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Seme jante es al hombre que ail edificar una casa,
cavd y ahondd y puso el fundamento sobre la rocas
Y tuande vino una inundacidn el rio dio con impetu
contra aguella casa, pero no la pudo mover, porgue

estaba fundada sobre la roca *

Jesiis

(Lucas, 62 483)



A mis padres:

Lic. Carlos Acufa Nuding y Sra. Herlinda Askar de Acufia,
quienes han sido para mi fuente inagotable de sstimulo vy

gue gracias a su infinite apoyo, la consecucidn de un arduo
esfuerzo una vez mas fructificd.

Con amor y gratitud.

A mis hermanos:

Lissilette, Carlons, Hapssi. Antonio y Jorge, por su ilimitada
disposicidon en brindarme su apoOyoD.



A mis tios:

Sr. Alfredo Nacoud Askar y Sra. Loriz Askar de Nacoud,

quienes siempre han estado atentos de mi formacidn en
Maonterrey.

Al Dr. Al fredo Nacoud Askar, alguien valioso con auien contar.



A mi asesors:

Dr. Mapahén Fernandez Alonso, guien a través de su
visionaria y dinamica estrategia de Direccién, 1a meta
de esta investigacidn 1legd a ser una realidad.

Faor la trascendencia de sus enseffanzas.

Can aprecio y gratitud.



A mis singdales:

Por su ilimitada disposicidn de proveerse los medios
necesarios en la basqueda por la superacidbn académica.

A mis maestras:

Por la nobleza gue envuelve su labor socratica.



A mis alumnpsa.

Por ser participes del ilustre proceso de enseffanza.

A mis compafieros y amigos.

Far su apoyo al enfrentar los retos.



AGRADECIMIENTOS

La presente investigacidn dificilmente podria haberse realizado
sin la ayuda sostenida de mucha gente.

fRgradezcao al cuerpo de sinodales la revisibdn del manuscrito y las
valiosas sugerencias que me hicieron a fin de llevar a cabo 1o
mas perfectamente posible e}l presente trabajo.

For sus sabios consejos debo expresar @i agradecimiento al
M.C. Humberto Garza Ulloa, director general de INDEGBUIM, cuya ins-—
truccion me ayudd a comprender mejor muchos de los fendmenos cro-
matograficos involuctrados, 10 cual me fue a&itil en la toma de deci-
signes.

Dentro de la enorme gama de posibilidades para abordar un problema,
es de esperarse 1la existencia de la mejor apcidn para hacerlo.
Sea patente mi gratitud &l Dr. Thomas B. Whitaker del Departamenta
de Agricultuwa de los Estados Unidos, 2n la Universidad Estatal de
Carolina del Norte por haberme orientado a elegir las optimas con-—
diciones para la extraccidn de aflatodinas a partir de cacahuate;
igualmente por ilustrarme con minucioso detalle sobre la dependencia
de la variabtlidad en funcidn del tamafio seleccionado de muesira.

Agradezco &l Dr. Leaonard §. Stoloff su valiosa ayuda brindada a
través del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados
Unidas.

Estoy agradetcideo con el Dr. Julio Martinez Buwnes de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad Autdonoma de Tamaulipas
por el apoyo gque recibi cuando acepté su 1nvitacidn para exponer
en su entidad las metodologias de an&lisis Que en ese tiempo esta-
ba desarvoilando. Igualmente comn el Dr. Rend Rostiles Martinez de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM por su interés en
cooperar abiertamente con nuestros laboratorios. Asimismo, con

el personal de la UNAM por las atenciones qQue me proporciond du-
rante mi1 estancia &alli.

Expreso mi agradecimiento a 1a Ridl. Carmen Borrego Lapez de 1a
Universidad Autdnoma de Coalwmila por haberme proporcionado va—-—
liosa literatura sobre micotoxinas que yo desconocia. Igualmente
por su franco intere2s en colaborar con nuwestra investigacisn.



Deseo dar las giracias al personal del Centro Internacional para
gl Mejoramiento de Malz y Trigo (CIMMYT) en El Batan Texcoco,
Edo. de México gue amablemente me atendid durante mi visita.

Muchas dificultades fueron superadas gracias a la generosidad de
la M.C. Graciela Garcia de la Facultad de Biologia de 1a UANL,
quien me concedid }la oportunidad de trabajar en sus Jaboratorios
y de esta manera sacar adelante 1o gue parecia imposible.

Los altos costos de operacion gue demanda la técnica de HFELC
fueron aventajados gracias al decisivo apoyo gue dié al area de
investigacidn 1la maestra R.C.B. Esperanza Torres de Navarro,

Jefe del Departamento de Buimica Analitica de la Facultad de
Medicina de la UANL, a guien expresg mi gratitud por haberme
proporcionada los medios econdmicos necesarios. Igualmente por su
camprension y paciencia ante mi incesante insistencia. De 1a mis-
ma manera agradezco al @.C.B. Lorenzo Heyer Rodrigusz del Depar-
tamento de Buimica Analitica, guien atendid l1a totalidad del Ser—
vicio Externu de Andlisis y que con su esmerado empfio produjo

mids de 1los recursos suficientes.

Infinito agradecimiento a 1a Dra. Graciela Ldpez de Barza, Subdi-
rector de Pre-Grado de la Facultad de Medicina de la UANL por per-
mitirme disponer de los servicilos de informa;ibn y comunicacidn

de telefax.

Mi gratitud a 1a Lic. Georgina Arteaga, director de 1a bibiioteca
de nuestra Facultad por su abierta disposicidn de proveerme la

mds actualizada bibliocgrafia. De la misma manera al dinamico grupo
dgel Centro Regional de Informacion y Documentacidn en Salud (CRIDS)
que me facilitd toda informacidn de manera oportuna.

Debo agradecer la colaboracion de las Q.C.B. Rosa Nelly Arroyo
Diaz y Thelma Avila Rodriguez gquienes participaron en el comienzo
de esta investigacion y gque mostraron una inagotable paciencia
ante la minuciosa practica que impone la bisqueda de 1l precisidn

y esactitud.

Deseo expresar mi agradecimiento a la @.C.EB. Marla de la Luz Sa-—
lazar Cavazas por la generosa ayuda que me brindd para sortear
un sinndmero de dificultades que se presentaron durante la reali-

zacidn de este trabajo.



Iqualmente con profunda gratitud deseo reconocer 21 desinteresado
apoyo gque recipi del Lic. Rodolfn Cortés Martinez gquien siempre
estuvo al pendiente de mis aprietos frente a 1as computadoras. De
1a misma manera al M.C. Enrique fA. Alcorta Garza, Quien me propor-
ciond ayuda oportuna siempre gque se& la solicité.

Deseo dar las gracias a la 2.C.B. Judith Raocha Gamez, quien duran-
te mi ausencia emprendid la organizacidn y presentacidn de algunos
de los trabajos de investigacidn en el VIIT1 Encuentro de Investi-
gacion Biom&dica.

Asimismo a los estudiantes Alejandro Balderas Mireles, Juan P. Cas-
trelldon Santa Anna y Ricardo Montoya Olvera por su entusiasmo en

la presentacidn de los trabajos en e1 mismo Encuentro. VYaya también
merecido reconocimiento a ellas por haber triunfado en un concurso
nacional estudiantil celebrado en Guadalajara, al presentar parte
de esta investigacion.,

Un trabajo de la naturaleza de éste, reguiere sin duda del apoyno

continuo de los mas especializados proveedores de material y egui-
po3 expreso mi agradecimiento a1 Ing. Ramdn Pérez Schmidt de 1IASBA,
representante de VARIAN por las atenciones gue recibi de su parte.

De la misma manera agradezco al Ing. Radolfo Valadez de RODVAL,
representante de MILLIFPORE por 1a asistencia constante y eficaz
gue me proporciond para seleccionar los materiales mas adecuados
segin las necesidades gue se ibanh presentando.

También estoy agradecido con Agustina de los Santos Yega Alonso,
Maribel Esparza Dugue, Graciela Fefia Abundis y Agustin Nambo As-
pera, personal del almacén quienes me asistieron en la blsqueda
de materiales y reactivos y que a pesar de que para ellos era
parte de su rutina normal, para ml representaba cual insdlita
perquisicion en medio de una incomprensible organizacion.

Igualmente deseo dar 1las gracias a la Srita. Angeles Martinez
Martinez y a GBloria M, Martinez Pefa, secretarias del Departa—
mento de Buimica Analitica por su colaboracidn en la prepara—
cidn de las figuras del manuscrito. Asimismo a l1os Sres. Eliezer
Alanis y Benigno Leal del Departamento de Fotografia por la dispo-
5icidn que meE mostraron al tenerme en forma oportuna todo el mate-
rial de diapositivas gue generd esta investigacidn.



Mi agradecimiento a la Sra. Socorro VYalles de la Subdireccion

de Investigacién y Estudios de Post—-Grado por llevar en orden
y a tiempo todos mis registros académicos.

Expreso mi gratitud a mis compafferas de oficina.
A. Guzmadn Rodriguez y M.C. Lidia Naccha. quienes a pesar de su
delicadeza por mantener el orden, las acostumbré a ver montones
de papeles, libros y revistas por doguier. Al resto del perscnal
del Dpta. de Quimica Analitica agradezco la tolerancia gue me
tuvieron cuando en muchas ocasiones mostré el adusto caracter

en el que derivaron los desvelos. igualmente por haberme permiti-—
do mantener los laboratorios en lo gue para ellos era un estado
entropico, pero para quien trabajd y supo lo gque hacla no lo fue.

R.C.EB. Azeneth

Finalmente, deseo dar las gracias al M.C. Carlocs R. Escalante,
M.C. Aurelio Alvarez y M.C. Adrian Vilalita de la Universidad
Georgetown y al Dr. Manuel Villagarcia de la Universidad Johns
Hopkins por todas las atenciones gue me brindaron y muy especial-
mente durante la preparacidrn del cartel con el cual se presentd
esta investigacion en la Conferencia de Fittsburgh celebrada

en Chicago en este mismo affo. Asimismo agradezco al Lic. Alfonso
Reyes Garza su incondicional apgyoc a lo largo de un intensa
esfuerzo que fructificd en esta modesta aportacidn del autor.

Monterrey, N.L. 1971.



INDICE TEMATICO

CAPITULO 1

Antecedentes.

ODeteccidn de las aflatoxinas.

Diversidad estructural.

Condiciones que favorecen 8l crecimiento de
Aspergilius flavus.

Sensibilidad en varips animales.

FPropiedades carcinogénicas de las aflatoxinas.
Control de las aflatwoXinas en varios paises.
Hipdtesis.

Ob jetivo general.

CAFITULD 2

Materiales y m&todos.

Preparacion de soluciones patrén.

Analisis cromatografico.

Mediciones por HPRFLC.

Medicionos directas.

Extraccian de aflatoxinas en malz.

Metodologia para evaluar las into eferncias
del maiz.

Extraccidn de aflatoxrinacs en cacahuate.

Extraccidn de aflatoxincs en nuses.

Pag.



Metodologia de log calculos para obtener
los porcentajes de recuperacidn en mailz,

Metodologia de los calculos para obtener
l1os porcentajes de recuperacisn en cacahuate.

Metodologia de los calculos para obtener
los poreentajes de recuperacidn en nuez.

Metodologia de los calculos para obtener
los limites de deteccidn.

Madtodos ge HPLC-Fluorescencia molecular.

Métodos de HPLC-—-Absorcibdn ultravioleta.

Meétodos directos
Métodos directos

CAPITULO 3

de fluorescencia molecular.

de absorcidn ultravioleta.

Resul tados y discusibdn.

Discusidn de los
de aflatoxinas a

Discusidn de los
de aflatoxinas a

Discusidn de los
de aflatoxinas a

Distusidn de los
deteccidn.

Métodos por HFLC.
Métodos divrectos.
Conclusiones.
CaFITULO 4

Bibliografia.

procedimientos de extraccion
partir de maiz.

procedimientos de extraccién
partir de cacshuate.

procedimientos de extraccién
partir de nuez.

médtodos fisicogulmicos de

tecturas sugeridas.

41

&l

(-1

&6

72

78

83

88

114

I1



CAPITULD 5
Ap&ndice A
Glosario.

Apaédndice B

Metodologia de andlisis usando estandar
interno.

Apendice C

Evaluacidn de parametros cromatograficos
del empaque Micropak.

apendice D

Condiciones de seguridad para el manejo de
aflatoxinas.

Apéndice E
Curvas de calibracibdn por fluorescencia

directa y ultravioleta y espectros de
fluorescencia de las aflatoxinas.

174

176

179

180

183

III



INDICE DE FIGURAS

Figuras Pags.
1 &
2 7
3—3 89-91
& ?4
74 95
8 97
9 2?8
10-22 1Q0-112
23-29 115-121
30 124
1 1235
32-37 1273452
I8~-46 138-144

Iv



INDICE DE TABLAS

Tablas Pag.
I 93

11 113
111 122
v 133
Vv 135
Vi 136
VII 147
VITI ' 147
IX 150
X 158
X1 ; 152
XII 153

X111 153



CaPITULD 1

ANTECEDENTES

Las aflatoxinas son un grupoc de metabolitos que debido a su es—
tructura molecular se les clasifica dentro de ias difurancocouma-
rinas (figs.l y 2). Los estudios toxicoldgicos han demostrado su
actividad carcinogénica, hepatotdxica, teratog&nica e inmuhosu-—
presora (1).

Una gran variedad de hongogs producen las aflatoxinas, destacando
como los de mayor produccién fspergillus flavus LINK vy
Aspergillus parasiticus SPEARE. Estos hongos se encuentran

cton frecuencia en granulos alimenticios cuyas condiciones favore—
cen su desarrolla y, por ende, la produccidn de aflatoxinas.

Las investigaciones realizadas sobre aflato®inas han sido pro-
ducto de la inquietud que se presentd por una serie de brotes
de enfermedades en aves de corral y peces en diversos lugares
del mundo durante 1960. £l caso de mayor relevancia fue 21 de
pérdidas de pavos en Inglaterra como resultado de un agente
etioldgico entonces desconocido: asi, 21 padecimiento se deno-
mind como "“la enfermsdad X del pavo". Esta se caracterizd por
necrosis hepdtica aguda con hiperplasia en los conductos bilia-
res, La sintomatologia en su estado agudo se manifestd con pér-
dida del apetito, letargo y debilidad. En su estado avanzado la
muerte era inevitable. Mediante una bisgueda de 1la fuente de in-
toxicacion se encontrd como comiin denominadar de la enfermedad
el consumo de cacahuate molido, un subproducto de la extraccian
del aceite de cacahuate procedente de Brasil y algunos paises
africanaos.

En el mes de septiembre de 1960, dos investigadores: Ayerst

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

En 1942, un grupo de investigadores del Departamento de In-
vestigacion Cientlfica e Industrial del Instituto de Produc—~
tos Trapicales en Lorndres, Inglaterra encabezados por Nesbitt

y O’Kelly (2), reportaron el aislamiento de las aflatoxinas
Bly 61y, un afo mas tarde, ellos mismos reportaron el ais-
lamiento de B 2 v G 2 (3)y {figs. 1| y 2). Las letras se refie-
ren a los colores gue emiten cuando son irradiadas con longitud
de onda cercana a 3§60 nm. (las E emiten un color azul y las G un
color verde); los subindices se refieren a su posicidn relativa
en las placas cromatogriaficas.



se asocid con brotes previos de sintomas
tdxicos posteriores a 1961. En 1932, Seibold y Bailey descri-
bieron una enfermedad en perros que denominaron “hepatitis X".
Posteriormente se determind® que la causa era la ingestidn de
cacahuate en la dieta de estos animales. Igualments, el envenena-
miento del ganado vacunop y porcino con malz mohoso se asocid

con la presencia de Asperagillus flavus y otros hongos., entre
ellos Penicillium rubrum. Mas tarde se demostrd gque el envene-
namiento del ganado porcino produjo l1a misma "hepatitis X " gue
se hablia presentado anteriormente en l1os canes.

Aspergillius flavus

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

maiz y €l cacahuate representan los alimentos que proveen las

mds altas posibilidades de contaminacidn, mientras que el frijol
de saya presenta cierta resistencia a la produccidn de aflataoxinas

pero no a la contaminacion fung&l.

Inicialmente, la produccidn de aflatoxinas en el campo se considerd
un problema debidg al almacenamienta inadecuado de los granosi sin
embargo, mediante investigaciones posteriores se comprobd la presen—
cia de A. flavus y aflatoxinas en maiz antes de cosecharse (4).
Resultados similares se cobtuvieron para el algoddn y el cacahuate,
lo cual significa que el problema incluye tanto el cultivo comc el

almacenamiento (5).

Cabe destacar gue 108 insectos desempefran el papel de vectorss
en la contaminacidn de los plantios. asi también, otros factores
tales comoc temperatuwra, humedad. trazas de cinc son esenciales
para estimular el desarrollo de los hongbDs.

DETECCION DE LAS AFLATODXINAS.

Fara la deteccion de las aflatovinas existen numerosos métodos

tanto para el andligis cualitativo como cuantitativo. General —-—
mente se eaplea la extraccidn con soclventes organicos, la sepa-
racién de compuestos de interferencia y finalmente, la caracte—
ristica fluorescencia o absorcidn en la zona del espectro ultra-—

vigleta.
Sin embargo, la mayoria de los métodos reportados en 1a literaturs

praesentan una serie de inconvenientes entre l1os que se encuentran
el uso de solventes demasiado costosos, asi comp sistemas sofisti-

3



cados de deteccién como la espectrometria de masas acoplada a la
cromatografia de gases (é). Se han reportado métodos sencilios vy
muy accesibles; como la minicolumna (7}, sin embargo, su demasiada
simplicidad los hace ser poco cuantitativos.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resalucidn constituye una
poderasa técnica para separar aflatoxinas y, aungue se han re-—
portadeo métodos indicando su uso (8, 9, 10, 11), cabe sefialar
que las solventes usados como fase maovil son costosos para la-
boratorios modestos, ademds de que los métondos de aislamiento
de las toxinas son complejos y laboriosos. Asimismo, €1 usa de
muestras de 50 gramos resta poder de recuperacibdn.

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

Pueden tambieén encontrarse en el mercado equipos de prueba para
el aislamiento rapido de aflatoxinas, conocido comercialmente
como "Aflatest”; sin embargo, con este método no se puede obtener
la cantidad exacta de cada taxina, puesto que la medicidnh gue se
realiza es para el conjunto de todas ellas es decir, 1 tgtal de
las aflatoxinas presentes.

Asi pues, por lo anteriormente expuesta, se puede ver que aungue
existen métodos propuestos, ann persisten inconvenientes; es por
ello que, con la finalidad de seleccionar los métodos mas adecuados
para el analisis, nos avocamos & la tarea de evaluar m&todos fisi-—
coguimicos de deteccidn tales como fluorescencia y ultravioleta.
Igualmente para cada una de estas dos variantes se compard la
deteccidn directa después de la extraccidon de 1a muestra y el uso
de la cromatografia de liquidos de alta resoiucidn comc un medio

de separacidn antes de la deteccidn de los analitos. Estos mé&todoas
fueron aplicados al andlisis de maiz, cacabuate y nuez.

DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DE AFLATOXINAS.

En varios laboratorios del mundo se llevaron & cabo esfuerzos para
conocer las estructuras moleculares de las aflatoxinas. Para ello
era necesario lograr primero la identificacidn de las muestras
toxicas vy a partir de ellas lagrar su =islamiento.



Originalmente, los factores toxicos se aislaron a partir de alimento
para consumo animal, y fueron segarados cromatograficamente, ziendo
cuatro los compuestos distintos: aflatoxinas B 1, B 2, 6 1. G 2.

La elucidacidn estructural de las B 2 vy 6 2 indicd que se trataba de
derivados dihidrogenados de las originales B &t y 6 & (13, 14, 15,
16). Las aflatoxinas contienen un nicleo de coumarina fusionado a un
difurano y, dependiendo de si son del conjunto de las B, contienen
una pentanona. si son del conjunto de las G, tontienen una lactona
de seis miembros. De acuerdo con las pruebas efectuadas l1as aflato-
¥xinas B 1 y 61 resultaron ser mas téxicas que las B2 y G 2, en
patos (3), ratas (17) y peces (18).

La aflatoxina B 1 destaca por ser la mas tdxica de las cuatros
igualmente la potencia carcinogénica lleva el siguiente orden:
Bti1>6G1 >B2 >G 2.

Los derivados hidroxilados de las aflatorinas, denominados afla-
torxinas M 1 ¥y M 2 pueden encontrarse en la leche de vacas alimen-—
tadas con raciones contaminadas de aflatoxina B 1.

La aflataoxina 6 M 1, un derivado hidroxilado de la aflatoxina G 1
puede encontrarse tambié&n en cultivos de Asperqillius flavus.

Sin embargo, la aflatoxina 6 M 1 es un metabelito que se encuenttra
en muy reducida cantidad. Otros derivados producidos por A. fla-
vus, son las 2--hidroxiaflateoxinas, las que se conocen con los
nombres de B 2a y G 2a (19).

El Farasiticol o aflatoxina B 3, se considera un posible precursor
de la biosintesis de las aflatoxinas: su aislamiento fue posible
a partir del arroz y del trigo inoculado en el laboratorio (20).
Los patos jdvenes son tan sensibles a l1a B 3 eomo a 1a B 15 mien—
tras gue los embriones de pollo son menos sensibles a 1a B 3 gue
alab 1 (21),

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

Los animales tambi&n metabolizan Bt por la O—dimetilacidn para
piroducir aflatoxina P 13 la cual ha sido detectada en la orina de
varias especies de animales (23). 5in embargoe FP 1 ha demostrado
ser menos toxica que B 1 (24).

La aflatoxina @ | &s el principal metabolito producido por B 1
en 10s microsomas del higado in vitro tanto de monos como de
qiumangs; contiene up grupo hidroxilo en 1a posicidn del carbono-3.



Los procedimientos de destoxificacidn usando amoniace producen
dos principales metabolitos de B 1; estos son: aflatoxina D-1

y aflatoxina D-2 (20). El tratamiento con amoniaco abre el anillo
de lactona de seis miembros de la aflatoxina B 1.
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PRESENCIA DE ASFERGILLUS FLAVUS.

