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I. RESUMEN

Un importante grupo de tnxinas en la familia de las mico-
toxinas snn las aflatoxinas. Estas toxinas son producidas

por A. flavus y A. parasiticus y en mennr grado por los hnn-

gns de los ‘génerns Penicilijum y Fusarium (7).

Cuando las aflatoxinas del reinn vegetal son ingeridas por
animales, s~n metabolizadas a las aflatoximas M que son los
hidr~xiderivadns de las aflatoxinas B. Se acumulan en dife-
rentes tejidns y por esta raznn pueden resultar cnntaminados

prnductos tales comn la leche, la carne y lns huevos (38),

Ia imprrtancia de este trabajn radica en.el montaje de un
métndn sensible y confiable para el andlisis de aflatoxina M,
en productns alimenticins de nrigen animal como leche, carne
y huevns. En este trabajo se hizeo una comparaci6n de la efi-
cacia y sensibilidad de dos métndos para la determinacidn de
aflatoxina M,; mediante Cromatnrgrafia Liquida de Alta Presidn
(HPLC) y mediante Crnmatngrafia en Capa Fina (TLC). Con el
primer métodn se obtuve un limite de deteccién de 0.1 ppb (par-
tes por billAn*, micrngramns por kilngramoa) y con el segundo

un limite de deteccidn de N.6-N.8 ppb.

NOTA:

*En este trabajn se entenderd que ppb= 1l: 1 X 109.



Se analizaron un total de 26 muestras; 10 de leche de va-
ca, 5 de leche humana, 5 de huevos y 6 de higado de res; de
las cuales 4 muestras de higado (15% del tntal) resultaron
contaminadas con residuos de aflatexina M;. El valor méxi-
mo encontradn fué de n.5 ppb y el minimo de n.l ppb. No se
encantrd contaminacidn en ninguna de las muestras de leche
de vaca, leche humana y huevos. Las muestras de higado se
analizarnn mediante Crnmatocgrafia Liquida de Alta Presion y

las restantes por medio de Cromatograffa en Capa Fina,



II. INTRNADUCCION

Durante los (ltimos afios se ha hecho énfasis en la impor-
tancia de las micotoxinas en la salud del hombre y de los a-
nimales. E1l descubrimiento de las aflatoxinas en 1961 esti-
muld enormemente su investigacidn en lns campos de Quimica,
Bioquimica, Micologfa, Nutricidén y Tecnologia de Alimentos
(13). La palabra micotoxina se refiere a aquellns metaboli-
tos producidns por hongos que son tdxicos al hombre y a los
animales. Algunas de estas tnxinas snn cancerigenas, otras
poseen efectns hormnnales, transtnrnan el sistema nervioso

o Son muy irritantes a la piel (7).

Las aflataxinas son metabolitos bisfuranocumarinicos to-
xicos (37), cristalinmns y muy flunrescentes; snn producidos

principalmente por Aspergillus flavus y Asperqillus parasi-

ticus (11) y en mennr gradn por hnngos de los géneros Peni-

cilium y Fusarium (7).

Debidn a las caracteristicas flunrescentes de las aflato-
xinas se facilita enormemente su andlisis y hace pnsible la

deteccidn de pequéfias cantidades en los alimentos (39).

Las aflatoxinas del reino vegetal se denominan By By, G1

Yy Gy ¥ fuernn aisladas pér primera vez en la harina de mani

(1o0).



De las cuatro aflatoxinas, es generalmente la B, la mds a-
bundante y la mds téxica del grupo (10, 12, 13, 3n, 37), las
otras con frecuencia estdn presentes en pequeiias cantidades

n en niveles que en algunos casos no snn detectables (13),

El A, flavus es un constituyente de la micoflnra del aire
y del sueln y se encuentra en plantas y animales, vivos o
muertos, en tndn el mundo (12). Este honao también ha sidn
reportadn frecuentemente comn patdgeno para los insectos (39).
Una gran diversidad de productos vegetales estdn sujetos a la
crntaminacidén por hnngos y sus metabnlitns, considerdandose el
maiz y el mani los mis susceptibles a la contaminacién por a-

flatoxinas (10),

El crecimiento de los hongos se asncia a condiciones &pti-
mas que se encuentran en las znnas donde la humedad y la tem-
peratura snn altas. Los hongos productores de toxXinas pueden
infestar los productos ya cosechados y también las plantas en
crecimientn, prnduciendn asi tmnxinas antes de la recoleccidn.,
La contaminacidn es en muchos casms una consecuencia de dafios
causadms pnr insactos (1n). El uso de plaguicidas, fungici-
das y un secadn adecuado antes del almacenamiento, pueden re-
ducir la infestacidn funcal y disminuir la contaminaciAn por

aflatnxinas en lnos alimentos (39),

Cuandn las aflatnxinas del reino vegetal son ingeridas por

animales, s~n metabnlizadas a las aflatoxinas M que son los



hidroxiaerivados de las aflatoxinas B. Se acumulan en diferen-
tes tejidos y por esta razon pueden resultar contaminados pro-
ductos tales comn la carne, la leche y los huevos (38). El or-
gano principal para la acumulacidén de las aflatoxinas es el hi-
gado, pero también se han encnntradn en los misculos, el cora-

zon, el rifion, los tejidos cerebrales y la orina (10),

Las aflatoxinas son particularmente notables por su gran to-
xicidad. La toxicidad aguda, sub-aguda y cronica de las afla-
toxinas varia considerablemente segiin la especie, la edad, el
sexo, el estado nutricional, la dosis de aflatonxina en cuestioén
y la duracion y grado de exposicion (lp). La toxicidad aguda
es la mds importante en animales, mientras que la intoxicacidn

en el hombre es casi exclusivamente de tipo crdnico.

Seqin los datos epidemiolAdgicos disponibles existe una aso-.
ciaciAn entre el consumo diario de aflatoxinas y la incidencia
de cdncer en el higado en el hombre. Esta asncdacion se ha de-
mostrado ya en regiones especificas de znnas sub-Saharianas de
Africa y del Lejano Oriente, tales comn Kenya, Mozambiquef Swa-
zilandia y Tailandia. Estudios epidemioldgicos efectuados en
Kenya y Swazilandia en tres niveles distintos de altitud, re-
velaron una elevada incidencia de cdncer hepitico en la region
de mds baja altitud en donde era mids alta la ingestidn diaria
de aflatoxinas. Como las regiones de altitudes elevadas son
menos hiimedas, los alimentos de esta zona tienen menos aflato-~

xinas (1Q).



Existen técnicas analiticas que permiten identificar afla-
tnxinas M en carne, leche y huevans a niveles de n,1 ppb (par-
tes por billdn, microgramns por kilangramo). Muchns estudins
han demostrado que residuos de aflatoxinas M pueden ocurrir
en carne, leche y huevos de animales que han ingerido alimen-
tos con aflatnxinas B a un nivel suficientemente alto. Un
nivel de 20 ppb en el forraje aseguran una ausencia de afla-
tnxinas en esns alimentos importantes (3n). La aflatoxina Bl
en lns alimentns a una cnncentracidn de mds o menos 1M ppb
se metaboliza en aflatnxina M,, dando una concentracién en

la leche de mas o menos 1 ppbh (1l microgramn por litro ) (38).



Figura Nn.

ESTRUCTURA DE LAS AFLATNXINAS (6)
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III. ANTECEDENTES

Un importante grupo de toxinas en la familia de las mico-
toxinas snn las aflatnxinas. Estas tnxinas san producidas

porr A. flavus y A. parasiticus y en mennr grado por hongos

de los géneros Penicilium y Fusaraum (7).

En 1954 Semeniuk clasificd al A. flavus como un hongo me-
snfilicn con las temperaturas de crecimiento siguientes: mi-
nima de 6-8°C, Sptima de 36-38°c y mixima de 44-47°C. Ademis,
su crecimiento se i1ncrementa en las 2zonas donde la humedad y

la temperatura son altas (12).

La ocurrencia y la magnitud de la contaminacidn por afla-
toxinas varia con los factores geogrdficos y estacionales.
En dreas trnpicales y subtropicales como en las costas de Gua-
temala dnnde la humedad y la temperatura snn altas, se favore-~

ce cmnnsiderahlemente el crecimiento de hnongos.

Se ha establecido que estns hnngos crecen praincipalmente en
el maiz y en el mani, pero también crecen en una gran variedad
de productos vegetales. La contaminacidn por hongos puede o-
currir en el campo antes de la cosecha, durante la recoleccién,
en el almacenamiento cuando el secado no es adecuado y durante
el transporte, constituyendo una posible causa de contaminacidn

por aflatoxinas en la alimentacién humana (1l0).



