vy porcino con malz mohoso se asocid

con la presencia de Asperaillus flavus y otros hongos, entre
ellos Pepnicillium rubrum. Mas tarde se demostrd gue 21 envene-—
nariento del ganado porcino produjo Ia misma "hepatitis X " gue
se habla presentado anteriormente en los tcanes.

Asperqillus flavus

La amplia contaminacion de una variedad de alimentos refleja la
distribucisn tan extensa de Q. flavus en la naturaleza. El

maiz y el cacahuate representan los alimentos que proveen las

mds altas posibilidades de contaminacidn, mientras que el +rijol
de soya presenta cierta resistencia a la produccidn de aflatoxinas

peroc no a la contaminacidén fungal.

Inicialmente, la produccidn de aflatoxinas en el campo se considerd
un prablema debido al almacenamiento inadecuado de los granosi sin
embargo, mediante investigaciones ppsteriores se comprobd la presen-—
cia de A. flavus y aflatoxinas en maliz antes de cosecharse (4).
Resul tados similares se obtuvieron para el algoddn y el cacahuate,
lo cual gignifica que el problema incluye tanto el cultivo como el

almacenamiento (5.

Cabe destacar gue los insectoas desempeffan el papel de vectores
en la contaminagidn de los plantios, asi también, otros factores
tales como temperatwa, humedad,; trazas de cinc son esenciales
para estimular el desarrollo de los hongos.

DETECCION DE LAS AFLATOXINAS.

Fara la deteccidn dg las aflatoxinas pristen numerosos métodos

tanto para el analigis tualitativo como cuantitativo, General--
mente se emplea la extraccion con sclventes organicos, la sepa-—
racidén de compuestos de interferencia y finalmente, la caracte—-—
ristica fiuorescencia o absorcidn en la zona del espectro ulitra-

vigieta.
Sin embargp, l1a mavoria de los métodos reportados en la literaturs

presentan una serie de inconvenientes entre los que se encuentran
el uso de solventes demasiado costosos. asi comp sistemas sofisti-

)



cados de deteccidn como la espectrometria de masas acoplada & la
cromatografia de gases (6). Se han reportado mé2todos sencillos vy
muy accesibles; como la minicolumna (7)), sin embargo, su demasiada
simplicidad los hace ser poco cuantitativos.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resalucidn constituye una
poderosa técnica para separar aflatoxinas y, aungue se han re-—
portado métodos indicando su uso (8, 7, 10, 11), cabe selialar
que los solventes usados como fase movil son costosos para la-
boratorios modestos, ademas de que los métodos de aislamiento
de las toxinas son complejous y laboriosos. Asimizmo, €1 uso de
muestras de 30 gramos resta poder de recuperacidn.

Recientemnente se han desarrollado métodos de ELISA (12), para
el andlisis de aflatoxina B 1, pero presenta 21 inconveniente
del uso de reactivos demasiado especificos y de alto precio,
lo cual disminuye 1la disponibilidad que pudiera tenerse para
llevar a cabo esta técnica.

FPueden también encontrarse en el mercado equipos de prueba para
el aislamiento rdpido de aflatoxinas, conocidop camercialmente
combd "Aflatest”§ sin embargo, con este método no se puede obtener
la cantidad exacta de cada toxina, puesto gue la medicidn que se
realiza es para el conjunto de todas ellas es decir, £1 total de
las aflatoxinas presentes.

Asi pues, por lo anteriormente expuesto, se puesde ver gque aungue
existen mdtodos propuestos, adin persisten inconvenientes: es por
elilo que, con la finalidad de seleccionar los mdtodos mas adecuados
para &1 analisis, nos avocamos a la tarea de evaluar m&todos fisi-
coquimicos de deteccidn tales como fiuorescencia y ultravioleta.
Igualmente para cada una de estas dos variantes se compard la
deteccidn directa después de la extraccidn de la muestra y el uso
de la cromatografia de liquidos de alta resolucidn tomo un medio

de separacion antes de la deteccidn de 1os analitos. Estos m&todos
fueron aplicados al andlisis de maiz, cacahuate y nuez.

DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DE AFLATOXINAS.

En varios laboratorios del mundo se llevaron a cabo esfuerzops para
conocer las estructuras moleculares de las aflatoxinas. Para ello
era necesario iograr primero la identificacidn de las muestras
téxicas v a partiv de elitas lograr su sislamiento.



Originalmente, los factores toxicps se aislaron a partir de alimento
para consumo animal, y fueron segparados cromatograficamente, siendo
cuatiro los compuestos distintos: aflatoxinas B 1, B 2, 6 1. G 2.

La elucidacidn estructural de las B 2 v 6 2 indicéd que se trataba de
derivados dihidrogenados de las originazles B 1 vy 6 1 (13, 14, 15,
16)}. Las aflatoxinas contieneén un niclec de coumarina fusionado a un
difurana v, dependiendo de si son del conjunto de las B, contienen
una pentanona., si son del conjunto de las G, tontienen una lactona
de seis miembros. De acuerdo con las pruebas efectuadas las aflato-
®xinas B 1 y 61 resultaron ser mas tixicas que las B 2 v G 2, en
patos (3), ratas (17) y peces (18j.

La aflatoxina B 1| destaca por ser la mas tdHxica de las cuatros
igualmente la potencia carcinogénica lleva el siguiente orden:
Bi1>61!1 >B2 >G 2.

Los derivados hidroxiladoz de las aflatoxinas, denominados afla-
toxinas M 1 v M 2 pueden encontrarse en la leche de vacas alimen-
tadas con rationes contaminadas de aflatoxina B 1.

La aflataoxina 6 M 1, un derivado hidroxilado de la aflatoxina G 1
puede entontrarse tambi&n en cultivos de Asperqillus flavus.

Sin embargo, la aflataxina 6 M 1 es un metabolito gque se encuentra
en muy reducida cantidad. Otros derivados producidos por f. fla—
vus, son las 2--hidraoxiaflatoxinas, las que se conocen con los
nombres de B 2a v 6 2a (19).

El Farasiticol o aflatoxina B 3, se considera un posible precursor
de la biosintesis de las aflatoxinass su aislamiento fue posible
a partir del arroz y del trigo inoculado en el laboratorio {(20).
Los patos jbvenes son tan sensibles a la B 3 como a 1la B 13 mien—
tras que los smbriones de pollo son menos sensibles a 1a B 3 gue
alabB 1 (21),

La reduccidn de la pentanona de la aflatoxina B 1 llevada a cabo
por micrgogorganismgs produce aflatoxicol (22).

Los animales tambi&n metabolizan B 1 por la D-dimetilacibn para
producir aflatoxina P 13 la cual ha sido detectada en l1a orina de
varias especies de animales (23). S8in embargo P 1 ha demostrado
ser menos tovwica que B 1 (24).

La aflatoxina @ 1 es el principal metabolito producido por B 1
en los microsomas del higadeo in vitro tanto de monos como de
humangs; contiene un grupo hidroxilo en la pasicidn del carbono-3.



Los procedimientos de destoxificaci®n usando amoniato producen
dos principales metabolitos de B 15 estos sons aflatoxina D-1

y aflatoxina D-2 (25). El tratamiento con amoniaco abre e} anillo
de lactona de seis miembros de la aflatoxina B 1.
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FIG.2



PRESENCIA DE ASFERGILLUS FLAVUS.

Se ha encontrado la presencia de Aspergillus flavus, =1 mayor
productor de aflatoxinas en ¢

MAIZ F PULFA DE BETABEL
CACAHUATE ALGARRDBA

NUEZ HAEBICHUELA
FRIJOL DE SOYA FISTACHO

CAaCaD MIJG

CAFE FIMIENTA RQJA
TABACO CHICHARO

SORGO GIRASOL

Las condiciones Que propician el crecimiento de Aspergillus
flavus son las Siguientes:

COMDICIONES ’ EXTREMAS (26) OFTIMAS (27)
Tenparatura &-54 oC 15-30 oC
Humedad 9-35 X% 15-25 %

Otras condiciones que favorecen el crecimiento de Aspergillus
flavus son las siquientes (27):

SACARGSA = 30-200 G/L

NITRATO COMO FUENTE DE NITROGEND.

Los metales presentes en el grano huésped que estimulan la
produccion de aflatoxinas son los siguientes:

CINC (28) CADMIC (28)
MAGNESIO (297 HIERRD (Z%9)

El metal que inhibe la produccidn de aflatoxinas: bario, prefs-
rentemente como acetato (28).



ALGUNOS HONGOS GUE PRODUCEN AFLATOXINAS SON LOS SIGUIENTES:

Aspergillus f1avus L INK
Aspergillus parasiticus SFEARE
Aspergillus tamarii KITA
Aspergilius niger TLEGEH
Aspergillus ostianus HEHMER
Ggspergillius ruber T.y C.

HONGOS QUE PRODUCEN TRAZAS DE AFLATOXINAS SON L0OS SIGUIENTES:

Fenicillium gcitrinum THOM
Penjcilliwm wvariabile SOPF
Penicillium freguentans WESTL

CARACTERISTICAS DE A TOXICIDAD DE LAS AFLATDXINAS.

Dosis letal para patos jdvenes.

Una vez identificadas las aflatoxinas y habiéndose conocido sus
propiedades tdxicas, varios laboratorios del mundo se avocaron

a la tarea de conocer las dosis letales para diferentes géneros y
especies. Las primeras investigagiones se enfocaron hacia patos
de un dia de& nacidos dada su alta susceptibilidad toxicoldgica.

Los resultados se basaron en el suministro de 0.1 ml. de diferen-
tes concentraciones de aflatoxinas en propilénglicnl a Patas —-——
Blancos de Pekin de un dia de nacidos (peso corporal 51 g).

La mortalidad se registrd a las 48 horas despuéds de la adminis——
tracién a través de la molleja. Bajo estas condiciones se
determinaron las dosis letales S0x (13) ¢

AFLATOXINAS DL
SO
B 1 0.364 ma/kg
G 1 1.8 mg  Kg

La mayor parte de las determinaciones de DL =o usando patos
jdvenes se registraron seis dias después de la administrasibm
de las aflatorinas en propilénglicol o en dimet:lformamida.



Fosteriores trabajos treportaron los valores de DL =o para
las otras aflatoxinas (30):

AFLATOXINARS DL
S0
B 2 1.096 mo/Kg
G 2 3.450 mg/Kg

Siendo gue la dnica diferencia gque existe entre las aflatoxinas
de subindice 1 respecto de las de sublndice 2 consiste en gue
l1as dos primeras presentan un doble enlace en el sistema de
anillos de difurano, puede observarse que es la ausencia de éste
lo gue les confiere menor toxicidad a las aflatoxinas. Tambieén
puede aobservarse una menor toxicidad debido a la sxpansion del
anillo de ciclopentenona a un segundo anilio de lactona.