Se ha encontrado la presencia de AQsperqillus flavus, 1 mayor
productor de aflatoxinas en &

MAIZ ¥ PULFA DE BETABEL
CACAHUATE ALGARROBA

NUEZ HABICHUELA
FRIJOL DE SOYA FISTACHO

CACAo MIJa

CAFE PIMIENTA RQJA
TABACO CHICHARO

SORGO GIRASOL

Las condiciones que propician el crecimiento de Aspergillus
flavus son las siguientes:

CONDICIONES i EXTREMAS (26) OFTIMAS (27)
Temnperatura 6-54 oC 15-30 oC
Humedad 9-35 % 15-25 %

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

SACARCSA = 30-200 G/L

NITRATO COMO FUENTE DE NITROGENO.

Los metales presentes en el grano huésped que estimulan la
produccidn de aflatoxinas son laos siguientes:

CINC (28) CADMIO (28)
MAGNESIO (2% HIERRD (29)

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



ALGUNOS HONGDS GBUE PRODUCEN AFLATOXINAS SON LOS SIGUIENTES:

Aspergillus flavus LINK
Asperqillus parasiticus SPEARE
Aspergillus tamarii KITA
Aspergillus niger TLEGEH
Asperagillus ostianus WEHMER
Aspergillus ruber T.y C.

HONGOS QUE PRODUCEN TRAZAS DE AFLATOXIMAS SON LOS SIGUIENTES:

Penicillium citrinum THOM
Penicillium variabile SOFPP
Penicillium freguentans WESTL

CARACTERISTICAS DE LA TOXICIDAD DE LAS AFLATDXINAS.

Dosis letal para patos jévenes.

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

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

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

La mortalidad se registré a las 48 horas después de la adminis——
tracidn a través de la molleja. Bajo estas condiciones se
determinaron las dosis letales S0%Z (13) =

AFLATOXINAS DL
50
B 1 0.563 mag/¥Kg
G 1 1.8 mg/Kg

La mayor parte de las determinaciones de DL se¢ usando patas
jodvenes se registraron seis dias después de la administracidn
de las aflatoxinas en propilénglicol o en dimetilformamida.



fosteriores trabajos reportaron los valores de DL =eo para
las otras aflatpxinas (30):

AFLATOXINAS DL
S0
B 2 1.096 mg/Kg
G 2 3.450 mg/Kg

Siendo que la anica diferencia que eriste entre las aflatoxinas
de subindice 1 respecto de 1las de subindice 2 consiste en que
las dos primeras presentan un doble enlace en el sistema de
anillos de difurano, puede pbservarse gue es la ausencia de éste
lo que les confiere menor toxicidad a las aflatoxinas. También
puede observarse una menor toxicidad debido a la expansién del
anillo de ciclopentenona a un segundo anillo de lactona.

DOSIS LETAL FARA UNA VARIEDAD BE MAMIFEROS DE LABORATORIO.

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

Fara la rata macho tipo Fischer recién destetada la DL wmeo oral

de aflatoxina B 1 fue 5.35 mg/Kgi es decir, diez veces mas gue el
valor para los patos de un dia de nacidos. Cabe sefialar que la rata
hembra es menos sensible gue el macho, ya que se encontrd su

valor de DL wma en 7.44 mg/Kg (17},

La rata tipo Wistar mostrd adn mayor diferencia en la sensibilidad
entre el macho y 1a hembra;j siendo para €l primero l1a Db es de
7.2 mg/kEg y para la hembra 17.%mg/kKg (31).

El ratdn es particularmente resistente a las aflatoxinas (32),
mientras que el conejio tiene una sensibilidad comparable a 1a de
los patos jovenes (33)5 la DL =o Oral para el conejo joven se ubi-
ca entre €.2-0.4 mg/Kg (34). €n los cobayos la dosis maxima que no
provoca cambios histopatoldgicos observables es del orden de 6.25
microgramos de aflatoxina B 1, 100 microgramos de B 2, 25 microgra-
mos de G 1 y 800 microgramos de 6 2 (75). La dosis teratogénica pa-
ra los fetos de ocho dias del Hamster es 4 mg/kEg suministrada por
por inyeccidn (56).
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SENSIBILIDAD EN VARIOS ANIMALES.

Aungue 1los animales de granja son por 1o genetal sensibles a las
aflatoxinas, los rumiantes estan entre los mas resistentes. Los
animales jovenes son siempre mas sensibles que los adultos.

Mamiferos de granja.
Orden decreciente de la suscegptibilidad a las aflatoxinas:

CERDOS
VALCAS
CABAL.LOS
OVEJAS.

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

es necesario tener considerables cantidades de toxinas en 1
alimento {(una racidn conteniendo 17.5-20 % de forraje taxico

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

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

Al gunas experiencias que se registraron al alimentar ganado
con harina de cacahuate procedente de Brasil se mencionan a
continuacidn.

En vacas de dos afios de edad, concentraciones corvrespondientes

a 0.22, 0.44 0 0.466 mg de aflatoxina B 1 por kilogramo de la
alimentacidn diaria tuvo peguefios efectos después ge 20 sema-~
nas, aungue se presentaron ligeras lesiones hepaticas {(37). Cuan-
do el alimento suministrado contenia 2.4 mg de aflatoxina B 1

por kilograma y se alimentd durante trece meses & vacas de diez
affos de edad, laos efectos resultaron notorios después del sépti-
mo mes (40),

No se han detectado mutaciones en gestantes de vaca (4G), y de
rata, aunque en estas Qltimas se han enctontrado residuos de afla-—
toxinas en placenta (41).

La alta resistencia de las ovejas a las aflatoxinas se expli-
ca por su capacidad eficiente de e¥crecion (42).
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Aves de corral.

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

PATOS JOVENES
PAVOS

GANSDOS Y FAISAN
FOLLOS.

Algunos otros experimentos se realizaron en aves de corral como
el pallo, el cual, demostrd ser relativamente resistente, vy
aunque la mortalidad es baja en ellos, si ocurren cambios hepati-
cos (43,44). Se ha reportado tambien que los pavos y los faisanes
SON un poDCoO mas sensibles gue los pollos.

La literatura tambén reporta gue cuando se alimentd a patos jdvenes
con una dieta contenienda 2.5 7% de alimento ténico correspondiente

a 0.3 mg de B 1 por kilogramo, diariamente por seis semanas, presen-
taron una mortalidad del 30 4 y los gque sohrevivieron mostraron

una considerable pérdida de peso.

Cuando a los patos de un dia de nacidos se les administraron 100
microgramos diariamente durante S dias, se produjeron lesiones
hepaticas; dosis de 2000 microgramos por mads de cinco dias cau——
saran proliferaciones de tejido en los conductos biliares en:
todos los tasos.

Una dieta conteniendo solamente 6.25 % de cacahuate contaminado
puede matar a patos jovenes dentro de los trece dias si la alimen—
tacion comienza dentro de los primeros seis dias de su vida (45).

Un amplioc intervalo de lesiones hepaticas thiperplasia del epi-
telio del conducto biliar, colangitis, hepatoma, colangioma)

se han observado en truchas alimentadas con harina de cacahuate
contaminado, semillas de algoddn y soya (46).
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SINTOMAS DE TOXICIDAD REGISTRADOS EN DIFERENTES GENEROS Y ESFECIES.

Toxicidad aguda v crdnica.

Las aflatoxinas producen un namero de sintomas asociados con la
toxicidad aguda y cambios asociados con toxicidad crénica. Esto
gltimo incluye tres tipos de actividad anteriormente mencionadoss:
carcinogénica, teratogénica y mutag@nica (47).

La toricidad aguda se expresa como la muerte del apimal en un

tiempo gue depende de la sensibilidad particular (48). En general,
el higado se muestra palido, decolorido, y se incrementa en tamafo.
Las necrosis del parénguima hepatico y las hemorragias se ragistran
frecuentemente en cerdos y patos jdvenes y en pavos. 51 la muerte

no ha ocurrido dentro de una semana, puede hallarse una prolifera-
cidn caracteristica de células np diferenciadas en los espacios de
la vena porta (48). El1 rifdn puede mostrar lesiones entre las cuales
se encuentra la nefritis glomerular.

Los cambios asociadps con envenenamiento crénico son muy distintos.
Los primeros sintomas visibles aparecen comb una p&rdida del ape-
tito y reduccion en el crecimiento, pero es el higadao, el gue es

mis rapidamente afectado por la actividad de la toxina (49); se
congestiona y muestra zonas hemaorrdgicas y necrdticas. La prolifera-
cion de células epiteliales de los conductos biliares es caracteris-
tico en ganado, pates jovenes y pavos. En poldos, la destruccidn de
las células del pargnqguima hepatico y la proliferacidn de células
epiteliales ocurren durante las dos primeras semanas (43).

La mayor parte de las indicaciones caracterlsticas de toxicidad
con frecuencia aparecen sclamente unos pocos dias antes de morir.

EXAMENES CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS.

Toxricidad en cerdos.

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

estos sintomas cuando 1a dosis de aflatoxina es mayor de 0.1 mg/Kg
(50) .



Toxicidad en_ vacas.

En la vaca, las lesiones hepiticas consisten principalmente de
cirrosis. En intoxicacion experimental de la vaca se notd hiper-—
placsia de las células hep&ticas desde el final del primer mess
este fendmeno se incrementa durante el segundo y el tercer mes,
hasta que llega a aparecer degeneracidn centrolobular de las cé&-
lulas hepadticas (51).

Toxicidad en aves de corral.

En las aves de corral, 1a anarexia se acompafia por una reduccidn
en €l desarrollo. Suceden hemorragias subcutadneas (52). Contraria
a la situacidn en mamiferos., 21 higado de las aves de corral su-
friendo atlatoxicosis, no muestra fibrosis. La degeneracidn de
las celulas del parénquima hepatico es particularmente notorio
acompaftado por regeneracidn activa mediante la proliferacidon del
epitelioc de los conductos biliares de las regiones periportales.
Los riffores se congestionan: muestran mdltiples hemorragias; esn el
pavo joven se presenta nefritis glomerular, pero no en los patos
jbvenes (53).

En l1os patos jodvenes una sbla dosis de aflateoxinas es suficiente
para obtener rapida proliferacidn gue alcanza su maximo despuds de
tres dias. Despubs de treinta dias de tratamiento con aflatoxinas,
€l higado se agranda y muestra un color cat® O grisaceos la super-— »
ficie presenta granulaciones irregulares.

En l1os pollos, una minima dosis de 0.8 mg de aflatoxinas por kilo—
gramp se redquiere para producir desdrdenes hepaticos primarins (54).,

Toxicidad en cone jos.

El conejo, después de la ingestidn de aflatoxinas muestra una

degeneracidn grasa extensiva del parénquima hepaticoj las c&lulas
se hinchan ¥ muestran cambios nucleares. 5e observa proliferacidn
de células del tejido periportal y de los conductos biliares (3595).

Toxicidad en cobavos.

Los cobayos responden a la toxicosis aguda en una forma analoga a
los patos jovenes. Una dieta conteniendo 1.4-1.6 mg de aflatoxina
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por kilogramo es letal dentro de las tres semanas. Dasis mas bajas
permiten, desde luego, mayor tiempo de supervivencia gero causan
severas lesiones en el higado: necrosis centrolobular y prolifera-
cidn masiva de células en los conductos biliares(356).

Toxicidad en ratas.

Las ratas pueden tolerar dosis mucho mas altas de alimentos conta-
minados que los patos jévenes. La rata es menos sensible a los
efectos agudos de las aflatoxinas que muchos otros animales; el co—
razon, el bazo, el tracto intestinal y el tracto urogenital no se
atectan (57). 8Sin embargo, los pulmones muestran lesiones macros-
cbpicas grises con areas de hemorragia. El higado se ve afectado
llegando incluso, a duplicar su tamaffo y se observa la aparicidn de
necrosis difusa en la region periportal (58).

Cuando a las ratas se les alimenta con 0.94 mg de aflatoxina B |
por dia durante 23 dias, pueden detectarse hepatocitos de gran
tamaffo y de forma irregular (89). Ademas, en envenenamiento crbnico
se presentan lesipnes testiculares y fusidn de espermatozoides 1o
ctual puede aobservarse dentro del primer mes de envenenamiento (&0).

Toxicidad en perros.

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

MICROGRAMOS 7/ KILOGRAMO SINTOMAS
1 No mostraron sintomas
b No mostraron sintomas
20 Peérdida del apetito.

Orina amarillo—naranja.

Incremento de protrombina.
Acumulacidn de pigmentos

biliares en las regiones portales.
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Toxicidad en monos.

La administracidn diaria de 1 mg de aflatoxina B 1 por kilogramo
a monos de dos a tres meses de edad produce alta mortalidad des-
puds de cuatro meses. Los examenes post-mortem revelaron cambios
hepdticos severos caracterizados por infiltraciones de grasas €n
la regiédn de vena porta. Ademas se presentan cambios en lag con-—
centraciones de transaminasas y de bilirrubina (&62).

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

En Cercopithecus aethiops, dosis diarias de 0.01-1 mg/Kg
produjeron hepatitis (&62).

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



PROPIEDADES CARCINOGENICAS DE (LAS AFLATOGXINAS.

Hepatomas en la rata.

LLa alimentacidén de ratas con material conteniendo aflatoxinas
provoca la aparicidn de carcinomas hepatocelulares multicéntri-~
cos en la mayoria de los casos. Los nodulos tumorales son ama-—
rillos—grisdceos o hemori"agicos y necrdticos (&64).

En la siguiente tabla puede observarse que la incidencia de

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

RELACIDN ENTRE LA CONCENTRACION DE AFLATOXINA, DETERMINADA

FPOR FLUORESCENCIA Y LA INCIDENCIA DE TUMORES DE HIGADO EN
RATA.

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

(mg/Kg)

5.0 370 14715

3.5 340 11718

3.9 335 7/10

1.0 294 579

1.0 323 8/1S8

0.2 3460 2710

0.2 361 1710

0. 005 384 0/10

Naturaleza Carcinog&nica De Hepatomas Asociados Con Aflatoxinas:

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

Por definicidn, la propiedad de un ciancer es la posesién de
caracteres invasivos no diferenciados y metastdsicos (&6).

Una proliferacidn anormal de cé&lul as puede, ya sea proveer

un tumor benigno formado de células identicas no invasivas

o proveer un tumor maligno de células no diferenciadas, al-
gunas creciendo mds rapidamente que otras.
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En el caso de carcinoma de higado, el diagndstico es facil si
el tumor presenta metdstasis o puede ser transplantado (67). En
ausencia de estos dos craiterios es posible usar una combinacion
de criterins micrascopicos y macroscdpicos,

Las aflatorinas han sido dtiles en el estudio de 1a natutra-

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

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

EFECTOS BIORUIMICOS DE LAS AFLATOXINAS.

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

total y reducidas dosis lo hacen progresivamente afectando

di ferentes sistemas (69).

Se pueden mencionar las etapas sucesivas en 1la actividad bio-—

ldgica de las aflatoxinas sobre las c&lulas del higadoi sien—
do cada etapa una consecuencia de la etapa previa (70):

.= Interaccidn con DNA e inhibicidn de las polimerasas reg-
ponsables para la sintesis de DNA y RNA.
2,— Supresidn de la sintesis de DNA.

3.— Reduccidn de la sintesis de RNA y la inhibicidn del RNA
mensajero.

4.~ Alteraciones de 1a morfologia nucleolar.

S5.— Reduccién de 1a biosintesis de proteinas.

Interaccion con DNA.
La aflatoxina B 1| es la bioldgicament2 mas activa y su interac—

cién ocurre preferencialmente con el anillo purinico de guanina
(70). La aflatoxina también puede unirse con &l DNA de una sola
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hélice., Sin embargo, su wnidn es tan débil gque el sélo hecho de
pasario a través de una columna de sephadex se disocia el complejo.
Estas interacciones pueden explicar 1a inhibicidn de la sintesis
de DNA v RNA al mismo tiempo (71).

Supresidn de la sintesis de DNA.

Los estudios de la supresion de la sintesis de DNA por aflatoxi-
na B 1 se han hecho usando como base la estimulacion de &ilntesis
mediante hepatectomia. For ejemplo, se probd gue si la toxina

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

dias previos a 1la remocidn gquirdrgica de dos tercios del higado
ocurre una inhibiciodn significante de 1a sintesis de DNA (72).
Si la toxina se inyecta 24 horas después de la remocidn parcial
del higado, es decir, cuando han comenzado los procesos de re—
generacidn celular, se ha encontrado que todos los procesos
bipsinteticos estan blogueados. Estos resultados se han confirma-
do usando Acido ordtico marcado con carbono—-i4 (73).

Por otra parte, se ha demostrado que la aflatoxina B 1 inhibe
la DNA polimerasa de E. coli en una manera analoga a la mito-
micina C (74). La polimerasa se reduce un &0 % en su actividad.

Reduccidn en_la sintesis de RNA.

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

la biosintesis se inhibe hasta en un 95 %.

Cambios en 1a morfologia nuclenlar.
Con una dosis intraperitoneal de 0.2 mg de aflatoxina B 1
por kilogramo en ratas macho tipo Fischer de 100 g de peso se

han podido aobservar cambios ultraestructurales en los nucléolos
de las células del higado en un tiempo de tan sdlo 36 haoras (76).

Reduccidn de 1a bipsintesig de proteinas.

Los procesos de inhibicidn descritos anteriormente conducen
finalmente a la reduccidn en la biosintesis de protelnas.
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La siguiente tabla muestra el efecto de la concentracidn de afla-
toxina B 1 sobre la sintesis de DNA, RNA y proteina
por Elavobacterium aurantiacum (77):

AFLATCOXINA B 1 DNA RNA PROTEINA

(micirogra-— {microgramos) {microaramos) {microgramos)
mos/ml)
0 33 70 1290

10 27 &0 190

25 21 &0 180

S50 0 60 170

100 ] 4 S0 165

LAS AFLATOXINAS Y SU RELACION CON EL HOMBRE.

Ha sido en Africa en donde se han presentado con mayor frecuen—
cia casos que pudieran de alguna manera estar relacionados con
la ingestidn de aflatoxinas. Siendo este continente en cuyos ali-
mentos, coma el cacahuate y la harina de yuca, en donde han sido
detectadas altas concentraciones de aflatoxinas como 1.7 mg/Kg.

La siguiente tabla muestra la diferencia que existe en la apari-
cidn de cancer de higado entre palses desarrnllados y algunos
palises de Africa.

En las Filipipas se midid la presencia de aflatoxina M 1 en la
orina de todos los nifins que habian ingerido crema de cacahuate
contaminada de aflatoxina B 1 a una concentracion de 0.5 mg/Kg.
(78) .
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CANCER DE HIGADD EN HUMANDS.

FAlS CASOS POR CADA 100,000
HABITANTES.
Faises Bajos 1
Noruega 1
Canada 1
Hawaii Q.7
Nigeria 2.8
Sudafrica 19.2

Igualmente, en Uganda, en 1970 se detectd la muerte de un joven de
15 affios de edad cuya autopsia reveld edema pulmonar, corazdn dila—
tado y necrosis difusa centrolobular, todos estos sintomas asociados
frecuentemente con aflatoxicosis. Otros miembros de la familia pre—
sentaron al miemo tiempo violentos dolores abdominales y la mayor
parte de la dieta de la familia fue a base de yuca contaminada

con 1.7 mg/kg (79).

En el sur y sureste de la Repdblica MexXiCana es papular el usg de
la yuca para la preparacion de diversos platillos. Igualmente se
emplea en la elaboracidn de harina.



CONTROL DE AFLATOXINAS EN VARIOS FAISES

Algunos paises han impuesto regulaciones en torno al contenido
de aflatoxinas en alimentos destinados tanta al consumo humano
como animal. A continuacidn se muestran los limites maximos
permisibles gue algunos paises han fi jado para alimentos desti-
nados al consumo humano (803.

PAIS QLIMENTOS LIMITES MAXIMOS AFLATOXINAS
DE B 1 TOTALES
Bl B2 Gl G2

Mmicrogramos/kilogramo

ALEMANIA TODGS S 10
ARGENT INA CACAHUATES S 20

MALZ =) 20
BRASIL TODAOS 15 30
CANADA TODO TIFD 15 20

DE NUECES
ESTADOS UNIDOS TODOS 20
FRANCIA TODOS 10

ALIMENTOS

INFANTILES S
JAPON TODOS 10
MEXICO TODOS 20
PAISES BARJOS CACAHUATES S
POLONIA TODOS (8]
PORTUGAL CACAHUATE 29

AL IMENTOS

INFANTILES S

OTRDS 20
RUMANIA TODOS 0
SUDAFRICA TODOS S 1¢
Z IMBAWE CACAHUATE =1

MAl1Z S

SORGO 3



HIPOTESIS DEL TRABAJO:

Debido a que las aflatoxinas y sus derivados
absorben en la regién del ultraviocleta cercano y presentan
fluorescencia, serd posible llevar a tabo su identificaciodn den-—
tro de los rangos de ipterés toxicoldgico por métodops directos
de absorcidn y/o fluorescencia despugs de una extraccidn adecuada
de la muestra.

OBJETIVO GENERAL:

Utilizando la espectroscopia ultravioleta-
visible y/o0 fluorescencia molecular, desarrollar un método que
permita determinar el contenido de aflatoxinas en muestras
alimenticias de alto consumo.

OBJETIVOS PARTICULARES:?

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

2.— Desarrollar un método para 1a determina-
cidn directa del contenido de aflatoxinas en extractos de alimen-—
tos por fluorescencia molecular.

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

4.~ Evaluar los mé&todos de los objetivos

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

exists both before and after the experiment...”

Antoine Lavgisier

(France, 178%9)



CAPITULDO 2

MATERIALES Y METODOS

Introduccidn.

Este capitulp se ha dividido en dos partes: A y B. En la parte A
se menciona la metadologia que se llevb a cabo para la preparacidn
de las soluciones naormalizadas {estandares o patrdn). En la parte
B se mencionan los materiales usados y la metodologla seguida
tanto para el anadlisis cromatografico por HPLC como para el ana-
lisis directo y, para ambos casos, los procedimientos de deteccibn
por fluorescencia molecular y absorcidn ultravioleta.

A continuacidbn se hace una breve descripcidn acerca de 1o gue con-~-
sistid la presente investigacion.

Inicialmente se llevd a cabo la preparacibdn y normalizacibn de las
soluciones patron de aflatoxinas.

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

Posteriormente se desarrollaron métodos de extraccibn de aflatoxi-~
nas para muestras de malz, cacshuate y nuez, y se comprobaron di-
chos métodos por HPLC.

Finalmente, se evaluvaron comparativamente métodos usando separacion
por HFLC previa a la deteccidn fisicoquimica versus mé&todos de cuan—
tificacién realizadag en forma directa despuds de la extraccidn de
las muestras.

rte A odol ra 1 repar ibn _de soluciones trin.