Las aflatnxinas son altamente resistentes al calor y no se
eliminan de los comestibles o del pienso de los animales ni con
las pricticas onrdinarias de coccinn, ni con la pasteuriza016n.
Sin embargo, son relativamente inestables cuando se exponen a
la luz y particularmente a la radiacidn UV (ultra-violeta), pue-
den ser quimicamente degradadas con agentes oxidantes, 4lcalis,
perdxido de hidrégeno y con amoniaco. Pueden ser totalmente
destruidas autoclavedndolas en presencia de amonio o por trata-

miento con hipoclorito (39).

Las aflatoxinas del reino vegetal se denominan B, Bz, G1
Y 62 y fueron aisladas por primera vez en la harina de mani
(1p). La contaminacidn de la harina de mani con hongos y el
subsiguiente desarrollo de metabnlitos tdéx1cos, did origen al
desarrollo del brate de la "Enfermedad X del Pavo" en el Sur y
en el Oriente de Inglaterra donde en 1960 murieron 100,000 pa-
vos (30, 39), Descubrimientos posteriores revelaron que la en-
fermedad fué causada por aflatnxinas contenidas en la harina de
mani proveniente de Brazil (3, 3¢, 39). La concentracidn de
aflatoxina B, en la harina de mani se estimo que era de 10 ppm
(partes por millén, miligramos por kilogramo). La enfermedad
se caracterizd por un répido decaimientn, hemorragia subcutd-

nea y la muerte (392).

En animales la toxicidad aguda es manifiesta. Experimentos

en el laboratorio con animales domésticos han demostrado que
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existe una gran diferencia en la susceptibilidad a los efec-
tns de las aflatoxinas para diferentes especies (2, 10, 35).
Lns patitos snn particularmente susceptibles, lns pavns y
pollos menns. Cerdns de 3-12 semanas de edad, cerdas pre-
fladas y terneros de 1-6 semanas de edad snn ﬁuy suscepti-

bles cuandn la dieta contiene aflatnxinas (3).

La dnsis letal media (DLg, » LDc.) varia de n,3 a 17,9
mg/kg de pesn cnrpnral para diferentes especles de animales;
en nrden decreciente de susceptibilidad estdn: cerdos, pe-
rros, ovejas, mandrailes, ratas (machns), macacos, ratnnes,
hamsters y ratas (hembras) (39). Lns animales jévenes son
mis susceptibles que las adultos (1n, 32), prabablemente se
deba a que lns adultns tienen un mejor desarrollo del sis-
tema enzimdticn "nxidasas de Funcidn Mixta". La actividad
de estas enzimas del higadn puede ser afectada por la com-
posicidén de la dieta (32). La influencia de la nutricién sn-
bre la respuesta a la tnxicidad de las aflatnxinas es parti-
cularmente interesante en humanns, porque en muchas poblacio-
nes alredednr del mundn existen simultdneamente la malnutri-
cidn, aflatnxinas en la dieta y una alta incidencia de dafios
hepdticns, incluyendo cdncer (28). Varins investigadores re-
portan gue dietas ricas en prnteinas prntegen contra los e-
fectns de las afla tnxinas (25, 28); Madhavan y Gnpalan (1968)
confirmarnn esta prnteccidn para efectns tAxicos en general,
pero encnntrarmnn que no se aplica a los efectns carcinngéni-

cns del higado (24).
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En tndas las especies estudiadas de animales, los primeros
sintomas clinicns en aflatoxicosis aguda snn inapetencia, re-
duccidn del crecimiento y pérdida de peso (3). Observaciones
patnlAdgicas han reveladn ictericia, hemorragias generalizadas,
acumulacién de grasa en el higadn y posterinrmente cirrosis y
fibrosis (3). La patnlogfa del higado es la mds caracteris-
tica en tndas las especies. La elevacidn en la actividad de

la fosfatasa alcalina sérica es un buen indicador del mal

funcionamientn del hfgadn asociadn con la aflatoxicosis (32).

En pollns la aflatoxicosis se prnduce con varios grados de
severidad cen una administracién diaria de aflatnxinas. La e~
videncia del dafio se puede cnnfirmar por las lesinnes vistas
al micrascnpio. Se ha demnstradn que las aflatnxinas y/o sus
metabnlitos se encuentran en el misculn esquelético y en el

higadn de los pollos afectados (37).

En gallinas el efecto de las aflatnxinas snbre la produc-
c1dn de huevns fué investigada por Hnwart y Wyatt. Durante
4 semanas las gallinas fueron alimentadas cnn dietas cnntami-
nadas con 5 y 10.n mg/kg de aflatnxinas. La produccidn de
huevos disminuyd de la 3a. a la 4a. semana después de inicia-
da la alimentacidn con aflatoxinas. Sels gallinas a las cua-
les se les hizn la necrnpsia al final de la 4a. semana de tra-
tamiento, presentarnn signns tipicns de aflatnxicnsis inclu-

yendn higadn graso y bazn agrandaden (18).
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En un estudio similar Hamilton y Garlich también demostra-
ron que las aflatoxinas producen una disminucidn en la produc-
cidon de los huevos y un incremento en la incidencia de higado

graso caracterizado como "Sindrome de higado graso" (14),

Animales que consumen pienso contaminado con aflatoxinas
pueden excretar los metabolitos M1 Y M2 en la leche, en los
huevos y en otros tejidos. Estos metabnlitos son los hidro-
xiderivados de las aflatoxinas B, Y 82 respectivamente (4, 10).
la aflatoxina M, es la 4-hidroxi B, ¥ la M, la 4-hidroxi B,

(16). (ver figura No. 1, pag. 5).

Como cancerigeno el metabolito M, es 1gualmente potente co-
mo el compuesto original, o sea-la aflatoxaina Bl (38). En los

tejidos la aflatoxina M, se encuentra en una concentracién mu-

2

cho menor.

En 1962 Allcroft y Carnaghan reportaron por primera vez que
vacas alimentadas con raciones contaminadas con aflatoxinas ex-
cretaban en la leche un factor tAxico que tenia un efecto bio-
légico‘en patos similar al efecto causado por las aflatoxinas
(1, 2, 4). Este factor fué después designado como aflatoxina
M. Las aflatnxinas M fueron conocidas primero entonces como
"toxinas de la leche" (4, 13); la designacidén M viene de "Milk"
en inglés. Estas pueden ser excretadas en varins tipos de le~

che: de ganado vacuno, cabras, ovejas y humanos (31),



Subsequentemente los metabolitos M, Y M, fueron detectados
también en hfigado, rifidn y orina (13).

La aflatoxina B, en los alimentos se metaboliza en aflatoxi-

1

na.nlz una concentracidén de 100 ppb (microgramos por kilogramo)
da una concentracién en la leche de mds o menos 1 ppb (micro-

gramos por litro) (38).

Lns residuos de aflatoxinas en carne, leche y huevos varian
con el tiempn transcurrido después de la exposicién (31), Se
ha encontrado que la excreciAn de aflatoxina M, en la leche de
vaca se incrementa al miximo a los 5-6 dias y es completamente
excretada después de 9-1n dias. Estos resultados se obtuvieron
agregando 1 kg de harina de mani contaminada a la dieta de las
vacas; el nivel de aflatoxinas en la dieta fué 10.9 ppm, o sea

10,900 ppb (partes por billén, microgramos por kg) (22).

Hayes et al establecen que los residucrs de aflatoxina M, en
carne de animales alimentados con menns de 46 ppb de aflatoxie
na Bl no producen ningin riesgo para los humanos que la consu-
men (17). Loetzsch y Leistner demostraron que los residuos de
aflatoxinas pueden detectarse en los Arganos y misculos del ga-
nado vacunon, cerdos Yy pollos cuando consumen alimento contami-
nado con mids de 100 ppb de aflatoxinas (23). Segin estos in-
vestigadores el 0.3 y el 0.1 % se recupera en el higado y el
misculo respectivamente y esos valores son independientes de la

concentracidn de aflatnxina B, en el alimento (23).
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Polan et al y Mackinny et al han reportado una relacién pien-
so/tejido de aproximadamente 7000/1 (n.014%) (28, 2B), mientras
que Stoloff reportd una relacidn pienso/higado de 14000/1 (0.007%)

(32). Aunque con una concentracién de 100 ppb (microgramos por

kilogramo) de aflatoxina B_. en el forraje se pueden detectar re-

1l
siduos de aflatoxinas en los tejidos, no hay evidencia de sinto-
mas de aflatoxicosis en los animales: solamente concentraciones

de 10n0-2000 ppb de aflatoxina B, en el alimento origina dafios

1
visibles. En Alemania signos visibles de aflatoxicosis en un

animal destazado causan un rechazo legal (23).

