
DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA 
DETERMINACION DE AFLATOXINAS MI Y BL EN FLUIDOS 
BIOLOQÍCOS M M S M O O CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS 

DE ALTA RESOLUCION 

PRESENTADA A LA FACULTAD DE MEDICINA 
DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

Q.C. B, RICARDO MONTOYA OLVERA 

COMO REQUISITO PARCIAL 
PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS 
CON ESPECIALIDAD EN QUIMICA ANALITICA BLOMEDLCA 



TM 
Q P 9 4 1 
. A 3 

M6 
C . l 



1 0 8 0 0 7 1 3 4 9 

R. 
• . - , ••i ' 

•f 

•f • 
. - I-



B I B L I O T E C A 



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA 
DETERMINACION DE AFLATOXINAS MI Y B1 EN FLUIDOS 

BIOLOGICOS EMPLEANDO CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS 
DE ALTA RESOLUCION 

TESIS 

PRESENTADA A LA FACULTAD DE MEDICINA 
DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

por 

Q.C.B. RICARDO MONTOYA OLVERA 

C O M O REQUISITO PARCIAL 
PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS 
CON ESPECIALIDAD EN QUIMICA ANALITICA B I O M E D I C A 

B í B L I O i 

M O N T E R R E Y NUEVO L E O N . SEPTIEMBRE DE 1995. 



T h 

.h* 

A 7m 
M 

POMOO 
MAÊSTWW 



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA 
DETERMINACION DE AFLATOXINAS MI Y B1 EN FLUIDOS 

BIOLOGICOS EMPLEANDO CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS 
DE ALTA RESOLUCION 

por 

RICARDO MONTOYA O L V E R A 

El comité de Tesis: 

Dra . Nohemí W a s k m a n de T. Dra. H e i ^ r í i a ^ t í ^ M á r t í n e z Rdz. 

7s¿ 

M.C Lidia K. Naccha T. M.C. M A . Í ÍÍTLUZ Salazar 

M.C. E n r i q u e Á . Alcorta G. 

Dra. Herm¡nij^<yiy)¿rfínez Rdz. 
Secretario de Ciencias Básicas 

Subdírección de Investigación y Estudios de Postgrado 
Facultad de Medicina, U.A.N.L. 



Asesor de Tesis: 

M.C. Lidia R. Naccha Torres 

Este t r aba jo se realizó en el 

Departamento de Química Analítica de la 
Facultad de Medicina 

de la Universidad Autónoma de Nuevo León 



AGRADECIMIENTOS 

A Dios 
Por acompañarme y guiarme siempre. 

A mis padres y maestros 
Por contribuir a mi superación académica 
y que con sus enseñanzas me han permitido 
pensar libremente. 

A la Dra. Nohemi Waskman y la M.C. Lidia R. Naccba 
Con mi mayor reconocimiento por su enseñanza, 
desinteresada asesoría y orientación. 

A la maestra Esperanza Torres de Navarro 
Por las facilidades otorgadas durante la realización de 
esta tesis. 

AI comité evaluador de tesis 
Por sus consejos. 

AI M.C. Enrique Alcorta 
Por su valiosa ayuda para la elaboración estadística 
y de impresión de este trabajo. 

Al M.C. Karim Acuña Askar 
por sus palabras de orientación y estimulo 
para seguir adelante. 

A mis compañeros de trabajo 
Por los ratos buenos y malos que compartimos 
y por los consejos que me otorgaron. 

A la Secretaria Gloria Martínez 
Por su disposición y ayuda en los trabajos de mecanografía. 



A MIS PADRES: Con todo cariño, mi admiración 
y eterno respeto, porque a ellos les debo todo lo que soy. 

A MIS HERMANOS: Aleida Azucena, Juan José, Juana, 
Juan Leoncio, Jesús Fidencio y San Juana Maylen: 

porque espero haber sido, ser y seguir 
siendo ejemplo digno de Uds. 

A todos mis familiares y amistades, 
que de una forma u otra, me ayudaron 
en la elaboración del presente trabajo. 



INDICE GENERAL 

Pág. 
INDICE DE TABLAS I 
INDICE DE FIGURAS II 
ABREVIATURAS III 

CAPITULO 1. INTRODUCCION 1 

CAPITULO 2. GENERALIDADES 4 

2.1 MICOTOXINAS-MICOTOXICOSIS 4 

2.1.1 IMPACTO ECONOMICO-SALUD 5 

2.1.2 DETECCION 6 

2.2 AFLATOXINAS 7 

2.2.1 A. flavus y A. parasiíicus 10 

2.2.2 EFECTOS BIOLOGICOS 12 

2.2.2.1 TOXICIDAD 13 

OBJETIVO GENERAL 16 

OBJETIVOS PARTICULARES 17 

CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS 18 

3.1 EQUIPOS 18 

3.2 REACTIVOS 18 



3.2.1 SEGURIDAD 19 

3.3 MATERIAL BIOLOGICO 20 

3.4 PREPARACION Y NORMALIZACION DE SOLUCIONES 

DE AFLATOXINAS 20 

3.4.1 CALIBRACION DEL ESPECTROFOTOMETRO 20 

3.4.2. CALCULO DE CONCENTRACIONES 21 

3.4 3 DETERMINACION DE CRITERIOS DE PUREZA 21 

3.4.3.1 PUREZA CROMATOGRAFICA 21 

3.4.3.2 RELACION DE PICOS MAYORES DE ABSORCION 22 

3.4.3.3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE SOLUCIONES PATRON 22 

3.5 EVALUACION DE SISTEMAS DE EXTRACCION DE 22 

AFLATOXINAS 

3.5.1 EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN SUERO 22 

3 5.1.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO 23 

3 .5.1.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA 25 

3 .5.2 EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN ORINA 25 

3.5.2.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO 27 

3.5.2.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA 27 

3.6 EVALUACION DE PORCENTAJES DE RECUPERACION 28 



3.7 EVALUACION DEL METODO 28 

3.8 SENSIBILIDAD DEL METODO 31 

CAPITULO 4. RESULTADOS 32 

4.1 PREPARACION Y NORMALIZACION DE SOLUCIONES 32 

DE AFLATOXINAS 

4.2 EVALUACION DE SISTEMAS DE EXTRACCION 32 

4.3 EVALUACION DEL METODO 33 

4.4. ANALISIS CUALITATIVO 33 

4.5 ANALISIS CUANTITATIVO 33 

4.6 SENSIBILIDAD DEL METODO 33 

CAPITULO 5. DISCUSION 55 

CAPITULO 6. CONCLUSIONES 59 

REFERENCIAS 60 



DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA 

DETERMINACION DE AFLATOXINAS MI Y B1 EN FLUIDOS 

BIOLOGICOS EMPLEANDO CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE 

ALTA RESOLUCION 



INDICE DE TABLAS 

Pág. 

Tabla L DL^ para AFB1 en diferentes especies de animales 13 

Tabla II. Calibración de espectrofotómetro UV-VIS 34 

Tabla DI. Absorbancia y concentración de soluciones de aflatoxinas 34 

Tabla IV. Cromatografía en capa fina de soluciones patrón de aflatoxinas 35 

Tabla V. Relación de picos mayores de absorbancia 35 

Tabla VI. Recuperación de AFM1 en suero n = 4 40 

Tabla VII. Recuperación de AFB1 en suero n=4 41 

Tabla Vill . Recuperación de AFM1 en orina n~ 4 42 

Tabla IX. Recuperación de AFB1 en orina n =4 43 

Tabla X. Condiciones cromatográficas de análisis de aflatoxinas 44 

Tabla XI. Recuperación de AFM1 en suero n = 18 45 

Tabla XII. Recuperación de AFB1 en suero n = 18 46 

Tabla X m . Recuperación de AFM1 en orina n • 18 47 

Tabla XIV Recuperación de AFB1 en orina n « 18 48 

Tabla XV. Parámetros cromatográfícos de aflatoxinas 51 

Tabla XVI. Sensibilidad del método 54 



INDICE DE FIGURAS 

Pág. 