La preparacidn de las soluciones patrdn de aflatoxinas constituye
una parte esencial en la presente investigacién, por ello se des-
cribe a continuaciébn el procedimiento. Previamente a la normaliza-
cion se procedid a determinar los criterios de pureza que deben
cumplir las aflatoxinas de acuerdo con los procedimientos de la
ADAC (81)Y,
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Criteri d ureza.

A),~ Pureza cromatografica.

B).— Absortividades molares dentro del limite de confianza de
9S Y.

C).- Relaciones de los picos de absorcidbn ultravioleta en metanocl,
dentro del llmite de confianza de 95%.

A).-Determinacidn de pureza cromatografica.

8e aplicaron en una placa ecrgmatografica cinco microlitros de una
solucidn de referencia a intervalos de 2 cm. Se hizd un segundo
gsembrado de cinco microlitros para exclusivamente la solucidn de
aflatoxinas, y adicionalmente en una tercera aplicacidn se incluyses-
ron cinco microlitros de esta misma solucibn de aflatoxinas mas
cinco microlitros de 1a solucidn de referencia.

B).- Absortividades molares.

lina vez comprobada la pureza cromatografica, se revisd que las
absortividades molares de las aflatoxinas en metanol se encontra-
ran dentro de un 95% de 1los limites de confianza. Para cumplir con
este requisito se usd el espectrofotbmetro ultravioleta el cual
requirid previa calibracin de acuerdeo a los procedimientos de la
macl

Calibracion del espectrofotdmetrop:

La calibracidn del espectrofotbmetro es indispensable en la pre—
paraciédn de las soluciones normalizadas. Para llevar a cabo la
calibraciétn se hizo lo siguiente:

{).- Se determind la absorbancia de soluciones de dicromato de po-
tasio a la longitud de onda de 350 nm, empleando como blanco una
golucidn 0.018 N. de acido sul farico.

it).~- Se calculd el coeficiente de extincibn molar para tres con-
centraciones conocidas de dicromato de potasio (0.0625aM, 0.125mM,
0.250 aM)

iii).- Se calculd el promedio del coeficiente de extincidn molar de
las soluciones de dicromato de potasioa.



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

del dicromato por el obtenido experimentalmente en el inciso an-
terior.

Daterminacibn de la concentracidn de aflatoxinas.

La determinacién de la concentracidn de aflatoxinas se llevd
a cabo mediante la siguiente ecuacidns

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

Donde:s
- A & Absorbancia de la solucibn de aflatoxinas.
M : Peso molecular de la aflatoxina.
CF: Factor de correccidn del instrumento y teldas.

E 3 Coeficiente de extincidn molar de la aflatoxina
a la longitud de onda de 350 nm.

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

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

Una vez revisados 1o0s valares de las absortividades molares se
comprob® que las relaciones de 108 picossmayores de 108 espec~
tros de absorcidon ultravioleta de las aflatoxinas disueltas en
metanol se encontraran dentro de un 93% de 10s limites de con-
fianza a partir de espectros individuales.



Parte B. Materiales v metodologla sequida en 1 andlisis cromato~
grafico y directo.

La cromatografia es una técnica analitica cuyos fenbmenos fisico-
quimicos la han conducido mas bien hacia una aplicacibdn cuantita—
tiva que hacia una cualitativa. Sin embargo, esto no quiere decir
que la cromatograflia carezca de iamportantes usos cualitativos. De
hecho, 25 una técnica ampliamente usada en 1la identificaciéan de
mezclas de analitos mediante la adicidn de patrones conocidos. Por
mencionar un ejemplo, durante la realizacidn del presente trabajo,
la identificacidn de aflatoxinas s@ hizo mediante la adicidn de
patrones conocidos y, una vez identificados los analitos, se lle-
vh a cabo la cuantificacion.

Ana2lisis Cualitativo.

La identificacidn de las aflatoxinas B 1, 61, B2y 6 2 se llevd
a cabo, como ya se menciond anteriormente, mediante la adicidn de
patrones conocidos y, dado el caso, mediante los tiempos de reten-
cidn relativos. Aparte de las aflatoxinas mencionadas y del aAcida
trifluorpacético usado como agente derivatizante; no se pretendid
analizar otros compuestos gque aparacieron en los cramatogramas
como en el caso del malz en donde aparecieron compuestos fluo—
rescentes distintos de las aflatoxinas.

lisis anti ivO.

Como se sabe, son variados los agtodos que se siguen en las deter-—

minaciones cuantitativas por cromatografia. Ellos estdn en funcifn

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

analitos. A continuacién se menciona el procedimiento usado en es~

te trabajo para la cuantificacidn de aflatoxinas.

Para el registro de datos se contd con un registrador graficos

por lo cual las determinaciones cuantitativas se elaboraron mediante
cadlculos manuales. Dado que las determinaciones se hicieron en base
a los productos de derivatizacitn en aguellas aflatoxinas suscepti-
bles a esta reacciédn, se optd por preparar bajo las mismas condicio—
nes tanto las muestras como a las soluciones normalizadas (estanda-

resl).
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e usd el método de patrin externo y para la integracidn de las
areas el criterio "valle-valle” (82). Los patrones externos se pre-
pararon en rangos de concentracidn cercanos a las de las muestras
y se inyectaron antes y despuds que éstas.

Para la medida de los picos se tomd en cuenta la altura y 21 ancho
a la mitad de la altura del pico (82). En todos los casos se cao-
rrigieron las alturas en funcidn de la sensibilidad del detector

y la atenuacidn del registrador. Los vollimenes de inyeccidbn perma-
necieron constantes como se especifica mas adelante.

INETRUMENTACIDN.

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

Las separaciones cromatograficas mediante HPLC se hicieron con un
cromatbografo de 1Iquidos Beckman—Altex (San Ramon, CA) modelo 334.
Se usd una columna Varian {Palo Alto CA) Micropak MCH-S de fase

monomérica C-18 unida a silica irregular de 60 angstroms (S5 um), 4
mm de diaémetro interno x 30 cm de longitud a temperatura ambiente.

Los cromatogramas se graficaron en un registrador Keep & Zonen
(Holland), modelo BD 40 de 130 ma. y 30/40 Hz,

Condicignes cromatpqraficas.

La fase movil usada fue una mezcCla de MeOH + HzxD {(45+53). La velo-
cidad de flujo fue de 1 ml/min. El volumen de inyeccibn se mantuva
constante en 20 microlitros para todas las determinaciones. Los
cromatogramas se registraron a una velocidad de 2 mm/min.

ad i fluorescencia molegcul .

Para las determinaciones del malz se usd un detector de fluorescen-
cia Turner (Palo Alto, CA), modelo 111 provisto con filtros de exci-
tacibn a 365 nm y de emisibn a 436 nm.

Para las determinaciones del cacahuate y nuez se usbd un detector de
fluorescencia Beckman (San Ramon, CA), modelo 157 provisto con fil-
tros de excitacibdn a 340 nm vy de emisibn a 450 na. La equivalencia
de las unidades del rango de fluarescencia fueron como sigueae?l

i R.Falla = 10 mv. 8



Deteccidn por absorcidh ultravioleta,

La deteccidn por U.V. se hizo solamente para soluciones normalizadas
de aflatoxinas (estidndares) con la finalidad de calcular los limites
de deteccidn. Se usd un detector Varian modelo Star 9050 de longitud
de onda variable, la cual se fijbdb a 3565 nm.

MEDICIONES POR METODOS DIRECTOS.

Deteccidn por fluorescentia molecular.

Las detecciones por fluorescencia molecular se hicieron con un fluo-
rimetro Karl Zeiss (Deutschland} PM@ 1II provisto con filtro de exci-
tacidn a 363 nm y con longitud de onda variable para la emisibn,
usandose a 435, Para la evaluacibdn del fondo de fluorescencia, las
lecturas se hicieron a la lambda de emisiébn de 455 nm.

eccidn por absorci ultravioleta.

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

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

de deteccidn. Se usd un espectrofottmetro Beckman Mmodeloa 35 de longi-
tud de onda variable, la cual se fiijd a 3465 nm.

ros erial d a_m dolo de trabaio.

lLas extraceiones de las aflatoxinas a partir de las muestras de la—
boratorio de 10 g se hicieron usanda un vaso de licuadora de 250 ml.
La caracteristica que relne €l vaso ps gue cierra junto con la base
de las aspas.

En todos 108 Casos &n que se aplicd vaclo, bste se hizo usando una
bomba de motor eléctrico monofasico a 1740 rpm de 7.7 amperes.

FPara ®l1 caso de la limpieza de las muestras de maiz por extraccidn
en fase sblida, las columnas utilizadas fueron de vidrio cuyas di-
mensiones fueron las siguientest 30 cem de altura a partir de 1a ba-
se de vidrio poroso y 6 cm desde @ste hasta la punta inferiar. E£1
diametro interno fue de 1 ca. Tanto por arriba como por debajo de
la fase £-18 se colocd fibra de vidrio, ¥Yo minimo necesario para
formar una capa delgada de 2 em de ancho.



Derivatizacidn de las_aflatoxinas.

Las muestras se derivatizaron mediante la adicibn de 0.2 ml. de
Acido trifluoroace&tico. Posteriormente las muestras derivatizadas
fueron llevadas a sequedad y recuperadas con volumen conocido de
MeOH + HzD (1+9). Los voldmenes se especifican en cada una de las
determinaciones que se muestran en la seccidn de calculos para
maiz, cacahuate y nuez.



METODOS QUE FUERON PROBADOS PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAlZ.
METODO DENOMINADO: HEX~ETER-CLOR.

Procedimiento.

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

- dujeron dentro de una columna de vidrio a manera de empaque. Luego

se adiciond hexano hasta que ya no eluyera de color amarillo con la
finalidad de solubilizar 1a mayor cantidad de las grasas; ésto repre-
sentd aproximadamente un volumen de 350 ml. Despuds se adicionaron

100 ml. de éter etilico con la finalidad de extraer otros componentes
que no son de intereés. Posteriormente se adiciond cloroformo hasta
que su elucidn fuera incoloras &sto representd aproximadamente 350 ml.

El extracto clorofbrmico se llevd a sequedad a la temperatura de

353 oC. El1 concentrado se transtirid a un vaso de 30 ml mediante clo-
roformo. El concentrado se llevd a sequedad bajo corriente de nitré-
geno y se procedid a la derivatizacidn, se filtrd con membrana de
0.45 micras y se inyectd al cromatbgrafo.

METODO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIGUIDO PARA LA SEPQRACIDN DE AFLATOXINA!
A PARTIR DE MUESTRAS DE MAIZ.

METODO DENOMINADO: LIQUIDO-L IQUIDO.

Procedimi .

A partir de { Kg de malz malla No. 20 se tomaron 10 g y se coloca-
ron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente se deposita-
ron en el vaso 1% ml de agua destilada, la cual contenia 0.2 g de
NaCl. Se dejd reposar cinco minutcs. Enseguida se adicionaron 65 ml
de metanol, 30 ml de agua y 20 ml de hexanb. Se agitd lentamente con
la mano manteniendo cerrado el vaso con la finalidad de gue se for-
mara el equilibrio de fases y se evitara alguna explosibdn. Posterior-—
mente se agith a alta velocidad durante 3 minutos. Después se filtro
el homogenato en embudo Buchner a través de papel filtro de poro
ancho.
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El filtrado se transfiriéd a un embudo de separacidn de 250 ml. Des-—
pugs de 10 min. se tomaron 25 ml. de la fase inferior y se transfi-
rieron a otro embudo de separacidn. A &ste se adicionaron 25 ml. de
cloroformoj se agitd con la finalidad de extraer las aflatoxinas. La
capa inferior se recogid en un tubo de ensayo y se hizo pasar corrien-
te de nitrbgeno para evaporar el solvente. El concentrado se transfi-
rid a un vaso de 30 ml en el cual se llevd a sequedad. Se llevd a ca-
bo la derivatizacion, la muestra se filtr®d en membrana de 0.45 micras
y s& inyectd en el cromatdgrafo.



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

PROCEDIMIENTO:

A partir de 1 Kg de maiz de malla namero 20 se tomaron 10 g y se in-
trodujeron en un vaso de licuadora de 250 ml. FPosteriormente se adi-
cionaron 20 ml. de una mezcla de MeOH + HzO (80+20) y se agitéa por
cinco minutos. Aproximadamente 8 ml del homdgenato previamente €il-
trado por poro ancho, se transfirieron a la primera columna, la cual
ge acondiciond de la siguiente manera.

ACONDICIONAMIENTO DE LA PRIMER COLUMNA.~

Se pesaron 4600 mg de fase inversa C-18 y se depositaron dentro de una
columna. Posteriormente se adicionaron & ml de metancl y se eluyeron
mediante bomba de succidbn pero sin dejar secar la fase; después se
adicionaron é6ml de MeOH + Hz0 (80 + 20) y se eluyeron. La fase no

se dejid secar en ningdn paso de elucibdn. Pasteriormente se adiciond el
homogenato. Se eluyd la solucibn y se tomaron 4 ml. del eluido, los
cuales se diluyeron mediante aforacion & 10 ml. con agua destilada
(nc se usd agua desionizada debido al contenido de residuos organicos)
Estos 10 ml se filtraron con membrana de 0.45 micras y se pasaron por
una segunda columna sometida a diferente acondicionamiento.

ACONDICIONAMIENTDO DE LA SEGUNDA COLUMNA.

Se adicionaron &6 ml de metanol y se eluyeroni posteriormente se a-
gregaron & ml de agua y se eluyeron también. Despubs se pasaron los
10 m1 obtenidos, en porciones de 3 en 3 ml.

Posterior a2 la elucidn de los 10 mililitros, se adicionaron 6 ml de
agua. Despubs se agregaron 2 ml de hexano sin dejar secar la colua—
na y se eluyeran. La fase se sercd por 15 minutos mediante bomba de
succidn. Para evitar oxidacibn de las toxinas por el oxigeno del aire,
una corriente de nitrogeno se mantuvo por la parte superior de la
columna.

Al t&rmino de los 1S minutos se llevd a cabo 1a elucidn de l1as aflia—-

toxinas; para ello se adicionaron 4 ml de cloroformo repartido=s en
3 allcuotas. La primera de ellas fue de 2 ml! seguida por dos alicuota
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de 1 ml cada una (8%). La elucibn se colectd en un tubo de ensayob co~
iocado dentro de un matraz kitazato. Posteriormente se transfirid l1a
solucidn a un vaso de 30 mi. en @l cual,s bajo corriente de nitrogeno
ce concentrd la muestra a sequedad. Despuds de ksto, s€ llevd a cabo
el procedimiento de derivatizacibn. La muestra ya derivatizada se

$i1trd en membrana de 0.45 micras y SE inyectd al cromatbgrafo de 11~

guidos.



METODOLOGIA SEGUIDA PARA EVALUAR LA INFLUENCIA QUE EJERCEN
SUSTANCIAS DIFERENTES DE LAS AFLATOXINAS B &, G 1, G 2 Y B 2
EN LAS LECTURAS DIRECTAS POR FLUDROMETRIA PARA EL ANALISIS
DE MUESTRAS DE MALZ, USANDO COMOG TECNICA DE REFERENCIA HPLC.

A fin de conocer 1a influencia que ejercen las sustancias diferen-
tes de las aflatoxinas en las lecturas directas por fluorometria,

se llavd a cabo el experimento cuya metondologia se describe a
continuacién.

Metodologia.

Tres muestras de maiz fueron escogidas para realizar los ensayos.

Las muestras se denominaront Maiz blanco No.l, Malz blanto No. 2
y Malz amarillo.

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

El tratamiento de cada muestra se hizo como a

continuacidn se
describes .

Malz solo.

Sometida al procedimiento SPE y cuya recuperacibn se hizo en un
valumen final de 2 ml. de una mezcla MeOH + HaD (1+9).

B) Malz + Aflatoxinas.

Muestra de matz mas enriquecimiento con 5 ng/g de cada una de las
aflatoxinas B 1, 6 2 y B 2. Sometida al tratamiento SPE y tuya recu-

peracibn s hizo en un volumen final de 2 ml. de una mezcla MeOH +
Ha0 (1+9). No se hizo derivatizacidn.



C) Maiz + Aflatoxinas + TFA.

Muestra de maiz mas enriquecimiento con 5 ng/g de cada una de las

aflatoxinas B 1,

G 2y B 2. Sometida al tratamiento SPE y cuva

recuperacibn se hizeo en un volumen final de 2 ml. de una mezcla

MeOH + Hz0

{1+2). Se llevé a cabo el procedimiento de

derivatizacién para incrementar i1a fluorescencia de B 1.

Formas de analisis.

1.

Ir.

I.

11.

METODO POR FLUORESCENCIA DIRECTA.

METGDO DE FLUGRESCENCIA POR MPLC.

Método de fluorescencia directa. Las mediciones se hicieron
comparandose contra un blanco de referencia constituido por

una solucidn de MeOH + H=O0 (1+9),

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

Los picos correspondientes & 1os metabolitos y a jas aflatoxi-
nae se recortaron y se pesaron. Lo mismo se ‘hizo para el fondo
de fluorescencia. El1 peso total del cromatograma se tomd como
el 100% y el porcentaje de cada componente se extrapold & las

lecturas directas.



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

ocedimiento.

A partir de 1 Kg. de cacahuate de malla No. 20 se tomaron 10 g y s&
introdujeron en un vaso de licuadora de 250 ml. Posteriormente se a-
dicionaron al vaso 15 ml de agua destilada la cual contenia 0.2 g de
NaCl. La mezcla se dejd reposar por cinco minutos. Enseguida se adi-
cionaron 65 ml de metanol, 30 ml de agua y 20 ml de hexano. Se agi-
td con la mano manteniendo cerrado el vaso con la finalidad de que
se formara el equilibrio de fases y se evitara alguna explosibdn.
Luego se agitd a alta velocidad por 3 minutos. El homogenato se #il-
trd en embudo Buchner a traves de papel de poro ancho.

Una vez filtrado el homogenato, la solucion se transfirid a un embu-—
do de separacion de 2350 ml. Despu&s de 15 minutos, una vez que se
separaron las fases, se tomaron 23 ml. de la fase inferior y se va-
ciaron a otro embudo de separacibn. Posteriormente se adicionaron

23 ml. de cloroformo. Se agitéd con la mano durante un minuto. Se co-
lectd la fase inferior en un tubo de ensaydo y se concentrdb mediante
corriente de nitrdogena. El concentrado se transfirid a un vaso de
30 ml en 21 cual se llevd a sequedad. El residuo se derivatizd, re
filtrd y se inyectd en el cromatégrafo.
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METODOS GUE FUERON PROBADOS FARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
A PARTIR DE MUESTRAS DE MUEZ.

METGDO: LIQUIDO-LIQUIDO.
Procedimi ento.

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

se adicionaron a1 vaso 15 ml de agua destilada 1a cual contenia
0.3 g de NaCl. La mezcla se dejd reposar por cinco minutos. En—
seguida se adicionaron 65 mli de metanal, 30 ml de agua y 30 ml de
hexano, Se agitd con la mano manteniendob Cerrado el vaso. Luego
se agitd a alta velocidad por 3 minutos. €1 homogenato se filtrd
en embudo Buchner a través de papel de poro ancho.

Una vez filtrade el ‘homogenata, la sclucidn se transfirié a un
embudo de separacidn de 259 ml. Despubs de 15 minutos, una vez
que se separaron las fases, se tomaron 235 ml de la fase inferior
Yy se vaciaron a otro embudo de separacidbn. Posteriormente se adi-
cionaron 25 ml de cloroformao y se agitd con la mano por un minuto.
Se recaogié la fase inferior en un tuba de ensaya y se concentrd
mediante corriente de nitrdgeno. El concentrado se transfirid a
un vaso de 30 ml, en el cual se llevo a sequedad. El residug se
derivatizb, se filtrd y se inyectd en el cromatdgrafo.

METODO: LISUIDO-LIGUIDO ADICIDNANDO 20 ML MAS DE AGUA.

Procedimiento.

A partir de 1 Kg de nuez de malia No. 20 se tomaron 10 g y se in-
trodujeron a un vaso de licuadora de 230 ml. Posteriormente se
adicionaron al vaso 15 ml de agua destilada la cual contenia

0.3 g de Na€l. La mezcla se dejd reposar cinmco minutos. Ensegui-
da se adicionaron 465 ml de metanol, 50 ml de agua y 30 ml de he-
xXant. Se agitd con la mano manteniendo cerrado el vaso. Luego se
agit®d a alta velocidad por 3 minutos. El1 homogenato se filtrd en
embuda Buchner a través de papel de poro ancho.
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Una vez filtrado el homogenato, la solucion se transfirid a un
embudo de separacién de 250 ml. Después de 15 minutos, una vez

que se separaron las fases, s@ tomaron 25 ml de la fase inferior
y se vaciaron a otro smbudo de separacibn. Posteriormente se adi-
cionaraon 25 ml de cloroformo y se agitd con 1la mano por un minuto.
Se recogid la fase inferior an un tubo de ensayo y se concentro
mediante corriente de nitrégeno. El concentrado se transfirid a
un vaso de 30 ml, en el cual se llevd a sequedad. El residuo se
derivatizé, se filtrd y se inyectd en el cromatégrafo.



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

METODC DENOMINADO: LIGUIDO-LIGUIDG MODIFICADQO.

Procedimiento.

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

se adicionaron al vaso 1S5 mi. de agua destilada la cual contenla
0.3 g de NaCl. La mezcla se dejd reposar por cinco minutos. Ense-
guida se adicionaron &5 ml de metanol, 30 ml de agua y 30 ml de
hexano. Se agitd con la mano manteniendo cerrado el vaso con 1a
finalidad de que se farmara el equilibrio de fases y s evitara
alguna explosibdbn. Luego se agitd a alta velocidad por 3 minutos.
El homogenato se filtrd en embudo Buchner a través de papel de
poro ancho.

Una vez filtrado el homogenato, 1a solucidn se transfirid a un
embudo de separacidn de 250 ml. Despuls de 15 minutos,; una vez que
se separaron las fases, se tamaron 25 ml de la fase inferior y se
vaciaron a otro embudo de separacibn. Posteriormente se adiciona-
ron 25 ml de una mezcla de cloroformo y tetracloruro de carbono

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

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

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

Volumen de recuperacidn 2 ml.

Sensibilidad: 30 X 2 mv.

Detector: Sequeoia-Turner.