En humanos la toxicidad crdnica de las aflatoxinas es la mis
importante. Datos epidemioldgicos indican una asociacidn entre
la ingestidn diaria de aflatoxinas y la incidencia de céncer he-
pAtico en diferentes poblaciones. El céncer hepdtico es m&s co-
min en algunas regiones de Africa y del Sud-Este de Asia gque en
otras partes del mundo; en estas regiomes el riesgo de céncer
hepidtico estd incrementado por la exposicién a las aflatoxinas,
Datos de Kenya, Mozambique, Swazilandia y Tailandia demuestran
una correlacidn positiva entre la ingestiAn diaria de aflatoxi-
nas {(de 3.5 a 222.4 ug/kg de peso corporal por dia) y la inci-
dencia del cancer hepdtico (de 1.2 a 13.0 casns por 100,000 per-

sonas por afio) (39).

En 1976 Maleki et al realizaron un estudio para evaluar la
excrecion urinaria de aflatoxinas en pacientes con cirrosis en

una area rural de Iridn: en el cual encontraron aflatoxina Ml en
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la orina de 6 de 25 pacientes con un diagnéstico de cirrosis
(39). En un estudio de nifins cirrAticos en las Filipinas,
donde la cirrosis no se ha reportado como endémica, se encon-
tré que la aflatoxina M1 fué secretada en la leche de las ma-
dres y excretada en la orina. La aflatoxina M, fué observada
en la orina cuando la cantidad de aflatoxina B1 ingerida ex-
cedia de 15 ug/dia (0.8 a 1.0 ug/kg de peso corporal); el 11~
mite de deteccidén de aflatoxina M, en orina fué de 5 ug/l.

En este casn se encontrd una correlacidn entre los niveles ex-
cretados de aflatoxina M, ¥ los niveles ingeridos de aflatoxi-

na B, (9).

Aunque la intoxicacidén por aflatoxinas en el hombre es casi
exclusivamente de tipo crdnico, conviene sefialar los posibles
efectos agudos. Aparte de la muerte de 3 nifios en Taiwan y de
un nifio en Uganda donde se asoc1b la necrosis hepdtica aguda
con la ingestiAn de arroz y cassava contaminados con aflatoxi-
nas a niveles de 200 ppb y 1700 ppb (microgramos por kilogramo)
respectivamente, los casos mds convincentes de la asociacion
de aflatoxinas con dafios hepdticos fué en una epidemia de hepa-
titis en el Nor-Oeste de la India en 1974. En esta epidemia
varios cientos de campesinos que habian consumido maiz presumi-
blemente contaminado con aflatoxinas a niveles de 15 ppm, o sea
15,000 ppb, se intoxicaron. Varios de ellos exhibieron sinto-
mas de envenenamiento y mids de un ciento de personas murieron.

Se reportd un nivel de ingestién diaria arriba de 6 mg por per-
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sona, correspondiendo a una dosis arriba de 120 microgramos por

kilogramn de peso corporal por dia (39).

En 1966 Becroft sugirid la posibilidad que en algunos casos
el Sindrome de Reye, o sea encefalopatia con degeneracién gra-
sa de las visceras, podrja deberse a la ingestién de aflatoxi-
nas. En 1972 se reportd la presencia de aflatoxinas B, y G,
en el higado de 2 nifios con Sindrrme de Reye en Nueva Zelandia
(39). Dvorackova et al realizaron un estudio en 27 nifios en-~
tre 3 dias y B afios de edad con Sindrome de Reye en los cuales
encontraron en el higado aflatoxina B, en la mayoria de los ca-

sos y aflatoxina M, en 4 casos (39).

En Guatemala no se ha hecho ningin estudio relacionado con
aflatoxaina M1 y sobre las aflatoxinas B y G son muy pocos los
estudins llevados a cabo.

Cabrera encontrd una contaminaciAn por aflatoxinas en 4% de 99
muestras de semilla de algoddn cnsechada en el drea centroame-
ricana (7). Campos y Olzyna-Marzys encnntrarnn una alta cnnta-
minacidn por aflatoxinas en granos en Guatemala, reportando un
17% de contaminacién en 264 muestras de granos cosechados en la
época lluviosa y almacenados durante la época seca (8). Crespo
realizd un estudio sobre la "Incidencia de la Contaminacidn por
Aflatoxinas en granos de la Costa Suroriental de Guatemala" so-
bre un total de 145 muestras, encontrando una alta contaminacidn

por aflatoxinas. Los niveles miAs altos se encontraron en granos

gue se almacenaron en la Costa Sur por dos meses. El nivel mis
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alto de 1650 ppb (microgramos por kilogramo) fué encontrado en
una muestra de maiz (12). Este valor es mds o menos BO veces

el limite establecido para granos de 20 ppb.

NIVELES Y NORMAS

En los Egtados Unidos de América la FDA (Fand and Drug Ad-
ministration) ha fijado comn guia para residuns de aflatnxinas
totales una cnncentracidn de 20 ppb para todos los productos a-
fectados (38), excepto para el mani para el cual ha propuesto
una concentracidn de 15 ppb (30). En muchos paises como Suecia,
Italia, Polonia y Holanda, se ha establecido un limite de 5 ppb,
mientras que en otros como Alemania y Francia, no tienen regula-
c1én oficial (19). En suplementos proteinicos para nifios des-
nutridos FAO/OMS* propone un limite de 30 ppb (19), Para nive-
les de aflatoxinas en tejido animal especificamente, no existen
nnrmas. En Alemania se ha discutido comn posible un limite de
10 ppb (23). En Guatemala los limites adoptados por la Comi-
s1on Guatemalteca de Normas (COGUANNR) son de 20 ppb en granos.
Esta nnrma se adnptA en el mes de Agnstn de 198l. Nn se ha fi-
jado ningin limite para niveles de aflatoxinas en tejido animal.
Las aflatnxinas M1 y atn Bl pueden aparecer en carne, leche y
huevos s1 los animales han ingerido alimento cnntaminado con a-

flatnxinas B en niveles lo suficientemente altns.,

*FAN/OMS (Organizacidn para la Agricultura y la Alimentacién/Or-

ganizacidén Mundial de la Salud).
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IVe. JUSTIFICACIONES

Las aflatoxinas son producidas principalmente por las espe-

cles de hongos Asperqgillus flavus y Asperqillus parasiticus.

Estos hongos se encuentran esparcidos por tndo el mundo conta-
minando los comestibles y el pienso para animales, siendo los
cereales especialmente vulnerables al ataque de los hnngos.

La presencia de aflatoxinas y el nivel de cnntaminacidn varia
con lns factnres geoqrdficns y estacionales, por las condicin-

nes bajo las cuales crecen, se recnlectan y se almacenan (32),

El nivel de expnsicidn a las aflatnxinas depende de la dis-
ponibilidad del alimentn cnntaminadmn y de lns h&bitns nutricio-
nales que varian de pais a pais. En lugares donde el maiz o
el mani son la base de la dieta y estns se encuentran contami-
nadns, el nivel de expnsiciAn es mucho maynr que en aquellos
lugares dnnde los alimentns presentan un bajo gradn de cnnta-

minacidne.

Aunque en Guatemala se ha encnntradn contaminacién por afla-
toxinas en tndo el pais, snn especialmente la Cnsta Sur y el
Petén 1ns que tienen un clima muy propicin para el crecimienton
de hongns, ya que la humedad y la temperatura s»n altas en es-
tas zonas. Estudins realizadns anterinrmente han demnstrado
una alta contaminaciAn pnrr aflatnaxinas en granos en general y

en maiz en especial, lo que representa un grave problema para
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la poblacién, ya que el mafz constituye la base de la dieta del
guatemalteco. Cuando se consume leche, carne y huevos, estos
productns pueden estar cnntaminados si los animales han inge-
rido pienso contaminado por aflatoxina B,. También se ha de-
mostrado que la aflatoxina M1 se puede excretar en la leche hu-
mana sl las madres consumen alimento altamente contaminado con
aflatoxinas (g). La aflatoxina B1 puede convertirse en su me-
tabnlito haidroxilado, o sea la aflatoxina Ml' Estn representa
un peligro potencial para la salud, ya que las dos aflatoxinas
son cancerigenas. Se sabe que la cnncentracidn de aflatoxina
Ml en los alimentos es mucho menor que en el pienso, pero los
investigadnres reportan datns muy diferentes sobre la relacidn
entre la contaminacién en el pienso y en el tejido. Sin embar-
go, todns cnncuerdan que la mayor concentracidn se encuentra en

el higado.