Fig. 1. Estructura de aflatoxinas 9 

Fig. 2. Cromatograma de solución patrón de AFM1 36 

Fig. 3* Cromatograma de solución patrón de AFB1 37 

Fig. 4. Cromatograma de AFM1 derivada con TFA 38 

Fig. 5. Cromatograma de AFB1 derivada con TFA 39 

Fig. 6. Cromatograma de muestra de suero contaminada con AFM1 y AFB1 49 

Fig. 7. Cromatograma de muestra de orina contaminada con AFM1 y AFBI 50 

Fig. 8. Curva de calibración de AFM1 derivada con TFA 52 

Fig. 9. Curva de calibración de AFBI derivada con TFA 53 



Abs 
A.flavus 

A. parasiticus 

AFB1 

AFB2 

AFG1 

AFG2 

AFM1 

ADN 

AOAC 

ARN 

B/A 

cm 

Cone 

co2 

C.V 

D1 

DS 

e 

E* 

etc 

FAO 

FC 
fig 

IARC 

Int. fluorescencia 

k' 

ABREVIATURAS 

Absorbancia 

Aspergillus flavus 

Aspergillus parasiticus 

Aflatoxina B1 

Aflatoxina B2 

Aflatoxina Gl 

Aflatoxina G2 

Aflatoxina M l 

Acido desoxirribonucleico 

Asociación Oficial de Químicos Analíticos 

Acido ribonucleico 

Factor de asimetría 

Centímetro 

Concentración 

Dioxido de Carbono 

Coeficiente de variación 

Diámetro interno 

Desviación estándar 

Coeficiente de extinción molar 

Coeficiente de extinción molar promedio 

Etcétera 

Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y la Alimentación 

Factor de corrección 

Figura 

Agencia Internacional de Investigación en Cáncer 

Intensidad de fluorescencia 

Factor de capacidad 



kg Kilogramo 

I Longitud de trayecto óptico 

Dosis letal media 

LIQ-LIQ Líquido Líquido 

MeOH Metanol 

m g Miligramo 

min Minuto 

m L Mililitro 

mM Mili molar 

mm Milímetro 

^g Microgramo 

^L Microlitro 

pin Mi eró metro 

NADPH Fosfato de nicotinamida adenindínucleótido 

reducido 

n g Nanogramo 

n m Nanometro 

ODS Octadecilsilano 

pH Potencial de hidrógeno 

pjVl Peso molecular 

PQM Productos Químicos Monterrey 

p§j Libra-pulgada-cuadrada 

RFU Unidad de fluorescencia relativa 

r Coeficiente de correlación 

r
2 Coeficiente de determinación 

Rs Resolución 

SP£ Extracción en fase sólida 

Acido trifluoracético 

Tr Tiempo de retención 

UV-VIS Ultravioleta - visible 

X Promedio 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Los avances científicos y tecnológicos relacionan actualmente muchos padecimientos 

con la exposición ambiental, laboral y alimenticia a compuestos altamente tóxicos^1,2,3'4'5*. 

La identiñcación de los cambios producidos en los individuos como consecuencia de su 

exposición a los compuestos referidos se hace a través de estudios de toxicología, con la 

intención de detectar marcadores específicos de exposición o de efectos tempranos en la salud. 

Aún considerando que existen estudios destinados a identificar la toxicidad de estas sustancias, 

es necesario el incremento de los mismos, sobre todo en los casos subagudos y crónicos. El 

conocimiento de estos tóxicos, así como de los factores condicionantes, posibilita la propuesta 

de acciones preventivas destinadas a evitar o disminuir la morbilidad y/o mortalidad que estas 

sustancias son capaces de producir. 

Desde los inicios de la humanidad, los microorganismos han tenido un gran impacto 

sobre el bienestar y la salud humana, y en muchas formas de beneficio y daño. Las 

enfermedades causadas por microorganismos fúngales pueden ser divididas en dos tipos: 

micosis y micotoxicosis. La micosis se refiere a la invasión de tejido(s) vivo por el crecimiento 

fungal y puede verse en enfermedades como; histoplasmosis, candidosis, coccidioidomicosis, 

mientras que la micotoxicosis es la acción en un organismo de los metabolitos, micotoxinas, 

producidos por hongos; algunos ejemplos de estas enfermedades son: Aleukia Tóxica 

Alimentaria, Aspergilosis, enfermedad del grano amarillo y aflatoxicosis, en la cual intervienen 

frecuentemente un gran numero de órganos, principalmente el hígado, riñon, pulmón y sistema 

nervioso^'''8) 



El método de monitoreo de exposición a aflatoxina en estudios epidemiológicos de 

correlación fue establecida por la extrapolación de análisis de contaminación en muestras de 

alimentos y la presencia de AFM1 Y AFB1, en especímenes de hígado, suero y orina. 

Las condiciones ambientales que prevalecen en nuestra región favorecen la 

contaminación de alimentos por aflatoxinas. En nuestro medio se han realizado estudios para 

determinar la posible contaminación por aflatoxinas en alimentos de alto consumo, 

encontrándose un alto índice de muestras contaminadas^9,10,11'12'13^, lo cual nos hace pensar en 

el peligro latente a la exposición a estas substancias potencialmente carcinógenas. 

Si bien se han realizado estudios para la detección de aflatoxinas en alimentos, en 

nuestro pais no existen estudios epidemiológicos que involucren a las añatoxinas con algunas 

de las enfermedades anteriormente citadas; esto se debe a la carencia de métodos para la 

detección y cuantificación de aflatoxinas y/o sus metabolitos dentro del organismo que se ha 

expuesto. 

En nuestro medio consideramos que la disponibilidad de un procedimiento para 

cuantifícar un agente tóxico, como lo son las aflatoxinas, en sangre y orina, es preferible al 

análisis de alimentos de la dieta o al análisis de biopsias para la estimación del papel de un 

compuesto particular en una enfermedad especifica, principalmente en estudios 

epidemiológicos. 

En la literatura existen pocos métodos reportados para el análisis de aflatoxinas en 

especímenes biológicos; estos métodos han hecho empleo de sistemas de extracción de 

aflatoxinas líquido-líquido y sistemas de extracción en fase sólida, y recientemente columnas de 



inmunoafinidad acoplados a sistemas cromatográficos en sus diferentes variantes, con detectores 

de ultravioleta-visible y fluorescencia molecular*14,15'16'17*. Estos métodos, para ser aplicados, 

presentan grandes inconvenientes desde el uso de considerables cantidades de solventes, 

columnas de inmunoafinidad, y necesidades de equipo especial por la cual los hace difícil de 

reproducir en condiciones propias de un laboratorio común. 

Sin embargo, la ausencia de métodos en nuestro medio para monitoreo de la exposición 

a aflatoxinas y metabolitos específicos como la AFM1, ha impedido la realización de estudios 

epidemiológicos en el área de aflatoxicosis, motivo por el cual nos propusimos realizar el 

presente trabajo, con el fin de desarrollar un método de análisis para detectar aflatoxinas en 

fluidos biológicos, evaluando los sistemas de extracción más frecuentemente utilizados para 

aflatoxinas: líquido-líquido y fase sólida, este último es un método que en los últimos años ha 

aumentado su aplicación para la extracción de muchos compuestos en diferentes tipos de 

muestras. Además, se usó ácido trifluoracético como agente derivatizante de aflatoxinas en 

muestras biológicas, y el posterior análisis en cromatografía de líquidos en fase reversa. 



CAPITULO 2 

GENERALIDADES 

2.1 MICOTOXINAS-MICOTOXICOSIS 

El termino micotoxina se deriva de las palabras griegas "MYKES" hongo y 

"TOKSICON" veneno y los síndromes de toxicidad resultantes de la absorción de las 

micotoxinas por el hombre y los animales se denominan "micotoxicosis"*6'18^. 

Existen tres hipótesis diferentes acerca de la posible función de las micotoxinas^6,18^: 

1.- La formación de metabolitos secundarios mantiene activo al hongo cuando el substrato se 

agota. 