Tados los cdlculos estan hechos en base a alturas corresgidas.
EJEMPLD:

Calculopos para G 1t

Altura de solucidn normalizada de 6 1 de 57.5 ng/ml. 2 16.5 cm
Ancho de la base a 1la mitad de la altura del picof 0.2 cm

Por proporciones:

(16.9 cm) (0.2 cm) > S7.9 mg/ml.
Muestra: (1.8 cm) (0.2 cm) > X = .27 ng/ml.

i ml. e > &.27 ng

2 (vol. de recup)-——~=—==> X= 12.54 ng

4m1 Calicuota) ————e——e- > 12.54 ng

20ml {(totales) ———c——— - X= 62.7 ng.

10 g (totales) > 62.7 ng.

ig ——————————) X= 6.27 ng/g = 6.27 ppb

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

Asl?

7 ppb >
&.27 ppb >

100 %
8%9.6 %4 de recwuperacibn,

q1



A partir de este ejemplo, se ha construido la siguiente ecuacibn
para el paorcentaje de recuperacidn en muestras de MAIZ.

(Hm )¢ Bm ? ¢ €35) ( 1/HsBs) (V) ( 5 ) ¢ 1710 ) ( 100 7 E )= %

Donde:

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

B m: Ancho de la base a la mitad de la altura del pica de 1la
aflatoxina cuyo porcentaje de recuperacidn se desea co-
nocer.

Cs Contentracidbn de solucibn normalizada (estandar).

Bs : Ancho de l1a base a la mitad de la altura del pico de la
solucidbn normalizada (estandar).

Hge : Altura del pico de la solucidbn normalizada (estandar).

L' : Volumen de recuperacidn de la muestra

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

1720 Valor que convierte el total de aflatoxina en aflatoxina/gra-

mo de muestra.

100 : Valor de referencia al 100%Z.

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

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

Hmi3 1 cm. B st 0.2 cm.
Bmt 0.2 cm, Vv 3 2 ml.
€Cst 63 ng/ml E * 4 ng/g
Hes t 18.5 cm.

(1 ecmY(0.2)(63)L1/7(18.4)(0.2)1(2 m1.)(5)(1/10)(100/4) = 85.6 %
Aflatoxina G 1:

Hn: 1.8 cm. Bs: 0.2 cm

Bm: 0.2 cm Vi 2ml,

Cs: 37.5 ng/ml. E: 7 ng/g

Hs: 16.9 cm. -

(1.8) €0.2)(87.5)L1/(14.5) (0.2)1(2) (5) (1/10) {100/7) = BF.6 %
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Aflatoxina G 2¢

Hm: B.S cm Bs: Q.2 cm.
Bme: 0.2 cm Vi 2 ml.
Cs: 14 ng/ml E: 80 ng/g

Hs: 1.7 em
{(B.3) (0. 2)¢14)L1/741.7¥¢(0.2)YI(2)(SY {1710 (100/80) = 87.5 %

Aflatoxina B 2 *

Hae 7.7 cm Bs: 0.3 cm
Bm¢ 0.3 e&m Ve 2 ml.
Ce: 18 ng/ml E: 60 ng/g.
Hs: 2.5 cm

(7.7 €0.3) (18 L1/7(2.5) (0.311(2) (5) (1/10) (100/60) = 2.4 Z.

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

Se supusc una contaminacidn eguivalente a @

G t: 10 ng/g G 2: 70 ng/g
B 12 4 ng/g B 23 S50 ng/g

Cilculos para obtener los porcentajes de recuperacidon de
aflatoxinast

Aflatoxina G1 2

Hm: 2.4 cm. Bst 0.2cm
Bn: 0.2 cm. Vv 2 ml.
Cs: 57.5 ng/ml. E: 10 ng/g.

Hs: 146.5 cm.

(2.4) (0.2)(37.5)01/(16.,5) {0.2)1(2) (35)(1/10) (100/10) = 83.6 %

Aflatoxina Bl:

Hne 1 cm. Bs: 0.2 cm.
Bmi: 0.2 Cmn. Vi 2 ml.
Ce: 43 ng/ml. E: 4 ng/g.

Hs: 18.5 cm

(1)€0.2) (63)L017¢18.5) (0,2)1{2) (5) (1/10) (100/4) = 85.1 %
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Aflatoxina G 23

Hn: 7.9 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 2 ml.,
Cs2 14 ng/ml. E: 70 ng/Qg.

Hs: 1.7 cm

(7.9) €0.2Y{(14)[1/(1.7) (0. 2)1(2) (5) (1/710) ¢100/70) = 88.2 %

Aflatoxina B 2:

Hme 4.4, Bs: 0.3 cm
Bm: 0.3 cm. v: 2 ml.
Cs: 18 ng/ml. E: 50 ng/g.
Hst 2.5 cm.

(6.4) (0.3 181/ (2.5) (0.3)3(2) (3) (1/710) (100/30) = 92.1%

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL USADD
COMO CONTROL (FIG. 14),

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

centracion de cada una.
En los siguientes calculos se incluird el valor de P.R.

Donde: P.R. = Porcentaje de recuperaciédn promedio obtenido
para cada aflatoxina.

La ecuacibn queda asi:

(Hm) (Bm) (Cs)L1/HsBs] (V) (5) (1/10) (100/P.R.) = ng/g
Aflatoxina G 1 :

Hm: 2 cm. Bs: 0.2 cm.
Bme: 0.2 ©m Vi 1 ml.
Cs: 57.5 ng/qg. P-R.: 92%

He: 16.3 cm.

(2) (0.2) (57.5)01/€14.5) (0.2)1¢1) (5) (1/10) (100/92) = 3.8 ng/g X

% para efectos practicos este valor se aproximd a 4.0 ng/g
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Aflatoxina B 1 @

Fm: 8 cm. Bs: 0.2 cm.
Hm: 0.2 cm. V: 1 ml.
Cs: 63 ng/ml. P.R.: 85 %

He: 7.4 cm.
(B) (0.2)(63)[L£/¢(7.4) (G.213¢1)(5)(1/10) (100/85) = 40 ng/g

Aflatoxina G 2: No se detectd a la maxima sensibilidad del
detector. (30 ¥ 2 mv).

El limite de deteccibn de G 2 (ver mas adelante 1oz calculos),
equivale a 1.0 ng de G 2 por gramo de muestra de maiz. De aqul
se concluye que la muestra analizada contiene menos de 1.0 na/g.

Aflatoxina B 2:

Hm: 3.8 cm. I Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. v: 1 ml.
Cs: 18 ng/ml F.R. 93.3 %

Hs: 2.5 cm
(3.8) (0.3 UIBIL1/7(2.5)(0.3)1(1) (5) (1/10) {100/23.8)= 14.6 ng/g.%

X para efectos practicos, se aproximd a 13 ng/9.

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

G 1: 12 ng/g. G 2: 75 ng/q
B iz 2.9% ng/g B 2: 60 ng/g

Debido a que la muestra control presentd contaminacidn natural
de aflatoxinas, se introducira en las ecuaciones la variable
“Cn" cuando asi sea necesario.

Cn: Contaminacidn natural en ng de aflatoxina por gramo de
muestra.

Ael, la ecuacibn quedaras

(Hm) (Bm) (Ts)L1/HsBs1 (V) (3) (1/10) [100/(Cn+EX?] = P.R.

45



Aflatoxina G 1:

Hm: 8.1 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 1 ml.

Cst 57.9 ng/ml. E: 12 na/g
Hs: 14.5 cm. Cnt 4 ng/g

(B.1) (0.2)(57.5)L1/7(¢16.5)(0.2)J(1) (J) (1/10)[2100/(4+12)1= 88B.2 %

Aflatoxina B 1:

Ha: 8.5 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 tm. Ve § ml,

Cef 63 ng/ml. E: 2.9 ng/g
Hs: 7.4 cm. Cni40 ng/g.

(B.5) (0.2) (63)T1/(7.4) (0.2)2(1)(5) (1/10)[100/(40+2.5) 1= 85.1 %

Oflatoxina 6 2¢

Ha: 1S.9 cm. Bs: 0.2 cnm.

Bm: 0,2 Cm v: 1 ml.

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

He: 1.7 cm. Cn: menos de 3.5 ng/g . Para efectos

de calculos se considerd como cero.
(1S.2) (0.2)(18)L1/7¢1.7)¢0,2)J(2) (D) €1/710)C100/73) = 87.3%

Aflatoxina B 22

Hm: 19.S cm. Bs: 0.3 cnm.

Bm: 0.3 cm Ve 1 ml.

Cs: 18 ng/ml. E: &0 ng/g.

Hs2 2.5 cm Cn: 1S ng/g.

(19.5) 0.3 (18)[1/(2.8) (0.3)1{1) (5) (1/10) L1007/ (15+60) 1= 93.6 %

MUESTRAT MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL CON
AFLATDXINAS (FIG. 18&).

€Calculos para cbtener los niveles de contaminacidn natural.

Aflatoxina G 1

Hm: 0.6 cm. Be: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cme. Ve { ml.,
Cs: 57.5 ng/ml P.R. 92 %

Hs: 6.8 cm.

(0.4) (0.2) (57.5)117¢6.8) (0.2)1(1) (5)(1/10) ¢(100/92)= 2.75 ng/Q-



Aflatoxina B 1@

Hme: 11 cm. Bs: 0.5 cm.
Brn: 0.3 cm. vV 1ml.
Cs: 43 ng/g P.R. 85 %
Hs: 7.4 cm

GL 0.5 6301 /(7.4) (0.5)1(1)(5) (1/10) (100/853) = §5.1 ng/g.

Aflatoxina G 2:

Ha: 1.5 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Y: 1 ml.
Cs: 14 ng/ml. P.R.2 84.5 %

Hs: 1.7 cm

1.3 €0.2) (143 [1/7¢1.7) (0.2)3(1) (3) (1/10) {100/86.5)= 7.% ng/a.

Aflatoxina B 2:

Ho: 2.5 cm. Bs: 0.4 Ccm.
Bmt 0.4 cm. V: 1 ml.
Cs: 18 ng/ml. P.R.t 93.8 %

Hs: 2.5 cm.
2.5 ¢0.4) (18)L1/(2.5) (0.4) 11?2 (5) (1/10) ¢(100/93.3)= 9.6 ng/g

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

Célculos para obtener los niveles de contaminacidn natural.

Aflatoxina O 1:

Ha: 3.6 cm. Bs: 0,2 cn.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 ml.
Cs: 57.5 ng/ml. P.R. 92 %

Hst 146.8 cm.
(3.6) (0.2Y(57.5)E1/7(16.5) (0, 2) I3 (J) (1/10) (100/22)= 20.5 ng/g.
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Aflatoxina B 1:

Ha: 2.2 cm. Hs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Y: 3 al.
Cs: &3 ng/ml. P.R.% 83 %

Hs: 7.4 cm.
(9.2)€0.2) (8301 /7¢7.4){0.2)YI{JI(S) €(1/710) (100/85)= 13I8.2 ng/g.

Aflatoxina G 2:

Hat 1.5 cm. Bt 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. v: 3 ml.,
Cs: 14 ng/ml. P.Re: B86.5 %4

Hs:s 1.7 cm.
(1.5)(0.3)(14)C1/¢1.7) 0. 313N (J)(1/710)(100/86.95)= 21.5 nyg/q.

Aflatoxina B 2:

Hnt: 8.7 cm. Bs: 0.3 cM.
Bm: 0.3 cm. V: I ml.
Cst 18 na/mi. P-R.2 93.8 %

Hs: 2.9 cm.

(8.7) (0.32(18)[1/(2,53) (0.3 J(33{B) (1/10) (100/93.5)= 100.4 ng/g.

MUESTRAZ MAIZ AMARILLO CONTAMINADD EN FORMA NATURAL CON
AFLATOXINAS (FI1G. 18).

Cilculos para obtener los niveles de contaminacidn natural.

Aflatoxina G 1:

Hme: 3.3 cm. Be: 0.2 cm.
Hm: 0.2 cm V: 3 ml.
Cs: 57.5 ng/ml. P.R.2 92 %

Hs: 16.5 cm.

(3.3) (0.2)(57.5)[1/(16.5) (0.2) 2(3) (5) (1/10) (100/92)= 18.7 ng/g

48



Aflatoxina B (:

Hme 10.6 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: Q.2 cm. Vi 3 ml.
Cst &3 no/ml. F.R.2 85 %

Hst 7.4 cm.
(10.6) (0.2 {63)[1/(7.4)¢0.2)3{(I3) (51 (1/710) (100/85) = 159.2 ng/ga=

Aflatoxina G 2 @

Hn: 1.6 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Ve 3 ml.
Cs: 14 ng/ml. P.Re® B86.5 %

Hs: 1.7 cm
(1.6)0.2)(14)L1/7(1.7Y{0.2)I(I) (5) €1/10) (100/86.5)= 22.8 ng/g.

Aflatoxina B 2 ¢

Hm: 3.5 cme. Bst 0.3 co.
Bm: C.3 cm. Vi 3 al.
Cs: 18 ng/nl P.R.: 93.5%
Hs: 2.5 cm

(3.5) (0.3) (1B L1/(2.8) (0.3 1(3) (F) (1/10) (100/93.5)= 40,4 ng/g.



MUESTRA: MAIZ BLANCO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL USADO

COMO CONTROL (FIG. 19).

Esta muestra no esta enriguecida, sin embargo pre-
sentd contaminacidn natural de aflatoxina B 13 es

por ello que a continuaci®n se presentan los calculos
para c¢onocer los niveles de contaminacidm.

Aflatauina G 1: No se detectd a la sensibilidad utilizada

(30 x § mv)s de acuerdo con el limite de

deteccidn se establece que su contenido
es menor a S ng’/g

dflatoxina B 1:

Hn: 3.6 cm Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 4 ml.
Cs: 63 ng/ml. i P.R.: 85 %
Hs: 7.4 cm

(3.6) (0.2) (&3VL1/(7.4) (0.2)1¢4) (5) (1/10) {100/85)= 72.% ng/Q

Aflatoxina 6 27 No se detectd, la muestra tiene menos de 3.9

ng/g.

Aflatoxina B 2¢ No se detectd, la muestra tiene menos de 2.3
ng/a9.
MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (F1G6.

G 1
B 1

20)3

i2 ng/g G 2¢ 25 na‘/g
10 ng/g B 2: 32 ng/q

s 80

Calculos para conocer los porcentajes de recuperacion:

Aflatoxina G 1:

Ha: 1.3 cm Bs: 0.2 cme.
Bm: 0.2 €m. V: 2 ml.
Cs: 57.5 ng/ml. E: 12 ng/g.

Ha: 6.8 tm,

(1.3)€0.2)(57.5)[1/(6.8) (0.2)1(2) (5) (1/10) (100/12)= 91.6 7%
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Aflatoxina B 1¢

Hm: 8.2 cm. Bs: 0.4 cm.
Bm: 0.4 cme. V: 2 ml.

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

(8.2)¢0.4)¢63)[1/(7.4)80.4)1{2)(5)(1/10)[100/(72+10)]= 85.1 %

Aflatoxina 6 2

Hmt 1.1 cam Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 2 ml.
Cs: 14 ng/ml. E: 25 ng/g.

Hs2 0.7 cm.
(1.1Y(0.2)C14)L1/¢0.7)€0.2)2£2) (5)(1/10) (100/25) = 88 %

Aflatoxina B 23

Hms 2.4 cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 2 ml,
Cs: 18 ng/ml. E: S2 ng/g
HS: 0- 9 CMe

(2.4) (0,3 (18)C1/(0.9) (0.3 2(2){3) (1/10)(100/52)= 92.3 %

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

6

i: &40 ng/g. 6 2t 120 ng/g
B 1

42 ng/Q9. B 2@ 450 ng/g

Calculos para conocer los porcentajes de recuperacitn.

Aflatoxina G 1t

Hm: 8.3 cm. Bs: 0.1 cm.
Bm: 0.1 cm. Vi & ml.

Cs? 57.8 ng/mi. E: 60 np/g.
Hs: 14.5 cm :

(8.3)€0.1)(57.5)C01/(16.5)(0.1)1{4) (5) (1/10) (100/60)= 96.4 %

a1



Aflatoxina B 1:

Hint S.7 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 4 ml.

£s: 63 ng/ml. E: 42 ng/g
Hs: 7.4 cm. Cns: 72 ng/g.

(5.7)€0.2) (631 01/7(7.4)(0.2)1¢4) (S)(1/10)[ 100/ (72+42) 1= 85.1 %

Aflatoxina G 2:

Hmi &.4 cm. Bs: 0.2 €m.
Bm: 0.2 cm. Vi 4 ml.
€52 14 ng/ml. E: 120 ng/g.

Hs: 1.7 cm.
(6.4)(0.2)(14)01/7¢1.7)(0.2)1(4) (5) (1/10) (100/120) = 87.8 %.

Aflatoxina B 2¢

fims 10.3 Cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. Vi 4 ml.
Cs: 18 ng/ml, E: 450 ng/qQ

Hs: 0.9 cm.

(10.3) (0.3 (181 L1/K0.9) (0.3)3(4) (5) (1/10) (100/450) = F1.5 %4

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

G 1: 60 ng/g. 6 2: 130 ng/Q.

B 1: 35 ng/g. B 2: 500 ng/g.

Aflatoxina G 1:

Hm: 3.3 cm. Bs: 0.1 cm.

Bm: 0.1 cm. V: 4 ml.

Cs: 57.3 ng/ml. Et &0 ng/g. x

Hs: &.8 cm.

(3.3 (0.1)(57.5)01/(6.8){0.1)12(4) (5) (1/710) {100/460) 93 %.
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Aflatoxina B 13

Hm: 5.3 Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 4 ml.

Cs: 63 ng/ml. E: 35 no/g.
Hs: 7.4 cm. €n: 72 ng/g.

$5.3Y(0.2) (63)01/(7.4)€0.2)1¢4)(5) (1/710)L100/{72+35) 1= 84.3 %

Aflatoxina G 23

Hme 2.8 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 4 ml.
Cs: 14 ng/ml. E: 130 ng/g
Hs: 0.7 cm.

(2.8) (0.2 (14)L1/(0.7) {0.2)1¢43(5)(1/10) (1007130} = 8&.1 %

Aflatoxina B 2t

Hm: 12 cm. Bs: 0.3 tm.
Bm: 0.3 ¢m. Vi 4 ml.
Cs: 18 ng/ml. E: S00 ng’/g

Hs: O .9 cm.
(12)(0.3)(18):1/(0.9)(0.3)3(4)(5)(1/10)(100/5005 =956 %



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALEULOS PARA OBTENER PORCENTAJES
DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE CACAHUARTE.

La ecuacidn que se usa para el calculo de los porcentajes de
recuperacidn de aflatoxinas para 21 cacahuate incorpora la
constante del factor de dilucidn el cual corresponde a3

FuoDe= 130/25 = 5.2

Donde:x 130 ¢ volumen total ocupado por los sglventes usados
en la extraccidn.

25 : volumen de la alicuota gque se ocupa del volumen
total de solventes.

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

MUESTRA DE CACAHUATE USADA COMO CONTROL (FI1G6. 23):2
Aflatoxina 6 1@

Hms 5 cm. Bs: 0.1 cnm.

Bm: 0.4 cm. V: 1 ml.

Cs: 5.7 ng/ml.

Hs: 10.8 cm.

(5)(0.1){S.7)L1/¢10.8)(€0.121¢1>¢5.2)¢1/10) = 1.3 na/g.

Aflatoxina B 13

Hm: 4 cm. Bgs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 1 ml.
Cs: 0.55 ng/ml.

Ha: 2 cm.

{4 (0.2 {0.35)[1/7¢(2)(0.2)1{1)(5.2)(1/10) = 0.5 ng/g.

Aflatoxina 8 2:

Hm: 4 cm. Bs: 0.2 cm-
Bm: 0.2 cm. v: 1 ml.
Csz &.5 ng/ml

Hs: 14 cn

{(4)¢0.22¢&6.5)L1/7(18) (0.2)1(1) (5.2)(1/10)= 0,96 ng/qg.
Aprox: 1 ngsg.
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Aflatoxina B 2:

Hm: 5.8 cm. Bs: 0.3 cm.
Bmz 0.3 cm, v: 1 ml.
Cs: 0.51 ng/ml,

He: 2 cm.

(5,8 (0.3 (0. 5)L1/(2)(0.3)1(1) (5.2) (1/10)= 0.75 ng/g.

fiprox: 0.8 ng/g.

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

G 1: 15 na/g. B 23 20 ng/g.
B is 10 ng/g. B 2 15 ng/g.

Calculos para obtener los porcentajes de recuperacidn de
aflatoxinas.

Aflatoxina 6 1 :

Hm: &.7 cm Bs: 0.1 cm.
Bmt 0.1 cm. Vi 3 ml.

Cs: 5.7 na/ml., E: 15 ng/g
Hsz 4.3 cm. Cn: 1.3 ng/g

(6.7) (0.1 (S.7¥T1/7¢(4.3) (0.1)1(3) (5.2) (1/710)E100/ (15+1.3) I1=

Aflatoxina B 1:

Hm: 9.5 cm. Bs: 0.2 Ccao.
Bat 0.2 cm. Ve 3 ml.

Ce: 3.9 na/ml. E: 10 ng/g.
Hs: 8.8 cm. Cn: 0.5 ng/g.

(2.9)(0.2) (S.5)[1/7(B.8) (0.2)1(3) (5.2) (1/10)L100/(10+0,3) I=

Aflatoxina G 2¢

Hm: 10.4 cm, Bst 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 ml.

Csz 6.5 ng/ml E: 20 ng/9.
Hs: 5.6 cm. Cnt 1 ng/g.

84.9 %.

eg.1 %

(10.4) (0. 2) (6.F)L1/(5.6)(0.2)1(3) {5.2)(1/202[100/(20+1) ]J= 82.6 %
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Aflatoxina B Z:

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

Cs: S.1 ng/ml. E: 15 ng/g
Hs: 8.1 cm, Cn? 0.8 ng/q.

(13.3)€0.3) (85.1)01/(8. 12 (0. 3)1(3) (5. 2) (1/710) [ 100/ {15+0.80) 1=82. 5%

MUESTRA . : CACAHUATE ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (F1G6. 235):

G 1: &0 na/g. G 2: 120 ng/g
B 1: S0 ng/g B 2 70 ng/g

Calculos para encontrar los porcentajes de recuperacion.

Aflatoxina G 1:

Hn: 6.6 cm. Bs: 0.1 cm.
Bm: 0.1 cm. Vi I ml.