Instituciones como la FAO, OMS y UNICEF* estdn dando asise
tencia en este campo a cientificos e instituciones en los pai-
ses subdesarrollados, lo cuales sufren el grave problema de la

aflatoxicosis (27).

*UNICEF (Fondos de las Naciones Unidas para la Infancia).
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En Nairobi, Kenya se llevh a cabo en Septiembre de 1977 la
Conferencia Mixta FANn/AMS/PNUMA** sobre micotoxinas. Una de
las recomendaciones de la Conferencia es prestar una mayor a-
tencidén al control de micotoxinas en zonas tropicales de alta
humedad, dado que los climas cdlidos y himedos favorecen con-

siderablemente el crecimiento de hongos (la).

Hasta el presente, en Guatemala no se habia realizado nin-
gin estudio sobre los niveles de aflatoxina M, en productos
alimenticios de origen animal, por lo tanto se considerd de
suma 1mportancia establecer si esta contaminacién existe, asi
como su frecuencia y magnitud. Segin los resultados publica-
dos en la literatura mundial, la aflatoxina Ml se ha encontra-
do principalmente en leche, higado y huevos y por esta razdén
una investigaciAn preliminar como esta se concentrd en estos
productos. Se incluyeron 5 muestras de leche humana, ya que
se ha demostrado que la aflatoxina M, puede excretarse en es-
ta también (9 ). Se ha dado mds énfasis a los residuos de M, -
que a los de Mz, la M1 es metabolito de la Bl que es la aflato-

xina mds abundante y mids tdéxica.

**FAO/OMS/PNUMA (Nrganizacién para la Agricultura y la Ali-
mentacidn/Oraganizacién Mundial de la Salud/Programa de las

Naciones Unidas para el Medio Ambiente),
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Los niveles que se encuentran en los tejidos son general-
mente muy bajos, de 0.1 ppb (microgramos por kilogramoiyen
adelante y por esta razén el anélisis de aflatoxina M, es
bastante complicado. Los procedimientos disponibles para le-
che, carne y huevos son largos, principalmente el paso de la
extraccién. Debido a que las cantidades detectables son mi-
nimas, de 5 ng (nanogramos= lg X 10‘9) en adelante en 50 g de
muestra, el método de la deteccidn final tiene que ser muy
sensible; ademi&s su andlisis requiere mucha destreza de par-
te del analista. A pesar de la importancia de este tipo de
anilisis, ningn laboratorio en Guatemala habia hecho, hasta
la fecha, determinaciones de aflatoxina M1 en tejido animal.
Por estas razrnnes se cnnsiderd de mucha utilidad poner en
préctica un método sencillo y confiable para el andlisis de

aflatoxina Ml y poner mucho énfasis en los aspectos metodolo-

gicos del trabajo.



V. OBJETIVOS

Establecer si en Guatemala existe una contaminacidn

con aflatoxina M, en productos alimenticios de ori-

gen animal, tales como higado, leche y huevos.

Determinar la frecuencia y la magnitud de la conta-
minaciAn con aflatoxina M, en los productos mencio-

nados.

Prner en prédctica y comprobar la eficiencia de pro-
cedimientos econdmicos, rdpidns, sensibles y exac-
tos para la determinacién de aflatoxina Ml en alimen-

tos de origen animal.

22



VI. HIPOTESIS

Los prnductns alimenticios tales como leche, higado
y huevns que se cnnsumen en Guatemala, estidn contamina-
dns con aflatoxina M;, metabnlitn hidrnxilado de la a-
flatnxina By, Por provenir de ganado y de aves alimen-

tadas con piensn contaminadn por la aflatoxina B La

1.
leche humana de madres quatemaltecas también esti con-

taminada por consumir alimentos altamente contaminados.

23
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VII. ASPECTOS METODNLNGICNS

Universn de traba<og.

Se recnlectaron en diferentes znnas de la ciudad de
Guatemala un total de 26 muestras; 5 de huevos, 6 de hi-
gadn de res, 1o de leche de vaca y 5 de leche humana,
Las muestras de leche humana se nbtuvieron de la Seccidn
de Maternidad del Hnspital General San Juan de Dipos de
esta capital; cada muestra se formd pnr leche de dos dn-
nadoras, debidn a la dificultad de cnnsequir la cantidad
suficiente de una snla madre. Las pacientes tuvieron
un partn nnrrmal, una dieta a base de granos bdsicos y
leche, pnca verdura y huevos y muy poco higado de res;
sus edades nscilaron entre 14 y 45 afinos y todas residen
en la ciuvdad de Guatemala:

Para el andlisis de las muestras se empled el métndo
de Trucksess (34, 35) para higado y huevons y el método

de Tuinstra (36) para leche*,

:’ledl NS,

2.1. Recursos humanns: Estudiante que efectud la investi-

gacidn y pers~nal profesinnal asesor.

* Las muestras se analizaremn en el Labaratorio Unificado de

Contrnl de Alimentos y Medicamentos (LUCAM).
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2.2, Recursns materiales para los métndos de andlisis.

2.2.1, Material vy equipo para andlisis de leche:

- Balanza semianalitica

- Frascos de centrifuga de 250 o 500 ml

- Bafio de Maria

- Estufa con agitacién magnética

~ Termémetrn

- Probetas graduadas de 5, 25, y 50 ml

~ Beakers de 25 y 50 ml

- Embudos de filtracinn

-~ Papel filtro Whatman No. 4

-~ Varillas de vidrin

-~ Espdtulas

- Pipetas Pasteur

- Balones de evaporacidn de 250 y 500 ml

- Evaporadnres tipo Kuderna-Danish de 250 o
500 ml

- Tubns concentradores graduados con tapdn
esmeriladn de 4 y l0o ml

- Viales de fondo cAnico

- Columna cromatngrifica de 6.5 mm de diame-
tro internn.

-~ Lana de vidrin

- Micrnjeringas de 10, 25 y 100 ul

~ Placas de Adsnrbnsil-1l (Silica gel) 20 x 20 cm
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- Horno

- Desecadora

- Secadnra manual

- Centrifuga

-~ Papel de aluminio

-~ Evaporador rotatorio con vacio (Rnta-Vapor)

- Camara con tapadera para desarrnllo de placas

- Limpara UV de onda larga

2.2.2, Material y equipn para andlisis de hfigado y huevos:

-~ Balanza semianalitica

- Probetas qraduadas de 25, 50, 100 y 1000 ml

- Embudos de filtracidn

~ Varillas de vidrio

- Espitulas

-~ Beakers e 25, 50, 100 y 250 ml

- Erlenmeyers de 250 y 500 ml

- Papel filtrn Whatman No. 4

- Homngenizador tipn Omni -Mixer

- Evaporador rotaterin con vacio (Rota-Vapor)

- Balones de evaprracidn de 250 y 500 ml

- Evaporadnres tipo Kuderna-Danish de 250 y 500 ml
- Tubos cnncentradnres graduados de 4 y 10 ml
= Embudos separadores de 250 y 500 ml

- Agitador mecdnico

- Columna cromatngrdfica de 21 mm de diam, int.

-~ Agitador Vortex
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LLana de vidrio

-~ Pipetas Pasteur

2.2 .3.

Viales de fondo cénico

Microjeringas de 10, 25 y 10n ul

Cromatégrafo Liquido de Alta Presidn

Reactivos.

2.253.1. Reactivos para andlisis de leche:

l.
2,
3.
4,
5.
6.

7.

8.

9.

Sulfato de Cadmin al 10%

Cloroformo, gradn andlisis

Metanol, grado andlisis

Eter dietilico, grado an4dlisais
Cloroformo+Metanol (97+3)

Sulfato de Sndio Anhidro

${lica gel granular: Silica gel 60,
0.063-0.200 mm (70-230 mesh ASTM*),

La sfilica gel se pesa en un Erlenme-
yer con tapon esmerilado, se activa

a 105°C por 1 hora, luego se desacti-
va con 3% de aqua, se mezcla en agita-
dor mecdnico y se quarda una noche an-
tes de usarla.

Perlas de ebullicidn o Carborundum

Nitroageno

*ASTM= American Standard Testing Materials,
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Estidndar de aflatoxina M, 1l ug/ml en
Benceno+Acetonitrilo (9+1)
Cloroformo+Acetona+Isopropanol

(85+10+5)

2.2.3.2. Reactivos para el andlisis de higado vy

huevns:

1.

2.
3.
4,
5.

6.
7e
B
9.

l1o.

11.