2.- La formación de metabolitos secundarios impide la acumulación de compuestos anormales 

posiblemente nocivos. 

3.- El metabolismo secundario tiene un valor selectivo en el sistema ecológico; es decir, que las 

micotoxinas pudieran producirse como un mecanismo de autodefensa contra otros organismos 

debido a que algunas de las micotoxinas son tóxicas para animales superiores, insectos y 

microorganismos. 

Las micotoxinas, poseen algunas características muy especiales^6'7'8' 19>20'21) como ser: 

- En contraste con las toxinas bacterianas las cuales son principalmente proteínas con 

propiedades antigénicas, las micotoxinas incluyen una gran variedad de metabolitos secundarios 

fúngales con diversas estructuras químicas y actividad biológica. 

• Son tóxicas en cantidades muy bajas, ya que la LD$o en la mayoría de los animales es del 

orden de mg/kg de peso corporal. 



- Producen efectos biológicos incluyendo efectos de toxicidad aguda y crónica, así como 

carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e inmunosupresores, tanto en sistemas procariotes 

como eucariotes. 

- Son contaminantes naturales de los alimentos, no habiéndose desarrollado aún suficientes 

medidas de prevención para controlar su aparición en los mismos. 

- Son contaminantes de alimentos de consumo masivo por la población (trigo, maíz) y en la 

actualidad es difícil, costoso, y muchas veces imposible eliminarlas de los mismos. 

- Producen pérdidas de alimentos de origen proteico, debido a la mortalidad y morbilidad que 

ocasiona en los animales intoxicados por micotoxinas. 

- Ocasionan pérdidas económicas en la comercialización de materias primas contaminadas, 

tanto para los países exportadores como para los importadores. 

2.1.1 IMPACTO ECONOMICO-SALUD 

La contaminación por micotoxinas en los alimentos presenta dos aspectos: el cuidado de 

la salud de la población y las implicaciones económicas de la comercialización de los alimentos 

contam inados^7,' ^ . 

a) Impacto Económico. 

Una magnitud aproximada se perfila recordando que la FAO en 1985, estimó que el 25% de los 

cultivos que se producen en el mundo estaban contaminados por micotoxinas. 

b) Aspectos Sanitarios 

Las micotoxicosis como entidades nosológicas y clínicas están ligadas al sector productivo y 

poseen algunas características comunes: 

- El cuadro clínico, no tiene una etiología infecciosa, ni contagiosa, y el tratamiento 

medicamentoso tiene escasa repercusión sobre el mismo. 



- Los brotes epidémicos son estacionales, relacionados con las cosechas y las condiciones 

climáticas y/o con el manejo post-cosecha. 

- El estudio minucioso de la enfermedad, puede permitir identificar el alimento sospechoso. 

• El análisis del alimento detectado revela la presencia de una o más micotoxinas. 

- Las investigaciones experimentales llevadas a cabo hasta el momento revelan que la mayoría 

de estas sustancias disminuyen la inmunidad celular y/o humoral. 

- La sintomatología es bastante inespecíñca. 

- El diagnóstico de las raicotoxicosis, se dificulta debido a que la detección de la mayoría de las 

micotoxinas o sus metabolitos tóxicos en fluidos orgánicos recién ha comenzado a desarrollarse 

a nivel internacional, por lo que se considera que aún está en etapa experimental. 

Actualmente, las micotoxicosis se pueden agrupar en primarias, que son aquellas 

ocasionadas por la ingesta de alimentos de origen vegetal contaminado por micotoxinas; y las 

secundarias, desencadenadas por la ingestión de alimentos de origen animal, con residuos de 

micotoxinas en sus tejidos^. 

2.1.2 D E T E C C I O N 

Existen dos procedimientos posibles para la detección y la determinación de las micotoxinas en 

productos vegetales*7,18^: el biológico y el químico. Los métodos biológicos pueden ser útiles 

para separar las micotoxinas conocidas de las desconocidas. Como ejemplo, cabe decir que estos 

métodos han desempeñado un papel importante en el período del descubrimiento de las 

micotoxinas. Sin embargo, los bioensayos carecen generalmente de especificidad y de 

reproducibilidad, por lo cual deben preferirse los ensayos químicos para determinar las 

micotoxinas^18'19'2^ 



Probablemente no hay ninguna sustancia comestible que pueda considerarse absolutamente 

segura contra una posible contaminación con micotoxinas, y hay que tener en cuenta, además, 

que la producción de micotoxinas puede ocurrir en el campo, durante la recolección, en el 

almacenamiento y durante el envío de un producto alimenticio determinado*6'7,8'18,19,21*. 

2.2 AFLATOXINAS 

Las micotoxicosis se conocen desde hace mucho tiempo*6,7*. La primera micotoxicosis 

reconocida fue probablemente el ergotismo, que es una enfermedad caracterizada por necrosis 

y gangrena, mejor conocida en la edad media en Europa con el nombre de "fuego sacro", ésta 

era ocasionada por la ingestión de granos de cereales contaminados con esclerocios de 

Claviceps purpurea. A pesar de que las micotoxicosis eran conocidas antiguamente, estas fueron 

"ENFERMEDADES DESCUIDADAS" hasta principio de la década de los sesenta*6,20*. 

Después, esta actitud cambió radicalmente a causa de la epidemia de "ENFERMEDAD X DE 

LOS PAVOS" que produjo en Gran Bretaña la muerte de más de 100 000 pavos en pocos 

meses. La "ENFERMEDAD X DE LOS PAVOS", se caracterizó por necrosis hepática aguda 

con hiperplasia de los conductos biliares. La sintomatología en estado agudo se caracterizó por 

pérdida del apetito, letargo y debilidad. En su estado avanzado la muerte era inevitable. La 

aparición de esta enfermedad condujo a un enfoque multidisciplinario para investigar la causa 

del problema. Estos esfuerzos tuvieron un buen resultado y la causa de la enfermedad se 

encontró en un factor tóxico existente en la harina de cacahuate, importada de Brasil que se 

utilizaba como fuente de proteínas en los piensos de las aves afectadas*7,20*. Al parecer, el 

factor tóxico era producido por dos hongos, A. jlavus y A. parasiticus, de aquí que se le diera el 

nombre de "AFLATOXINA", acrónimo derivado del nombre del hongo mencionado en primer 

luga/1 8 '2 0 ' . 



Estudios posteriores del factor tóxico demostraron que el material podía separarse 

cromatográñcamente en cuatro manchas distintas^13.14»15). Estos cuatro componentes han 

recibido el nombre de aflatoxinas: AFB! ,AFB2 ,AFG, ,AFG2. Las letras B y G se refieren a los 

colores que emiten cuando son irradiados con longitud de onda cercana a 360 nm (las B emiten 

un color azul y las G un color verde); los subíndices se refieren a su posición relativa en las 

placas cromatográfícas de capa fina^22,23,24'; la estructura de algunas aflatoxinas se presentan 

en la figura 1. 

Las aflatoxinas son un grupo de compuestos químicamente similares, bis-

difuranocumarínas unido a una ciclopentanona (series B) o a un anillo de lactona (series G). 

Los factores económicos, la interesante naturaleza del hongo productor del factor toxina 

y las implicaciones inmediatas para la salud humana como resultado de las investigaciones, 

establecieron la existencia de 13 o más aflatoxinas o compuestos estrechamente relacionados 

formados por biotransformación animal. Las aflatoxinas fueron aisladas primeramente de la 

leche y posteriormente se encontraron en orina de animales que habían consumido alimento 

contaminado con aflatoxinas^8,20'21*. 