Cs: S7 ng/ml. E: &0 ng/g
Hs: 10.8 c©m. Cn: 1.3 ng/g

(£.6) (0.1)(57)L1/74{10.8){0,1)3(I)(5.2)¢1710)L100/(&0+1.3)1= B88.6 %
Aflatoxina B {1

s 10.4 ¢m. Bs: 0,2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 ml.
Cs: 5.5 ng/ml E: S5O ng/g.
Hs: 2.2 cm Cn: 0.5 ng/g

(10.4) (0, 2) (S.B)E1/7(2.2) (0.2)1(3) {(5.2)(1/710)L[100/ (F0+0.5) 1= 80.3 %

Aflatoxina 6 21

Ha: 15.3 cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0,3 c@. Vi I ml.

Cs: &5 ng/ml. ; E: 120 ng/g.
Hs: 14 cm Cn: 1 ng/qQ.

(15,32 (0. 3) (&5 L1/ (14) (0. 3) 1(3) (5.2 (1/10) L0100/ (12041)I= @1.6%
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Aflatoxina B 2t

Hms 1&6.1 cm. Bs: 0.4 cm.
Bm: Q.4 cm. : 3 ml.

Cs: 5.1 ng/ml. E: 70 ng/g
Hz: 2 cam. Cn: 0.8 ng/9

(16.1)(0.48) (5.1)01/7¢2) (0.4) 1(32¢(5.2) {1/10)L100/(704+0.8) )= 90.4 %

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 27):
B it 110 ng/g G 2 172 ng/g B 2 150 ng/g
Calculos para encontrar los porcentajes de recuperacibdns

Aflatoxina B 1:

Hmt S.5 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 &m. V: 3 ml.

Cs: 100 ng/ml. E: 110 ng/g
Hs: 8.7 ¢m. €n: 0.9 ng-

15.5) €0.2) (100)[L/(B.7) (0.2)1(3) (5.2)(1/10)[100/(110+0.5) 1=87.2%

Aflatoxina G 2t

Hn: &.6 cm Bs: 0.2 cm. -
Bm: 0.2 cm V: 3 ml.

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

He: 13.7 cm Cne § ng/g

(6.6) (0.2) (2000 1/ (13.7) (0.2)1(3) (5.2) (1/10)L100/(172+1) 1= 86.8 %

Aflatoxina B 2°¢

Hnte 7.1 cm. Bs: 0.3 cm.

Bm: 0.3 &m. Vi 3 ml.

Cs: 30 ng/ml. E: 150 ng/g

Hst 2.4 ca €nt: 0.8 ng/g

(7.1) (0.3 (I0I[1/(2.4) (0.3)I(3) (5.2) (1/10)T100/(1304+0.8) 1= 91.8
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIGUECIDD CON AFLATOXINAS (FIG. 2&)%
B 1: 150 ng/g G 2: 2850 nyg/g B 2: 210 ng/g
Calculos para encontrar el porcentaje de recuperacidnt

Aflatoxina B 1:

Hm: 7.1 cm. Bs: 0.2 cm.
Bmz 0.2 cm. V: 3 ml.

€s: 100 ng/mi. E: 150 ng/g
Hs: 8.7 cm. Cn: 0.5 ng/g.

7.1) (0.2) (100)T1/¢B.7) (0.2)1(33 (3.2} (1/10)[ 100/ (150+0.5) J= B4.5%

Aflatoxina 6 2:

Hmn: 2.5 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm T Vi 3 ml.

€s: 200 ng/ml. E: 250 ng/g
Hs: 13.7 cm. Cn: &t ng/og.

(9.5)(0.2) (2000 L1/¢13.7) (0.2)1(3) (5.2) (1 /710) L1000/ (250+1)] = 86.2 %

Aflatoxina B 2:

Hm: 10,4 cm. Be: 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. V: 3 ml.

Cs: 30 ng/ml . E: 210 na/g
Hs: 2.4 cm Cn: 0.8 ng/g.

€10.4)€0.3)(30)L1/¢2.4) (0.321(3)(5.2) (1 /710)[100/¢2104+0.8) 1= 94.2 %

MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATDXINAS (FIG. 28):
Bis 32 ng/g 6 2 24 ng/g B 2¢ 20 ng/g
Calculos para encontrar 1los porcentajes de recuperacion.

Aflatoxina B 1:

Hme 2 cm. Bs: 0.2 Ccm.
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Bm: 0.2 cm. V: 1 ml.

Cs: 100 ng/ml. E: 32 na/q

Ha: 17.4 cm, Cnt 0.9 ng/g.

() 0.2)U100)T1/¢17.4)(0.2)1(1) (5.2) (1/10)L100(32+0.95)1= 82.7 %

Aflatoxina G 2 ¢

Hr: 4.8 cm Bs: 0.4 cm.
Bm: 0.4 cm. Vi t ml.

Cs: 25 ng/ml. E: 24 ng/g.
Hss 3.2 &m Cnt 1 ng/g.

(4.8) (0.4) (25)[1/¢3.2) (0. 1Y I{NN (8.2) (1/710) L1007/ (24+1}]= 78.0 %

Aflatoxina B 2:

Hmz 4.9 cm. L Bg: 0.9 cm.
Bm: 0.5 cm Vi 1 ml.

Cs: 20 ng/mi. E: 20 ng/g
Hs: 4.2 cm Cn: 0.8 ng/g.

(6. (0. (200E1/14,2)(0.5)1(1)(5.2)(1/10)L100/¢2040.8) 3= 82.1 %

MUESTRA: CACAHUATE ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS (FIG. 29):

B 1: 15 ng/g G 2: 19 ng/g B 2: 13 ng/¢g

Calculos para encontrar los porcentajes de recuperacidn.

Aflatoxina B § =

Hm: 8.5 cm Bst 0.2 cn.
Bm: 0.2 cm. Vs 1 ml.

Cs: 10 ng/g. E: 1S ng/g.
Hs: 3.5 cm. Cn: 0.5 ng/g.

(8.5) (0.2) (10)L1/(3.5) (0.2)3(1) (5.2) (1/10)[100/(1540.5)1= 81.4 %
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Aflatoxina G 2:

Hm: 16.4 cm. Bst 0.4 cm.
Bm: 0.4 cm, v 1 ml.

Cs: 2% ng/ml. E: 19 ng/g
Hs: 13 cm. Cn: 1 ng/g.

(156.8) (0. 8) (25 01/7(13) (0. 4)3(1) (5.2) (1/10) L1007/ ¢{19+1)1= B2.0 %

Aflatoxina B 2¢

Hm: 11 cme. Bs: 0.5 cm.
Bm: 0.5 cm. ve 1 ml.

Cs: 20 ng/ml. E:2 15 ng/g
Hs: 8.5 cm Cn: 0.8 ng/g.

(11) (0.5) (200 [17¢8.5) (0.5)1(1) (5.2) (1/10) 100/ (15+0.8) 1= 8G.1 %



METODOLOGIA SEGUIDA EN LOS CALCULOS PARA OBTENER LOS FORCENTAJES
DE RECUFERACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE NUEZ.
RUESTRA: NUEZ SIN ENRIGUECER USADA COMO CONTROL .

OBSERVACION: [La muestra no presentd contaminacidn natural
de ninguna aflatoxina.

La ecuacidn que se usa para el calculo de los porcentajes de
recuperacidn de aflatoxinas para la nuez incorpora la constante
del factor de dilucidn el cual corresponde a:

F.D. = 140/25 = 5.6.

Donde: 140 : Volumen total ocupado por 1os solventes usados
en la extraccidn.

25 : Volumen de la alicuota gque se ocupa del volumen
total de solventes.

Debido a gque la muestra gque fue usada como control no presentd
contaminacidn natural de aflatoxinas, a continuacidn se presenta -
ran las muestras que fueron enrigquecidas.

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS (FIG. 33):2

B 17 15 ng/g G 2: 20 ng/g B 2: 16 nag/g

Calculos para obtener los porcentajes de recuperacidn de las
aflatoxinas.
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Aflatoxina B 14

Hn: 8.4 cm Bs: 0.2 cnm.
Bm: 0.2 cm Vi 1 ml.
Css 10 ng/ml. E: 15 ng/g.
Het 3.3 cm

(8,4) (0.2) (10)I1/43,5)€0.2)3(1) (5.6)(1/10) (100/13) = 89.6 %

Aflatoxina G 2:

Hm: 8.2 Bs: 0.4 cm.
Bm: 0.4 cm. Y: 1 ml.
Cs: 25 ng/ml. E: 20 ng/g.
He: 6.2 cm

(B.2) (0.4)(25)L01/(6.5)(0.4)1(1)(5.6)(1/10)(100/20)= B8

Aflatoxina B 2:

Hm: 11.1 cm. Ba: 0.5 cm.
Bm: 0.8 cm. V: 1 ml.
Cs: 20 ng/ml. £: 146 ng/g .

Hs: 8.6 cm.

«3 %

(11.1)€0.5)(20)[1/(B.6) (0.5)3(1)(5.46) (17102 {100/16)= R0.3 %

MUESTRA: NUEZ ENRIBUECIDA CON AFLATOXINAS (FIG. 34):

Bi: 30 ng/g G 2: 25 ng/g B 2: 20 ng/g

Calculos para encontrar lops porcentajes de recuperacidn de

aflatoxinas.

Aflatoxina B 112

Hmes 16.8 cm Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 ©tm Y: 1 mle.
Cs: 10 ng/ml. E: 30 ng/g.
Hs: 3.5 cm

16.8) (0.2) (1M T1/7(3.5)¢0.2)1(1) (5.6) (1/710) (100/30)=

89.6 %.
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Aflataoxina G 2:

Hm: 9.1 cm. Bs: 0.4 cm.

Bm: 0.4 €m V: 1 ml.

Cs2 25 ng/ml. E: 23 ng/g.

Hs: &.4 Ccm.

(2.1)(0.8) (2830317 (6.8) (0. 4)1(1) (S5.6) {1/710) (100/25) = BO.0O %
Aflatoxina B 2%

Hme 13.0 cm Bs: 0.5 cm.

Bm: 0.5 cm. Vi 1 nl.

Csz 20 ng/ml, E: 20 ng/g.

He: B.& cm.
(13.0)¢(0.5)(20)L1/¢8.6)¢0.5)1¢1) (5.4 (1/10)(100/20)= 835.0 %
MUESTRA: NUEZ ENRIBUECIDA CDN AFLATOXINAS (FIG. 35):

B 1: 110 ng/g 6 2: 170 na/g B 2: 150 ng/g

Calculus para encontrar los porcentajes de recuperacion de
aflatoxinas.

Aflatoxina B 1:

Hm: 5.2 cm. Bs: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. V: 3 ml.
Cs: 100 ng/ml. E: 110 ng/g
Hs: 8.7 cm

(5.2) (0.2) (100X [1/(B.7)€0.2)1(3) (5.6) (1/710) (100/110)= 91.2

Aflatoxina G 2:

Hm: & cm. Bs: 0.3 cm.
Bm: 0.3 CMm. Vi 3 ml.
Cs: 200 ng/ml. E: 170 na/g

Hs: 13.7 cm.

$6) (0.33 (200 L1/(13.7) (0.3)1(3) (T.6)(1/190) (100/170) = 86.6

%

Z
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Aflataxina B 2:

Hmi &.7 cm. Bsd 0.3 cm.
Bm: 0.3 cm. Y: 3 ml.
Cs: 30 ng/ml £: 150 ng/Qg.

He: 2.4 cm

(6.7) (0.3){301[1/(2.9)(0.3)2(3) (5.6) (1/10) {100/150)= 93.8 %L.

MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS (FIG. 3&):
B it 160 ng/g B8 2% 270 ng/g B 2: 240 ng/o

Calculos para obtener los porcentajes de recuperacidn de
aflatoxinas.

Aflatoxina B 1:

Hm: 7.3 cm Bz: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 ml.
€s: 100 ng/ml. E: 160 ng/g.

He: 8.7 cm.

(7.3) (0.2) (3100)[1/7{8.7) {(0.2)I(3) (5.6) (1710) (1Q0/1460)= 88.1 %
Aflatoxina G 2t

Hm: 9.8 cm. Bs: 0.3 cm.

Bm: 0.3 cm. V: 3 ml.

Cee 200 ng/ml. 2790 ng/q.
Hs: 13.7 cm

m
ea

(2.8) (0.3)(200)[1/(13.7) (0.323(3) (5.4) (1/10) (100/270) = 8.0 %

Aflatoxina B 2:

Hm: 10.? cm. Bs: 0.3 cm.

Bm: 0.3 cm. V: I ml., :
€2 30 ng/ml. E: 240 ng/d.
Hs: 2.4 cm

$10.92) (0.3 (30)L1/1{2.4) (0.3)3(3) (5.6) (1/10) (100/240)= 93.4 %«
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MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINRS (FIG, 37):

B 1: 120 ng/g G 2t 170 na/g B 2 : 160 ng/g

Cilculos para obtener los porcentajes de recuperacion ge afla—
toxinas.

Aflatoxina B 1:

Hinz 5.5.cm. Be: 0.2 cm.
Bm: 0.2 cm. Vi 3 ml.
Cs: 100 ng/ml. E: 120 ng/g.

Hz: 8.7 cm.
(9.9 (0.2)(100){1/¢(8.7) (0.2)1(3) (5.86) (1/10) {100/120)= 88.5 %.

Aflatoxina G 2:

Hms &.5 cm. Bs: 0.3 €m.
Bm: 0.3 cm. Vs T ml.
Cs: 200 ng/ml. E: 170 ng/g.

Hs: 13.7 cm
(6.5 (0.3) (200X L1 /7(13.7){0.321t3) (S.46) (1 /710)(100/7170Q) = 93.7 %

Aflatoxina B 2¢

Hmz 7.1 cm. Bs: 0.3 cm.
Ba: 0.3 cm. Vi I ml.
Cs2 30 ng/ml. E: 160 ng/g.

Hs: 2.9 cm.

€7.1)¢0.32(30)[1/1(2.4) 10.3)1(3) (5.6) (1/10) (100/160)= 3.1 %



METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE L OS METODOS ANALITICOS

CALCULOS PARA OBTENER L0OS LIMITES DE DETECCION DE LAS AFLATOXINAS

Definicidn.

Limite de deteccidn. Es 1a minima concentracidn de un apalito a
la cual &1 detector responde en forma directa a una sefial equiva-
lente al doble de su ruido.

METODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

DETECCION POR FILLUORESCENCIA MOLECULAR

MUESTRAS DE MAIZ .-

Aflatoxina B 1 derivatizada.

Condiciones de la muestra:

Sensihilidad del detector: 30 %
Atenuacidn del registrador: S mv.
Volumen de recuperacidn? 1 ml.

€e selecciond la muestra denominada "malz amarillo contaminado en
forma natural usada como control" que contenia 40 ng/g y cuya altura
del pico fue de 8 cm. Se compard con la muestra enriquecida de 2.5
ng/qg de B t, cuya altura fue de B.5 cm. Asi, se infiere que la al-
tura remanente se debe al enriquecimiento:

fizsi, tenemos:
8.5em — 8.0 cm = 0.5 cm ——~> 2.5 ng/g

El doble del ruidot! 0.1 €m ——~—o> X = 0.5 ng/g. = Limite de de-
teccion.
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A partir de este ejemplo se ha construido la siguiente ecuacidn
para el calculo de los limites de deteccidn de aflatoxinas en

maiz por HPLC-Fluorescencia.
(Cm) (D) (1/Ha) = Limite de deteccién.

Donde:

Cm: Concentracidn de la aflatoxina cuyn limite de deteccitn se

desea coOnocer.

Ha: Altura del pico de la aflatoxina cuyo limite de deteccidn se

desea conocer.

D 2 Doble del ruido del detector ante el cual se realizd el cro-

matograma.

Aflatoxina 6 1 derivatizada.

Condiciones de la muestra:

Sensibilidad del detector: 30 x
Atenuvacidn del registrador: 2 mv.
volumen de recuperacion: 1 ml. "

Muestra seleccionada: "Malz amarillo contaminado
usado como control” (FIG.

Cm: 4 ng/qg.
Ha: 2 cm.
D 0.2 cm.

(4) (0.2) (172) = 0.4 ng / g

Aflatoxina G 2.
Condiciones de la muestra:

Bansibilidad del detector: 30 »
Atenuacidn del registrador: 2 mv,
Volumen de recuperacidbns § ml.

en forma natural
14).
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Muestira seleccionadas " Maiz amarillo contaminado en forma natural®

(FIG. 186).
Cm: 7.1 ng/g.
Ha: 1.5 cm.
D 0.2 mv.
{7.1) (Q.2) ¢(1/71.5) = 0,95 , Aprox. 1 ng/g.

fflatozina B 2.

Condiciones de la muestra:s

Sensibilidad del detector: 30 x
Atenuacidn del registrador: 2 mv.
Volumen de recuperacidn: 1 al.

Muestra seleccionada: " Maiz amarillo contaminado en forma natuwral®
(FIG. 14).

Cm: 9.6 Ng/g.

Ha: 2.5 cm.

D: 0.2 cm.

(9.6) (0.2) (172.8) = 0.77 Aprox. 0.8 ng/g.

MUESTRAS DE CACAHUATE

fpflatoxina B | derivatizada

Condiciones de la muestra:s

Gensibilidad del detector: 0.05
Atenuacion del registrador: 2 mv.
Valumen de recuperacidn: 1 ml.

Muestra seleccionada: "“Control® (FIG. 23).

Cat 0.5 ng/g.

Ha: 4 cm.

D 0.& cm

£0.5) (0.&) t1/8) = 0.075 Aprox. 0.08 ng/g
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Aflatoxina 6 1 derivatizada.

Condiciones de 1a muestras

Sensibilidad del detector: 0.05
atenuacitn del registrador: 2 mv.

Volumen de recuperacidn: { ml.

Muestra seleccionada: "Control® (FIG. 23).
Cm: 1.3 ng/g

Ha: 5 cm.

D: 0.6 cm.

(1.3 (0.6) (1/5) = 0.15 ng /7 g

Aflatoxin 2
Condiciones de l1a muestras
Sensibilidad del detector: 0.05

Atenwacibn del registrador: 2 mv.
Volumen de recuperacién: 1 ml.

Muestra seleccionadas: "Control" {(FIG. 23).

Ca: 1 ng/g
Ha: 4 cm.
D: 0.6 cm.

{1) (0.6) (1/4) = 0,15 ng / g

Aflatoxina B 2.

Condiciones de la muestra:

Sensibilidad del detector: 0,05
Atenuacibdbn del registrador: 2 mv.
Volumen de recuperacidn: 1 ml.
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Muestra seleccionada: “Control? (FIG. 23).

Cm: 0.75 ng/g
Hat 3.8 cm,
D: 0.6 cm.

(0.75) (0.6) (1/5.8) = 0,077 Aprox. 0.08 ng/g

MUESTRAS DE NUEZ.

Aflatoxina B §| derivatizada

Condiciones de la muestras

Sensibilidad del detector: 0.05
atenuacidn del registrador: 10 mv.
Volumen de recuperacidn: 1 ml.

Muestra seleccionada: "Muestra enriquecida” (FIG. 33).

Cm: 15 ng/g.
Ha: B.4 cm.
D: 0.1 cm.

(1S5) <0.1) ¢1/8.4) = 0.18 ng / g.

Aflatoxni 5 3 derivatizada.

A fin de obtener el limite de deteccibn para la nuez, se tom® ia
relacion de limites de deteccién entre B1 y G ! del cacahuate,

la cual se expone a continuacién:

Asi, el valor de 2 se tomara como parametro para referirlo al 11~

mite de deteccién de B | a partir de nuez, Suponiendo gque G 1
se hubiera registrado a las siguientes condiciones:
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Condiciones de la muestra:

Sensibilidad del detector: 0.05
Atenuacibdn del registrador: 10 mv.
Volumen de recuperacion: 1 ml.

Limite de deteccidn de B 1 a partir de nuez: .18 ng/gqg.

Asi, tendriamos para G t a partir de nuez: 0.18 X 2 = 0.346

Aflatoxina G 2.

Condiciones de la muestras
Sensibilidad del detector: 0.05
Atenuacién del registrador: 10 mv.
Volumen de recuperacidns: { ml.

Muestra seleccionada: "Musstra enriguecida® (FIG. 33).

Cm: 20 nQg/g.
Ha: 8.2 cm.
D: 0.1 cm.

(20} (0.1) (1/8.2) = 0.24 ng / g

flatoxina B 2

Condiciones de 1la muestra:
Sensibilidad del detector: 0.08
Atenuacibn del registrador: 10 mv.
Velumen de recuperacidn: { ml.

Muestra seleccionada: “Muestra enriquecida" (FIG. 3I3).

Cm: 16 ng/g.
Ha: 1.1 cm
Dt 0.1 cm.

(16) (0.1) (i1/11.1) = 0.14 ng / g.

ng/g.
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METDODOS DE CROMATOGRAFIA DE LIOUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

DETECCION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA

Los limites de deteccidén para estandares se pueden observar a con-
tinuacién. Sin embarqo, si se quisieran conocer aquellos gue se es-
perarian para muestras tontaminadas de malz, cacahuate y huez; a
continuacidn se presentan los calculos sugeridos para ello.

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA MAIZ

Aflatoxina B 1.

Candiciones del estandar:

Seneibilidad del detector: 0.001
Atenuacidn del registrador: 10 mve.
Yolumen de recuperacidn: ! ml.

Egtandar seleccionadp (FIG. S5):

€s: 9856 ng/ml.
Ha: 4.1 cm.
D¢ 0.5 cm.

ési, se obtiene:
(956} (0.5) (1/4.1) = 116.5 ng/ml Valor del limite de detec-

cidn para ei estandar:?
Ls

R fin de calculer el limite de deteccitn de la aflatoxina que seria
obtenido a partir de muestras de maliz, se toma en cuenta el proceso
de extraccién y el porcentaje de recuperacidn como se indica a conti-—

nuacion.

A5, la ecuacibn gueda:s

(Ls) (F.D.) t¥) (1/310) (100 / P.R.) = Limite de deteccibdn sugerido.
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Sustituyendo:
(116.5 ng/mi) (5) (1 ml) (1/10 @) tiQ0O/B5) = 68. 2 ng/g

Valor del limite de detec-
cidn para la aflatoxina.

Aflatoxina G 1.

Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: 0.001
Atenuacidn del registrador 10 mv.
Volumen de recuperacidn : 1 ml.
Estindar saleccionado (FIG., 5)¢

Cs: &58 ng/ml. " Ha: 4.1 cm P.R. 92 %
Dz 0.5 cm. F.D. 5

(688) (0.5) (1/4.1) = |Ls: 80.2 ng/ml,

(80.2) (5) (1) (1/710) (100/92) = 43.46 ng/o.

f1 ®ina 2z
Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: ©0.001

Atenuacibn del registrador: 10 mv.
Valumen de recuperacidtn: { mil.