Fase mévil para HPLC; Acetonitrilo
ACS+Agua (35465)

Agua desionizada

Clornoformn, grado andlisis

Acetona, grado andlisis

Metannl, grado Espectroanalizado y
grado andlisis

Cloroformo+Acetnna (9+1)
Cloroformo+Acetona (50+50)

Eter de Petrdleo, grado andlisis
S5ulfato de Amonio

Solucién de Clnruro de Sodio-Acido
citrico, grado ACS: 40 g de cloruro
de sodio y 4.8 g de Acido citrico mn-
nohidratado/10n ml de agua

Snlucién de Acetatn de Plomo trihi-
dratado: disolver 200 g de Pb(nAC)2:
3H,0 en 500 ml de agua conteniendo

3 ml de &cido acético y diluir a 1l

litro con agua
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12. Tierra de diatomeas: Hyflo Super-Cel

13. Perlas de ebullicidn o Carborundum

14. Esténdar de aflatoxina M,, 1 ug/ml
en Benceno+Acetonitrilo (9+1)

15. Silica gel granular: preparar la si-
lica como se describe en reactivo No.

7 para andlisis de leche.

3. Procedimiento para el andlisis de las muestras.

- Recoleccidon de muestras.

—~ Andlisis de muestras inmediatamente después de su reco-
leccidn cuando fué posible. Las muestras que no se pu-
dieron analizar inmediatamente, se guardaron en el con-
gelador para evitar el crecimiento de mohos.

- Andlisis de aflatoxina M, por el métndo modificado de
Trucksess (34, 35), para higadn y huevos y el método de
Tuinstra modificado (36) para leche. Se introdujeron
cambios en la metodnlogia que facilitaron o abardtaron
1los métodos. No se introdujo ningiin cambio sin haber
comprobado la validez andlitica del mismo.

- Determinacién final de aflatoxina M; por Cromatografia
Liquida de Alta Presién (33) o por Cromatografia en Ca-

pa Fina (34).

3.1. Métndo de anéliSis.

Para el andlisis de las muestras se empled el mé-
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todo de Trucksess (34, 35) para higado y huevos y el
métndo de Tuinstra (36) para leche, con modificacio-
nes del Labnratorio Unificado de Control de Alimen-
tos y Medicamentos (LUCAM) y otras originadas en el
presente trabajo de investigacidn. Con el propdsito
de ahorrar reactivos se usd la mitad de las cantida~
des 1ndicadas en el método original para la extrac-
cién y limpieza del extracto; comn el producto fué
homngenizado totalmente antes del procedimiento, se

considerd que esto no afecta la exactitud del método.

3.1.1. MétOdO IJ AnéliSis de leChEQ

Medir 30 ml de leche en un frasco de centri-
fuga, tapar con papel de aluminio y calentar en
bafio de maria a 100°C por 15 min. Enfriar y
diluir con 25 ml de agua, agregar 5 ml de sul~-
fato de cadmio al 10% (v/v) y mezclar, agregar
25 ml de cloronformo y mezclar con magneto.

Centrifugar, sacar la capa inferior de clo-
roformo con pipeta Pasteur y pasarla a un baldn
evaporador a través de un filtro con sulfato de
sodio anhidro. Re-~extraer de 1gual manera la
Bolucidn y el sedimento en el frasco con dos por-
ciones mds de 25 ml de cloroformo reuniendo las
fraccinnes en el mismo balén evaporador.

Evaporar a sequedad en Rota-Vapor con vacio

teniendo sumo cuidadn de suspender la evapora-
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cién en el momento que lleque a sequedad para
evitar pérdida de aflatnxina. Disolver el re-
siduo en 5 ml de éter dietflico. Preparar la
columna cromatogrdfica de la siguiente maneras:
agregar un tépén flojo de lana de vidrio en la
punta. Si el tapAn queda apretadn, disminuye
la velocidad de elucidn. Agregar 25 mm de si-
lica gel (Reactivo No. 7) mas 5 ml de éter die-
tilico, drenar el éter. No dejar que la colum-
na se seque para evitar la formaciAn de grietas,
lo que disminuye las propiedades de absorcidn y
separacidn. Agregar el extractn de la muestra
a la columna cromatngrdfica. Lavar el balén
con 5 ml de éter dietilico pasandolo a la co-
lumna lawando las paredes.

Eluir la aflatoxana Ml con 10 ml de cloro-
formo+metanol (97+3) y recibir el eluyente en
un tubn colector de 10 ml con tapon esmerilado
y evaporar casi a sequedad en bafio de maria a
4n°C, Evaporar con cuidado a sequedad con Co-
rriente de nitrdégeno, suspender la cnrriente de
nitrdgeno en el momento que llegue a sequedad
para evitar pérdida de aflatoxina. Disolver el
residun en 25 ul de metannl. Esta solucidn es-
ta lista para Cromatngrafia Liquida de Alta Pre-

s1dn o para Cromatografia en Capa Pina.
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3.1.2. Mirt~ndn IT, Andlisis de higadn.

ExtracciAn v particiAn:

Pesar 50 g de muestra en un vaso hnmhgeniza-
dnr, aqregar 21 ml de snlucidn de clnrurn de sn-
din-4cido citricn mrnnhidratada (Reactivn in, 10)
y mezclar por 2 min a velncidad mnderada. afqre-
gar 150 ml de acetnna y mezclar nuevamente pnr 5
min. Filtrar a una prrnbeta de 250 ml, anntar el
valumen (+ 118 ml) y transferir el filtradn a yn
Erlenmeyer de 250 ml. Agreqgar 10 ml de salueiAn
de Ph(OAC)2.3H20 (Reactiva Nae 11), enjuagar 1la
prabnta cnn 75 ml de aqua y agregarlns al Erlen-
meyer, agitar y lucge anraegar 3.5 g de sulfatn
de ammnin en pnlvo. agitar a mann 30 seg, aqre-
gar 5 g de tierra de diatnmeas, agitar de nuevn
y dejar reposar 5 min. Filtrar en una prnbeta
de 25N ml, anntar el velumen (i 163 ml) y trans-
ferir el filtrade a un embudn separadnr de 250
ml. Este extractn representa 23 g de muestra.

Agregar al embudn 50 ml de &ter de petrdlen y
agitar vignrnsamente por 1 min. Dejar gjue las
fases se scparcn, drcnar la capa acunsa inferinr
a ntra embudn scparadnr de 250 ml y descartar la
capa superier de éter. Agregar 25 ml de clnrn-
fArrmn a la capa acunsa, agitar vignrosamente por
1 min y dejar que las ‘fases se separen. Drenar
la capa inferinr de clnrnfnrmo a un balAn evann-

rador de 250 ml. Agreqgar 25 ml de clorninrmn+a-
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cetona (50+50) a la fase acuosa en el embudo,
agitar 1 min y permitir que las fases se se-
paren. Combinar la segunda capa de clorofor-
mo con la primera en el balon evaporador.
Evaporar los extractos clorofdérmicos casi
a sequedad en Rota-Vapor y proseguir a la cro-

matografia en columna.

Cromatografia en Columna:

Disolver el extracto en 5 ml de clnroformo.

Preparar la columna cromatngréfica insertando
un tapAn flojo de lana de vadrio en la punta.
Si el tapdn queda qpretadn, disminuye la veln-
cidad de elucinn. Agregar 1 cm de sulfato de
sodio anhidro mads 25 ml de cloroformo, agreqar
suavemente 5 g de silica gel.

Drenar el cloroformn, agregar otro cm de
sulfato de sodio anhidro encima de la silica
gel, la cnlumna en ning(in momento debe quedar
seca, Si se srca la columna se pueden formar
grietas, lo que disminuye las propiedades de
absorciAn y separaciédn. Agregar el extracto
de la muestra a la cnlumna, dejar que el clo-
roformo llegue a la superficie de la sflica,
agregar 75 ml de cloroformo+metanol (97+3) y
eluir la aflatexina con una velocidad de 1-2
gotas/seqg,

Recnlectar el eluyente en un evapnrador ti-



34

po Kuderna-Danish de 50N ml cnn tubo graduado
de 4 ml. Evaporar casi a sequedad en Rnta-Va-
por. Colocar el tubo en bafio de marfa a 55°C
y evaporar lentamente a sequedad en corriente
de natrégeno.

Disolver el residuo en 50 ul de metanol (E-
quivalente a 23 g de muestra). Esta solucion
esti lista para Cromatografia Liquida de Alta

PresiAn o para Cromatograffa en Capa Fina.

3.1.3. Métndo III, Andlisis de huevops.

Extraccidn vy remnciAn de lipidos:

Pesar 50 g de muestra dentro de un vaso hn-
mogenizadnr, agregar 21 ml de agua y luego mez-
clar 1 min. Agregar 5 g de tierra de diatomeas
y 150 ml de acetona, mezclar 3 min a velocidad
moderada. Filtrar a una probeta de 250 ml, a-
notar el volumen (i 118 ml) y transferair el
filtrado a un Erlenmeyer de 250 ml.