DOSIS LETAL FARA UNA VARIEDAD DE MAMIFEROS DE LABORATORIO.

Al mismo tiempo en otros laboratorios se experimentaban las
dosis letales para mamiferos de laboratorio como se menciona a
continuacion,

Fara la rata mache tipo Fischer recién destetada la DL we oratl

de aflatoxina B 1 fue 5.55 mg/kKgi es decir, diez veces mas gue el
valor para los patos de un dia de nacidos. Cabe sefialar gue la rata
hembra es menos sensible gue el macho, ya que se encontrd su

valor de DL we en 7.44 mg/kKg (17).

La rata tipo Wistar mostrd adn mayor diferencia en la sensibilidad
entre el macho y la hembraj siendo para €l primero la DL wo de
7.2 mg/kg vy para la hembra 17.%mg/Kg (31).

El ratdn &s particularmente resistente a las aflatoxinas (32),
mientras gque el cornejo tiene una sensibilidad comparable a 1a de
los patos jovenes (23)3 la DL =o oOral para el conejo joven se ubi-
ca entre 0.Z2-0.4 mg/Kg (34). €n los cobayos la dosis maxima que no
provoca cambios histopatoldgicos observables es del orden de 6.25
microgramos de aflatoxina B 1, 100 microgramos de B 2, 25 microgra-
mos de G 1 y 800 microgramos de G 2 (T75). La dosis teratogénica pa-
ra lgs fetos de ocho dias del Hamster es 4 mg/kEg suministrada por
por inyeccion (3é&).

1O



SENSIBILIDAD EN VARIOS ANIMALES.

Aungue los animaies de granja son por 1o general sensibles a las
aflatoxinas, los rumiantes estan entre 10s mas resistentes. Los
animzles jovenes son siempre mas sensibles que laos adultos.

Mamiferos de granjas
Orden decreciente de la susceptibilidad a las aflatoxinas:

CERDOS
VACAS
CABALLGS
OVEJAS.

Mientras el cerdo joven de tres a doce semanas &5 muy sensible a
lag aflatoxinas, esta sensibilidad desciende en el adulto vy

es necesario tener considerables cantidades de toxinas en el
alimento {(una racién conteniendo 17.5-20 % de forraje taxico

por un periodo de 22-182 dias) con la finalidad de observar

una reduccidn notable en el desarrollo y la aparicidn de cambhios
en el higado (37,38).

Algunas experiencias que se registraron al alimentar ganado
con harina de cacahuate procedente de Brasil se mencionan a
continuacién.

En vacas de dos afios de edad, concentraciones correspondientes

a Q.22, 0.44 o 0.66 mg de aflatoxina B 1 por kilogramo de la
alimentacidn diaria tuvo pequefios efectos despuds de 20 sema-~
nas, aunque se presentaron ligeras lesiones hepaticas (3%9). Cuan-—-
do e]1 alimento suministrado contenia 2.4 mg de aflatoxina B 1

por kilogramo y se alimentd durante trece meses & vacas de diez
afros de edad, las efectos resultaron notorios después del s&pti-
mo mes (40) .,

Mo s han detectado mutaciones en gestantes de vaca (44G), y de
rata, aungque en estas Altimas se han encontrado residuos de §+1a—
toxainas en placenta (41).,

La alta resistencia de las ovejas a las aflatoxinas se expli-—
ca por su capacidad eficiente de excrecion (42).

i1



Aves de corral.

Las aves de corral se clasifican en el siguiente orden decreciente
de susceptibilidad:

PATOS JOVENES
FPAVOS

GANSOS Y FAISAN
FDLLOS.

Algunos otros experimentos se realizaron en aves de corral como
el pollo, el cual, demostrd ser relativamente resistente, vy
aungue la mortalidad es baja en ellos, si ocurren cambios hepati-
cos (43,44). Se ha reportado tambien que 1los pavos vy los faisanes
SON wn poEd mas sensibles gque los pollos,

La literatura tambén reporta gue cuando se alimentd a patos jdvenes
con una dieta conteniendo 2.9 % de alimento toxico correspondiente

a 0.3 mg de B {1 por kilogramo, diariamente por seis semanas, presen-—
taron una mortalidad del 30 % y los que sobrevivieron mostraron

una considerable pérdida de peso.

Cuando a los patos de un dia de nacidos se les administraron 1090
microgramos diariamente durante 5 dias, se produjeron lesiones
hepadticas; dosis de 2000 microgramos por mads de cinco dias cau—
saran proliferaciones de tejido en los conductos biliares en .
todos los casos.

Una dieta conteniendo solamente 6.2% %L de cacahuate contaminado
pusde matar a patos jovenes dentro de los trece dias si ta alimen-
tacitn comienza dentro de los primeros seis dias de su vida (45).

Un amplio intervalo de lesiones hepaticas (hiperplasia del epi-
telio del conducto biliar, colangitis, hepatoma, colangioma)

se han observado en truchas alimentadas con harina de cacahuate
contaminado, semillas de algoddn y sova (46).

12



SINTOMAS DE TOXICIDAD REGISTRADDS EN DIFERENTES GENEROS Y ESFECIES.

Toxicidad acuda v crbnica.

Las aflatoxinas producen un nimero de sintomas asociados con la
toxicidad aguda y cambios asociados con toxicidad crénica. Esto
oltimo incluye tres tipos de actividad anteriormente mencionados:
carcinogénica, teratogénica v mutagénica (47).

La toxicidad aguda se expresa como la muerte del animal en un

tiempo gue depende de la sensibilidad particular (48). En general,
el higado se muestia palido, decolorido, y se incrementa en tamafo.
Las necrosis del parédnguima hepatico y las hemorragias se registran
frecuentemente en eerdos y patos jovenes y en pavos. 51 la muerte

no ha ocurrido dentro de uwha semana, puede hallarse una prolifera-
cidn caracteristica de células no diferenciadas en los espacios de
la vena porta (48). E1 rifdn puede mostrar lesiones entre lag cuales
se encuentra la nefritis glomerular.

Los cambiocs asociagos con envenenamiento ¢rénico son muy distintos.
Los primeros sintomas visibles aparecen comdb una pé&rdida del ape-
tito y reduccidn en el crecimiento, pero es el higado, el gue es

mds rapidamente afectado por la actividad de la toxina (49); se
congestiona vy muestra zonas hemorrigicas v necrdticas. La prolifera-
cion de células epiteliales de los conductos biliares es caracteris-
tico en ganado, patos jovenes y pavos. En polios, la destruccibn de
las células del par&nquima hepatico y la proliferacién de células
epiteliales ocuwrren durante las dos primeras semanas {(43).

La mayor parte de las indicaciones caracteristicas de toxicidad
con frecuencia aparecen slamente unpns pocps dias antes de morir.

EXAMENES CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS.

Toxicidad en cerdos.

Los sintomas caracteristicos de aflatoxicosis en los cerdos son
ataxia y severbo tenesmo. Anorexia y pérdida de peso acompafian a

estops sintomas cuando la dosis de aflatoxina es mayor de 0.1 mg/Kg
(50).



Toxicidad en vacas.

En la vaca, las lesiones hepaticas consisten principalmente de
cirrosis. En intoxicacidn experimental de la vaca se notd hiper—
plasia de las células hepiticas desde el final del primer mes;
este fendmeno se incrementa durante el segundo vy el tercer mes,
hasta que llega a aparecer degeneracidn centrolobular de las cé-
lulas hepaticas (Si).

Toxicidad en aves de corral,

En las aves de corral, la anorexia se acompafia por una reduccidn
en el desarrollcg. Suceden hemorragias subcutdneas (52). Contraria
a la situacion en mamiferos., 21 higado de las aves de corral so-
friendo aflatoxicaosis, no muestra fibrosis. La degeneracidn de
las ce2lulas del parénguima hepatico es particularmente notorio
acompaftado por regeneracibdn activa mediante la proliferacibdn del
epitelio de los conductes biliares de las regiones periportales.
Los rifMones se congestionan: muestran mhltiples hemorragias; en el
pavo joven se presenta nefritis glomerular, pero no en los patos
jovenes (53).

En Ios patos jovenes una sola dosis de aflatoxinas es suficiente
para obtener rapida proliferacidn que alcanza su maximo despué&s de
tres dias. Despule de treinta dias de tratamiento con aflatoxinas,
el -higado se agranda y muestra un color café o grisaceos la super-— »
ficie presenta granulaciones irregulares.

En los pollos, una minima dosis de 0.8 mg de aflatoxinas por kilo-
gramp se requiere para producir desordenes hepaticos primarins (54),

Toxicidad en conejos.
El conejo, despué&s de la ingestidn de aflatoxinas muestra una
degeneracidn grasa extensiva del paréngquima hepatico; las células

se hinchan y muestran cambios nucleares. Se observa proliferacién
de células del tejido periportal y de los conductos biliares (395).

Toxicidad en cobavos.

Los cobayos responden a la toxicosis aguda en una forma analoga a
los patos jovenes. Una dieta conteniendo 1.4-1.6 mg de aflatoxina
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por kilogramo es letal dentro de las tres semanas. Dosis mas bajas
permiten, desde luego, mayor tiempo de supervivencia gero causan
severas lesiones en el higado: necrosis centrolobular yv prolifera-—
cidn masiva de células en los conductog biliares(5&).

Toxicidad en _ratas.

Las ratas pueden tolerar dosis mucho mas sltas de alimentos conta-—-
minados que los patos jbvenes. La rata es menos sencsible a los
efectos agudos de las aflatoxinas que mucChos otros animales; €l co—
razon, el bazo, el tracto intestinal y el tracto urogenital no se
afectan (57). 8in embargo, los pulmones muestran lesiones macros-
cbpicas grises con areas de hemorragia. El higado se ve atectado
llegando incluso, a duplicar su tamaffo y se observa la aparicién de
necrosis difusa en la regidn periportal (S8).

Cuando a las ratas se les alimenta con 0.94 mo de aflatoxina B |1
por dia durante 23 dias, pueden detectarse hepatocitos de gran
tamano y de forma irregular (59). Ademas, en envenenamiento crdnico
s& presentan lesiones testiculares y fusidn de espermatozoides 1o
tual puede observarse dentro del primer mes de envenenamiento {(460).

Toxicidad en perros.

La administracidn oral de alimentoc contaminado en dosis diarias
de 1.5 y 20 microgramos por kilogramo por cinco dias a la semana,
durante un periodo de diez semanas arrojd los siguientes resulta—
dos (61):

MICROGRAMOS /7 KILDGRAMO SINTOMGS
1 Ng mostraron sintomas
5 No mostraron sintomas
20 Pérdida del apetito.

Orina amarillo—naranja.

Incremento de protrombina.
Acumulacion de pigmentos

biliares en las regiones portales.

15



Toxicidad en monos.