Egtindar seleccionado (FIG. S):

Cs: 1020 ng/ml Ha: 10.2 cm P-R.t B&.5 %
D 0.5 cm F.D. 5
(1020) (0.5) (1/10.2) = S0 ng/ml *

(530) (5 (1) (1/10) (100/86.5) = 2% ng/g.
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Aflatoxina B2

Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: (¢.001
Atenwacidn del registrador: 10 mv.
Valumen de recuperacidn: 1 ml.
Estindar seleccionado (FIG. 5):

Cs: 984 na/ml. Ha: 10.6 cm P.R.2 93.5 %
D 0.5 em F.D. 5

(984) (0.3) (1/10.8&) 36.4 ng/ml.

n

(46.4) ¢5) (1) <(1/10) (100/%23.5) = 25 ng/g.

LIMITES DE DETECCIGN GQUE SE ESPERARIAN PARA CACAHUARTE

Aflatoxina B 1.

Condiciones del estandar:

Sensibilidad del detector: 0.00%1
Atenuacibn del reqistrador: 10 mv,

Volumen de recuperacidns 1 ml.

Estandar seleccionado (FIG. 5)¢

Cs: 956 ng/ml. Ha: 4.1 ¢cm FP.R.: 84.2 %
Dt 0.5 cm. F.D. 5.2

(936) (0.5) (1/4.1) = 116 ng/ml.

(114) (5.2) (1) (1/10) (100 / B4.2) = 71.6 Aprox.
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ng/g.
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Aflatoxina G §.

Condiciones del estandars
Sensibilidad del detector: 0.00%
Atenuacidn del registradors:s 10 mv.
Volumen de recuperacidn: 1 ml.
Estandar seleccionade (FIG. Sz

Cs: 658 ng/ml. Has: 4.1 cm P.R.? 92 %
D 0.5 cm F.D.: S.2

(658) (0.5) (1/4.1) = 80,2 ng/ml.

(80.2) (S5.2) (1) (1/10) (100/92) = 45.3 ng/g.

Aflataoxina G 2.

Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: Q.001
Atenuacibn del registrador: 10 mv.
Volumen de recuperacidn: 1 ml.

Estandar seleccionado (FIG. S):

Cs: 1020 ng/ml. Hat 10.2 cm P.R.2 86.5 %
D: 0.5 cm F.D. 5.2

({020) ¢0.5) (1/10.2) = S0 ng/ml.

it

(50) (5.2) (1) (1/10) (100/86.5) 30 nQ/ga.

Aflatoxima B 2.

Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: 0.001

Atenuacidn del registrador: 10 av.
Volumen de recuperacion: 1 ml.

75



Estandar seleccionado (FIG. 5):

Cs: 984 ng/ml. Ha: 10.6 cm P.R.: 93.5 %
Dp: 0.5 ca F.D. 5.2
(984) (0.5) (1/10.8) = 4é4.4 ng/ml

(46.4) (5.2) (1) €1/10) (100/93.5) = 25.8 Aprox. .26 na/g.

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA NUEZ.

@flatorina B .

Condiciones del estandar:
Sensibilidad del detector: 0,001
Atenuacian del registrador: 10 mv.
Volumen de recuperacibn: | ml.

Estindar seleccionado (FIG. 5)«¢

Cst 956 ng/ml. Hat: 4.1 ¢em P.R.: 89.4 %
Di 0.5 cm F.D. 9.6
(956) (0.5) (1/4.1) = 116 ng/ml.

(116) (S.6) (1) (1710) (100/82.8) = 72.6 Aprox. 73 ng/g
Aflatpoxing G 1.

8i se asume gque la relacidn de 10z limites de deteccibn entre G |
y B 1 se mantuviera igual en la nuez como en ©1 cacahuate, tendria-

mos:
G1/7B1 = 45.3 7/ 72 = 0.463
Asi, &l valor -de 0.63 se tomard como parametro para referirlo al

limite de deteccidn de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G 1
se@ hubiera registrado a las sigquientes condicioness:
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Condiciones del estandar:

Sensibilidad del detector: 0,001

Atenuacidn del registrador: 10 av.

Vplumen de retuperacidn: 1 mi.

Limite de deteccidn de B 1 a partir de nusz: 73 ng/g.

Asi, tendriamos para 6 1 a partir de nuez: 73 X 0,63 = 46 ng/qg.
Aflatoxina G_2.

Condiciones del estandar:

Sensibilidad del detector: 0.001

Atenuacidn del registrador: 10 mv.

Volumen de recuperacions 1 ml.

Estandar seleccionadb (FIG. S):

Cs: 1020 ng/g Hat 10.2 cm P.R.2 86.5 %
D: 0‘5 Cm F.DI 5.6
(10203 (0.5) (1/10.2) = S0 ng/ml.

(850) (S.&) (1) (1/10) (100/86.%) = 3I2.4 ng/g.
Aflatoxina B 2

Condiciones del estandars:

Sensibilidad del detector: 0.001

Atenuacian del registrador: 10 mv.

Volumern de recuperacidn: 1 ml.

Estindar seleccionado (FIG. 5)s

Cs: 984 ng/ml. Ha: 1Q.6 cm P.R.: 93.5 7%
Dt 0.5 cm F.D. S.6

(984) {0.5) (1/10.86) = 4&.4 ng/mi.
(46.4) (5.6} (1) (1/10) (100/93.5) = 27.8 Aprox. 28 ng/q.
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METODOS DE LECTURA DIRECTOS
DETECCION POR FLUORESCENCIA MOLECULAR
LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA MUESTRAS DE MAIZ

§i se asume gue no hubiera interferencia en la fluorescencia total
causada por compuestos diferentes de las aflatoxinas, se procederia
comnp @ continuacidn se indica.

Para los calculeos se usaron las intensidades de fluorescencia de

los estandares de aflatoxinas, el factor de dilucibén debido ail
procedimiento de extraccidn y el porcentaje de recuperacidn,

Condiciones qenerales a las cuales se midieron los estandares.

Sensibilidad del detector: 100 x 10
Slits 0.5 mm.

Volumen de racuperacidn: 3 ml.
Trayecto éptico de celda: 1 cm.
Lambda de excitacion: 365 nm.

Lambda de emisidn: 436 nm.

Aflatoxina B 1 derivatizada.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. 11I):s

Cst S ng/ml. If: 10.5 P.R: 85 %
D: 1.0 F.D.t¢ 5

Donde If 2 Intensidad de fluorescencia del estindar.
Todos los demas té&rminos han sido previamente definidos.

Ast, se gbtiene:

3) (1.0) ¢t /7 10.5) = 0.47 ng/ml Limite de deteccidn para
el estandar.
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A fin de calcular el limite de deteccidn de la aflatoxina que seria
obtenido a partir de muestras de mailz, se toma en cuenta el proceso
de extraccidn y el porcentaje de recuperacibn como se indica a
continuacién:

(0.47) {(3S) (3) (1/10) (100/85) = Q.82 ng/g para malz.

Aflatoxina G 1 derivatizada.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. IV):

Cs: S ng/ml If: 9 P.R.: 92 %
D 1 F.D.2 5

(5 (1) /7 = 0.55 ng / ml.

(0.95) (5) (3) (1/10) (100/92) = 0.89 ng /7 g

Aflatoxina G 2.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. Vit

Cs: 5 ng/ml If: B.S P.R.2 8&.D 7%
D: 1 F.D. S

(3) ¢1) t1/8.5) = 0,58 ng/ml.

(0.58) (S) (3) (1/10) (100/86.3) = 1 ng/g.

Aflatoxinag B Z.

Estandar seleccionado (APENDICE €, FIG. VI):

Cs: 5 na/mi. I$: 22.5 P.R.s 93.59 %4
D: 1 F.D. S

(5 {1) (1/22.8) = 0.22 ng/ml.

0.22) () (3 (1/10) (100/93.5) = 0.35 ng/g.
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LIMITES DE DETECCION PARA MUESTRAS DE CACAHUATE

Se contaminaron muestras de cacahuate con la finalidad de conocer
los limites de deteccibn de cada aflatoxina. Los niveles de contami-
nacidn se representan mediante Cm.

Condiciones aenerales a las cuales se hicieron lacs mediciones.

Sensibilidad del detector: 100 x 10,
Slitz 0.5 mm

Volumen de recuperacibdbn: 3 ml.
Trayecto &ptico de celda: 1 cm.
Lambda de excitacidni: 3465 nm.

Lambda de emisidn: 436 nm.

Aflatoxina B 1 derivatizada.

Cm: 10 ng/g
Ifs 11.5
D: 1

[}

(102 (1) (1/11.5) = 0.87 ng/g. «

Aflatoxina § 1 derivatizada.

Cmt 10 ng/g

if: 11.0

p: 1

(10) (1) (1711) = 0.90 ng/g.

Aflatoxina G 2

Cm: 10 ng/g

I1f: 10

D:

10y (1) (1/710) = 1 ng / g.
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Aflatoxina B 2,

Cme 10 no/g
If: 25.0
Dt 1

(10) (1) €1/25) = 0,40 ng’qg.

LIMITES DE DETECCION PARA MUESTRAS DE NUEZ

Se contaminaron muestras de nuez con la finalidad de conocer los 11-

mites de deteccidn de cada aflatoxina. Los niveles de contaminacidn
se representen mediante Cm.

Condiciones generales a las cuales se hicieron las mediciones

Sensibilidad del detector: 100 % 10
Slit: 0.5 mm.

Volumen de recuperacidn: 3 ml.
Trayecto optico de celda: 1 ca.
Lambda de excitacion: 3485 nm.
Lambda de emisibn: 434 nm.

pflatoxina B 1 derivatizada.

Cm: 10 ng/g.

1f2 10.5

D: 1

(10) ¢«1) (1/10.5) = 0.95 ng/g
Aflatoxina G 1 derivatizada.

Asumiendo que la relacidn de 1os limites de detecciOn entre G 1 vy
B { se mantiene igual en la nuez que en el cacahuate, se tendria:

Gi1/7/7B1 = 0.90 /7 0.87 = 1.03
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Asi, el valor de 1.03 se tomara como parametro para referirlo al
limite de deteccibn de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G i
se hubiera sometido a las mismas condiciones gque B | =

Limite de deteccidn de B 1 a partir de nuez @ 0.95 ng/qg.

Asi, tendrilamos para G 1 a partir de nuez: 0.95 % 1.03 = 0.98 ng/g

fprox.: 1 ng/g.
Aflatoxina G 2.
Cm: 10 ng/g.
If: 9.0

D: 1§

(10) (1) 179

Aflatoxina B 2.

Cm: 10 ng/qg.
If: 24.0
D: §

(10) (1) (1/2%)

1.11 ng/q.

= 0.41 ng/g.



METODOS DE LECTURA DIRECTODS

DETECCION POR ABSORCION ULTRAVIOLETA

Los limites de deteccidn para estandares se pueden observar a con—
tinuacidn. 8in embargo, si se quisieran conocer aguellos gue se
esperarian para muestras contaminadas de mailz, cacahuate y nuez,

a continuwacidn se presentan 1os calculos sugeridos para &llo.

ondi nes generales a las cuales se midieron los estandares.

Slit: 0.1 mm.
Yalumen de recuperacidn: 3 ml.

Trayecto optico de celdat 1 cm.

LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN FARA EL MAIZ.

Aflatoxina B 1.
Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XI):

€s: 320 ng/ml. As: 0.020 P-.R.: 85 %
D: 0.004 F.D. S

Donde: As = Absorbancia del estandar.
Tados los demas términos han sido previamente

definidos.

Asl, se obtiene:

{320 (0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml. Valor del limite de deteccibn
para el esrandar.

A fin de calcular £l limite de deteccidn de la aflatoxina que seria
obtenido a partir de muestras de malz, se toma en cuenta el proceso
de extraccidn y el porcentaje de recuperacidn como se indica a con-
tinuacién.
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(64) (5) (3) <i/106) (100/85) = 113 ng/g

Aflatoxina 6 1.
Estindar seleccionado (APENDICE E, FIG. XII):

Cs: 3435 ng/ml. As: 0.018 P.R. 92 %
D: 0.004 F.D. S

(345) (0.004) (1/0.018) = 74.6 ng/ml.

(76.8) (S) (3) (1/10) (100/92) = 125 ng/g
pflatoxina G 2.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIII):®

CB= 380 ngfﬂ)l. i 3‘53 0-021 P.R. 86'5 %
D: 0.004 F.D. &

(380) (0.004) (1/0.021) = 72.3 ng/ml.
(72.3) (5) (3) (1/10) (100/86.5) = 126 ng/g

Aflatoxina B 2.
Estandar seleccionado (APENDICE E, F1G. XV):

Cs: 270 ng/ml As: 0.018 P.R. 93.5 %
D: 0,004 F.D. S

{270) (0.004) (1/0.018) = &0 ng/ml.

60 (S (3) (1/10) (100/93.%5) = 946 na/g

LIMITES DE DETECCION BUE SE ESPERARIAN PARA EL CACAHUATE.

aflstoxina B 1.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XI1)*

Cs: 320 ng/ml. As: 0.020 P.R. 85 %
D: 0.004 FeDs 5.2
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(320) ¢0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml .

(64) (5.2) (3) (1/10) (100/88) = 118 ng/ml.

aflatoxnina G 1.

Estandar seleccionado (AFENDICE E, FIG. XII):

Cs: 345 ng/ml. As: 0.018 P.R.
D: 0.004 F.D. 5.2

(345) (0,004) (1/0.018) = 76.6 ng/ml.

(76.6) (5.2) (3) (1/10) (100/92) = 130 ng/g.

Aflatoxina 6 2.
Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIII):

Cs: 380 ng/ml. As: 0.021 F.R.
D: 0, 004 F.D. 5.2

{(380) ¢0.004) (1/0.021) = 72.3 na/ml.

(72.3) (5.2) (3 (1/10) (100/86.3) = 130 ng/g

Aflatoxina B 2.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIV):

Cs¢ 270 ng/ml. As: 0.018 P.R.
D: 0.004 F.D. 5.2

(270) ¢0.004) (1/0.018) = &0 ng/ml.

(60) (5.2) (3) (1/10) (100/93.5) = 100 ng/g.

92 %

86.3 %

93.5 %4
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LIMITES DE DETECCION QUE SE ESPERARIAN PARA LA NUEZ.

fflatoxina B 1.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XI)3

Cs: 320 nag/ml. Asé 0.020 P.R. B85 %
D: 0.004 F.D. 5.6 '

(320} (0.004) (1/0.020) = 64 ng/ml.

(64) (S.6) (3) (17100 (100/83) = 127 ng/q.

Aflatoxina G 1.

8i se asume que la relacibdn de los limites de deteccidbn entre

51y B { se mantuviera igual en la puez como en el cacahuate
ge tendria:

61781 = 130 7 118 1.10

n

Asi, 21 valor de 1.10 se tomard como parametro para referirlo al
limite de dgeteccidn de B 1 a partir de nuez. Suponiendo que G 1

se hubiera sometido a las mismas condiciones que B 1 :

Limite de deteccidn de B 1 a partir de nuez: 127 ng/g.

Asi, tendriamos para G 1 a partir de nuez: 127 % 1.10 = 140 ng/g.
8flatoxina G 2.

Estandar seleccionado (APENDICE E, FIG. XIID)

Cs: 380 ng/ml. as: 0.021 P.R. 86.5 %
Dt 0.004 Fele Seb
(380) (0.004) (1/0.021) = 72.3 ng/ml.

172.3) (5.6) (3) (1710) (100/B6.3) = 140 ng/q.
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Analytical chemistry, or the art of recognizing different
substances and determining their constituents, takes a
prominent position among the applications of the science,
since the questions which it enables us to answer arise
wherever chemical processes are employed for scientific
or technical purposes. Its supreme importance has caused it
to be assiduously cultivated <from a very early period in
the history of chemistry, and its records comprise a large
part of the guantitative wark which is spread over the

whole domain of the science -«

Wilhelm QOstwald

(18%94)



CaPITULO 3

RESULTADGS Y DISCUSION

Discusidn de procedimientos.

Varios procedimientos de derivatizacidn han sido previamente publi-
cados (11,96,97,98).

Las determinaciones hechas por HPFLC usando la deteccidn por fluo-—
rescencia fueron sometidas al procedimiento de derivatizacidn (83)

a fin de incrementar la fluorescencia de las aflatoxinas B 1 y G .
La diferencia que existe en la intensidad es bastante notable {(figs.
3y 4)., Para el casc de la deteccidn por UV usando HPLC también =e
llevb a cabo la derivatizacibdn, pues aunque &sta no produce efecto
alguna en la deteccidn, si produjo mejor resolucidn scbre los cro-
matogramas (Fig. 9).-

Fara las determinaciones directas por fluorescencia, en ocasiones se
derivatizaron las aflatoxinas y en otras no, &sto a fin de evaluar
comparativamente la influencia que ejerce la derivatizacion en 1os
limites de deteccidn. Las determinaciones directas por WY no se
sometieran a la derivatizacion, ya que &sta por razones obvias, no
produce fenémeno alguno que origine un cambio significativo capaz

de ser detectado en la region ultravioleta.

Aunque B { yv B 1 derivatizadas se encuentran comercialmente dispo-~
nibles, ninguna de las muestras que se usaron para ocbtener los
porcentajes de recuperacibn se contaminaron con ellas, sino que

se hicieron con aflatoxinas libres de la derivatizacidn por la ra-
zd6n de que difieren en la polaridad, y asi de este modo se evitaron
mediciones de recuperacidn fuera de los objetivos de este trabajo.

MAIZ.

En 1a bosqueda por desarrollar un método adecuado para la prepara-
cidon de muestras de malz que reuniera las condiciones dbptimas de
andlisis, se optd por tomar como punto de partida un adtodo desa-—
rrollado previamente en nuestro labaoratorio (83). Al llevar a cabo
dicho m&todo se encontrd que presenta una serie de ventajas entre
las cuales destaca el uso de un solo solvente como el cloroformo
para la extraccibn de aflatoxinas. Adicionalmente se pudo constatar
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que el procesp de extraccidn se ve favorecido por @1 contacto muy
cercano que se produce entre la muestra y el sclvente. Sin embargo,
se observd que a pesar de que las aflatoxinas se solubilizaron en
el cloroformo, también las grasas lo hicieron, de tal manera que el
manejo de la solucidn se complicd, particutarmente al pasar la so-
lucidn de extraccidn a través de las membranas de filtracidpn de
0.45 micras. Ademas, aunque no existirlan problemas de deteccidn de
grasas debido a que no presentan fluorescencia, si se podrlan pre-
sentar complicaciones en 1a columna analitica dehidas a su acumula-
cion ya que la mayorla de ellas posee menor polaridad que las afla-—
toxinas., Por ello se modificd el metodo haciendo una purificacian
de la muestra previa a la extraccidn de las toxinas. La refinacidn
consistid en extraer los compuestos de polaridad diferente a la

de los analitos de interés. Para ello se usaron hexano y éter etili-
co en el respectiveo orden previamente a la adicidn de cloroformo.

A pesar de gue la muestra de inyeccidn obtenida fue aas pura, los
parcentajes de recuperacion fueron muy bajos (tabla I) y los volame-
nes de solventes resultaron grandes. Por ello se decidid cambiar

la metodologia ensayando un procedimiento de extraccidn que requi-
riera menor cantidad de muestra a fin de reducir los volumenes de
solventes.

Recientemente se reportd (84) que siguiendo el procedimientc €B de
la AGAC ¢B81), el uso de muestras analiticas de 10 g procedentes de
muestras finamente molidas (malla No. 20) proves una varianza
estadisticamente comparable con muestras de 50 g. Sin embargss se
ha demostrado (83) pérdidas en la recuperacion de las toxinas cau-
sada por su retencidn en la tierra de diatomeas y la gel de silice
usadas en este método. Por ello, aunque se decidid usar muestras
de {0 g, se considerd llevar a csho un procedimiento de extraccidn
diferente como 1o es el liguido-liguido, mediante el cual se evi-
tara el uso de adsorbentes.

S8in embargo, al llevar a cabo el método de extraccidn liquido-ligui-
do, se pudo verificar que, aunque las cromatogramas reportaron
reproducibilidad, no mostraron recuperacidn de las aflatoxinas G 1

Yy B2 a los niveles de interés toxicoldgico (Figs. 6 ¥ 7)., por 1o
cual se decidid descartar este mé&tocdo.

La bisqueda por desarrollar otros métodos condujo a indagar acerca
del uso de columnas pequefias rellenas de fase sblida. Estas columnas
presentan ciertas ventajas comoc por ejemplo, el uso de reducidos
volimenes de solventes y corto tiempo en la preparacidn de las mues-—
tras, particularmente para su uso en el andlisis de malz (9,91,92).
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TABLA I.

PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL METODO HEX-ETER-CLOR USADO PARA LA
EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE MAIZ.

AFLATOXINAS PORCENTAJES DE RECUPERACION®™
B1x 26.7 %
G1x 15.3 %
G 2 12.6 %
B 2 10.0 %

PEVALUADOS A PARTIR DE UNA SOLA MUESTRA.

23
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MUESTRA: MAIZ ENRIGUECIDD CON 90 NG/G DE AFLATOXINAS
TOTALES.

METODO DE EXTRACCION LIQUIDC-LIGUIDO.

DETECCION POR FLUDRESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.2 ® S MV.

FIG. &
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MUESTRA= CONTROL DE MAIZ HECHO POR EL METODO
DE EXTRACCION LIGUIDO-LIGUIDO.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.2 % S MV

Fi1G. 7
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§in embargo nn se especifica la cantidad de 1a fase sbdlida que
contienen las columnas ni la relacidn de fase sdlida versus cantidad
de muestra. Tampoco se especifican las condicionegs dptimas para la
preparacidn de las muestras a fin de prolongar la vida media de las
columnas. Se hicieron varios ensayos cambiande la cantidad de fase
C-18 y se encontrd gue 21 uso de 600 mg fue superior en rendimiento
a las demds cantidades ensayadas. Menores cantidades tales como 50,
100, 380 v 500 mg rno lograron limpiar de grasas a las muestras lo
suficiente, asi como tambid&n se registraron pérdidas de las toxinas.
El uso de cantidades superiores a 600 mg conduciria a usar mayores
cantidades de solventes.

Para el protedimiento de extraccidn se probaron diferentes combina-—
ciones de metanol-agua y, aungue algunas de ellas han sido reporta-
das (81,91), se probaron tres combinaciones gque no se encontraron
descritas a las condiciones de trabajo.