Agregar 10 ml de snlucidn de Pb(0AC),«3H,0
(Reactivo No. l1l). Enjuagar el frasco con 75
ml de agua y agregarlos al mismo frasco. Agi-
tar y permitir que repnse 5 min. Agregar 5 g
de tierra de diatmmeas, agitar y filtrar a una
prnobeta de 250 ml y pasar el filtrado (t 163 ml)
a un embudo separador de 250 ml (Este extracto

egaivale a 22,5 g de muestra).
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Agregar 50 ml de éter de petrdleo y agitar
vigorosamente por 1 min. Permitir que las fa-
ses se separen, drenar la fase acuosa inferier
a otro embudo separador de 250 ml y descartar
la fase superior de éter de petroleo. Agregar
al embudn 25 ml de claroformo, agitar vigorosa-
mente por 1 min y permitir que las fases se se-
paren. Preaseguir a la cromatografia en colum-

nae.

Cromatografia en Columna:

Preparar la columna cenmo se describid en el
método II, agregar la capa inferior de cloro-
formo del embudo separador a la columna y reco-
lectar el filtrado en un evaporador tipo Kuder-
na-Danish con tubo graduado de 4 ml a una velo-
cidad de 1-2 gntas/seq.

Agregar 10 ml de acetnna a la fase acuosa en
el embudn separador y extraer por segunda vez
con 25 ml de clnroformn, separar fases y agre-
gar el extracto de clornformo a la columna cro-
matogrdfica. Nn dejar que en ningin momento la
cnlumna quede completamente seca para evitar que
se formen grietas, lo que bajaria la eficiencia
de la cnlumna,

Lavar la columna con 10 ml de cloroformotace-

tona (9+1), recibir el eluyente en un evaporador
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tipo Kuderna-Danish de 500 ml con tubo gradua=-
do de 4 ml. Evaporar el extracto casi a seque-
dad en Rota-Vapor. Colocar el tubo en bano de
marfa a 55°C y evaporar lentamente a sequedad
en corriente de nitrdgeno. Disolver el residuo
en 50 ul de metanol (Equivalente a 22,5 g de
huevo). Esta solucidn esti lista para Cromatow
grafia Liquida de Alta PresiAn o para Cromato~-

grafia en Capa Fina.



3.1.4. Control de Andlisis:
Para comprobar que laos snlventes no inter-
firieran en el andlisis, se llevaron blan-
cos de reaétlvos a través del métndo com-
pleto. El andlisis se llevd a cabo con
todos los reactivas, pero sin muestra.,
Se evalud la cnnfiabilidad de los métodns
mediante fartificaciAn de muestras libres
de aflatnxinas con cantidades conncidas de
aflatnxina M,, usando los mismos métodos de
anilisis que se usarmn para las muestras
normales.
Para la determinacinAn cnn Crematngrafia Li-
quida de Alta PresiAn las muestras se forti-
ficarnn con niveles de Nn.1, N3, 0.5 y 1l.n
ppb (micragramns por kilngramo) y para Cro-
matngra“ia en Capa Fina cnn 2 ppb. Se ob-

tuvn una recuperacion promedio de BO%.
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3.1,5. CROMATNGRAFIA

3.1.5.1. Cromatngrafia Liquida de Alta Pre-
sién (HPIC)

3.1.5.2. Cromatngrafia en Capa Fina (TIC)

3.1.5.1. Cromatongrafia Liquida de Alta Pre-
si16n (HPLIC)

Cromataqgrafo:

- Instrumento: CromatAarafn Liquido
- Marca: DU PONT
- Mndelo: 830

- Columnas: a) Bondapac ClB/Porasil B,
de 1 m de largo

b) Micropart 018, 1l m de
largo (menos sensible)

- Detectnr: Fotométrico

- Gas campresor para la bomba: N,

Condiciones del Cromatdqrafo:

-~ Fase mAvil: Acetonitrilo+Agua (35+465)

- Fi1ltro de Absmsrbancia: Filtrn Corn-
ning CS-7-60: 325-385 nm

~ Atenuacidn del detector: 8 x 10 au
- Presion de la bomba: 1200 lbs/pulg2
- Velocidad de la boamba: 1 ml/min

- Velocidad del papel registrador: O.l
pulg/min

~ Temperatura de la columna: Ambiente
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Procedimientn:

Ajustar las condiciones del cromatdgrafo,
agregar el snlvente (Fase mgvil: Acetoni-
trilo+Agua 35+465) y degasificarlo con va-
cio para sacar gases snlubles. Las bur-

bujas causan interferencia y ruido en la

celda, lo que se refleja en una linea ba-
se inestable y ruidosa y una menor sensi-

bilidad .

Encender el aparatn y dejar que el detec-

tor se estabilice por 2 honras.

Hacer una curva estdndar de 5 a 50 ng de

aflatoxina Ml para establecer la lineari-

dad. Después, si se trabaja dentro del ran-

go linear, no es necesario repetir cada
vez toda la curva. Es suficiente usar un

snln esténdar como solucihn de trabajo.

Inyectar solvente purn para limpiar el
sistema antes y después de cada inyec-

cidén de estdndar o de muestra.



an

- Inyectar 25-5n ul del extractn de la muestra
dependiendo de la concentracion de aflatoxi~

na presente.

-~ Identificar la aflatoxaina Ml comparando el
tiempo de retencién de las muestras y del

estdndar.

- Calcular el contenido de aflatoxina redacio-
nando alturas de picos de muestra y estédndar.

Para la cuantificacion se usa la siguiente

fArmulac:
b Altura pico ng estdndar Vol. final del
. = muestra, mm X inyectado, ul X extracto, ul
(microgramos/kg) Altura pico Cantidad de Peso muestra
estindar, mm X muestra in- X en alicuota,

yectada, ul final¥% g.

*Carne 23.0 g

Cantidades variables seqin volumenes obteni-
*Huevos 22.5 g dos en el métndo.
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3,1.5.2+ Cromatngrafia en Capa Fina (TIC)

Preparacidn de placas:

~ Activar la placa en horno a 100°C du-
rante 1 hora. Pasar la placa a dese-

cadora para enfriar (¥ 15 min)e.

- Una vez que la placa estd lista, sem-
brar los estindares y la muestra a 4

cm del extremo inferior de la placa,

- Trazar una linea a 4 cm del extremo

superior de la placa (linea limite).

Prncedimiento:

- Llenar la camara con solvente de de-
sarrolle cloroformn+acetona+isopropa-
nol (85+10+5) a una altura de 2 cm y
saturar durante 90 min. El proceso
de saturaciAn se puede acelerar poni-
endn dentro de la cdmara otra placa

forrada con papel filtro.

- Sembrar cen microjeringa estdndares
de aflatnxina M1 (5, 10, 25, y 50 ng)
intercalando cnn 13 ul de extracto de

las muestras,



Dejar la placa en la cdmara con solvente de
desarrollo y sacarla cuando el solvente lle-

gue a la linea limite (i 30-40 min).

Secar la placa con secadora por 1l min, se~

guido por 2 min en horno a 11l0°C.

Examinar la placa bajo luz UV (ultra-viole-
ta) de onda larga, las placas deben secarse
completamente antes de exponerlas a dicha
luz., La luz UV de la luz solar o de ldmpa-
ras fluorescentes pueden catalizar cambios
en los compuestos que se examinan en super-
ficies adsorbentes. Estns cambios son par-
ticularmente notables en presencia de sol-
ventes. Se debe evitar la exposicion a la
luz UV de las placas que no han sido exami-
nadas y los puntos que se estdn examinando
deben exponerse el menor tiempo posible pa-
ra evitar que sucedan esos cambios durante

la visualizacién (5).

Identificar la aflatoxina M1 por compara-
ciAn del Rg de la muestra con el del estén-

dar.



ppb
microgramns/kg
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Calcular el cnntenidn de aflatoxina compa-

randn la intensidad de la fluorescencia de
la muestra cnn la del estandar. Para la

cuantificacidn se usa la siguiente fArmula:

ng estdndar con

intensidad iqual Volumen final
= a la muestra X del extracto, ul .
Cantidad mues- X Peso muestra, g

tra sembrada, ul
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VIII. RESULTADNS

Ins resultados del andlisis de aflatnxina M, en las 26
muestras se resume en el cuadrn Nn. l; estdn reportados en

Ppb (partes por billédn, microgramns pnr Kg).

Como se puede observar, se encnntrarnn residuns de afla-
toxinas en muestras de higadn snlamente. El1 andlisis repor-
t5 que de las 26 muestras, cuatro (15% del tntal) estaban
cnntaminadas por aflatnxina M;. El valor maximo encnntrado

fué de N.5 ppb y el minimo de Nn.l1 ppb.