En los últimos 35 años quizá la micotoxicosís más estudiada haya sido la aflatoxicosis, 

que es ocasionada por el efecto de la aflatoxinas, además; ha resultado evidente que un gran 

número de especies fúngicas podrían formar aflatoxinas, encontrándose entre ellos^6'8*: 

Aspergillus flavus LINK 

Aspergillus parasiticus SPEARE 

Aspergillus tamari KITA 

Aspergillus niger TLEGEH 

Aspergillus ostianus WEHMER 

Aspergillus ruber T y C 

Penicillium citrinum THOM 
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Figura 1.* Estructura de algunas aflatoxinas (20) 



Penicillium variabile SOPP 

Penicillium Jrecvenlans WESTL 

Actualmente se sabe que el hongo con mayor producción de aflatoxinas es A. flavus. La 

proliferación de A. flavus es ubicua en el suelo y aire. Por consiguiente, muchos alimentos y 

forrajes ya contienen esporas; y cuando las condiciones del medio ambiente (tiempo, 

temperatura, actividad hídrica, almacén, nutrientes, pH, etc.) son favorables, algunos hongos se 

desarrollan y producen aflatoxinas. Durante la fase de crecimiento exponencial el metabolismo 

es dirigido a satisfacer los requerimientos de energía para el crecimiento, división y el 

mantenimiento celular, y producción de los metabolitos primarios (C02, alcoholes, agua, etc.). 

Estos productos de fermentación pueden ser explicados por una o mas vías bioquímicas 

conocidas y también como resultado de las degradaciones del metabolismo. El metabolismo 

fungal, continúa con la producción de metabolitos secundarios, que generalmente son moléculas 

complejas*6'7'8,20*. 

2. Z1 A. favus y A. parasíticas 

A .flavus y A. parasiticus son contaminantes comunes en climas tropicales de una gran 

variedad de alimentos en condiciones naturales o bajo condiciones de mal almacenamiento. A. 

flavus ha sido aislado de alimentos tales como: maíz, cacahuate, nuez, frijol de soya, cacao, 

café, tabaco, sorgo, pulpa de betabel, habichuela, pistacho, mijo, pimienta roja, chícharo y 

girasol^'7-8-18 '20 '2». 

La contaminación puede ocurrir en diferentes fases de la producción: en el desarrollo y 

maduración de las plantas cultivadas, en la elaboración de productos sem ¿terminados y en los 

productos de consumo*21*. Por otra parte, la presencia de aflatoxinas no quiere decir siempre 

que los productos de que se trate estén mohecidos, ya que por calentamiento de los productos 

contaminados (tostado de los cacahuates y la reducción de los piensos a comprimidos), el 



número de hongos puede disminuirse considerablemente, mientras que las añatoxinas son 

termoestables. También puede ocurrir transferencia de las añatoxinas de los piensos a los 

productos de origen animal, como carne, leche y huevos. Por lo tanto, estos productos pueden 

contener añatoxinas sin estar mohosos. Mucha atención han prestado los científicos a la 

contaminación de productos lácteos, pues se había observado que la AFB1, es convertida por la 

vaca lechera en 4-hidroxi-derivado, o sea la AFM1(6), que aparece en la leche, la cual presenta 

propiedades tóxicas muy semejantes a la AFB1 en especies animales de muy temprana edad. 

Experimentos hechos con vacas han mostrado que aproximadamente 1-4 % de la AFB1 ingerida 

puede recuperarse en la leche como AFM1*7'18'21*. 

Las añatoxinas son las micotoxinas mas abundantes y comúnmente presentes en los 

alimentos de origen agrícola. Después de la ingestión éstas son concentradas en el hígado donde 

pueden ser metabolizadas y excretadas sin ningún cambio, o como metabolitos, en la orina, 

evacuaciones y leche*7,25'26*. 

Las añatoxinas que más frecuentemente se presentan son: AFB1, AFG1, AFB2, AFG2; 

siendo la AFB1 la micotoxina más estudiada. Su molécula presenta una fracción difurano 

característica y un anillo lactónico. Se sospecha que ambas partes de la molécula desempeñan 

un papel en su carcinogenicidad*5,6*. 



2.2.2 EFECTOS BIOLOGICOS 

Estudios realizados en animales de laboratorio, han demostrado que las aflatoxinas 

pueden causar toxicidad hepática aguda y hepatoma. En el envenenamiento agudo por 

aflatoxinas, ocurre un cambio graso en el hígado, a menudo con proliferación del ducto biliar 

que progresa a fibrosis. La severidad de daño al higado depende de la edad del animal, (los 

jóvenes son particularmente vulnerables), especie, sexo, y período de administración. La 

aflatoxicosis en los mamíferos produce una amplia variedad de manifestaciones patológicas 

relacionadas con la capacidad que tiene la aflatoxina de obstaculizar la síntesis de proteínas y 

reaccionar con las macromoléculas y organetos celulares. El envenenamiento agudo con 

aflatoxina causa necrosis hepática, trastornos de la función hepática, coagulopatía y extensas 

lesiones hemorrágicas que a menudo conducen a la muerte^'7'20*. 

Estas toxinas actúan sobre las membranas celulares, inhibiendo la síntesis de ADN y 

ARN y la incorporación de aminoácidos y fosfolípidos y por lo tanto altera el metabolismo de 

los lípidos. Además el carcinógeno aflatoxina B1 parece ser metabolizado por el sistema 

enzimàtico microsomal dependiente de NADPH que incluye al citocromo P-450*26,27'28,29'30*. 

Mecanismos diferentes parecen conducir a la detoxifícación, producción de un 

procarcinógeno o creación de un reservorio metabòlico de aflatoxina y uno de ellos parece 
(27 30 3 l ì conducir directamente a un último carcinógeno ' ' \ 



2.2.2.1 TOXICIDAD 

Las aflatoxinas son consideradas tóxicas para todas las especies estudiadas. Algunos 

ejemplos de LD50 para AFB1, se presentan en la tabla 1. 

Tabla 1.- DLjo PARA AFB1 EN DIFERENTES ESPECIES DE ANIMALES. 

Animal LD50 

mg/kg peso corporal 

pato 0.3-0.5 

cerdo 0.6 

trucha 0.8 

perro 1.0 

guinea 1.4-2.0 

oveja 2 0 

mono 2.2 

rata 5.5-17.9 

pollo 6.3 

ratón 9.0 
Newberne and Butler, Cancer Research, 1969<32) 



Con respecto a la toxicidad crónica, las dosis necesarias para ocasionar diversos efectos, 

también son diferentes. Ejemplo*32,33). 

- Ante una ingesta de 0.25 ng/kg de alimento las aves presentan inraunosupresión. 

- Con una contaminación de 1.5 a 2.5 ng/kg de alimento presentan decaimiento y pérdida de 

peso. 

- Los temeros necesitan 0.08 ng/kg y los cerdos de 1 a 2 ng/kg, para manifestar estos síntomas. 

- En las aves la producción de huevos disminuye con una ingesta de 0.07 ng/kg de peso 

corporal. 

- Las vacas disminuyen su producción de leche de 0.8 ng/kg de peso corporal. 

Los seres humanos pueden estar expuestos a las micotoxinas no sólo por la ingestión de 

alimentos contaminados con toxinas, sino también por la inhalación o por contacto cutáneo*2'5, 

7,8,19,21) 

Es conveniente resaltar que los animales que no mueren, pero están intoxicados, 

conservan en sus músculos, visceras o subproductos como el huevo y la leche, residuos tóxicos 

(en diferentes concentraciones según la o las micotoxinas a que estuvieron expuestos) que son 

ingeridos por el hombre*34'35,36*. 

Debido a su gran toxicidad y carcinogenicidad en animales de laboratorio y a la 

incertidumbre referente a su posible carcinogenicidad de la AFM1 y AFB1, hace que su 

presencia se considere indeseable en los alimentos*19,21*. En consecuencia, varios países han 

promulgado medidas de índole legal para controlar l a contaminación con AFB1 en la leche y 

sus derivados*18,19,37* 



Hasta la fecha, las normas reguladoras se han basado más en consideraciones legales que 

en información experimental Las cifras existentes son fundamentalmente el resultado de 

experimentos diseñados para demostrar un efecto y no para establecer un nivel de seguridad. 