La administracidn diaria de 1 mg de aflatoxina B 1 por kilograms
a monos de dos a tres meses de edad produce alta mortalidad des-
puds de cuatro meses. Los examenes post-mortem revelaron cambios
hepaticos severos caracterizados por infiltraciones de grasas en
la regidn de vena porta. Ademas se presentan cambios en las con-
centraciones de transaminasas y de bilirrubina (&2).

La aparicidn de necrosis hepatica en monos javenes se produce par
la aparicidn diaria de 0.15~0.25 mg de aflatoxina por kilogramo.

En Cercopithecus aethiops. dosis diarias de 0.01-1 mg/Kg
produjeron hepatitis (&2).

En Macaca irus dosis diarias de 1.8 mg/Kg produjeron muerte en
aproximadamente un mes (&3).




FROPIEDADES TARCINOGENICAS DE LAS AFLATOXINAS.

Hepatomas _en la rata.

La alimentacién de ratas con material conteniendo aflatoxzinas
provoca la aparicidn de carcinomas hepatocelulares multicéntri-
cos en la mayoria de los casos. Lose nddulos tumborales son ama-—
rillos—grisadceos o hemori-agicos y necrbdticos (&84).

En la siguiente tabla puede observarse que la incidencia de

tumores hepaticos en ratas es proporcional a la concentracidn
de atlatoxinas en el alimentoc (&3):

RELACIDN ENTRE LA CONCENTRACION DE AFLATOXINA, DETERMINADA

POR FLUORESCENCIA Y LA INCIDENCIA DE TUMDRES DE HIGADO EN
RATA.

Concentracidn Duracidn del Incidencia de
de aflatoxina Experimento. de tumores de
en alimento. (Dias) higado.

(mg/kg)

5.0 370 14715

3.5 340 11715

3.9 335 7/10

1.0 294 S5/9

1.0 323 8/135

0.2 3460 2/10

0.2 361 1710

0.005 384 0/10

Naturaleza Carcinog®nica De Hepatomas Asociados Con Aflatoxinas:

Ha habido un creciente interés por conocer si los hepatomas cau-
sados por aflatoxinas son de natuwraleza maligna.

Por definicidn, la propiedad de un cancer es la posesidn de
caracteres invasivos no diferenciados y mehastasicos (&8).

Una proliferacidn anormal de células puede, ya sea proveer
un tumor benigno formado de células identicas no invasivas

o proveer un tumor maligno de cédliulas no diferenciadas, al-—
gunas creciendo mads rapidamente gue otras.
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En el casoc de carcinoma de higado, el diagndstico es facil si
el tumor presenta metidstasis 0 puede ser transplantado (&7). En
ausencia de estos dos craiterios es posible usar wna combinacidn
de criterios microscopicos y macroscbpicos.

Las aflatoxinas han sido dtiles en el estudio de ia natutra-

leza de las células cancerigenas. De hecho, la fase de induccidn
de carcincgénesis es muy breve, sobre todo cuando se aplica

a animales jovenes o a tejido de higado en crecimiento, v la
cantidad necesaria para la iniciacidén es muy pequefia? 5 microgra-
mos por dia por varios meses en la rata (68).

EFECTOS BIOQUIMICOS DE LAS AFLATOXINAS.

Se ha hecho énfasis acerca de gue las aflatoxinas puedan conside-
rarse como inhibidores biosintéticos, causando inhibicidn

total y reducidas dosis lo hacen progresivamente afectando

di ferentes sistemas (69).

Se pueden mencionar las etapas sutesivas en la actividad bio-

ldgica de las aflatoxinas sobre las cé&lulas del higado: sien-
do cada etapa una consecuencia de la etapa previa (70):

l.- Interaccidn con DNA e inhibicibn de las polimerasas res-—
ponsables para la sintesis de DNA y RNA.
2.— Supresidn de la sintesis de DNA.

3.~ Reduccidn de l1a sintesis de RNA v la inhibicidn del RNA
mensajero.

4.~ Alteraciones de la mortologia nucleolar.

S.— Reduccidn de la biosintesis de protelnas.

Interaccién con DNA.
La aflatoxina B 1 es la biolbdgicamente mas activa y su interac—

Cion ocurre preferencialmente con el anillo purinico de guanina
{70). La aflatoxina también puede unirse con el DNA de una sola
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hélice. S5in embargo, su unidn es tan débil gue el sdlo hecho de
pasarlo a través de una columna de sephadex se disocia el compliejo.
Estas interacciones pueden explicar 1a inhibicidn de la sintesis
de DNA& v RNA al mismo tiempo (71).

Supresidn de la sintesis de DiNA.

Los estudios de la supresion de la sintesis de DNA por aflatoxi-
na B 1 se han hecho usando como base la estimulacidn de sintesis
medi ante hepatectomia. Por ejemplo, se probd gue si la toxina

se inyecta entre 30 a &0 microgramos /dia durante 10s cinco

dias previos a la remocidn gquirdrgica de dos tercios del higado
gourre una inhibicidn significante de la sintesis de DNA {(72).
Si la toxina se inyecta 24 horas después de la remocidn parcial
del higado, es decir, cuando han comenzado los procesos de re—
generacidn celular, se ha entontrado que todos los procesos
biosintéticos estan blogqueados. Estos resultados se han confirma-
do usando Acido ordtico marcadeo con carbono-ig4 (73).

For otra parte, se ha demostrado que la aflatoxina B 1 inhibe
la DNA polimerasa de £E. coli en una manera analoga a la mito-
micina ©C (74). La polimerasa se reduce un &40 % en su actividad.

Reduccidn en_la sintesis de RNA.

Las aflatoxinas también pueden afectar la biosintesis del RNA
previniendo 1la transcripcién del DNA por la RNA polimerasa (75).
La actividad del RNA citopliasmico se inhibe totalmente, mientras
que el RNA nuclear lo hace en menor escala. La biosintesis del
RNA nucleolar se inhibe en una etapa temprana. Después de tan
sdlo 15 minutos de haber hecho contacto con la aflatoxina,

la biosintesis se inhibe hasta en un 95 %L.

Cambios en l1a morfglogia nucleslar.
Con una dosis intraperitoneal de 0.2 mg de aflatoxina E1
por kilegramo en ratas macho tipo Fischer de 100 g de peso se

han podido observar cambios ultraestructurales en los nucléolos
de las células del higado en un tiempo de tan sdlo 36 horas (74).

Reduccidn de 1a biosintesig de proteinas.

Los procesos de inhibicioén descritos anteriormente conducen
finalmente a la reduccidn en la biosintesis de proteilnas.

1%



La siguiente tabla muestra el efecto de la concentracidn de afla-
toxina B | sobre la sintesis de DNA, RNA y protelna
por Elavpobacterium auvrantiacum (77)¢

AFLATOXINA B 1 DNA RNA PROTEINA

(microgra-— {microgramos) {microgramos) tmicrogramos)
mos/ml)
Q 33 70 120

10 27 &0 190

25 21 &0 i80

S0 Q &0 170

100 ) 0 S50 165

LAS AFLATOXINAS Y SU RELACION CON EL HOMBRE.

Ha sido en Africa en donde s han presentado con mayor frecuen—
Cia casos que pudigran de alguna manera estar relacionados con
la ingestidn de aflatoxinas. Biendo este continente en cuyos ali-
mentos, comd €l cacahuate y la harina de yuca, en donde han sido
detectadas altas concentraciones de aflatoxinas comta 1.7 mg/Kg.

La siguiente tabla muestra la diferencia que existe en la apari-
cidbn de cancer de higado entre paises desarrpllados y algunos
palises de Africa.

En las Filipinas se midid la presencia de aflatoxina M 1 en la
orina de todos los niffios que habian ingerido crema de cacahuate
contaminada de aflatoxipa B 1 a2 una concentracion de ©.5 mg/Kg.
(78).
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CANCER DE HIGADD EN HUMANOS.

FAIS CAS0S FPOR CADA 1090, 000G
HABITANTES.
Faises Bajos 1
Norusga 1
Canada 1
Hawaii 9.7
Nigeria 9.8
Sudafrica 19.2

Igualmente, en Uganda. en 1270 se detectd la muerte de un joven de
13 affos de edad cuya autopsia reveld edema pulmonar, corazdn dila-
tado y necrosis difusa centrolpbular, todos estos sintomas asociados
frecuentemente con aflatoxicosis. Otros miembraos de la familia pre-—
sentaron al mismo tiempo violentos dolores abdominales y la mayor
parte de la dieta de la familia fue a base de yuca contaminada

con 1.7 mgs/kg (79).

En el sur y sureste de la Repdblica Mexicana es paopullar el usg de
la yuca para la preparacion de diversos platillos. Jgualmente se
emplea en la elaboracidn de harina.



CONTROL DE AFLATOXINAS EN VARIOS FAISES

Algunos paises han impuesto regulaciones en torno al contenido
de aflatexinas en alimentos destinados tanto al consumo huamano
como animal. A continuacidn se muestran los limites maximos
permisibles que algunos paizes han i jado para alimentos desti-
nades al consumo humano (803.

PAIS QLIMENTDS LIMITES MAaXIMOS AFLATOXINAS
DE B 1 TOTALES
Bl B2 G1 G2

microgramos/kilogramo

ALEMANIA TODOS S 10
ARGENT INA CACAHUATES o 20

MAILZ ta 20
BRASIL TODOS 15 30
CANADA TODO TIFOD 15 20

DE NUECES
ESTADOS UNIDOS TODOS 20
FRANCIA TODOS 10

AL IMENTOS

INFANTILES =]
JAFPON TODOS 10
MEXICO TODOS 20
FAISES BAJOS CACAHUATES S
POLONIA Taonas ¢
PORTUGAL CACAHUATE 25

AL IMENTOS

INFANTILES o

OTROS 20
RUMANIA TODOS 0
SUDAFRICA TODOS o 10
Z IMBAWE CACAHUATE S

MAIZ s

SORGO b=}



HIFOTESIS DEL TRAEBAJO:

Debido a que 1as aflatoxinas y sus derivados
abhsorben en la regidn del ultravioleta cercano y presentan
fluorescencia, sSerd posible llevar a tabo su identificacion den-—
tro de los rangos de ipterés toxicoldgico por métodos directos
de absorcion y/o fluorescencia despuds de una extraccidn adecuada
de la muestra.

OBJETIVO GENERAL:

Utilizando la espectroscopia ultravioleta-
visible y/ao fluorescencia molecular, desarrollar un método que
permita determinar £l contenido de aflatoxinas en muestras
alimenticias de alto consumoc.

OBJETIVOS PARTICULAGRES!®

1.- Desarrpollar un método para la determina-
cidn directa del contenido de aflatoxinas en extractos de alimen—
tos por espectroscopia ultravioleta-visible.

2.— Desarrollar un m2todo para ia determina-
cidn directa del contenido de aflatoxinas en extractos de alimen-—
tos por fluorescencia molecular.

3.— Desarrollar un método eficiente para
extraccion de aflatoxinas en oleaginosas.