Nn se encnntrm cnntaminacinn en ninguna de las muestras

de huevns, leche de vaca y leche humana.

Las muestras de higado se analizarnn mediante Crnmatogra-
fia Ligquida de Alta Presidn (HPLC), el cual es un métndn muy

sensible. Se nbtuva un nivel de detecciAn tan bajn cnmo 0,1

ppb.

Las demids muestras se analizaron mediante Crmmatngrafia
de Capa Fina dnnde se lngro un nivel de detecciAn de n.6-0,8
ppb. Estn significa que las muestras repnrtadas como negati-
vas cnn esta técnica pueden contener niveles bajns, no detec-

tables, o sea niveles menores de N.6 ppb.



&

Unn de los objetivos principales del presente trabajo
fué encnntrar la metodologia mds adecuada para el anali-
518 de niveles bajos de aflatoxina Ml'

En este trabajo se considero de mucha importancia po-
ner en prdctica dos diferentes técnicas para la determi-
nacion de aflatoxina M,: por medio de Cromatografia Lf-
quida de Alta Presién (HPLIC) y por Cromatografia en Capa
Fina (TLC). El método de HPLC es un método muy sensible
y exacto que paco a pocn ird desplazando a la TIC para es-
te tipo de andlisis, pero existen muchos laboratorios gue
debidn al alto costn del aparato no pueden utilizar este
métndn. Por esa razAn se considerd de mucha utilidad mon-
tar métndns confiables para el andlisis de aflatoxina M, .,
tanto para Cromatngrafia Liquida de Alta PresiAn como para

Crnmatografia en Capa Fina.

La‘primera parte del trabajo se hizo con Cromatografia
Liquida de Alta Presidn. Se probaron dos columnas: la co~
lumna Micropart Cig Y la recomendada en la literatura ci-
tada: Bnndapac ClB/Pora51l B. Estas columnas son de sili-
ca gel con un largo de 1 m.

La columna que diA el mejnr resultado fué la Bondapac
Cls/Pnra511 B. Con esta columna se encentrd un nivel mi-
nimo de detecciAn de 5 ng que con las condiciones utiliza-
das diA un pico de 6 mm, dos veces del nivel del ruido. En

Crnmatngrafia Liquida com~ en Cromatngrafia de gas se con-
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sidera que un pico definideo debe ser pnr lo menos dos ve-
ces mids alto que el nivel del ruido en la linea base. Un
pico de 5 ng que es el limite de deteccinn, puede observar-
se en la Figura No. 2. Este nivel de sensibilidad da un
limite de deteccidn de 0.1 ppb (microgramos por kilogramo)
de aflatoxina M, en la muestra. La columna Micropart c18
demostrd una sensibilidad inferior con un limite de detec-

c14n de 10 ng, lo que equivale a 0.5 ppb en la muestra.

Para obtener buenos resultados en HPLC es importante que
los solventes utilizados nn tengan interferencias, o sea
que no den picos en el mismo lugar que la aflatoxina Ml'
Para disnlver la muestra para la inyeccidn final el métondo
de Trucksess recnmienda usar cloroformo sin especificar el
gradn de pureza. Se tratd de utilizar clarofmarmo p. a. (pa-
ra andlisis), pern este did picos interferentes. Se cambid
por metanol gradsn Espectrnanalizado que no did ninguna inter-
ferencia., Para la fase mAvil se utilizd aqua desionizada y
acetonitrilo grado ACS que no dieron ninguna interferencia.

Estos resultados demuestran gue aungque los mejores snl-
ventes para HPLC son los de grado Espectroanalizado, otros
solventes de una pureza inferior pueden utilizarse y asi el
costo del andlisis baja cmnsiderablemente. Los blancos de
reactivos, para los cuales se siguild todn el método, pero

sin agregar muestra no tenian interferencias.
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Para establecer la linearidad de la aflatoxina Ml bajo
las cnndicinnes descritas se inyectd el estadndar en canti-
dades de 5 a 50 ng. La curva estidndar se hizo una sonla
vez. Al trabajar dentro del rango linear no es necesario
repetir toda la curva diariamente, es suficiente interca-
lar las 1inyecciones de muestra con un estdndar Gnico. La
curva estédndar y sus grdaficas pueden nbservarse en las Fi-
guras No. 3 y 4. La curva es linear hasta 50 ng, no se
hicieron pruebas para determinar el limite de la lineari-

dad.

Para la identificacién de la aflatnxina M, se compara-

ron los tiempos de retencidn (Rt) del estdndar y de la mues-
tra. El R, promedio fué de 4.5 min. Para la cuantifica-
c1An se usd la altura del pico del estdndar y la altura de

los picns de las muestras.

La sensibilidad del sistema no es estable, camblia de un
dia para ntro y puede incluso cambiar dentro del mismo dia.
Estn puede ser debido a impurezas en los extractos inyecta-
dns. Si no se tiene el cuidado de inyectar estdndares fre-
cuentemente, los cambios en la sensibilidad afectan la al-
tura de los picos y alteran por consiguiente los resultados

del andlisis,
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Las muestras de huevas y leche se analizarnn mediante
Cramatngrafia en Capa Fina (TLC) y en ninguna de ellas se
encontrs aflat~xina M;. Con este métndn se llegA a detec-
tar una cantidad minima de 1M ng, ln gque da un limite de
deteccinn de 0,6 ppb (micrngramns por kilngramn) con el

métndn usadn para leche y 0.8 ppb para el de huevos.

La pureza de lns snlventes de desarrnlln es también un
factrr muy impnrtante para la sensibilidad. Cuando se cam=-
bid el cloroformn gradn andlisis pnr unn cnn una pureza su-
perior, el limite de deteccidn bajh de 5n a 1ln ng, o sea
equivalente a n.6 ppb en una muestra de leche.

Para obtener una mejor sensibilidad, las placas deben

estar correctamente activadas (1 h a 1ln5°C).

Para la identificaciAn de la aflatnxina M; se compard el

R. del estindar con el de las muestras, el Re de la aflato-

€
X1na M1 en el sistema de snlventes empleadn es de n.4n. El

tiempn de desarrollo promedin fué de 3n-4n min.
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IX, DISCUSINN DE RESULTADNS

De las 26 muestras analizadas se encontrA que el 15% de
las muestras estaba contaminado cnn residuns de aflatoxina
My« Tndas las muestras cnntaminadas eran de higado, en las
muestras de huevos, leche de vaca y leche humana no se de-
tectaron residuos. Estos resultados cnanfirman que el higa-
do es el tejido donde mds se cnncentran los residuos (17,
23). El valnr mids alto de aflatnxina M, encontrado en hi-
gado fué de n.5 ppb (micrngramos pnr kilogramo) y el mds

bajn de n.,1 ppb.

Varins investigadores (15, 20, 21, 26, 29) han tratadn
de encrntrar una relacidn entre los niveles de aflatoxina
B, en el alimento ingeridn pnr el animal y los niveles de
aflatnxina M, en el tejido. Lns diferentes investigadores
han repnrtado resultadns muy variables al respectn; no sn-
lo hay variacicn entre las diferentes especies, sinn aln
entre la misma especie., Estas diferencias probablemente
se deban a diferencias individuales en la velocidad de la
detoxicacién metabdlica y a ntros factores cmmo pnr ejem-
pln la clase de alimento, las crndicinnes climatnlAgicas,

la edad y el sexn del animal.

Lnetzsch y Leistner en Alemania repnrtarmn que los resi-

duns de aflatoxinas pueden detectarse en los Arganos y mis-
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culos del ganado vacuno, cerdns y pollns cuando los anima-
les consumen alimentns contaminados con mis de 1n0 ppb (mi-
crogramos pnr kilngramn) de aflatnxinas (23), sin embargn,
con este nivel de contaminaciAn no hay signos de aflatoxi-
cnosis en lns animales. Snlamente cnncentraciones de 1000-

2r00 ppb de aflatnxina B, en el alimento originan dafins vi-

1
sibles que pueden causar rechazrn legal en Alemania (23).
Dos equipns de investigadnres, Polan et al (29) y MacKinny
et al (26), han reportado datos muy semejantes con una re-
lacidén pienso/tejidn de aprnximadamente 7,n00/1, mientras
que 3toloff reportd una relacidn pienso/hfigade de 14,0n00/1.
Estn significa que es posible encontrar aflatoxina M, en
los tejidos solamente cuando el alimentn estd contaminado
a niveles cnnsiderablemente altns y de estn se puede con-
cluir que la conversiAn de granns c~ntaminadns en leche,

carne y huevos reduce para el humano la ingesticn de afla-

trxinas (31, 32).