Existen asociaciones epidemiológicas entre patologías en humanos y niveles elevados de 

aflatoxina en algunas regiones del mundo. En humanos hay evidencia epidemiológica de 

asociación de alimentos contaminados con aflatoxinas y hepatoma en Uganda<38), Kenia t39) y 

Tailandia*40,41*; hepatitis tóxica en Kenia*42,43*. Además las aflatoxinas han sido relacionadas 

en la etiología de síndrome de Reyes0 4 '4 4 '4 5 '4 6*. Investigaciones recientes han implicado a las 

aflatoxinas con el Kwashiorkor*47'48*. La evidencia de la correlación de aflatoxinas y otros 

factores de riesgo, en la etiología del carcinoma hepatocelular ha sido recientemente 

estudiada*49,50,51*. 

Los estudios anteriormente citados apuntan a una mayor incidencia de los tumores de 

hígado y enfermedades hepáticas en quienes comen regularmente alimentos contaminados con 

aflatoxinas; la mayoría muestran una correlación positiva entre la exposición a aflatoxinas y el 

desarrollo de estas enfermedades. 



OBJETIVO GENERAL 

DESARROLLAR UN METODO ANALITICO UTILIZANDO 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION CON 

DETECTOR DE FLUORESCENCIA PARA LA DETERMINACION DE 

AFB1 Y AFM1 EN FLUIDOS BIOLOGICOS: SUERO Y ORINA 



OBJETIVOS PARTICULARES 

1) PREPARAR Y NORMALIZAR LAS SOLUCIONES PATRON DE AFLATOXINAS. 

2) EVALUAR LOS SISTEMAS DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO Y 

EXTRACCION EN FASE SOLIDA PARA AFLATOXINAS EN SUERO Y ORINA. 

3) EVALUAR LOS PORCENTAJES DE RECUPERACION. 

4) ESTABLECER LAS CONDICIONES DE ANALISIS CROMATOGRAFICO DE 

AFLATOXINAS EN SUERO Y ORINA. 

5) DETERMINAR LA SENSIBILIDAD DE LA METODOLOGIA DESARROLLADA. 



CAPITULO 3 

MATERIAL Y METODOS 

3.1 EQUIPOS 

Cromatógrafo de Líquidos Beckman System Gold Programable Solvent Modelo 126 

Interfase Modelo 406 

Bomba Modelo 166 

Detector de fluorescencia Beckman 157 

Filtro de excitación a 365 nm 

Filtro de emisión a 436 nm 

Columna de fase inversa ultrasphere ODS 5|¿m 4.6 mm D.I X 25 cm de longitud Beckman 

Espectrofotómetro Beckman DU 7500, con detector de arreglo de diodos 

Celdas Cuarzo 1 cm. 

Agitador Vortex Mixer Termolyne modelo 37600 

Cromatofolios AL de sílica gel 60 F254 para cromatografía en capa fina de espesor de capa 0.2 

mm 

Centrífuga 

Lámpara de Luz Ultravioleta SPECTROLINE modelo E-14 

Columna Sep-Pak C-18, 3 mL de 500 mg. 

3.2 REACTIVOS 

Estándares de Aflatoxinas B1 y MI (SIGMA) 

Acido trifluoroacético (SIGMA) 

Acetonitrilo (PIERCE) 

Metano! grado cromatográfico (MALLINCKRODT) 



Metanol (PQM) 

Agua filtrada con el sistema Milli-Q 

Cloroformo (PQM) 

Dicromato de potasio K2Cr201 (MALLINCKRODT) 

Ácido sulfúrico (PQM) 

Agua destilada (PQM) 

Hipoclorito de sodio (ALLEN) 

Dextran (MERK) 

Sistem a A: Eter etí lico/metanol/agua (96/3/1) 

Sistema B: Cloroformo/acetona/metanol (90/10/2) 

3.2.1 SEGURIDAD 

La agencia internacional de investigación en cáncer (LARC) otorgó a las aflatoxinas el 

grupo 2 (probable carcinógeno humano) Subgrupo A(alto grado de evidencia) por lo cual para 

el manejo de esta clase de compuestos se requiere experiencia y ser manipulados de acuerdo a 

procedimientos y medidas de seguridad de la AOAC . 

Los patrones de aflatoxinas son reconstituidos empleando metanol y se realiza la 

preparación de soluciones estándares mediante dilución. Se recomienda una mínima protección 

como uso de: campana de extracción, lentes de seguridad, cubreboca, bata de laboratorio 

guantes de látex y de hule. 



3.3 MATERIAL BIOLOGICO 

Para la realización de este trabajo se utilizaron muestras de suero y orina de origen 

humano. Las muestras fueron donadas voluntariamente por 7 individuos, a los cuales se les 

extrajo 100 mL de sangre venosa a partir de la cual se obtuvo el suero; la orina, 100 mL fue 

recolectada en recipientes de 150 mL. 

Se utilizaron 100 mL de sangre venosa y 100 mL de orina para evaluar los sistemas de 

extracción de AF. 

Para la evaluación del método se utilizaron muestras de suero y orina de 6 individuos. 

3.4 PREPARACION Y NORMALIZACION DE LAS SOLUCIONES 

PATRON DE AFLATOXINAS 

La preparación de las soluciones patrón de aflatoxinas constituye una parte esencial en 
la presente investigación, por ello se describe a continuación el procedimiento. Previamente a la 
normalización se procedió a determinar los criterios de pureza que deben cumplir las 
soluciones de aflatoxinas de acuerdo con los procedimientos de la AOAC*52*. 

3.4.1 CALIBRACION DEL ESPECTROFOTOMETRO: 

La calibración del espectrofotómetro fue realizado de acuerdo a procedimiento de la 

AOAC: 

a).- Determinación de factor de corrección (FC) del espectrofotómetro y celdas utilizadas, 

mediante los coeficientes de extinción molar y las lecturas de absorbancias de soluciones de 
K 2 C r 2 ° 7 (0.0625 mM, 0.125 mM, 0.250 mM) a 350 nm usando como blanco H2SO4 0.01 N. 



b).- Cálculo de coeficientes de extinción molar (E) para cada solución de K2Cr¿07 

6 = (Abs)/[Conc x 1) 

c).- A partir del coeficiente de extinción molar promedio se calculó el factor de corrección: 

FC = (3160/e') 

3.4.2 CALCULO DE CONCENTRACIONES DE SOLUCIONES PATRON DE 

AFLATOXINAS 

Hg de aflatoxina/mL = [(Abs)(PM)(FC)]/(l)(e) 

Abs= Absorbancia FC=Factor de corrección 

PM= Peso Molecular 1= longitud de trayecto óptico. 

g= coeficiente de extinción molar de aflatoxina a 350 nm. 

3.4.3 DETERMINACION DE LOS CRITERIOS DE PUREZA(19'52) 

Una vez preparadas las soluciones de aflatoxinas se procedió a determinar los criterios de 

pureza : 

3.4.3.1 PUREZA CROMATOGRAFICA 

La pureza cromatogràfica de las soluciones patrón de AF se realizó mediante 

cromatografia en capa fina con los sistemas de elución A y B**6,19^ u n a v e z realizada la 

cromatografia se procedió a la detección de las aflatoxinas por irradiación con luz ultravioleta 



3.4.3.2. RELACION DE PICOS MAYORES DE ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA 

DENTRO DEL LIMITE DE CONFIANZA DE 95%. 

Se midieron las intensidades de absorbancia de los picos de las soluciones patrón de AF 
a dos diferentes longitudes de onda: 
AFM1: 266 nmy357nm 

AFB1: 223 nm y 265 nm 

3.4.3.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE LAS SOLUCIONES 

PATRON DE AFLATOXINAS EN CONDICIONES CROMATO GRAFICAS YA 

ESTABLECIDAS EN EL LABORATORIO ( 1 2 ) . 