4.~ Evaluar 1os métodos de tos objetivos

1 v 2 en extractos de oleaginosas utilizande HPLC como técnica
de referencia.
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We may lay it down as an incontestable axiaom
that, in all the operations of art and nature,
nothing is created; an equal gquantity of matter

exists both before and after the experiment...”

Antoine Lavoisier

{(France, 1789)



CAPITULDOD 2

MATERIALES Y METODOS

Introduccidn.

Este capitulo se ha dividido en dos partes:t A y B. En 1la parte A
se menciona la metodologia que se llevd a cabo para la preparacian
de las soluciones narmalizadas (estandares o patrdn). En la parte
B se mencionan los materiales usados y la metodologla seguida
tanto para el analisis cromatografico por HPFLE como para el ana-
lisis directo vy, para ambos casos, los procedimientos de deteccibn
por flucrescencia molecular y absorcidn ultraviocleta.

A continuacibn se hace una breve descripcidbn acerca de 10 que con—
gistid 1a presente investigacion.

Inicialmente se llevdb a cabo la preparacibn y normalizacibn de las
spluriones patrdon de aflatoxinas.

tna vez obtenidas las soluciones patrbn se sometieron a evaluacidn
los métodos directos de cuantificacidn: fluorescencia molecular y
absorcidn ultravioleta. Despubs, se buscaron las condiciones cro-
matograficas por HPLC usando las dos modalidades de deteccidn arri-
ba mencionadas.

Posterioarmente se desarrollaron mé&todos de extraccidbn de aflatoxi-~
nas para muestras de malz, cacahuate y nuez, y se comprobaron di-
thos métodos por HPLL.

Finalmente, s evaluaron comparativamente métodos usando separaciodn
por HPLC previa a la deteccidn fisicoqulmica versus m&todos de cuan-—
tificacibn realizadas en forma directa despuds de la extraccidn de
las muestras.

rte A odol ra 1 reparacibn de soluciones tron.

La preparacidn de las soluciones patrdn de aflatoxinas constituye
una parte esencial en la presente investigacion, por ello se des—
cribe a continuacidn el procedimiento. Previamente a la normaliza-
cion s procedid a determinar los criterios de pureza que deben
cumplir lasg aflataxinas de arcuerdo con los procedimientos de la
ADAC (8B1),
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Criteri d ureza.

Al.~ Pureza cromatografica.

B).~ Absortividades molares dentro del limite de confianza de
95 %“.

C).— Relaciones de los picos de absor<ibn ultravioleta en metanol,
dentro del lilmite de confianza de 954.

A).-Determinacidn de pureza cromatogréfica.

Be aplicaron en una placa cromatografica cinco microlitros de una
solucidn de referencia a intervalos de 2 cm. S@ hizo un segundo
gembrado de cinco micronlitros para exclusivamente la solucion de
aflatoxinas, y adicionalmente en una tercera aplicacidn se incluye-
ron cinco microlitros de esta misma solucibdn de aflatoxinas mas
cinco microlitros de la solucidn de referencia.

B).- Absprtividades molares.

Una vez comprobada la pureza cromatografica, se revisd que las
abgortividades molares de las afiatoxinas en metanpl se encontra-
ran dentro de un 925% de los limites de confianza. Para cumplir con
este requisito se usd el espectrofotdbmetro ultravioleta el cual
requirid previa calibracidn de atuerdo a los procedimientos de la
mn’c.

Calibracibn del espectrofotdmetro:

La calibracian del espectrofotbmetro es indispensable en la pre—
paracidn de las solucioneg normalizadas. Para llevar a cabo la
calibracién se hizo lo siguiente:

i).~ Go determind la absorbancia de soluciones de dicromato de po-
tasio a la longitud de onda de 350 nm, empleando como blanco una
solucidn 0.018 N. de acido sul férico.

fi}).- Se calculd el coeficiente de extincitin molar.para tres con-
centraciones conocidas de dicromato de potasio (0.0625aM, 0.125mM,
0,250 aM?

iii).- Se calculd el promedio del coeficiente de extincibn molar de
las soluciones de dicromato de potasio,



iv).—- Se determind el factor de correccidn del aparato y celdas,
dividiendo el valor tebdrico del coeficiente de extincidn molar

del dicromato por el cbtenido experimentalmente en €l inciso an-
terior.

Determinacidn de la concentracidn de aflatoxinas.

La determinacidn de la concentracidn de aflatoxinas se llevd
a cabo mediante la siguiente ecuacidn:

microgramos/mililitro =(A ¥ M % 1000 x CF )/ E

Donde:

Absorbancia de la solucibn de aflatoxinas.

Peso molecular de la aflatoxina.

Factor de correccidn del instrumento y celdas.

m q T D

Coeficiente de extincidn molar de la aflatoxina
a la longitud de onda de 350 nm.

El coeficiente de extincidn molar de cada aflatoxina se abtuvo
a partir de los datos publicados en el manual de la ADAC.

C).—~ Relaciones de los picos mayores de espectros de absorcidn
ultravioleta en metanol.

Una vez revisados los valores de las absortividades molares se
comprob® gue las relaciones de 10% picossmayores de los espec—
tros de absorcidn ultravioleta de lags aflatoXinag disueltas en
metanol se encontraran dentro de un 93% de los limites de con—
fianza a partir de espectros individuales.



Parte B. Materiales v metodologia sequida en e! andlisis cromato-~
grafico v directo.

lLa cromatografia es una té&cnica analitica cuyvos fenbmenos fisico-
quimicos la han conducido mas bien hacia una aplicacibn cuantita-
tiva que hacia una cualitativa. Sin embarga, esto no quiere decir
gue la cromatografla carezca de importantes usos cualitativos. De
hecho, es una técnica ampliamente usada en la identificacidn de
mezclas de analitos mediante la adicidn de patrones conocidos. Por
mencionar un ejemplo, durante la realizacidn del presente trabajo,
la identificacion de aflatoxinas se hizo mediante la adicion de
patrones conocidos y, una vez identificados los analitos, se lle-
vh a cabo la cuantificacidn.

Andlisis Cualitativo.

La identificacion de las aflatoxinas B 1, 6§61, B2y G 2 se llevd
a cabo, como ya se menciond anteriormente, mediante la adicion de
patrones conocidos y, dado el caso, mediante los tiempos de reten-—
cidn relativos. Aparte de las aflatoxinas mencionadas y del acido
trifluoroacétice usado como agente derivatizante, no se pretendid
analizar otros compuestos gue aparecieron en los cromatogramas
como en el caso del malz en donde aparecieron compuestos fluo-—
rescentes distintos de las aflatoxinas.

lisis +i ivo.

Comp se sabe, son variados los sktodos que se siguen en las deter-—

minaciones cuantitativas por cromatografia. Ellos estn en funcifn

de los recursos con los que se cuentan para llevarlas a cabo y des-—
de luego, de las propiedades y comportamiento fisicogulimico de los

analitos. A continuacion se menciona el procedimiento usado en es-

te trabajo para la cuantificacidn de aflatoxinas.

Para el registro de datos se contd con un registrador graficol

por lo cual las determinaciones cuantitativas se elaboraron mediante
cadlculps manuales. Dado gue las determinaciones se hicieron en base
a los productos de derivatizacidon en aguellas aflatoxinas suscepti-
bles a esta reaccibn, se optd por preparar bajo las mismas condicio—
nes tanto las muestras como a las soluciones normalizadas (estaAnda-

res).
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Se usd el método de patrbdn externo y para la integracidn de las
&reas el criterio "valle-valle" (82). Los patrones externos se pre-
pararon en rangos de concentracidn cercanos a las de las muestras

y se inyectaron antes y despuds que éstas.

Para la medida de los picos se tomd en cuenta la altura y el ancho
a la mitad de la altura del pico (82). En todos los casos se co-
rrigieron las alturas en funcidbn de la sensibilidad dei detector

y la atenuacidn del registrador. Los volumenes de inyeccidn perma-
necieraon constantes como se especififta mAs adelante.

INBTRUMENTACION.

MEDICIONES POR METODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIGUIDOS DE ALTA RESOLU-
CION. (HPLC).

Las separaciones cromatogr&ficas mediante HPLC se hicieron con un
cromatbgrafo de 1Iquidos Beckman—-Altex (San Ramon, CA) modelo 334.
Se usl una columna Varian {(Palo Alto CA) Micropak MCH-5 de fase
monomérica C-18 unida a sllica irregular de 60 angstroms (S5 um), 4
mm de diametro interno x 30 cm de longitud a temperatura ambiente.

Las cromatogramas se graficaron en un registrador Keep & Zonen
(Holland), modelo BD 40 de 130 ma. y S50/40 Hz.

gcondicignes cromatograficas.

La fase movil usada fue una mezcCla de MeOH + HaD (454535). La velo-
cidad de flujo fue de 1 ml/min. ElL volumen de inveccidbn se mantuva
constante en 20 microlitros para tondas las determinaciones. Los
cromatogramas se registraron a una velocidad de 2 mm/min.

34 i fluorescencia m cular.,

Para las determinaciones del malz s& usd un detector de fluorescen-
cia Turner (FPalo Alto, CA), modelo 111 provisto con filtros de exci-
tacibn a 345 nm y de emisibn a 436 nm.

Para las determinaciones del cacahuate y nuez s2 usbdb un detector de
fluorescencia Beckman (San Ramon, CA), modelo 1%7 provisto con fil-
tros de excitacibn a 365 nm v de emisibn a 450 nm. La equivalencia
de las unidades del rango de fluorescencia fueron como siguai

i R.F.U. = 10 mv. 5



Deteccidn por absorcidh ultravioleta,

La deteccidn por U.V. se hizo solamente para soluciones normalizadas
de aflatoxinas (estindares) con la finalidad de calcular los limites
de deteccidn. Se usd un detector Varian modelo Star 9050 de longitud
de onda variable, la cual se +ijb a 385 nm.

MEDICIONES POR METODOS DIRECTOS.

Deteccidn por fluporescencia molecular.

Las detecciones por fluorescencia molecular se hicieron con un fluo-
rimetro Karl Zeiss (Deutschland) PM&@ III provisto con filtro de exci-—
tacidn a 3635 nm vy con longitud de onda variable para la emisibn,
usandose a 435, Fara la evaluacibn del fondoc de fluorescencia, las
lecturas se hicieron a la lambda de emisibn de 455 nm.

eccidn por absorci ultravioleta.

La deteccidn por U.V. se hizo solamente para soluciones normalizadas

de aflatoxinas (estandares) con la finalidad de calcular los 1limites

de deteccidn. Se usbd un espectrofotbmetro Beckman modelo 35 de longi-
tud de onda variable, la cual se f1ijijd a 3565 nm.

ros arial d a m dolo de trabajo.

l.as extraceiones de las aflatoxinas a partir de las muestras de la—
boratorio de 10 g se hicieron usando un vaso de licuadora de 250 ml.
La caracteristica que rebne el vaso es gue cierra junto con la base
de las aspas.