Las combinaciones de metanol-agua que se probaron fueron (70+30),
(80+20) y (20+10). Usando la primer combinacidn se extrajeron
menores cantidades de aflatoxinas. Al usar la tercera combinacidn
se encontraron dificultades para llevar a cabo la percolacidn a
travas de la primer columna acondicionada, igualmente en el paso
de filtracidén a través de membraras de poro de ©0.45 micras. Proba-—
blemente ello fue debido a la mayor extraccidon de compuestos oleo-
sos. La segunda combinacidn produjo mayor uniformidad en el proce-
dimiento de refinacidn, lo cual se manifestd en mejor reproducibi-
lidad scbre los cromatogramas (Figs. 14-22).

Para el procedimiento de extraccidn en fase sblida (SPE) se evalua-
ron las eluciones gue se hicieron tanto en la primer columna como
en la segunda. Al evaluar 13 primer columna se comprobd que 1a
mayoria de los compuestos grasos quedaraon retenidos. Al hacer un
sequimiento de las etapas de elucidn de la segunda columna Se en-—
contraron dos pasos criticos. El primero de ellos ocurre al pasar
la dilucidon de 10 ml a través de la columna previamente acondicio-
nada. Este aceondicionamiento permite la retencion de las aflatoxinas
y de otros compuestos de polaridad ligeramente mayor. Un inadecuado
acondicionamiento derivaria en la elucidn de l1as toxinas y en la
consecuente pérdida de ellas. Los cromatogramas mostraron que n
este paso en ocasiones se presenta una ligera péerdida de la afla—
toxina 6 2 (Fig. 8). Para evitar tal pé&rdida existen varias opoio-
nes: entre ellas, aumentar la cantidad de fase sblida de la segun-—
da columna o incrementar la polaridad de la dilucidén que se hace
pasar a través de ellaj para cualgquier alternativa se sugiere hacer
un seguimiento por HPLC. Sin embargn, otros cromatogramas mostraron
que en ocasiones se observa retencibn de las toxinas (Fig. 7).
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METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DOS COLUMNAS.
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA.

PRIMER PASO CRITICO EN LA ELUCION.

ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA QUE EN OCASIONES HAY LIGERA
PERDIDA DE LA AFLATOXINA B 2.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA).

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

FIG. B
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METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DOS COLUMNAS.
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA.

PRIMER PASD CRITICO EN LA ELUCION

ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA GQUE EN ESTE PASO DE ELUCION
NO HAY PERDIDA DE LA AFLATOXINA 6 2.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA).

FIG. 9 o



El segundo paso critico se presenta en la adicidn de 6 ml de agua
a través de 1la columna. En este paso se podria presentar una inde-—
seable elucidn de las toxinas porque la finalidad de esta etapa

g la de eluir compuestos de polaridad ligeramente mayori sin em—
bargo: los cromatogramas no mostraron pérdida de alguna de ellas
(Fig. 10).

Al t&rmino del procedimiento SPE se hizo una evaluacidn para probar
gue la totalidad de las toxinas hubieran sido eluidas. Se repitid
la percolacidn exclusivamente a base de solventes, pero los cro-
matogramas no mostraron pérdidas (Fig. 11).

Posteriormente se evalud la extraccidn y purificacion de las aflato-
Ninas para el procedimiento SPE mediante el tratamiento de muestras
iibres de malz. Los cromatogramas mostraron recuperaciones gue van
desde un 835 % hasta un 92 % (Figs. 12 y 13). Las recuperaciones

que se hicieron despubs, mostraron que no sblo dependen de cada to-
¥ina sino también de la cantidad con la que se encuentran presentes
en las muestras (Tabla 1I).
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METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: D05 COLUMNAS.

MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA
SEGUNDQO PASDO CRITICO EN LA ELUCIGN.

SE OBSERVA RETENCION TOTAL DE AFLATOXINAS.
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

DETECCION POR FLUDRESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA).
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METODD DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.

MUESTRA: ESTE CROMATOGRAMA DEMUESTRA DUE DESPUES DE
REALIZAR EL PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA MEDIANTE EL USQ
DE LA FASE SOLIDA NO RUEDAN RESIDUOS DE AFLATOXINAS EN
ELLA CAPACES DE SER DETECTADOS.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

DETECCIDN PDR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV,

FIG. 11
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XINAS
MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATO
SIN EMPLEAR MALZ.

TE At
CONCENTRACION: SE SUPUSO UNA CONTAMINACION ERUIVALEN

G 1t 7 NG/G 6 23
B 12 4 NG/B B 2%
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.
VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV.
RECUPERACION: G 1: 8% %«

B 1: 846 4

oW
NN
"o o

Fig. 12

80 NG/B6
&0 NG/G

87 %
92 %
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MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL
USADO COMO CONTROL .
OBSERVACION: LA MUESTRA PRESENTA LNA CONTAMINACION

NATURAL DE:
6 1: 4 NG/G 6 2: MENOS DE 1 NG/G.

B 1= 40 NG6/6 B 2@ 15 NG/G.

VOLUMEN DE RECUPERACION: § M.
DETECCION POR FLUDRESCENCIA. METDDD: DOS COLUMNAS.

SENSIBILIDAD: B 1 = 30 x S MV.
61, G2, B2 30 x 2 MV.

F1G. 14
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MUESTRA' MAIZ ENRIQUECIDD CON AFLATOXINAS'
G 1: 12 NG/G 6 2: 79 NG/G
B 1z 2.5 NG/6 B 2: &0 NG/6
DETECCION POR FLUCORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS.
VOL. DE RECUPERACION: 1 ML.
SENSIBILIDAD: B 1: 30 x 5 MV. G1,62, B2: 30 x 2 MV.

RECUPERACION: G 13 B8 % 6 2: 87 Z
B 1: 85 %4 B 2: 94 %

FIG. 15
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MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL
6 1z 3 NG/G G 22 7 NG/G
B 1: 55 NG/G B 2: 10 NG/B
DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS.
VOLIMEN DE RECUPERACION: 1 ML.
SENSIBILIDAD: 6 1, B 1z 30 x 5 WV.

6 2, B2: 30 x 2 MV.

FIG. 16

106



LB' d)

——————
\ —— e ot e s Y B P
. e e

AP s} P g iy

e o i emee
L
v
—
ao
s
Py . TR

————
B
———— ey e i e

i B
———

cro B

i i e A A e —— 3

-en o

ey

=
TR

MUESTRA: MAIZ AMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL
G 1 21 NG/G G 2: 22 NG/G

B 1: 138 NG/G B 2: 100 NG/G
VOLUMEN DE RECUPERACIONT 3 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA. METODO: DOS COLUMNAS.
SENSIBILIDAD: G 1, B 2, B 2: 30 x 2 mMv.
B 1: 30 ¥ 5§ MV,

FIG. 17
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MUESTRA: MAIZ oMARILLO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL
5 1: 17 NG/G G 2= 23 NG/G
B 1: 159 NG/G B 2: 41 NG/G
METODO: DOS CULUMNQS.
VOLUMEN DE RECUPERQCION= 3 M.
DETECCION POR FLUDRESCENCIA.

CENSIBILIDAD: G 1, B 2 = JO X% 2 MV
B 1: 30 x S MV-
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B1 (d)

s v MT

MUESTRA: MAIZ BLANCO CONTAMINADO EN FORMA NATURAL
CON 72 NG/G DE B 1. MUESTRA USADA COMO CONTROL.
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.

VDOLUMEN DE RECUPERACION: 4 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 5 MV.

FIG. 19
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B, (d)

MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON
G 1: 12 NG/G G 2:
B 1: 10 NG/G B 2:

OBSERVACION: 1A MUESTRA PRESENTA UNA
NATURAL DE 72 NG/G DE B 1.

METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.
VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 Mi.
DETECCION POR FLUORESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 30 x 5 MV.
RECUPERACION:

0
-
N
W al

FIG. 20

G, (d)

]

A

AFLATOXINAS
25 NG/G

52 NG/G
CONTAMINACION

85 %
22 %
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MUESTRA: MAIZ BLANCO ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS
671 60 NG/B G 2: 120 NG/G.

B 1: 42 NG/G

B 2% 450 NG/G
OBSERVACION: LA MUESTRA FRESENTA UNA CDONTAMINACIDN
NATURAL DE 72 NG/G DE B 1.

MEYTDDO: DOS COLUMNAS.
VOLUMEN DE RECUFERACIUON: 4 ML.

DETECCION: FLUDRESCENCIA.
SENSIRILIDAD: G 1,5 23 30 »w Z MV; B 1,B 2 30 x S MV.
RECUPERACIDN: Gi: 96 %, B1:BS %, B 2:88 %, B 2: 92 %
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MUESTRA: MAT™ BLANCO ENRIGUECIDO cgmzartngozé?gs
$ 3
6 1: NG/B .
i §g i Bazéoﬁgznﬁsggxuu
DBSERVACION: LA HMUESTRA PRESENTA UN

NATURAL DE 72 NG/G FARA B 1. .
VOLUMEN DE RECUPERACION: 4 Mi. NETOD? < Dgg Rgglélé:g?i
SENSIBILIDAD: 30 x 5 MV. DETECCION: FL

: : 96%
RECUPERACION: G 1@ 93%, B 1: 84%, & 2¢ 8e%, B 2¢ 7
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TABLA II.
PORCENTAJES DE RECUFERACION DEL METODO DE DOS COLUMNAS USADO

PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE MAlZ.

AFLATOX INA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIABILIDAD™
ESTANDAR AL 935 %
G 1 92.0 % 3.36 % 92 + 5.34 %
B i 85.0 % 0.13 % 8s.1 + 0.21 %
B 2 86.5 % 1.29 % 86.5 + 2.05 %
B 2 93.5 % 1.91 7% ¢ 3.5 + 3.03 %

* EVALUACION A PARTIR DE CUATRO MUESTRAS.
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CACAHUATE.

Aunque la seleccidbn del tamaMo de la muestra de analisis no formd
parte de los objetivos de la presente investigacion, se hizo uns
revisién de la literatura al respecto, vy se encontrd que ciertos
estudips estadisticos demostraron que la mayor variabilidad en la
determinacién de aflatoxinas en muestras de cacahuate ocurre en la
seleccidn del tamaho de la muestra de laboratorio sobre la cual se
realiza el analisis (93). Otros estudios demostraron que el uso de
suegtras de laboratorioc de 280 g producen un coeficiente de varia-
cidn total de 118 % y gue éste disminuye a medida gque se incrementa
el tamafio de la muestra de analisis (94). Sin embargo, la medida de
la muestra se determina en funcidn de los recursos disponibles y
del error que se pueda tolerar.

Aunque se usaron muestras de laboratorio de 10 g para la elaboracion
ds 1os andlisis, la combinaci&n de metanol-agua y la relacidn sol-
vente/cacahuate gue se usaron fueran las mismas que se han reportado
comp dptimas (86,87). El cloroformo se usd como ha sido recomendado
por el procedimiento BF (81). Los cCromatogramas abtenidos mastraran
reproducibilidad (Figs. 23-29).

Los parcentajes de recuperacidn variaron desde un 84.2 % hasta un
87.5 % y también mastraron que no sdlo dependen del tipo de toxina
sino de la cantidad presente en las muestras (Tabla 1I1).
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MUESTRA: CONTROL DE CACAHUARTE.
OBSERVACION: LA MUESLTRA FRESENTA CONTAMINACION NATURAL
G 1= 1.3 NG/G 6 Z: 1 NG/G.
B 1: 0.5 NG/G B 2: ¢.B NG/B
VOLUMEN DE RECUFPERACIOM: 1 ML.

DETECCION FPDOR FLUORESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 0.05 » Z MV. 15

FIG. 25
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO EON AFLATOX INAS:
B 1: 15 NB/G G 2¢ 2v NE&/G

B 1% 10 NG/G B 2: 15 NG/G
VOLUMEN DE RECUPERACIDN: 3 fL.

DETECCION POR FLUDRESCENCIA-

-G

SENSIRILIDAD: ©.03 x S MV.
RECUFERACION: G 12 83 % G 2: 90 % 116
R 1: 88 % B 2t BIZ %

FIG. 24
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIBUECIDO CON AFLATOXINAS:
G 1: 40 NBG/G G 2 120 NG/G
B 11 S0 NG/G B 2: 70 NG/G
VOLUEN DE RICLPERACION: 3 ML,
DETECCION POR FLUDRESCENCIA.

SENSIRILIDAD: Q.2 x 5 MV
RECUPERACION: G 1: 89 % G 28 72 %
B i3 B 2%

0 %
"7
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS:

B 1 : 150 NG/G G 2: 250 NG/G 2: 210 NG/G

VOLUMEN DE RECUPERACION: 3 ML.
DETECCION POR FLUDRESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV.

FLUJO: 1.5 ML/MIN.

FaAsSE MOVIL: MeDH + H20 (60 + 40)

RECUPERACION: B 1: B4 % G 2¢ 86 % 8 2=

FI1G. 26
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIGUECIDO CON AFLATOXINAS:

B 1: 110 NG/B G 2 : 172 ng/g B 23 130 nqg/sg

VOLUMEN DE RECUPERACICON ¢ 3 ML.
DETECCION POR FLUORESCENCIA.
SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV.
FLUJD: 1.5 ML/MIN.

FASE MOVIL: MeOH + Hz0 <

6 q
RECUPERACION: B 1 = 89 Z B 87 % B 2:

FIG. 27

?2 %
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIQUECIDO CON AFLATOXINAS:
B 15 32 NG/G G 23 24 NG/G B 2: 20 NG/G

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

DETECCIDN FOR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.05 x 20 MY.

FLUJO: 1.5 ML/MIN.

FASE MOVIL: MeD'i + HxO 62 + 4Q)

RECUPERACION: B {: €3 % G 2 78 % B 2: 82 %

FIG. 28
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MUESTRA: CACAHUATE ENRIGQUECIDO CON AFLATOXINAS:
B 1: 15 NB/G 2: 19 NG/G 2: 15 NG/G
VOLUMEN DE RECUFERACIOM: 1 ML.
DETECCION POR FLUORESCENCIA.
SENSIBILIDAD: & 1, B 2t 0.05 % 10 MV; G 2: ©.05 x S MV
FLUJO: :.5 ML/MIN

FASE MOVTL: MeOH + HaD (60 4]
RECUPERACION: E 1: Bl 4 G 2=: 82 % B 2: 835 %
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TABLA III.

PORCENTAJES DE RECUPERACION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE MUESTRAS
DE CACAHUATE.

AFLATOXINA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIABILIDAD®
ESTANDAR AL 95 %
G 1 86.5 % 3.53 % 86.5 + 7.94 %
B 1 84.2 % 3.65 % 84.2 + 95.80 %
G 2 85.5 % 5.57 % 85.5 + 7.24 %
B 2 87.5 %4 .37 % 87.5 + 8.28 %

*EVALUACION A& PARTIR DE SEIS MUESTRAS. 1



NUEZ.

AR

Para el caso de la nuez, la eleccidn del tamafio de la muestra de
laboratorio tampoco constituyd parte de los objetivos. De hecho,

la literatura que se encontrd sobre analisis de aflatoxinas fue
escasa’ sin embargo algunos estudios han demostrado alta variabili-
dad en la determinacidén de las toxinas, la cual depende en mayor
parte de la cantidad que se usa comd muestra de laboratoriec (94,
95). A pesar de ellio, la cantidad gue se usd para la realizacion
del presente estudio fue de 10 g.

Dada su naturaleza, se considerd aplicar a 1a nuez el mismo proce-
dimiento de extraccidn que el del cacahuate, pero haciendo dos cam-
bips: se incrementd el volumen de hexano un 50 % (de 20 a 30 ml)
dado el mayor contenido de compuestos olegsos y se incrementd un

0 % la concentracidn del electrolito (de 0.5 2 a 1 X en la mezcla
MeOH + Hza0) con la finalidad de lograr menor disolucién de grasas
en la mezcla de extraccidn MeOH + Hz0. Los cromatogramas cbteni-
dos mostraron que no solamente las aflatoxinas se extrajeron, sino
tambi®n otros compuestos flucrescentes que no son de interés (Fig.
30), Estos compuestos aparecieron en dos grupos: unc de ellos apa-
recidb entre B 1 derivatizada y 6 2 y 21 otro grupo cerca de G 1 de-
rivatizada. Al tomar en cuenta gue el procedimiento de derivatiza-
citn se realizd despudés de la extraccibn y purificacidn de l1a mues—
tra, se supuso gue 2505 dos grupos de compuestos fluorescentes
superarian en polaridad a las cuatro aflatoxinas, puesto que G 2 es
la mds polar de todas ellas. Asl pues, se considerd que aumentando
ligeramente la concentracion de agua en la solucidn de extraccion
(de 41 % a 35S0 %), los campuestos que no eran de interés permanece-—
rian en esa mezcla de mayor polaridad al momento de efectuarse la
extraccidn de las aflatorinas mediante la adicidn de cloroformo.
Sin embargoc no se obtuvieron esos resultados, ya que los dos grupos
de compuestos fueron extraldos en ia capa Clornfdrmica junto con
las aflatoxinas (Fig. 31).

La evidencia eMperimental de los dos procedimientos anteriores hi-
z0 suponer gue la polaridad del claorofaormo ejercia alta influencia
para extraer los compuestos fluorescentes que no son de interés.
Por ello mismo, s& propuso disminuir la polaridad del solvente usa-
do en la purificacidn; asl, en lugar de emplear cloroformo, se uti-
lizd una mezcla de cloroformo—-tetractloruro de carbono (15+10), la
cual es menos polar gue el cloroformo sclo. El1 volumen se mantuvo
invariable en 25 ml. No obstante los cromatogramas mostraron la
desaparicidén del grupo de compuestos mas cercano a G 2, aquéllos
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MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON 90 NG/G DE AFLATOXINAS
TOTALES.

METDDO DE EXTRACCION LIBUIDO-LI1QUIDO.

DFTECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSTEI.TDAD: 0.2 x S mv.

PORCENTAJCS DE RECUPERACION NO CALCULADOS SOBRE LA MUESTRA.
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MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON 20 NG/G DE AFLATOXINAS

TOTALES.,
METODO DE EXTRACCIDN LIBUIDO-LIGUIDO ADICIONANDO 20 ML

Mas DE AaGUa.
DETECCION POR FLUDRESCENCIA.

SENGI1BILIDAD: 0.2 % 5 MV.
PORCENTAJES DE RECUPERACION NO CALCULADOS SOBRE LA MUESTRA.

FIG. 31
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que estuvieron mas cercanos a 6 1 permanecieron aunque en menor
cantidad (Fig. 32). Posteriores ensayos no mostraron extraccion de
compuestos diferentes a las aflatoxinas (Figs. 33-37).

Los porcentajes de recuperacidn variaron de un 88 % a un 91 Z (Ta-
bla IV). Aunque no se observé una diferencia muy marcada entre el
tipo de aflatoxina y la recuperacidn de cada una de ellas, si se
pudo notar que la recuperacién depende de la cantidad presente

en las muestras (Figs. 33-37).

Discusidn de los métodos fisicoaquimicos de deteccidn.

El principal objetivo de la presente investigacibn estuvo dirigido

al estudio de la adaptabilidad de métodos directos para la cuanti-
ficacidn de aflatoxinas a niveles de partes por billdn a partir de
muestras contaminadas. Para ello se utilizd la cromatografia de
liquidos de alta resolucibn (HPLC) (83), como t&cnita de soporte

para supervisar los procedimientos de extraccidn y purificacidn y

el efecto de la matriz de las muestras scbre las mediciones directas.

Ambos modos de deteccidn fisicoquimica: absorcibdn ultravioleta vy
fluorescencia molecular se usaron para comparar los limites de
deteccidn de las toxinas.

Dehido a que la recuperacidn de las aflatoxrinas depende de la can—
tidad con 1a que las muestras estan contaminadas (Tablas II-IV),

el criterioc gue se tomd para calcular los limites de deteccidn se
basd en la seleccidbn de las muestras cuya contaminacion natural

o enriquecimiento de aflataoxinas fuera la menor entre todas las en-
sayadas. Es decir, no se pretendid hacer regresiones lineales por-—
gue los rangos de contaminacidn 0 enriqueciniento fueron muy grandes.

Métodos por HPLC.

Para el calculo de los limites de deteccidn se eligid el criterio de
alturas y no el de areas por dos razones: la primera, porque los
cromatogramas ideales debieran carecer de anchos de banda, y segunda,
porque el limite de deteccidn seria menor para una analito que no
tuviera ancho de banda en relacidn a wno que 1o tuviera.
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MUESTRA: NUEZ ENRIBUECIDA CON 70 NG/G DE AFLATDXINAS
TOTALES.

METODD DE EXTRACCION LIGUIDO~-LIQUIDO MODIFICADO.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.2 x S MY.

FPORCENTAJES DE RECUPERACION ND CALCULADDOS SOBRE LA MUESTRA.

FIG. 32
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MUESTRA: NUEZ ENRIQGUECIDA CON AFLATDXINAS:

B 1: 15 NG/B B 2: 20 NG6/B 2t 16 NG/G

METODC DE EXTRACCION LIRUIDO-LIQUIDG MODIFICADOC.

VOLUMEN DE RECUFPERACION: 1 HL.
DETECCION FOFR FLUCRESCENCIA.
SENSIRILIDAD: 4.05 » 10 MY,
FLUFD: 1.5 ML/MIN.

FASE MCVIL: MeCH + H=20 (60 « &6
RECUPERATION: E 13 70 % G 2z

Fieg. 33
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MUESTRA: NUEZ ENRIGUECIDA COGN AFLATUxI‘t:Qg:
B 1: 30 NG/G G 23 25 NG/G B 2 20 NG/3

VOLUMEN DE RECUFERACION: 1 ML. METOROS LID-LIQ MOD.

SENSIBILIDAD: ©0.05 x 19D MV. .
FLUJO: 1.5 ML/MIN. DETECCION: FLLUDRESCENCIA.
FESE MOVIL: MeCH + Hz0 (60 + 40) el
RECUPERACION: B 1: 90 X G 2: 80 % : 8BS 4
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MUESTRA: NUEZ ENRIQUECIDA CON AFLATOXINAS:

B 1: 110 NG/G G 2 170 NB/G B 2° 130 NBG/G

METODO DE EXTRACCION: LIQUIDC-LIQUIDD MODIFICADO.
VOLUMEN DE RECUFERACION: 3 ML.

DETECCTION POR FLUDRESCEMCIA.

SENSIRILIDAD: C.2 x 10 MV.

FLUJO: 1.5 ML/MIN.