Condiciones cromatográficas: 

Fase móvil: MeOH/Agua (45/55) 

Flujo 0.7 mL/min 

Volumen de inyección 20pL 

Detector : fluorescencia 0.05 RFU 

3.5 EVALUACION DE LOS SISTEMAS DE EXTRACCION DE 

AFLATOXINAS EN MUESTRAS BIOLOGICAS 

3.5.1 S U E R O 

Para la determinación de aflatoxinas en muestra de suero se evaluaron los sistemas de 

extracción liquido-líquido (cloroformo) y fase sólida (columnas de Sep-Pak C-18) para la 

extracción de AFM1 y AFB1, siguiendo la metodología señalada en el esquema 1: 

Sistema 1: Extracción con cloroformo 

Sistema 2: Extracción con fase sólida C-18 



La metodología empleada fue la siguiente: Las muestras de suero, 1 mL, fueron 

contaminadas intencional mente con AFM1 y AFB1 en un rango de concentraciones de 1 a 23 

ng/mL y 1 a 16 ng/mL, respectivamente; cada muestra de suero fue desproteinizada utilizando 

1.5 mL de acetonitrilo, posteriormente centrifugada durante 5 min a 3500 r.p.m y el 

sobrenadante fue separado, para la extracción de aflatoxinas. 

3.5.1.1 EXTRACCION LIQUIDO- LIQUIDO 

Las aflatoxinas en el sobrenadante fueron extraídas con 3 porciones de cloroformo (2, 2 

y 1 mL), agitándose durante un minuto, cada porción, para posteriormente centrifugarse y 

juntarse los extractos clorofórmicos en un vaso de 10 mL. El extracto clorofórmico fue llevado 

a sequedad empleando nitrógeno. El extracto seco fue derivado con 200|iL de ácido 

trifluoroacético en atmósfera de nitrógeno. El residuo fue disuelto en 1 mL de solución 

metanol/agua (40/60) el cual fue filtrado con filtro de 0.22nm y analizado por CLAR. 
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3.5.1.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA 

El sobrenadante fue diluido 1 .10 con agua, posteriormente esta solución fue pasada a 

través de la columna Sep-Pak C-18, a una velocidad de 5 a 7 mL/min, la cual previamente fue 

acondicionada con 5 mL de metanol y S mL de agua. Después de pasar la muestra la columna 

fue lavada con 5 mL de agua y 2 mL de hexano. La columna fue secada empleando vacío 

durante 5 min. Las aflatoxinas retenidas en la columna fueron eluídas con 5 mL de cloroformo, 

recibiéndose el eloato en un vaso de 10 mL; esta solución clorofórmica fue llevada a sequedad 

empleando nitrógeno, el extracto seco fue derivado con 200 |iL de ácido trifluoroacético en 

atmósfera de nitrógeno. El residuo fue disuelto en 1 mL de solución metanol/agua (40/60) el 

cual fue filtrado empleando filtro de 0.22^m y analizado por CLAR. 

Ambos procedimientos fueron repetidos 4 veces para cada sistema de extracción. 

3.5.2 ORINA 

Para la determinación de aflatoxinas en muestra de orina se evaluaron los mismos 

sistemas de extracción utilizados en las muestras de suero; se siguió el esquema 2: 

Sistema 1: Extracción con cloroformo 

Sistema 2: Extracción con fase sólida C-18 
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3.5.2.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO 

La muestra de orina, 20 mL, fue contaminada intencionalmente con estándares de AFM1 

y AFB1 en un rango de concentraciones de 1 a 23 ng/mL y 1 a 16 ng/mL, respectivamente. Las 

aflatoxinas en la muestra fueron extraídas con 3 porciones del sistema 1 (2, 2 y 1 mL), 

agitándose durante un minuto, cada porción, para posteriormente centrifugarse y recolectarse 

los extractos clorofórmicos en un vaso de 10 mL. El extracto fue llevado a sequedad 

empleando nitrógeno; el extracto seco fue derivado con 200^L de ácido trifluoroacético en 

atmósfera de nitrógeno. El residuo fue disuelto en 1 mL de solución metanol/agua (40/60) el 

cual fue filtrado con filtro de 0.22^m y analizado por CLAR. 

3.5.2.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA 

La muestra de orina, contaminada, con AFM1 y AFB1, fue pasada directamente a 

través de la columna Sep-Pak C-18, a una velocidad de 5-7 mL/min, la cual previamente fue 

acondicionada con 5 mL de metanol y 5 mL de agua. Después de pasar la muestra la columna 

fue lavada con 5 mL de agua y 2 mL de hexano. La columna fue secada empleando vacio 

durante 5 min. Las aflatoxinas retenidas en la columna fueron eluidas con 5 mL de cloroformo, 

recibiéndose el eloato en un vaso de 10 mL; esta solución clorofórmica fue llevada a sequedad 

empleando nitrógeno, el extracto seco fue derivado con 200 nL de ácido trifluoroacético en 

atmósfera de nitrógeno. El residuo fue disuelto en 1 mL de solución metanol/agua (40/60) el 

cual fue filtrado empleando filtro de 0.22jxm y analizado por CLAR. 

Ambos procedimientos fueron repetidos 4 veces para cada sistema de extracción. 



3.6 EVALUACION DE LOS PORCENTAJES DE RECUPERACION DE 

AFLATOXINAS EN SUERO Y ORINA PARA EL ANALISIS POR 

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON DETECCION POR 

FLUORESCENCIA 

Una vez realizado los experimentos, se obtuvieron las estadísticas descriptivas de las 

muestras, bases para la prueba de hipótesis de la comparación de medias de muestras con 

distribución "t" de Student con varianzas ponderadas, utilizando un nivel de confianza del 95% 
(53,54) 

3.7 CONDICIONES PARA EL ANALISIS CROMATOGRAFICOS DE 

AFLATOXINAS EN MUESTRAS BIOLOGICAS. 

Para establecer las condiciones de la extracción y análisis de AFMI Y AFBl en suero y 

orina, se procedió a la evaluación del método, recomendado en la literatura*55'56) siguiendo el 

esquema 3: 
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Las muestras de orina y suero fueron contaminadas intencional mente con AFM1 y 

AFB1. Las muestras de orina se pasaron directamente a través de la columna de extracción en 

fase sólida. Las muestras de suero fueron desproteinizadas y centrifugadas a 3500 r.p.m. durante 

5 min obteniendose el sobrenadante, el cual fue diluido 1:10 con agua, esta solución fue 

pasada a través de la columna Sep-Pak C-18. 

Para ambos tipos de muestras se procedió de manera similar a partir del paso de cargar 

la muestra en la columna, a una velocidad de 5-7 mL/min, la cual previamente fue 

acondicionada con 5 mL de metano! y 5 mL de agua. Después de pasar la muestra la columna 

fue lavada con 5 mL de agua y 2 mL de hexano. La columna fue secada empleando vacío 

durante 5 min. Las aflatoxinas retenidas en la columna fueron eluídas con 5 mL de cloroformo, 

recibiéndose el eloato en un vaso de 10 mL; esta solución clorofórmica fue llevada a sequedad 

empleando nitrógeno, el extracto seco fue derivado con 200 ^L de ácido trifluoroacético en 

atmósfera de nitrógeno. El residuo fue disuelto en 1 mL de solución metanol/agua (40/60) el 

cual fue filtrado empleando filtro de 0.22|im y analizado por CLAR. 

La extracción y análisis de aflatoxinas se realizó por triplicado en cada una de las seis muestras 

de suero y orina. 



3.8 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO 

Para evaluar la sensibilidad del método se determinó el límite de detección y el limite de 

cuantifícación(I9 'I6 '57). 

a).- El límite de detección, se evaluó inyectando por triplicado soluciones estándares de baja 

concentración y se comparó la respuesta contra un blanco. 

b).- El límite de cuantifícación, se determinó evaluando la concentración más baja de aflatoxina 

en la muestra que podía detectarse, y cuantifícarse con precisión y exactitud razonable en las 

condiciones establecidas del método. 