En tpdos log ¢asos en que se aplicd vaclo, bste se hizo wusando una
bombha de motor eléctrico monofésico a 1740 rpm de 7.7 amperes.

Para ®1 caso de 1z limpieza de las muestras de malz por extraccim
en fase sdlida, las columnas utilizadas fueron de vidrio cuyas di-
mensiones fueron las siguientest 30 ce de altura a partir de 1a ba-
se de vidrio poroso v 6 cm desde &ste hasta la punta inferior. El
diametro interng fue de 1 cm. Tanto por arriba como por debajo de
la fase €-18 se colocd fibra de vidrio, Yo minimo necesario para
formar una capa delgada de 2 am de ancho.



Derivatizacibn de las aflatoxinas.

Las muestras se derivatizaron mediante la adicidn de 0.2 ml. de
Acido trifluoroacetico. Posteriormente las muestras derivatizadas
fueron llevadas a sequedad y recuperadas con volumen conocido de
MeOH + H=0 (1+9), Los voldmenes se especifican en cada una de las
determinaciones que se muestran en la seccidn de calcules para
maiz, cacahuate y nuez.



METCDOS RUE FUERON PROBADOS PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ.

METODO DENOMINADO: HEX~-ETER-CLOR.

Procedimiento.

A partir de 1 Kg de malz de malla No. 20 se tomaron 50 g vy se intro-

- dujercn dentro de una columna de vidrio a manera de empague. Luego

sg adiciond hexano hasta que va no eluyera de color amarillo con la
finalidad de solubilizar l1a mayor cantidad de las grasass ésto repre-
sentd aproximadamente un volumen de 350 ml. Despuds se adicionaron
100 ml. de éter etilico con la finalidad de extraer otros componentes
que no son de interés. Posteriormente se adiciond cloroformo hasta
que su elucidn fuera incoloras &sto representd aproximadamente 350 ml.

El extracto clorofirmico se llevd a sequedad a la temperatura de

35 oC. El concentrado se transfirid a un vaso de 30 ml mediante clo-
roformo. El concentrado se llevd a sequedad bajo corriente de nitrd-
geno vy se procedid a la derivatizacidn, se filtrd con membrana de
0.45 micras y se inyectd al cromatbgrafo.

METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIBUIDO PARA LA SEPQRACIDN DE AFLATOXINA!
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ.
METODO DENOMINADO: (.10 0-1.I10U3

Procedimi [«

A partir de I Kg de malz malla No. 20 se tomaron 10 g ¥y se coloca-
ron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente se deposita-
ron en el vaso 13 ml de agua destilada, la cual contenla 0.2 g de
NaCl. Se dejbd reposar cinco minutos. Enseguida se adicionaron 65 ml
de metanol, 30 ml de agua y 20 ml de hexano. Se agitd lentamente con
la mano manteniendo cerrado el vaso con la finalidad de que s for-
mara €1 equilibrio de fases y se evitara alguna explosibdn. Posterior—
mente s agith a alta velocidad durante 3 minutos. Después se filtrod

el homogenato en embudo Buchner a través de papel filtro de poro
ancho.
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El filtrado se transfirid a un embudo de separacidn de 250 ml. Des-
pues de 10 min. se tomaron 25 ml. de la fase inferior y se transfi-
rieron a otro embudo de separacitn. A &ste se adicionaron 25 ml. de
cloroformo; se agitd con la finalidad de extraer las aflatoxinas. La
capa inferior se recogid en un tubo de ensayo y se hizo pasar corrien-
te de nitrbogeno para evaporar el solvente. El corcentrado se transfi-
rid a un vaso de 30 ml en el cual se llevd a sequedad. Se llevd a ca-
bo la derivatizacitn, la muestra se filtr& en membrana de 0.45 micras
y s& inyectd en el cromatdgrafo.



EN BUSQUEDA DE UN METODO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS POR
FASE SOLIDA INVERSA EN MUESTRAS DE MAIZ.
METODO DENOMINADO: DOS COLUMNAS.

PROCEDIMIENTO:

A partir de 1 Kg de malz de malla notmero 20 se tomaron 10 g y se in-
trodujeron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente se adi-
cionaron 20 ml. de una mezcla de MeOH + HzO (80+20) y se agitd por
cinco minutos. Aproximadamente 8 ml del homogenato previamente fil-
trado por pgro ancho, se transfirieron a la primera columna, la cual
se acondiciond de la siguiente manera.

ACONDICIONAMIENTO DE LA PRIMER COLUMNA.-~

S pesaron 600 mg de fase inversa C-18 y se depositaron dentro de una
columna. Posteriormente se adicionaron & ml de metanol y se eluyeron
mediante bomba de succidn pero sin dejar secar la fasej después se
adicionaron &ml de MeOH + Ha0 (80 + 20) y se eluyeron. La fase no

se dejd secar en ningln paso de elucidn. Posterigrmente se adiciond el
homogenato. Se eluyd la solucibn y se tomaron 4 ml. del eluido, las
cuales se diluyeron mediante afgracidbn & 10 ml. con agua destilada
{noc e usd agua desionizada debido al contenido de residuos organicos)
Estos 10 ml se filtraron con membrana de 0.45 micras y se pasaronh por
una segunda columna sometida a diferente acondicionamiento.

ACONDICIONAMIENTO DE LA SEGUNDA COLUMNA.

Se adicionaron & ml de metanol y s eluyeron} posteriormente se a—-
gregaron & ml de agua y s eluyeron tambi®n. Despubs se pasaron los
10 ml obtenidos, en porciones de 3 en 3 ml.

Posterior a la elucidn de los 10 mililitros, se adicionaron 6 ml de
agua., Despufs se agregaron 2 ml de hexano sin dejar secar la colum—
na y se eluyeron. La fase se sech por 15 minutos mediante bomba de
succidn. FPara evitar oxidacibn de las toxinas por el oxigeno del aire,
una corriente de nitrogeno se mantuvo por la parte superior de la
columna.

Al tirmino de los 13 minutos se llevd a cabo la elucidn de las afla—

toxinas; para ello se adicionaron 4 ml de cloroformo repartido= en
3 allcuotas. La primera de ellas fue de 2 el seguida por dos alicuota
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de 1 ml cada una (g%). La elucidbn se colectd en un tubo de ensayo co~=
locado dentro de un matraz kitazato. Posteriormente se transfirid 1a
solucidn a un vaso de 30 ml. en 21l cual, bajo corriente de nitrogeno
ce concentrd la muestra a sequedad. pespuds de bsto, se llevd a cabo
el procedimiento de derivatizacibn. L& muestra ya derivatizada se

$i1trd en membrana de 0.45 aicras y S€ inyectd al cromatdgrafo de 11—

quidos.



METODOLOGIA SEGUIDA PARA EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCEN
SUSTANCIAS DIFERENTES DE LAS AFLATOXINRS B 1, G 3, G 2 Y B 2
EN LAS LECTURAS DIRECTAS POR FLUDROMETRIA PARA EL ANALISIS
DE MUESTRAS DE MAIZ, USANDO COMG TECNICA DE REFERENCIA HFLE.

A fin de conocer la influencia que ejercen las sustancias diferen-
tes de las aflatoxinas en las lecturas directas por fluorometria,

se llevd a cabo el experimento cuya metodologia se describe a
continuacidn.

Metodologia.

Tres muestras de malz fueron escogidas para realizar los ensayos.

tas muestras se denominaront Maiz blanco Ne.l, Malz blanco No. 2
y Malz amarillo.

Cada una de las muestras se sometié al mismo tratamiento de
extraccidn en fase sblida, el cual ya se ha descrito anteriormente.
{En adelante a este procedimiento de extraccidn se le llamard SPE)}.

El tratamiento de cada muestra se hizo como a

continuacibdn se
describes -

Malz solo.

Sometida al procedimiento SFE y cuya recuperacibdn se hizo en un
vaolumen final de 2 ml. de una mezcla MeOH + HaO (1+9).

B) Malz + Aflatoxinas.

Muestra de malz mas enrigquecimiento con 5 ng/qg de cada una de las
aflatoxinas B 1, 6 2 y B 2. Sometida al tratamiento SPE y ctuya recu-~

peracibn s& hizo en un volumen final de 2 ml. de una mezcla MeOH +
Ha0 (149). NO s hizo derivatizacibn.



C) Mailz + Aflatoxinas + TFA.

Muestra de maiz mas enriquecimiento con S5 ng/g de cada una de las
aflatovinas B 1, G 2 vy B 2. Sometida al tratamiento SPE y cuya

recuperacidn se hizo en un volumen final de 2 ml.
MeCH + H=0

de una mezcla
(1+9), Se llevd a cabo el procedimienta de

derivatizacidn para incrementar la fluorescencia de B 1.

Formas de analisis.

1.
II.

I.

II.

METODO POR FLUDRESCENCIA DIRECTA.
METQGDO DE FLUORESCENCIA POR HPLC.

Matodo de fluorescencia directa. Las mediciones se hicieron
comparindose contra un blanco de referencia constituido por

una solucidn de MeOH + HO0 (1+9).

Método de fluorescencia por HPLC. El método usado para la
cuantificacidn fue a base de petadas en balanza analltica.

Los picos correspondientes & los metabolitos yv a las aflatoxi-
nas se recortaron y se pesaron. Lo mismo se hizo para el fondo
de fluorescencia. E1 peso total del cromatograma se tomd como
el 100% y el porcentaje de cada componente se extrapold & las

lecturas directas.



PROCEDIMIENTO EMPLEADO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A
PARTIR DE MUESTRAS DE CACAHLUATE.

ocedimiento.

A partir de 1 Kg. de cacahuate de malla No. 20 se tomaron 10 g y se
introdujercn en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente se a—
dicionaron al vast 15 ml de agua destilada la cual contenila 0.2 g de
NaCl. La mezcla =e dejd reposar por cinco minutos. Ensequida se adi-
cionaron 65 ml de metanol, 30 ml de agua y 20 ml de hexano. Se agi-
tH con la mano manteniendo cerrado el vaso con la finalidad de que
e formara el equilibrio de faseg y se evitara alguna explosibdn.
Luego se agitd a alta velocidad por 3 minutos. El homogenato se $£il-
trd en embudo Buchner a través de papel de poro ancho.

Una vez filtrado el homogenato, la solucién se transfirid a un embu-—
do de separaciéon de 250 ml. Despuds de 15 minutos, una vez que se
separaron las fases, se tomaron 25 mi. de la fase inferior y se va—
ciaron a otro embudo de separacidn. Posteriormente se adicionaron

23 ml. de cloraformo. Se agitd con la mano durante un minuto. 8e co-
lectd la fase inferior en un tubo de ensayo y se conhcentrd mediante
corriente de nitrogeno. El concentrado se transfirid a un vaso de
30 ml en el cual se llevd a sequedad. El residuo se derivatizd, re
filtrd vy se invectd en el cromatégrafo.
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METODOS GUE FUERON PROBADOS FARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
A PARTIR DE MUESTRAS DE NUEZ.