Como dns grupns diferentes han reportadn la misma rela-
ciAn pienso/tejido de 7,700/1 esta se ha usadn para esti-
mar los niveles de contaminacidn en los alimentos ingeri-
dns por los animales muestreadns. Si en el presente estu-
dio se encnntraron niveles de n.l, n.2 y 0.5 ppb de afla-
toxina M, en las muestras, quiere decir que el alimento se
encontraba contaminadn cAn niveles de 700, 1,4n0 y 3,500

ppb de aflatoxina Bl respectivamente,
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El factnr de Ioetzsch y Leistner darian valores estima-
dos mis bajos y el de Stoloff uno md alto. De todas ma-
neras se puede cnncluir que los niveles de aflatoxina en
los alimentns ingeridons por los animales estaban sumamen-

te altns.

La presencia de aflatnxinas en el pienso puede nriginar
un envenenamiento en los animales dnmésticos que trae con-
cecuencias, tantn ec~rndémicas comn de salud animal. Para
la industria ganadera y lechera por ejempln es importante
el retardn en el crecimientn del ganadn y una disminucidn
en la prnducciAn lechera. Estos efectns no siempre serdn
detectadns y atribuidns a la presencia de aflatoxinas en
el pienso. Solamente si la intnxicaciAn es mds severa los
efectnos son mis evidentes, puede producir incluso la muer-

te de los animales,

Ins niveles estimadns de aflatoxinas en el pienso de
los animales muestreadns en el presente estudin pueden ha-
ber prnducidn efectns nncivos, ya que estns niveles estén
por encima de los gque varins investigadores reportan comn

criticos para producir aflatnxicnsis en los animales.

Garrett et al (1968), asi comn Lmetzsch y Leistner (1974)
reportarnn que con niveles de 1r0 ppb (micregramos por ki-
lagramn) nn se presentan sintomas de aflatnxicosis en los

animales,
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En Alemania se ha propuestn 10 ppb (microgramos pnr Ki-
lngramn) comn limite legal para aflatnxinas en tejido ani-

mal (23).

ntro cnmponente del presente trabajn fué la investiga-
cidn llevada a cabn sobre la metndnlngia de andlisis.
El métndn de Cromat~grafia Liquida de Alta PresiAn (HPIC)
resultd mis sensible que el de Crmrmat~grafia en Capa Fina
(TLC) para la deteccidén de aflatnxina Ml. Con HPIC se ob-
tuvn un limite de deteccién de Nn.l ppb, mientras que con
TIC el limite de deteccidn fué de 0.6-0.8 ppb. Esto indi-
ca gue muestras analizadas con TLC pueden reportarse como

negativas teniendn niveles mennres que N.,6-N.8 ppb.

El anilisis de aflatnxinas nn siempre puede realizarse
mediante HPLC. Debido al costn elevadn del instrumento,
pncns lahnratnrins cuentun actualmente cnn este instrumen-
to. Cnmn alternativa, aunrfue menns exactn, el anilisis
puede realizarse mediante TLC. Este métondo tiene la ven-
taja de ser barato y rdpido. Se pueden analizar varias
muestras en una snla corrida, en la placa pueden sembrar-
se al mismn tiempo hasta 12 muestras cnn estdndares inter-

caladns.

Para el andlisis con TIC el residuo final se disolvid

en 25 ul y de esto se sembrd 13 ul en la placa. La sensis



53

bilidad puede aumentarse si el extracto se disuelve en una
cantidad menor de solvente y se siembra todo el extracto.
Asi el nivel de detecciAn puede bajarse a un nivel cercano
al limite de detecciAn que se obtiene cnn HPLC. Sin embar-
gn, el HPLC es mas exacto que el TIC. Para la cuantifica-
cinn cnn HPLC se mide la altura de los picos que da una ci-
fra mis exacta que la estimacidén subjetiva de la intensidad
de la flunrescencia de las manchas en la placa cromatogra-
fica. S1 se cuenta con un densitémetrn la exactitud del

métndn can TLC también aumenta.

Para IPLC se probaron dos cnlumnas para verificar en cual
se nobtenian mejnres resultadns. Se usA la cnlumna Micrapart
ClB y la recmrmendada en la literatura citada, Bondapac Clﬁ/
Porasil B (33). Con la Gltima se nbtuvo una mejor respues-
ta, la sensibilidad fué dos veces mayor que la detectada
cnn la primera. Esto confirma que la columna es un factor

muy importante para la sensibilidad del método.

En cuanto a snlventes es impnrtante gque no tengan inter-
ferencias. Por otro ladn, snlventes de alta pureza son mu=-
chn mds carns que los demds. Se hiciernn varios ensayos
para ver s1 se podian utilizar snlventes cnn un grado menor
de pureza. Se nbtuviernn buenmns resultadns utilizando sol-
ventes gradn andlisis a través de tcodo el método con excep-

cidn del extractn final para HPLC que se disolvid en meta-
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nol grado Espectroanalizade. El cloroformo grado analisis
para este propdsitn did picos interferentes. Aunque los
snlventes de grado Espectroanalizadn son Aptimos para HPIC,
se comprobd que para la fase mAvil el acetrnnitrilo grado
ACS no diA ninguna interferencia. Eston indica que los sol-
ventes de una pureza inferinr pueden utilizarse sin causar
inter ferencia, lo que para el andlisis de varias muestras,
resulta econdmico. En estos casns es muy amportante cnm-
probar la ausencia de interferencias mediante blancos, o
sea que se sigue todo el procedimiento de andlisis sin a-

gregar muestra.

Para TLC varios factnres influyen snbre la sensibilidad.

La pureza de los snlventes es un factor importante para el
desarrollo de placas; se obtuvo un cambio muy marcadn en la
sensibilidad al cambiar el cloroformn grada andlisis por
uno con una pureza superinr. Es importante que las placas

sean activadas correctamente (1 h a 1n5°C), la sensibili-
dad disminuye grandemente cuando nn son activadas o cuando
la activacidn no es suficiente. Para que la saturacidn de

la cdmara fuera mds ripida, se colocd dentro de la cdmara
otra placa forrada de papel filtro. Cnn estn el tiempo de
saturacidn de la cémara bajh a mads o menos 30 min, lo que

ahorra 1 h en el tiempo de analisis.
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X. CONCLUSIONES

Los residuns de aflatoxina M, se encnntrarnn solamente
en las muestras de higado. Estns resultados confirman
que es el higadn el Argann dnnde mds se cnncentran los

residuns de aflatnxina Ml'

El andlisis de aflatnxina M, mediante Cromatografia
Ligquida de Alta Presidn es mas sensible y mas exacton

que el de Cromatografia en Capa Fina.

El métndo de Cromatografia en Capa Fina resultd también
muy sensible y ademids es mis rdpido y mds barato que el
de Cramatngraffa Liquida de Alta Presidén. Por lo tantn

este métndn es adecuado para andlisis de rutina.

Los snlventes grado andlisis utilizados a través de to-
dn el métoda, no dieron ninguna interferencia por lo
que pueden utilizarse para este tipo de anilisis dismi-

nuyendn asi el casto del mismo.

La sensibilidad de la cnlumna Bnndapac ClB/Porasil B

fué mayor que la de la columna Micropart C,g.

Con las placas activadas 1 h a 1n5°C se obtuviernn me-

jnres resultados que con las placas nn activadas.
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XI. RECNMENDACIONES

Hacer usn del Cromatdgrafo Liquido de Alta Presion
en el andlisis de aflatoxina M, para trabajos de
investigacidn. Este método es mis sensible y o-
frece un resultado mis preciso que la Cromatogra-

fia en Capa Fina.

Para trabajos de rutina y cuando el laboratorio no
tiene dispnnible un Cromatégrafo Liquido, la Croma-
tografia en Capa Fina puede ser utilizada para la

determinacidn de aflatoxina Ml‘

Efectuar programas de vigilancia y cnntrol para re-

ducir las micotoxinas en los alimentns y piensos.

Continuar con estudios sabre determinacion de afla-

toxina M; en base a la presente investigacidn.
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Figura No. 4
AFLATNXINA Mi CON CROMATNGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

CURVA ESTANDAR

Altura de pico mm

A
2004 ° °

180 -
160 ~
140 + °

120 7

lov -

90 -

ng aflato-
xina M

1l
| 1 1 >
30 4n 50




Ifg. Marit J. Ae Campos ~LierEIST dc REye5 e

Asesor Asesor

Mo,

Lic. Rodrigo Herrer
Director de Esclela

Dr. or Aguilar

Decano