C A P I T U L O 4 

R E S U L T A D O S 

4.1 PREPARACION Y NORMALIZACION DE SOLUCIONES DE AFLATOXINAS 

Se prepararon y se normalizaron soluciones patrón de aflatoxinas, a las que se verificó la 

pureza, y a partir de las cuales se prepararon por dilución estándares en el rango de 

concentraciones estudiadas para ambas toxinas, los resultados se muestran en las tablas II, III, 

IV, y V. Las figuras 2 y 3 muestran los cromatogramas de soluciones patrón de aflatoxinas 

inyectadas al cromatógrafo de líquidos con detector de fluorescencia. Las figuras 4 y 5 señalan 

los cromatogramas de estándares de aflatoxinas derivatizados con ácido trifluoroacético. 

4.2 EVALUACION DE LOS SISTEMAS DE EXTRACCION 

La extracción y análisis de aflatoxinas, en muestras de suero y orina fue realizado de 

acuerdo a los esquemas 1 y 2, respectivamente, las tablas VI y VII muestran la recuperación de 

aflatoxinas en muestras de suero, las tablas VIII y IX muestran la recuperación de aflatoxinas 

en muestras de orina. 

Las condiciones establecidas del análisis cromatográfíco se muestran en la tabla X. 



4.3 EVALUACION DEL METODO 

Los resultados de la evaluación del método se presentan en las tablas XI, XI I , XIII y 

XIV; las figuras 6 y 7 muestran los cromatogramas de muestras de suero y orina contaminadas. 

Los parámetros cromatográficos para ambas toxinas se presentan en la tabla XV. 

4.4 ANALISIS CUALITATIVO 

El análisis cualitativo de las aflatoxinas en las muestras se realizó con la técnica de co-

inyección de estándar y por los tiempos de retención. 

4.5 ANALISIS CUANTITATIVO 

La curva de calibración para el análisis cuantitativo de cada AF se obtuvo midiendo la 

altura de las señales en función de la concentración del compuesto: figuras 8 y 9. 

4.6 SENSIBILIDAD DEL METODO 

El límite de detección y el límite de cuantificación, así como los valores obtenidos de la 

curva de calibración se presentan en la tabla XVI. 



Tabla n . - CALIBRACION DE ESPECTROFOTOMETRO BECKMAN UV-VIS 

SOLUCIONES DE K 2 C r 2 0 7 

Conc. ( m M ) Abs ( 350 nm ) e' FC* 

0.06 0.20 

0.12 0.41 3266.93 0.97 

0.25 0.83 

*1.05>FC>0.95 (AOAC. 1990) 

Tabla m . - ABSORBANCIA Y CONCENTRACION DE SOLUCIONES PATRON DE 

AF. 

Aflatoxina Abs ( 350 nm ) Conc.(ng/mL) * 

AFM1 0.03 0.51 

AFB1 0.04 0.61 

*( AOAC. 1990) 



Tabla IV.- RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE PATRONES 

DE AF. 

Sistema de elución Factor de retardo 

AFM1 AFB1 

A 0.73 0.89 

B 0.85 0.74 

Tabla V.- RELACION DE PICOS MAYORES DE ABSORBANCIA. LIMITE DE 

CONFIANZA 95 %. 

Picos mayores 

comparados 

Relación Referencia* 

AFM1 357/266 1.53 •* 

AFB1 223/265 1.80 1.77+/-0.04 

* FAO 1991. 

** No reportado 
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Figura 2.- Cromato grama de AFM1 (0.51 ng/mL), Tr= 18.2 min, 
fase móvil Me0H/H20(45/55), Flujo 0.7 mL/min, RFU 0.5. 
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Figura 3.- Cromatograma de AFB1 (0.31 ng/mL), Tr= 14.7 min, 
fase móvil MeOH/H2Q(45/55), Flujo 0.7 mL/min, RFÜ 0.5. 
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Figura 4.- Cromatograma de AFM1 (25.4 ng/mL) derivada con TFA, Tr= 4.7 min, 
fase móvil Me0H/H 2 0 (40/60), Flujo 0.9 mL/min, RFU 0.02. 



o 
N 

< r t 

O 
e 
Oí 
0 
l/l 
01 
u 
o 
3 

o 
H 

<4* 
c 

o o • 
o 

0 . 0 0 1 0 . 0 0 20.00 

tienpo (hin) 

Figura 5.- Cromatograma de AFB1 (14.7 ng/mL), derivada con TFA, Tr= 12.2 min, 
fase móvil Me0H/H 20 (40/60), Flujo 0.9 mL/min, RFU 0.02. 



Tabla VI.- RECUPERACION (%) DE AFMl EN SUERO. N=*4 

Conc(ng/mL ) X +/-DS X+/-DS 

SPE % C. V. LIQ - LIQ % C. V. 

1 65 +/- 11 17 63 +/- 21 33 

2 66 +/- 12 18 61 +/- 16 26 

5 71 +/- 12 17 58 +/- 10 17 

9 66 +/- 3 5 39 +/- 19 49 

14 81 +/- 9 11 63 +/- 30 48 

23 70 +/- 7 10 57 +/- n 21 



Tabla VD.- RECUPERACION (%) DE AFBl EN SUERO. N=4 

Cone (ng/mL) X+/- DS X+/- DS 

SPE % C. V. LIQ-LIQ % C. V. 

I 78 +/- 15 32 74+/14 18 

3 83 +/- 7 8 63 +/- 10 16 

5 73 +/- 11 15 46 +/- 12 26 

11 72 +/- 4 6 55 +/- 7 13 

16 78 +/- 5 6 58 +/- 16 28 



Conc (ng/mL) X+/-DS X+/-DS 

SPE % C. V. LIQ - LIQ % C. V. 

2 65 +/- 7 11 59 +/- 9 15 

5 64 +/- 5 8 57 +/- 7 12 

9 73 +/- 3 4 65 +/- 18 28 

14 76 +/- 4 5 54 +/- 11 20 

23 86 +/- 4 5 86 +/- 13 15 



Conc (ng/mL) X+/-DS X+/-DS 

SPE % C. V. LIQ - LIQ % C. V. 

2 53 +/- 5 9 52 +/- 10 19 

5 55 +/- 5 9 43 +/- 7 16 

10 57 +/- 6 11 48 +/- 11 23 

16 71 +/- 3 4 55 +/- 7 13 

27 81 +/- 3 4 80 +/- 6 8 



Tabla X C O N D I C I O N E S CROMATOGRAFIAS DE AF EN MUESTRAS DE 

SUERO Y ORINA. 

Fase Móvil Me0H/H20 (40/60) 

Flujo 0.9 mL/min 

Presión 3000 psi 

Volumen de inyección. 20 jjL 

Detector 0.02 R. F. U. 

Registro 0.5 cm/min 

Temperatura 24 - 26 °C 



Conc(ng/mL) X +/- DS % C. V. 

1 81 +/- 10 13 n = 18 

3 88 +/- 13 15 n = 18 

5 68 +/- 13 19 n = 18 

10 79 +/- 8 10 n = 18 

15 72 +/- 9 13 n = 18 

24 72 +/- 11 15 n = 18 



Cone (ng/mL) X +/- DS % C. V. 

2 64 +/- 8 8 n = 18 

4 85 +/- 8 8 n = 18 

8 67 +/- 15 22 n = 18 

16 69 +/- 14 20 n = 18 

24 74 +/- 12 16 n = 18 



Conc(ng/mL) X +/- DS % C. V. 

1 85 +/- 11 14 n = 18 

3 71 +/- 11 16 n = 18 

5 76 +/- 15 19 n = 18 

10 66 +/- 14 29 n = 18 

15 82 +/- 10 12 n = 18 

24 74 +/- 12 16 n = 18 



Conc(ng/mL) 

X +/- DS % C. V. 

1 75 +/- 20 27 n = 18 

4 73 +/- 17 23 n = 18 

S 69 +/- 14 21 n = 18 

15 70 +/- 12 18 n = 18 

24 74 +/- 9 12 n = 18 
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Figura 6. Cromatograma de muestra de suero contaminada con 1) AFM1,2)AFBl, 
derivada con TFA, fase móvil MeOH/HjO (40/60), Flujo 0.9 ml/min, RFU 0.02. 
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Figura 7,- Cromatograma de muestra de orina contaminada con 1) AFM1, 2)AFB1, 
derivada con TFA, fase móvil M e 0 H / H 2 0 (40/60), Flujo 0.9 mL/min, RFU 0.02. 