METGDO: LIQUIDQ-LIQUIDOD.
Procedi miento.

A partir de 1 Kg de nhuez de malla No. 20 se tomaron 10 g y se
introdujeron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente

s@ adicionaron al vaso 15 ml de agua destilada la cual contenia
0.3 g de Nall. La mez2cla se dejd reposar par cinco minutos. En—
seguida se adicionaron 635 mi de metancl, 30 ml de agua vy 30 ml de
hexano. Se agitd con la mano manteniendo cerrado el vaso. Luego
se agitd a alta velocidad por 3 minutos. £1 homogenato se filtrod
en embudo Buchner a través de papel de poro ancho.

Una vez filtrado el -homogenatao, la solucidn se transfirié a un
embudo de separacidn de 250 ml. Despuds de 15 minutos, una vez
que se separaron las fases, se tomaron 25 ml de la fase inferior
y se vaciaron a otro embudo de separacibn. Posteriormente se adi-
cionaron 25 ml de cloroformo vy se agitd con la mapo por un miputo,
Se recogid la fase inferior en un tubo de ensayo y Se concentrd
mediante corriente de nitrédgeno. El concentrado se transfirid a
un vaso de 30 ml, en el cual se llevo a sequedad. El residuo se
derivatizb, se filtrd y se inyectd en el cromatdgrafa.

METODO: LIGUIDO-LIOQUIDD ADICIDNANDD 20 M. MAS DE AGUA.

Procedimiento.

A partir de 1 Kg de nuez de malla No. 20 e tomaron 10 g y se in-
trodujeron a un vaso de licuadora de 230 ml. Posteriarmente se
adicionaron ai vaso 15 ml de agua destilada la cual contenila

0.3 g de NaCl, La mezcla se dejd reposar cinco minutos. Ensegui-
da se adicionaron 45 ml de metanol, 50 ml de agua y 30 ml de he-
¥ano. Se agitd con la mano manteniendo cerrado el vaso. Luego se
agitd a alta veloeidad por 3 minutos. El homogenato se filtrd en
embudo Buchner a través de papel de poro ancho.
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Una vez filtrado el homogenato, la spolucidn se transfirid a un
embudo de separacién de 250 ml. Después de 15 minutos, una vez

que se separaron las fases, se tomaron 25 ml de la fase inferior
y se vaciaron a otro embudo de separacibn. Posteriormente se adi-
cionaron 25 ml de cloroformo y se agitd con la mane por un minuto.
Se recogid la fase inferior an un tubo de ensayo Yy se concentrod
mediante corriente de nitrégeno. El concentrado se transfirid a

un vaso de 30 ml, en el cual se llevbd a sequedad. El residuo se
derivatizé, se filtrd y se inyectd en el cromatagrafo.



METODQ FROBADO PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A FPARTIR DE
MUESTRAS DE NUEZ.

METODC DENOMINADO: LIGUIDG-LIGUIDOD MODIFICADO.

Procedimiento.

A partir de 1 Kg. de nuez de malla No. 20 se tomaron 10 g y se
introdujeron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente

sg adicionaron al vaso 15 mi. de agua destilada la cual contenla
0.3 g de NaCl. La mezcla se dejid reposar por cinco minutos. Ense-
guida se adicionaron 65 ml de metanol, 30 ml de agua y 30 ml de
hexano. Se agith con la mano manteniendo cerrado el vaso con la
finalidad de que se farmara el equilibrio de fases vy s@ evitara
alguna exuplosibn. fLueqo se agitd a alta velocidad por 3 minutos.
El homogenato se filtrd en embudo Buchner a través de papel de
pora ancho.

Una vez filtrado el homogenato, la solucidn se transfirid a un
embudo de separacidn de 250 ml. Despuls de 15 minutos, una vez que
se separaron las fases, se tomaron 25 ml de la fase inferior y se
vaciaron a otro embudo de separacibn. Posteriormente se adiciona-
ron 25 ml de una mezcla de cloroformo y tetracloruro de carbono

(15 + 10)., Se agitd con la mano durante 1 minuto. Se recogib la fase
inferior en un tubo de ensayo y se concentrd mediante corriente de
nitrdgeno. El concentrado se transfirid a un vaso de 30 ml, en el
cual se llevd a sequedad. El residuo se derivatizd, se filtrd y se
inyectd en el cromatbgrafo.
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METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER LOS POIRCENTAJES
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE MAIZ.

MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXINGAS
SIN EMPLEAR MALIZ (FIG. 12).
CONCENTRACION: Se supuso una contaminacibn equivalente &t

Gl 2 7 ng/g G2: 80 ng/g
Bl ¢ 4 ng/g B2: &0 ng/g

Volumen de recuperacidn 2 ml.

Sensibilidad: 30 X 2 mv.

Detector: Sequoia—-Turner.

Todos las cllculos estin hechos en base a alturas corregidas.
EJEMPLD:

Calculos para G iz

Altura de solucidn normalizada de 6 1 de 57.3 ng/ml. = 6.5 cm

Ancho de la base a 1la mitad de la altura del pico: 0.2 cm

Pur proporciones:

(16.5 cm)? (0.2 cm) > S97.9 mng/ml.
Muestras: (1.8 cm) (0.2 cm) > X = .27 ng/ml.

1 ml. > 6.27 ng

2 (vol. de recup)-——-— -2 = 12.54 ng

4ml Calicuota) ———me—e > 12.54 ng

20ml {totales) ——————— > X= 62.7 ng.

10 g (totales) > 62.7 ng.

i1 g —————————— X= 6.27 ng/g = &.27 ppb

A los supuestos 10 gramos de muestra (es decir, a 1os =20 ml.)
se adicionaron 70 ng, es decir, equivalente a 7 ppb.

Asl: 7 ppb > 100 %
&.27 ppb > 87.6 %4 de recwuperaclibn.
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A partir de este ejemplo, se ha construido la siguiente ecuacibn
para el porcentaje de recuperacidn en muestras de MAIZ.

CHm »{ Bm 3> ( €s) ( $/HsBs) (W) ( 5 ) ¢ 1710 ) ( 100 /7 E )= %

Donde:
Hm Altura del pico de la aflatoxina cuyo porcentaje de re-
cuperacidn se desea conodcer.

Bmt: Ancho de la base a la mitad de la altura del pica de 1la
aflatoxina cuyo porcentaje de recuperacidn se desea to-—
nocer.

Cse : Concentracidn de sclucibn normalizada (estandar).

Bs f Ancho de 1a base a la mitad de la altura del pico de la
golucibn normalizada (estandar).

He 2 Altura del pico de la solucibn normalizada (estandar).

Vv z Volumen de recuperacion de la muestra

S t Valor que corresponde a la quinta parte (4 ml.) del total
{20 ml.) del volumen de extraccidn.

1/10: Valaor que convierte £l total de aflatoxina en aflatoxina/gra-
mo de muestra.

100 : Valor de referencia al 100%Z.

E t La cantidad en ng de aflatoxina/gramo de muestra con gue
se enriquecid la muestra analizada.

Calculos para el porcentaje de recuperacidon de Aflatoxinas.
Aflatoxina B 1¢

Hm: 1 cm. B 55 0.2 cm.
Bmt 0.2 cm, vV : 2 ml.
€st 63 ng/ml E ¢ 4 ng/g
Hs t 18.3 cm.

(1 em)(0.2)(63)1L1/(18.4)(0.2)1(2 m1.2(5)(1/10)(100/4) = 85.6 %

Aflatoxina G 1:

Hm: 1.B cm. Bs: 0.2 ¢m

Bm: 0.2 cm V: 2 ml.

Cs: 857.5 ng/ml. E: 7 ng/g

Hss 16-5 Ci. by

€1.8){0.2) (57.5)[1/(146.5) (0.2)3(2) (5) (§/10) (100/7) = 89.6 %
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Aflatoxina B 2:

Hm: B.S cm Bs: Q.2 Cm.
Bm? 0.2 cm Vi 2 ml.
Css: 14 ng/mil E: 80 ng/g

Hs: 1.7 cm
8. (0.2 ¢14)Y L1 /7€1. 7Y (0. 2)3I(2) (D) (1/710)€100/80) = 87.5 %

Aflatoxina B 2 ¢

Hm: 7.7 cm Bs: 0.3 cm
Bm: 0.3 cm Ve 2 ml.
Gs: 18 ng/smt E: &0 ng/g.
Hs: 2.5 ¢cm

(7.7Y€0.3) (18)E£1/(2.5) (0.3131(2) (D) (1710) (100/460) = 92.4 XL,

MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
SIN EMPLEAR MAIZ (FIG. 13).

Se supuse una contaminacidn equivalente a =

G itz 10 na/g B 2: 70 ng/g
B 1: 4 ng/g B 2: S0 ng/g

Calculos para obtener los porcentajes de recuperacidn de
aflatoxinast

Aflatoxina B1 =

Hm: 2.4 cm. Bs: 0.2cm
Bn: 0.2 cm. Vs 2 ml.
st 57.9 ng/ml. E: 10 ng/g.

Hs: 146.5 cm.

(2,42 0. 2) (57.5)E1/7$16.5) {0.2)1(2)(5)(1/10)(100/10) = 83.6 %

Aflatoxina Bl:

Hnz 1 cm. Bst: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 2 ml.
Ce: &3 ng/ml. E: 4 nqg/g.

Hs: 18.5 cm

(1) (0.2) (63)L1/(18.5) (0. 2)1(2) {(5){1/10) (100/4) = 85.1 %
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Aflataxina G 2:

Hn: 7.9 gm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 2 ml.
Cs? 14 ng/ml. E: 70 ng/g.

Hs: 1.7 cm

(7.3 (0.2 (14)01/7¢1. 7)Y (Q.2) J(2) (5) (1/10) (L00/70)

Aflatoxina B 23

Hm: 5H.4. Bs: 0.3 cm
Bmi: 0.3 cn. y: 2 ml,
Cs: 18 ng/ml. E: 50 ng/g.
Hs: 2.5 cm.

(6.4) (0.3)(C18)L1/7(2.5) (0.3)1(2) {S) (1/10) (100/50)

88.2 %

?2.1%

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADD EN FORMA NATURAL USADD

COMO CONTROL (FIG. 14).

Esta muestra no estd enriquecida, sin embargo presentd
contaminacidbn natural de aflatoxinas, por ello a conti-
nuacidn se exponen los cilculos para encontrar la con—

centracidn de cada una.

En los siguientes calculos se incluira 1 valor de P.R.

Dondet P.R. = Porcentaje de recuperacitdn promedio obtenido

para cada aflatoxina.