Tabla XV.- PARAMETROS CROMATO GRAFICOS DE AF. 

Parámetro AFM1 AFB1 

Tr (min) 4.56 12.27 

Asimetría(B/A) 1.17 0.98 

Factor de 

capacidad (K') 

0.92 4.04 

Selectividad 

4.42 4.42 

Resol ución(Rs) 

24.50 24.50 



concentración (ng/mL) 

Figura 8.- Curva de calibración de AFM1 derivada con TFA. 
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Figura 9.- Curva de calibración de AFB1 derivada con TFA. 
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Tabla XVI.- SENSIBILIDAD DEL METODO Y ECUACION DE LA CURVA DE 

CALIBRACION DE AF. 

AFM1 AFB1 

Límite de detección (ng/mL) 0.53 0.80 

Límite de cuantificación(ng/mL) 1.00 2.00 

Ecuación de regresión Y=0.60X + 0.03 Y= 0.67X + 0.09 

Coeficiente de correlación (r) 0.998 0.999 

Factor de determinación (r2) 0.996 0.998 



DISCUSION 

Se desarrolló un método de cromatografía de líquidos en fase reversa para cuantificar 

AFM1 y AFB1, en muestras de suero y orina. Para obtener una buena resolución de los 

compuestos en estudio, fue necesario variar la concentración de agente modificante (metanol) 

de la fase móvil. Los compuestos fueron bien resueltos utilizando un sistema isocrático de Fase 

Móvil Me0H/H20 (40/60), esto fue debido a que la solución patrón de AFM1 al derivatizarse 

e inyectarse al cromatógrafo de líquidos, con las condiciones cromatográficas establecidas en el 

laboratorio, presentaba dos picos cromatográficos uno de los cuales interfería en la resolución 

de la AFB1 derivatizada, lo cual impedía realizar el análisis con esas condiciones. Además, 

como es la primera vez que se trabaja en nuestro laboratorio con este compuesto, se continuó 

trabajando con otros lotes, los cuales presentaban un problema similar; para la solución de este 

problema en su totalidad, además de modificar las condiciones cromatográficas, se procedió a 

derivar este compuesto en condiciones estrictas de atmósfera de nitrógeno y variando la 

cantidad de agente derivatizante. Las soluciones de AFB1 no presentaron este problema. 

Si bien, existen en la literatura reportes de análisis de AF por cromatografía de 

líquidos, el uso de TFA como reactivo derivatizante no ha sido reportado en el análisis de AF 

muestras biológicas, ya que este reactivo es empleado comúnmente en muestras de origen 

agrícola. Nosotros desarrollamos una metodología para la cuantifícación de AF en muestras de 

origen biológico empleando TFA como agente derivatizante para aumentar la intensidad de 

fluorescencia de las AF en las muestras, y así aumentar la sensibilidad del método. Las figuras 6 

y 7 muestran los cromatogramas de muestras de suero y orina contaminadas intencionalmente y 

analizadas con la metodología desarrollada, como se puede apreciar los compuestos no 

presentan interferencias para su análisis. 



Inicialmente la evaluación de estos sistemas de extracción se realizarían mediante la 

medición de la fluorescencia empleando un fluorómetro, sin embargo debido a que el 

volumen de la celda de este instrumento es de 3 mL, lo cual implica trabajar con 

concentraciones altas de aflatoxinas, se modificó la estrategia para evitar riesgos en el manejo 

de estas sustancias, y se prefirió realizar el análisis empleando CLAR y detector de 

fluorescencia. 

Como se puede observar, las matrices no presentan interferencias para la resolución de 

ambas toxinas. Los parámetros cromatográflcos, tiempo de retención, asimetría de pico, factor 

capacidad, selectividad y resolución, para ambas toxinas fueron buenos (tabla XV). 

La reproducibilidad del tiempo de retención del pico fue excelente lo cual facilitó la 

identificación de cada aflatoxina. Los picos de aflatoxinas fueron confirmados por co-inyección 

de estándar en las muestras. 

La determinación del rango lineal del método fue esencial para que las muestras fueran 

diluidas adecuadamente y que el rango de análisis estudiado fuera cubierto. Cinco soluciones 

estándares de 1-25 ng/mL fueron usadas para evaluar la linearidad del método. Se realizó la 

inyección por duplicado de cada estándar. Se calculó la regresión lineal, coeficiente de 

determinación y coeficiente de correlación de la altura de las señales contra concentraciones de 

compuesto; el método es lineal en el rango de concentraciones estudiados y la forma de la linea 

recta es buena como lo muestra el coeficiente de correlación. Se calculó la concentración de 

cada aflatoxina en las muestras usando curva de calibración y el factor de dilución. 

La linearidad del método permite el uso de la ecuación de la línea recta para resolver las 

concentraciones de las muestras. 



Se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre las medias de ambos 

sistemas de extracción en la mayoría de los rangos de concentración; además como puede 

apreciarse en los resultados, los coeficientes de variación fueron muy superiores para la 

extracción liquido líquido, y en algunos casos se obtuvieron coeficientes de variación por 

encima del valor teórico (45%), para el manejo de sustancias en este rango de 

concentraciones*57*; además por ser un método laborioso que requiere más manipulación de la 

muestra, la extracción líquido líquido fue descartado para el desarrollo y evaluación del método 

cromatografía). 

El análisis cualitativo*57'58*, fue realizado por tiempos de retención y por la co-

inyección de estándar de AF en las muestras ; además la derivación de las AF con TFA ha 

sido reportada como una prueba confirmatoria de AF en CCF de muestras de origen 

biológico"'". 

Se trabajó inicialmente, con la técnica de estándar interno utilizando para tal efecto la 

AFG1, por ser una toxina con características muy similares a las AF en estudio, sin embargo, al 

realizar la evaluación del método una muestra de orina presentaba un compuesto que interfería 

en la resolución de AFG1, por revisión bibliográfica encontramos que este compuesto puede ser 

aislado de los fluidos biológicos(42f46,48) como los estudiados, por lo cual no cumplía con las 

características de un estándar interno y se dejó de trabajar con esta técnica. Por no contar con 

otra sustancia idónea para ser usada como estándar interno, la cuantificación de las aflatoxinas se 

realizó con la técnica de estándar externo (57,58) midiendo la altura de los picos de las AF en 

función de la concentración; se prefirió medir la altura de los picos por presentar mejor 

linearidad y coeficiente de determinación (r2 ) que el área correspondiente. 



Para la evaluación del método, se aplicó la estadística descriptiva*53'54* para el análisis 

e interpretación de los resultados de las muestras; además esto permitió uniformizar los 

parámetros de precisión y exactitud de la metodología, para la aplicación como técnica de 

rutina. 



CONCLUSIONES 

Se desarrolló un método de cromatografía de líquidos para la determinación de AFM1 y 

AFB1, en suero y orina de origen humano. 

El método está basado en la extracción de aflatoxinas empleando columnas de 

extracción en fase sólida C-18 , en la derivatización se empleó ác. trifluoroacético, 100 |iL para 

soluciones estándar y 200 ^L para muestras, y el análisis cromatográfico isocrático con 

detección por fluorescencia molecular. 

La identiñcación de las aflatoxinas se realizó por comparación de tiempos de retención y 

co-inyección de estándar; la cuantificación se realizó utilizando la técnica de estándar externo. 

El método es lineal para el rango de concentraciones de 1 a 24 ng/mL para AFM1 y 2 a 

24 ng/mL para AFBl. La precisión del método es buena y la recuperación para ambas toxinas 

fue de 60 - 80 % en el rango de concentraciones en estudio. 

El método es útil para monitoreo de exposición de aflatoxinas laboral o la ingesta de 

AF. Con la metodología desarrollada se puede cuantificar AFM1 y AFBl en concentraciones 

de ng/mL. 
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