La ecuacibn queda asi:

(Hm) (Bm) (C=s)[1/HsBs] (V) (5) (1/10) (100/P.R.} = ng/g

Aflatoxina G 1 :

Hm: 2 cm. Bs: Q0.2 tm.
Bm: 0.2 cm Vi 1 ml.
Cs: 57.5 ng/a. P.R.: 92%

Hes 16.5 cm.

(2) (0. 2) (F7.8)L1/{16.5) (0. 22I(1) () (1/10) (100/92) = 3.8 ng/g X%

% para efectos practicos este valor se aproximbd a 4.0 ng/g
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Aflatoxina B 1 :

Hims¢ 8 cm. Bs: 0.2 cm.
Hm: 0.2 cm. Vi 1 ml.
Cs: &3 ng/ml. P.R.? B85 x

He: 7.4 cm.
(B (0.2) (6301 /(7.4) (0. 2312 (51 {(1/10)(100/85> = 40 ng/g

Aflatoxina 6 2¢ No se detectd a la maxima sensibilidad del
detector. (30 x Z mv).

El 1imite de deteccidn de 6 2 (ver mas adelante 1os calculosi,
eguivale a 1.0 ng de G 2 por gramp de muestra de malz. De aqul
s8 concluye que la muestra analizada contiene menos de 1.0 nag/g.

Aflatoxina B 2:

Hmé¢ 3.8 cm. ) Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. Vi 1 ml.
Cst 18 ng/ml P.R. 93.% %

He: 2.5 cm
(5.8 0. NUUBYL1/(2. 5 (0. 3)1(1) (S {17100 (100/93.5)= 14.6 ng/g. %X

X para efectos practicos, se aproximd a 15 ng/9.

MUESTRA: MAIZ AMARILLO ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 15):

G 1: 12 ng/g. G 2: 75 ng/g
B i1 2.5 na/g B 2 &40 ng/qg

Debido a que la muestra contral presentd contaminacidn natural
de aflatoxinas, se introducird en las ecuaciones la variable
“Cn" cuando asi wea necesaria.

€n: Contaminacidn natural en ng de aflatoxina por gramo de
muestra.

Asl, la ecuacibn quedaras

(Hm) (Bm) (Ts)L1/HsBsl (V) (3) (1/10) [100/{Cn+E)] = P.R.
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Aflatoxina G 1:

Hm: 8.1 cm. Bzs: 0.2 cm.
Bm: O.2 cm. Vi 1 ml.

Cst 57.3 ng/ml. E: 12 ng/g
Hst 14.5 cm. Cnt 4 ng/g

(B.1) (0.2)(57.05)L1/7(16.5)(0.2) (11 {F) €1 /103 100/ (4+12) 1= 88.2 %

Aflatoxina B 1:

Ha: 8.5 cm. Bs: 0.2 cnm,
Bm: 0.2 cm. Ve 1 ml.

Cgs 63 ng/mi. E: 2.5 ng/g
Hs: 7.4 cm. Cn:40 ng/g.

(B.9) (0.2) (&3)L1/7(7.4)(0.2)3(1)(35) (1/710)L 100/ (40+2,5) I= 85.1 %

Aflatoxina £ 23

Han: 15.9 tm. Bst 0.2 om.

Bm: 0.2 cm Vi 1 ml.

Cs: 14 ng/ml. E: 75 ng/q.

Hs: 1.7 em. Cn: menos de 3.5 ng/g . Para efectos

de calculos se considerd comd cero.
(1S5.2) 0. 2)(13)L17¢1. 7)Y €0 2)2(1) (8) ¢1/710) {100/75) = 87.3%

Aflatoxina B 2:

Ha: 19.5 cm. Bs: 0.3 cao.
Bm: 0.3 cm V: 1 ml.

Cs: 18 ng/ml. E: &0 ng/g.
He: 2.5 em Cnt 15 ng/g.

(19.3){0. N (18)[1/7(2.D) (0. 311{1)(3J) (1/10)[100/{15+60) 1= 93I.6 7%

MUESTRA® MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL CON
AFLATOXINAS (FIG. 16).

€aiculos para obtener los niveles de contaminacian natural.

Aflatoxina G 13

Hat 0.4 cm. Bg: 0.2 cm.
Bom: 0.2 cm. v: 1 ml.
€s: 37.5 ng/ml} P.R. 92 %

Hs: 6.8 cm.
0.4) (0. 2) (57.5101/7(6.8Y (0. 22T (5)(1/10) (100/92)= 2.75S nQg/Qg.



Aflatoxina B 1:

Ha: 11 cm. Bs: 0.5 €m.
Bm: 0.5 cm. v : 1 ml.
£s: 43 ng/g P.R., 85 %
Hs: 7.4 cm

(1105 (63101 /7¢7.4) (0.5)1(1)(5I{1/10) (100/83) = 55.1 ng/g.

Aflatoxina G 2:

s 1.5 em. Bs: ¢.2 cm.
Bm: Q.2 cm. v: 1 mi.
Cst 14 ng/ml. P.R.? 846.5 %

He: 1.7 cm

1.5)€0. 2 (13X L1 /741.72 (0. 2)3(1) (T) (1/10) (100/8B6.5)= 7.1 ng/a.

Aflatoxina B 2t

Hn: 2.5 cm. Bs: 0.4 Ccm.
Bm: 0.4 cm. V: 1 al.
Cs: 18 ng/ml. P.R.2 93.8 %

Hs: 2.5 cm,
(2.5) (0.4) {18)YL1/(2.5) (0.4) 11 (5} (1/710) (£00/93.5)= 2.6 ng/g

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL® CON
AFLATOXINAS (FiG. 17).

Célculos para obtener los niveles de contaminacibn natural.

Aflatoxina 8 1t

Ha: 3.6 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 al.
Cs: 57.5 ng/ml. P.R. 92 %

Hs: 146.5 cm.
(3.6) (0.2){(57.5)61/7(16.5) (O, 2)1(3) (D) (1/10) (100/%2)= 20.5 ng/g.
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Aflatoxina B 1:

£ 9.2 cm.
Bm: 0.2 cm.
Csz &3 ng/ml.
Hs: 7.4 cm.

Hs: 0.2 cm.
V: 3 ml.
P.-R.: B85 %

(9.2} €0.2) (63¥L1/(7.4) (0.2} I(3) (5) (1 /7100 (100/85)= 138.2 ng/g.

Aflatoxina G 2:

Hm: 1.5 cm.
Bm: 0.3 €tm.
Cs2 14 ng/ml.
Hst 1.7 cm.

Bst 0.3 cm,
v 3 ml.
P.R.2 8.5 %4

(1.5) (0.3) (14X C01/7¢1.7) (0. 3)I(3) (5) (1/10) (100/86.5)= 21.5 np/g.

Aflatoxina B 2:

Hm: 8.7 t€m.
Bm: 0.3 ca.
Cs: i8 nao/ml.
Hs: 2.9 cm.

Bs: 0.3 cm.
V: I ml.
P-R.* 93.5 %

(8. 7)€0. 321 L1/7(2,5) (0.3)J(3){5) (1/710) (100/93,.5)= 100.4 ng/g.

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADOD EN FORMA NATURAL CON
AFLATOXINAS (FIG. 18).

Cilculos para obtener los niveles de contaminacibn natural.

Aflatoxina G 1:¢

Hmn: 3.3 cm.

Hmt: 0.2 &m

Cs: 57.5 ng/ml.
Hs: 146.5 cm.

Bs: Q.2 ca.
Vi 3 ml.
P.R.: 92 %

(3.3) (0.2} (57.85)01/(16.5) (0.2)1(3) (5) (1/10) (100/92)= 18.7 ng/g
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Aflatoxina B t:

Hne 10.6 cm. Bs: 0.2 cm.
Bmnt Q.2 cm, Vi 3 ml.
st 63 ng/ml. P.R.t 85 %

Hst 7.4 cm.
(10,86 0. 2){63)L1/(7.4)(0.2)3{(3) (5) (1710) (100/85) = 159.2 nga/g-

Aflatoxina 6 2 :

Hn: 1.6 Ccm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 3 ml.

Cs: 14 ng/ml. F.R.: B&6.5 %
Hs: 1.7 cm

1.6) 10.2) (14)L1/7(1.7740.2)I(3) (5) (1/10) (100/84.5)= 22.8 ng/g.

Aflatoxina B 2 ¢

Ha: 3.5 cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. Vi 3 al.
Cs: 18 ng/ml F.R.2 93.85%
Ha: 2.5 cm

(3.5) (0.3 (1B L1/(2.5) (0.3 1(3) (5) (1/10) (100/93.5)= 40.4 ng/qg.



MUESTRA:

MALZ BLANCD CONTAMINADD EN FORMA NATURAL USADO

COMO CONTROL (FIG. 19}).

Esta muestra no estd enriquecida,
zentd contaminacidn natural de aflatoxina B 13

sin embargo pre-
es

por ello que a continuacidn se presentan los calculos
para conocer 1los niveles de contaminacion.

Aflatavina G 1:

Aflatoxina B 1:

Hmn: 3.6 cm
Bm: 0.2 cm.
Cs: 63 ng/ml.
Hs: 7.4 cm

No se detectd a la sensibilidad utilizada
(30 x & mv); de acuerdo con el limite de

deteccidn se establece que su contenido
es mencr a 5 ng/g

Bsf! 0.2 cm.
Vi 4 ml.
P.R.2 8D %

(3.6) (0.2){63)Y01/(7.4) (0.2)1(4) (5) (1/10) (100/85)= 72.%1 ng/qQ

Aflatoxina 6 2:

Aflatoxina B 2:

MUESTRA:
B 1: 12 ng/g
B 1: 10 ng/g

MAIZ BLANCO ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (F16.

No se detectd,

la muestra tiene menos de 3.0
ng/g.

NOo se detectd,

la muestra tiene menos de 2.3
ng/q.

20)¢

G 2t 25 na/g
B 2: 32 ng/g

Calculos para conocer los porcentajes de recuperaciont

Aflatoxina G 1:

Hn: 1.3 com
Bm: 0.2 cm.
Cs: 57.5 ng/ml.
Hat: &.8 cm.

Ba: 0.2 CM.
V: 2 ml.
E: 12 ng/9g.

(1.3 ¢0.2) (57.5)[1/(6.8) (0.271{2) (5) (1/10) (100/12)= 1.6 %
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Aflatoxina B 12

Hm: 8.2 cm. Bs: 0.4 cm.
Bmt 0.4 cm, v: 2 ml.

Css 63 ng/ml. E: 10 ng/g.
Hs: 7.4 cm Cn: 72 ng/g.

(8.2)¢(0.4) (63 T1/7¢(7.3){0. ) J{2)(B) (17100 100/ (72+10)]= B85.1 %

aflatoxina G 2:

Hm: (.1 cm Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 2 ml.
€32 14 ng/ml. E: 25 ng/g.

Hs: Q.7 Ccm.
(1.13(0.2YC13)E1/7¢0.7) (0. 2) 22X (5 (1/710) (100/28) = 88 %

Aflatoxina B 2t

tims 2.4 cm. Bs: 0.3 cme.
Bm: 0.3 cm. V: 2 ml.
Cs: 18 ng/ml. E: 82 ng/g
Hst 0.9 cm.

(2.4) (0.3) (18)C1/7(0,F) (0, 3 1(2y () (1 /50X {100/52)= 92,3 %

MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (F1G. 21).

G 1: &0 ng/g. B 2t 120 ng/q
B 1: 42 ng/qg. B 2t 450 ngQ/g

Calculos para conocer los porcentajes de recuperacidn.

Aflatoxina G 1z

Hm: 8.3 cm. Bs: 0.1 cm,.
Bm: 0.1 cm. Vi 4 ml.
Cs¢ 57.5 ng/ml. E: &0 ng/p.

Hs: 14.5 cm

(8.3) (0. 1Y (57.5)C1/(16.5) (0.1)1{4) (5) (1/10) (100/760)= 946.4 %
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Aflatoxina B 1:

Hm: 5.7 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 4 ml.

Csi 63 ng/ml. E: 42 ng/g
He: 7.4 om. Cn: 72 ng/g.

(5.7)(0.2)(63)11/(7.4) (0. 2) 1) (B (1/1O0V L 100/ (72+42) 1= 85.1 %

Aflatoxina G 2:

Hm2 &.4 cm, Bst 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 4 ml.
€s: 14 ng/ml. E: 120 ng/g.

Hs: 1.7 cm.
(6. ) (0., 2) (1401 /7¢1. 73 €0.2)113) (5)¢1/710)3¢100/120) = 87.8 %.

Aflatoxina B 2:

Hm: 10.3 Ccm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. Ve 4 ml.
€s: 18 ng/ml. £: 450 ng/y

Hs: 0.9 cm.

(10,3Y¢0. 31 C18ICL/7{0. ) {0.3)3{4) (5 (1 /103 {100/450) = 1.5 %

MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 22),.

G 1: &0 ng/g. 6 27 130 ng/g.
B 1t 35 ng/g. B 2t 500 ng/g.

Aflatoxina G 1:

Hm: 3.3 cm. Bs: 0.1 cm.

Bm: Q.1 cm. V: 4 ml.

Cs: 57.5 ng/ml. Et &0 ng/g. x
Hs: 4.8 cm.

(3.31{0.1) (57.5)£1/(6.8Y{0.131(4) (5) (1/10) {100/60) = 93 %.
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Aflatoxina B 1:

tim: S.3 Bs: 0.2 cm.

Bm: 0.2 cm. V: 4 ml.

Cs: &3 ng/ml. £: 3% no/qg.

Hs: 7.4 cm. Cn: 72 ng/g.

(5.3 {0.2) (633 01/7(7.4)€0.2)1€4) (5) (1/10)L100/{72+35) 1= 84.3 %

Aflatoxina G 2¢

Hm: 2.B cm. Bs: Q.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 4 ml.
Cs: 14 ng/ml. E: 130 ng/g

Hs: 0.7 cm.
(2.8 {0.2) (1A T1/7(0. 71 (0. 2Y1(4) (S5) (1/10){100/130) = 86.1 %

Aflatoxina B 2:

Hmz 12 cm. Bs: 0.3 cm.
Bms 0.3 ¢m. Vi 4 ml.
Cst 18 ng/ml. E: 500 ng/g

Hs: O .9 cm.

(12) (0.3) (18) L1/ (0.9} (0.3) 3 (4) (5) (1/10) {100/500) = 95 %



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER FORCENTAJES
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE CACAHUATE.

La ecuacidin que se usa para &) calculo de los porcentajes de
recuperacién de aflatoxinas para el cacahuate incorpora 1la
constante del factor de dilucidn el cual corresponde a3

F.Du= 130725 = 5.2

Donde: 130 : volumen total ocupado por los sclventes usados
en la extraccidn.

25 & volumen de la alicuota que se ocupa del volumen
total de solventes.

Calculos para determinar la concentracidn de aflatoxinas
en la muestra usada como control.

MUESTRA DE CACAHUATE USADA COMO CONTROL (¢(FIG. 23)32
Aflataxina 6 1:

Hm: 5 cn. Bs: 0.1 cm.

Bm: 0.}! cm. V: 1 ml.

Cs: 5.7 ng/ml.

Hs: 10.8 cm.

(50 115, 7)E1/7{10.8) (0. DI (B.2)¢1/710) = 1.3 ng/g.

Aflatoxina B 1:

Hmz 4 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 1 ml.
Cs: 0.595 nag/ml.

Hst 2 cm.

{3) (0.2 {(0.55)[1/{(2)(0.2)1(1) (S.2)(1/71Q) = Q.5 ng/g.
Aflatoxina & 2:

Hm: 4 cm. Bs: 0.2 cm.

Bmet 0.2 cm. Ve 1 ml.

Cs:z &.5 ng/ml

Hs: 14 cnm

$8¢0.22{5.5)L1/7¢C13) 0. 2 1(1HY (5.2 {1/10)= ©,.96 ng/g.
Aprox:z 1 ng/g.
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Aflatowina B 2t

Hm: 9.8 cm. Bs: 0.3 cm.
Ba: 0.3 cm. v: 1 ml.
Cs: 0.51 ng/ml.,

He: 2 cm.

G, (0. INOBILL/(2) (0.2 (1) (5.2) (1/10)= 0.75% ng/g.

Aprox: 0.8 ng/g.

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 24):

G 1: 15 ng/qg. G 27 20 ng/g.
B i: 10 ng/qg. B 2t 15 ng/g.

Calculos para obtener los porcentajes de recuperacidn de
aflatoxinas.

Aflatoxina G 1 ¢

Hm: &.7 ©m Bs: 0.1 cm.
Bm: 0.1 cm. vV: 3 ml.

Cs: 5.7 ng/ml. £€: 15 ng/g
Hs: 4.3 cm. Cn: 1.3 ng/g

6. 71 (0. 1) (S. 73 01/7¢4.3) (0. 1) I3 (G.2) (1 /10) L1100/ (1T5+1.3) 1= 84.9 %.

Aflatoxina B 1

Hm: 9.5 cm. Bs: 0,2 Ch.
Bm: 0.2 cm. V: 3 ml.

Cse: 3.5 ng/ml. E: 10 ng/g.
Hs: 8.8 cam. Cn: 0.5 ng/g.

(2.5) (0.2) (5.5)[1/7¢(B8.8) {0.2)1(3) (5.2 (1 /10)L100/(10+0.,5) 1= B8B.1 Z

Aflatoxina 6 2¢

Hmz 10.4 cm, Bst 0.2 cm.
Bm: O.2 Cm. Vi 3 ml.

Cs: 6.5 na/ml E: 20 ng/g.
Hz: 5.6 cm. Cns 1 ng/g.

(10.8) (0. 2) (6.5)[1/(5.6)€(0.2)1(3) (5.2) (1/710) 100/ (20+1) ]J= BF.6 %
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Aftatoxina B 2:

Hm: 13.3 cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. v: 3 ml.

Css S.1 ng/ml. E: 15 ng/g
Hst 8.1 cm. Cn: 0.8 ng/g.

(13.3)€0.3) (5. 1)[1/(B. 12 40. 3 132 (5. 2) (1/10) T 100/ {15+0.80) 1=82. b%

MUESTRA ¢ CACAHUATE ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (F1G. 25):

G 1: &0 ng/g. G 2: 120 ng/g
B 12 50 ng/g B 2% 70 ng/g

Calculos para encontrar ios porcentajes de recuperaciodn.

Aflatoxina G s

Hm: &.46 cm. Bs: 0.1 cm.
Bm: 0.1 cm. Vi X ml.

Cs: 57 ng/ml. E: 60 ng/g
Hat 10.8 cm. Cn: .3 ng/g

(6.6) (0. D) (G7L1/7{10. ) (0. 1) T (I (5.2) (1/10)[100/(60+1.3)1= B8.6 %

Aflatoxina B {1

Hu: 19.4 om. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 Cm. Vi 3 ml.

Cs: 5.5 ng/ml E: 5O ng/g.
Hs: 2.2 cm tn: 0.5 ng/g

10.4) (0.2 (5.5 L1/ (2. 2) (0. 2) I (3) (5.2) (1/10) (1007 {(50+0.5) J= 80.3 %

Aflatoxina 6 21

Hn: 15.3 cm. Ba: 0.3 Cm.
Bm: 0.3 ca. Vi 3 ml.

Csz &5 ng/ml. . E: 120 ng/g.
He: 14 cm Cn: 1 ng/qg.

(15,3 0.3 {(&S)L1/7(18) (0.3 1(3) (5.2 (1/710)T100/{120+41) 1= Q1.6%
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Aflatoxina B 2:

Hm: 1&6.1 cm. Bs: 0.4 cm.
Bm: 0.4 cm. Vi 3 ml.

Cs: 5.1 ng/ml. E: 70 na/g
Hs: 2 cm. Cn: 0.8 nag/g

16.1)€(0. ) (G.1)01/7¢2)€0.4) 1(3) (5.2) (1/10)L100/(704+0.8) 1= Q0.4 %

MUESTRA! CACAHUATE ENRIBDUECIDD CON AFLATOXIMAS (FIG. 27):3
B 1: 110 ng/g G 2t 172 ng/g B 2t 150 ng/g
€ilculos para encontrar los porcentajes de recuperaciéng

Aflatoxina B 1:

Hmt 5.5 ca. Bs: 0.2 ¢m.
Bme: 0.2 Cm. V: 3 ml.

Cs: 100 ng/ml. E: 119 ng/g
Hst 8.7 cm. Cn: 0.5 ng.

(5.5 (0. 2) (100)EL/(B.7)(0.2)1(3) (5,2 (1/10) L 100/ (110+0.5) 1=89.2%

Aflatoxina G 23

Hinz: b.6 €m Bs: 0.2 cm. -
Bm: 0.2 cm Vi 3 ml.

Cs: 200 ng/ml. E: 172 ng/g

He: 13.7 cm Cnt: 1 ng/g

(6.6) (0.2) {20002/ (13.7) (0. 2)J(3) (S5.2) (1/10) L1000/ (172+1) )= B86.8 %

Aflatoxina B 2¢

Hn: 7.1 cm. Bs: 0.3 cm.

Bm: 0.3 cm. Vi 3 ml.

Cs: 30 no/ml. E: 150 ng/g

Hst 2.4 ca tn: 0.8 ng/g

(7.1 (0. 3) (30X [1/({2.4) (0.3 I(3) (5.2 (1/10)T100/¢1350+0.8) 1= 1.8
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