FASE MOVIL: MeOH + Hz (60 + 40)
RECUPERACIDON: B 1: 91 % G 2: B7 % B

N

?4 %

FIG. 33
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MUESTRA: NUEZ ENRIBUECIDA CON AFLATOXINARS:
B 1: 1460 NG/G G 23 270 NG/6 B 2 240 NG/G

METODO DE EXTRACCION: LISUIDO-L18UID0 MADIFICADD.
VDLUMEN DE RECUPERACION: 3 Mi.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV.

FLUJO: 1.5 ML/MIN.

FASE MOVIL: MeOH + HgD (&0 + 20)

RECUPERACION: B 1: 8B % G 2: B9 % B 2 935 %

FIG. 3&



580 40 30 20 10

MUESTRA: NUEZ ENRIGQUECIDA CON AFLATOXINAS:
B t: 120 NG/G G 2: 170 NG/G B Z: 140 NG/G

METODO DE EXTRACCION: LIQUIDO-LIBUIDO MODBIFICADO.
VOLUMEN DE RECUFERACION: 3 ML.

DETECCION FOR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 0.2 x 10 MV,

FLUJO:z 1.5 ML/MIN.

FASE MOVIL: MeOH + HaO (60 + 40)

RECUPERACION: B 1: 8B % G 2 98 % B 2: 93 %

FIG. 37
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TABLA 1V.

PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL METODO LIQUIDO-LIQUIDO MODIFICADO

USADD PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS A PARTIR DE NUEZ.

AFLATOXINA MEDIA DESVIACION LIMITES DE CONFIARBILIDAD®
ESTANDAR AL 93 %
B 1 87.4 % 1.34 % 89.4 + 1.91 %
G 2 88.2 % 5.40 % 8.2 + 7.70 %
B 2 1.0 % 4.0 % 1.0 + S5.70 %

No se hicieron las mediciones para G 1.

*EVALUACION A PARTIR DE CINCO MUESTRAS. o



Para el caso de los limites de deteccidn de fluorescencia por HPLC,
1a relaciodn de intensidades aqui reportada para las cuatro afla-
toxinas ya habia sido descrita previamente (89).

A pesar de que no se conocid el porcentaje de recuperacidon de la
aflatoxina G {1 en la nuez, porque l1os estandares no cumplieron las
especificaciones de la ADAC (B1), si se logrd sugerir un criterio
de medicidn para proponer su limite de deteccidn. Se supuso que

la relacidn de los limites de deteccidn de B § v G {1 se conservaria
igual tanto para el cacahuate como para la nuez. Asi, se sugiriod
tomar comp parametro de referencia l1a relacidn de limites de detec-
cidn opbtenidas a prtir del cacahuate y extrapolarla al caso de la
nuez. Lo anterior puede considerarse como lo mads cercano, ya gue
ambas aflatoxinas B 1 v G 1 fueron sometidas al proceso de deriva-
tizacidth, el cual las condujo a una polaridad semejante y ademas
porque gl proceso de extraccidn del cacahuate es el mas parecido

al de la nuez. Adicionalmente; porgue en la relacidn de los limi-
tes de deteccidn no solamente van implicitos los porcentajes de
recuperacion sind también la reproducibilidad de los cromatogramas.
Los 1imites de deteccidn por HFLC—fluorescencia pueden observarse
en la tabla V.

Para 21 caso de 1os limites de deteccidn de WV por HPLE, varios
ensayos realizados previamente con estandares demostraron que es-—
ta técnica no permitiria cuantificar aflatoxinas dentro del rango
de interés toxicoldgico. FPor lo anterior, se decidid no practicar
cromatogramas HPLC-UV a partir de muestras contaminadas. Los cro-
matogramas se hicieron bnicamente para los estandares. A partir de
ellos se sugirieron los limites de deteccidn que podrian ser obte—
nidos para las muestras. Para los calculos se consideraron l1os por—
centajes de recuperacion (Tabla VI).

Métodos directos.

En lo referente a los mitodos directos por absorcidn ultravioleta,
varios ensayos realizados sobre estandares demostraron gque &sta
técnica tampoco permitiria cuantificar las aflatoxinas dentro de

los rangos de interés. Las lecturas se hicieron sclamente para es—
tandares, a partir de los cuales se sugirieron 1os limites de de-
teccidn que podrian ser obtenidos para las muestras (Tabla VI). Las
gstadndares que se escogieron fueron l1los gue presentaron la absorban-—
cia mads baja dentrn de una recte de calibracion que se hizo para
cada aflatoxina.
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TABLA V.

LIMITES DE DETECCION DE AFLATOXINAS USANDO HPLC CON DETECCION DE

FLUORESCENCIA.
MAIZ CACAHUATE NUEZ
(FPB? (PPE) (PFB)
AFLATOX INAS
Bif 0.50 0.08 0.18
il 9 0.40 0.15 0.36
R 2 0.80 0.08 0.14
6N\ 1.0 0.15 0.24

$ DERIVATIZADA CON ACIDO TRIFLUDOROARCETICO.
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7ABLA VI.

LIMITES DE DETECCION DE AFLATOXINAS DESPUES DE LOS PROCEDIMIENTOS

DE EXTRACCION Y REFINACION.

MUESTRAS

MAIZ

CACAHUATE

NUEZ

LIMITES DE DETECCION

DETECCION DIRECTA WV
A 365 NM.

Bl 61 B2 G2

113 125 26 126

118 130 100 130

127 140 108 140

(FPB)

DETECCIDN UV CON
SEPARACION HPLC.

Bi

&8

72

73

Gt

a4

45

46

B2

25

26

28

62

29

30

32
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Fara el caso de los limites de deteccidn de las lecturas directas
por fluorescencia, se presentaron ciertas dificultades que depen-
dieron del tipo de muestra;i; asil, por ejemplo, el malz presentd
compuestos interferentes y fondo de fluorescencia (Figs. 38—-44)

gue impidieron calcular 1os limites de deteccidn a excepcidn de

B l. Fero no sucedid asi con el cacahuate y la nuez en donde no

se presentaron interferencias, o si las hubo, se pudieron eliminar.

En el caso especlfico del malz, solamente se obtuve el limite de
deteccidn de B 1 derivatizada (Tabla VII), lo cual fue posible
debido a su alta intensidad de fluorescencia en relacibn a la de
los metabolitog interferentes. Aunque no se obtuvieron experimen-—
talmente los limites de deteccibn para el resto de las aflatoxinas,
si se sugirieron los calculos en funcibn de l1os estandares y de los
porcentajes de recuperacidn. Fara ello se supuso que no existirian
interferencias.,

Ensayos hechos sobre fluorescencia directa del mailz revelaron gque
la intensidad emitida por los metabolitos interferentes y el fondo
de fluorescencia fue significativa en relacidn a la emitida por las
aflatoxinas (Tablas VIII-X). Mediante el uso de HFPLC se pudo ver
gque el area de los cromatogramas se amplifich para cada aflatoxina
de subindice ! cuando fueron derivatizadasi lo cual no sclamente

no occurrid cuando las muestras se contaminaron con ellas sin deri-
vatizar, sino que ni siguiera fueron detectadas. También se observéd
una reduccidn en la fluorescencia de fondo (Tablas XI-X1II).

Al evaluar la fluorescencia de fondo sa encontrd gue ella depende
del tipo de malz y también gue, cuando las muestras se enriquecie-
ron con 3 ng/g de cada aflatoxina, la derivatizacion intensificd
su fluorescencia por aproximadamente tres veces en relacidn a ta
de las muestras no derivatizadas (Tablas VIII-X).

En general, para todas las muestras analizadas, el método de sepa—
racion por HFLC demostrd ser mas sensible gue las determinaciones
directas. tanto por fluorescencia molecular como por absorcidn ul-
travicleta.

Las determinaciones directas por fluorescencia resultaron ser mas
sensibles que las mismas por UV (Tablas VI y VII),



LOS PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOLITOS
DE INTERFERENC IA.

AFLATOXINA B2
CONTAMINAC |ON NATURAL,

MUESTRA : MATZ BLANCO No. 1 SOLO
PESD TOTAL CROMATOGRAMA : 0.150 G.
DETECTOR: BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION : 365 NM, EMISION 450 NM)

SENSIBILIDAD : 0.05 X S MV

FlG. 38

FONDO DE FLUORESCENCIA

138



L0S PICOS NO INDICADGS
CORRESPONDEN A METABOL ITOS
DE INTERFERENC 1A

EL ENRIQUEC IMIENTO DE B1
{5 ng/q) NG LLEGA A SER DETECTADO.

Pt —_————— 3 wr———re T

ESTA SALIENTE CORRESPONDERIA
A G2 (NO SE SEPARO)

AFLATOXINA B2 A

FONDO DE FLUD-

fme  RESCENCIA.

MUESTRA : MATZ BLANCO NO.1 + AFLATOXINAS
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.155 G
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : B1, G2, B2, 5 NG/G DE MATZ

DETECTOR: BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION : 365 NM, EMISTON 450G NM)

SENSIBIIDAD : 0.05 X 5 MV

FIG. 39
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£0S PICOS NO INDICADOS '
CORRESPONDEN A METABOL ITOS DE INTERFERNCIA.

!
e AFLATOXINA BT
DERIVATIZADA .
|
I
f
! !
ESTA SALIENTE ES DE GZ
AFLATOX (NA B2
———y
M FONDO DE FLUORES-
FLUQRESCENCIA.

MUESTRA : MATZ BLANCO No. 1 + AFLATOXINAS + TFA
MUESTRA TERTVATIZADA

PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.279 G.
AFLATOXINAS ENRIQUECIDAS : B1, G2, B2, 5 NG/G DE MAIZ

DETECTOR : BECKMAN MOIELO 157
(EXCITACION: 365, EMISION : 450 NM)

SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV
140
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L0S PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOL ITOS
DE INTERFERENCIA.

AFLATOXINA G2
CANTAMINAC ION NATURAL

CONTAMINAC |ON NATURAL

AFLATOXINA B2 OF B1

CONTAMINAC ION
NATURAL .

—_————p

| FONDO DE FLUORES-
CENCIA,

MUESTRA : MAIZ BLANCO No. 2 SOLO
PESO TOTAL. CROMATOGRAMA : 0.138 G
DETECTOR : BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION 365 MM, EMISION : 450 NM)
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV

FIG. &1
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L0S PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOLITOS
DE INTERFERENE A .

AFLATOXINA G2

AFLATOXINA B2 CONTAMINAC ION NATURAL

DE B1.

:ﬁ FONDO DE FLUO-

\&__ RESCENCIA.

MJESTRA : MATZ BLANCO No. 2 + AFLATOXINAS
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.143 G
AFPATOXINAS ENRTQUECTDAS : B1, G2, B2, 5 NG/G DE MAILZ
DETECTOR : BECKMAN MODELO 157

(EXCITACION 365 NM, EMISION : 450 NM)
SENSTBILIDAD : 0.05 X 5 MV

FIG. 42
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LGS PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOL ITOS

DE INTERFERENCIA,

AFLATOXINA B1
DERNMATIZADA.

e P— .

AFLATOXINA G2

AFLATOXINA B2

FONDO DE FLUO-
RESCENC IA.

FIG., 43

MJESTRA : MATZ BLANCO No.2 + AFLATOXINAS + TFA
MUESTRA DERIVATIZADA

PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.211 G )
AFLATOXINAS ¥NRIQUECTDAS : Bl, G2, B2, 5 NG/G DE MATZ

DETECTOR : BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION : 365 NM, EMISION : 450 NM)

SENSIBILIDAD : 0,05 X 5 MV
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LOS PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOL ITOS
DE INTERFERENCIA.

- .

e e may ————

CONTAMINACION NATURAL DE
AFLATOXINA B2

FONDG DE FLUQRESCENC IA

— oy

MUESTRA : MATZ AMARTLLO SOLO
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.309 GR.
DETECTOR : BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION 365 NM, EMISION : 450 NM)
SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV

FIG. 44
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LOS PICOS NO INDICADOS
CORRESPONDEN A METABOLITOS
PE INTERFERENCIA.

EL ENRIQUECIMIENTO DE BI
(5 ng/g) NO LLEGA A SER

DETECTADD.

e T

EN ESTE LUGAR DEBERIA °*
APARECER EL PICO DE G2
(N0 SE SEPARO)

AFLATOXINA B2

N FONDO DE FLUO-

RESCENCIA.

MUESTRA : MATZ AMARTLLO + AFLATOXINAS
AFLATOXINAS ENRIQUECTDAS : Bl, 62, B2, 5 NG/G DE MATZ
PESO TOTAL CROMATOGRAMA : 25337
DETECTOR : BECKMAN MODELO

(EXCTTACTON : 385 NM, EMISION : 450 N¥)

SENSIBILIDAD : 0.05 X 5 MV
FIG. 45
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LOS PICOS NO INDICADGS
CORRESPONDEN A METABOLITOS

OE INTERFERENCIA,
AFLATOXINA Bt

+—DERIVATIZADA.

e

v rmer e v

B b

ESTA SALIENTE SE DEBE
A G2 (No SE SEPARD)

AFLATOXINA B2
_—

FONDO DE FLUORES-
\ CENCIA.

WESTRA : MATZ AMARTLIO + AFLATOXINAS + TFA
MJESTRA DERIVATIZADA

FLATOXINAS ENRTQUECIDAS : Bl, G2. B2, 5 NG/G [LE MATZ

ESO TOTAL CROMATOGRAMA : 0.515 G

ETECTOR : BECKMAN MODELO 157
(EXCITACION : 365 NM, EMISION : 450 N0 |
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TABLA VII.,

LIMITES DE DETECCION DE AFLATOXINA B 1% USANDQ DETECCION FOR

FLUDRESCENCIA DESFUES DE LOS FROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION

Y REFINACION.

TIFD DE MUESTRA

MAIZ

CACAHUATE

NUEZ

LIMITES DE DETECCION (FPB)

DETECCION DIRECTA DETECCION CTON
— SEPARACION HPLC

¢.82 0.50
0.87 0.08
0.94 0.18

% DERIVATIZADA CON ACIDD TRIFLUORCACETICO.
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EVALUACION DE LA CONTRIBUCION DEL FDONDO DE FLUDRESCENCIA EN LAS

DETERMINACIONES DIRECTAS A FARTIR DE MUESTRAS DE MA1Z.

Las siguientes abreviaturas se han utilizadgo en las tablas de
las contribuciones que se muestran enseguida.

F.F.
i

A.P. n.

A, E.

H' EI

"l E' D'

[ L]

Fluorescencia total.

Fluorescencia o en su caso &rea de los metabolitos.
Fluorescencia o en su caso area del fondo fluorescente.
Interferencia toptal.

Fiuorescencia o en su casb area de las aflatoxinas propias
de la muestra (contaminacidn natural que presentd =1 maiz).

Concentracidon de aflatoxinas con la gue se enriquecid el
maiz (5 ng/g de cada una).

Maiz enriguwecido con S ng/g de cada aflatoxina.

Maiz enriquecido derivatizado.



TABLA VII1I

CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA EN LAS MEDICIONES DIRECTAS

DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION.

MUESTRA T

MAIZ
BLANCO
No. 1

Maiz

SOLO 27

M.E. 28

M.E.D. 83

% Se desconoce porque no se separd en el cromatograma.

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

F.F

15.4

135.5

38

I.Tl

25.3

24.9

46

Bl

Al F.. M.

G2

B2

1.7

1.8

Al E.

o NG/G C/U
Bif 62 B2
Q ¥ Q

0 & 1.3

22.4 ND 3.8

ND ¢+ No se detecta & la cantidad en la que estd presente.
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TAaBLA IX.
CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA EN LAS MEDICIONES DIRECTAS

DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION.

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

MUESTRA T M F.F I.T A.P.M. A.E

S NG/G C/U

MAIZ Bi 62 B2 B1 52 B2
BLANCO

No. 2

MATZ

80L.0 23 2.1 15.1 17.2 2321V 13 (¢] O 0
M.E. 32 3 17.6 20.6 2.8 2.2 1.8 0 2.8 1.7
M.E.D. 103 2.7 Z4.6 42.3 5.8 4.8 3.9 41 Q 3.9



TABLA X.

CONTRIBUCION DEL FONDO DE FLUORESCENCIA EN LAS MEDICIONES DIRECTAS

DESPUES DE LA EXTRACCION Y REFINACION.

UNIDADES DE INTENSIDAD DE FLUDRESCENCIA

MUESTRA T M F.F I.T A.P.M. A. E.
MAIZ Bi G2 B2 Bi G2
AMARILLO

MAIZ

sOLB 19 .6 8.7 18.3 o ) ND 0 0
M.E. 24 11.8 11 22.8 0 0 ND o} ¥
M.E.D. 46 8 25.4 33.4 o 0 1.6 10 3

% Be desconoce porgue no se separd en el cromatograma.

ND ¢ no se detecta a la cantidad en la que estd presente.

B2
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TABLA X1.

PORCENTAJES DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUORESCENCIA FDOR HFLC.

MUESTRA M
MAIZ

BLANCD

No. 1

MATIZ

SOLD 3b6.7
M.E. 40.6
M.E.D. .6

$ Se desconoce porque no se separd en el cromatograma.

57.1

48.4

45.9

93.8

a9

S5.9

B2

Al E-

S NG/G C/U

B1 G2 B2

35.3 0.7 4.6
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TABLA XII.
PORCENTAJES DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUORESCENCIA FOR HFLC.

MUESTRA H F'F' I-T' Q.P,n. A.E.

S NGB/G Cru

MATZ Bl 62 B2 BI G2 B2
BLANCO

No.2

MATZ

SOLD 9.4 bb 75.4 10 9 5.6 o) o] 0
MCE- 9.6 55 64-6 Bo 7‘ 7-0 5-6 0 8.8 5.3
M.E.D. 7.5 33.4 41.1 6.6 4.7 3.8 39.8 0 3.8
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TABLA XIII,

PORCENTAJE DE AREAS EN LAS MEDICIONES DE FLUQRESCENCIA FOR HPLC.

MUESTRA M
MALZ

AMARILLO

MAIZ

SOLD 20.5
M.E. 49.3
M.E.D. 17.6

FoF

45.6

46.90

l.T.

6.1

25.3

73.1

Bi

A.P.M.

G2

Q.El

3 NG/G Cru

Bl G2

21.7 %

B2
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CONCLUSIDNES

A partir de los experimentos realizados y de 1os resultados
obtenidos en el transcurso de la presente investigacién, se
llegd a las siguientes conclusiones:

1. Los métodos direc.os de absorcidn ultravioleta carecen
de la suwficiente sensibilidad para llevar a cabo analisis
de aflatoxinas dentro de lbs rangos de interés toxicoldgico
en todas las muestras ensayadas.

2. Los mE&todos de fluorescencia directa tienen apropiada sensi-~
bilidad para la cuantificacidn de aflatoxinas en maiz, caca-
buate y nuez. Sin embargo, cuando se aplica al maiz, los re-~
sultados muestran que los analisis son altamente influidos
por los efectos de matriz.

3. Debido a que la fluorescencia de la aflatodina B 1 es baja y
comparativamente menor en relacion a las otras aflatoxinas,
es necesario llevar a cabo el procedimiento de derivatizacidn
a fin de incrementar la sefial.
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CAPITULOD 5

APENDICE A

BLOSA 10D

ANOREXIA. Falta de apetito.

ATAXIA. Falta o iregularidad de la coordinacidtn, especial-
mente de l1os maovimientos musculares sin debilidad
a espasmo de astos.

CANCER. Tumor maligno en general y especialmente el formado
por celulas epiteliales.

CIRROSIS. Inflamacibh intersticial de un brgano, particularmente
el higado.

COLANGIOMA. Tumor de las vias biliares.
COLANGITIE. Inflamacidn de los conductos biliares.
EDEMA PULMDNAR. Infiltracidn de serosidad en el tejido pulmonar

con expectoracidn espumosa rosada, hipotension
acusada y asistolia aguda.

FIBRDS1S. Formacibn de tejido fibroso. Degeneracibn fibroide.
GLOMERULD
RENAL . Apelotonamiento de capilares arteriales en el

extremo dilatado de cada tubo urinifero.
HEPATITIS. Inflamacién del higadon.
HEPATOCITO. Célula del higado.
HEPATOMA. Tumor del higado.
HEPATOMEGALIA. Aumento de volumen del higado. <
HEPATOTOXICD. Agente venenaso al higado.
HIPERPLASIA. Hipergénesis. Multiplicacidn anormal de los elemen-

tos histicoss hipertrofia numérica.
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LETARGO.
METASTASIS.
MICROSOMA.
NECROSIS.
NECRDSIE.
DIFUSA.
NEFRITIS.
NEFRITIS

GLOMERULAR.

NODULQO.

PARENBUIMA.
PROTROMBINA.

TENESMO.

TERATOMA.

VENA PORTA.

Suefio morboso profundo y continuado con anestesia
y exaltacidn de los reflejos.

Aparicidn de unos O mas focos morbosos secundarios

& otro primitivo, con o sin desaparicidn de &ste, en
regiones o partes no contiguas al foco primitivo.
Elementd granuloso muy pegquefioc del protoplasma celular.,
Mortificacidn de wn tejido en general, gangrena. La
parte necrosada s2 llama secuestro.

Necrosis ampliamente extendida.

Inflamacidn del tejido renal.

La nefritis aguda que afecta primordialmente los glo—
mérulos o &stos y las capsulas de Bowman.

FPeguefia eminencia,

nudosidad o vegetacidn.

Elemento esencial especifico o funcional de un é&rgano,
generalmente glandular.

Trombindgeno. Factor del plasma sangulneo,
de la trombina,

precur sor
llamado también: serocima y trombbégeno.

Deseo continuo,; doloroso e ineficaz de orinar o defe—
car producido por un estado irritativo del cuello
vesical o del ano o recto.

Tumor complejo de tejido que contiena a veces restos
fetales, dientes, cabellos, etc., debido a la inclu-
sidn de un feto abortivo en otro que se desarrolla
normalmente.

Sistema venoso especial constituido por ramas de
origen, tronco y ramos venosos terminales. Se origina
de 1a unidn de la vena esplé&nica con las mesentéricas
a nivel de 1a cabeza del pAncreas. Termina en el hi-
gado por dos ramas, derecha e izguierda, que se dis-
tribuyen a modo de l1as arterias.
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AFPENDICE B

METODOLOGIA DE ANALISIS USANDO ESTANDAR INTERNQO COMOD UN METODO
PARA OBTENER MAYOR FRECISION EN ANALISIS POR HPLC.

Conociendo en forma aproximada la concentracibn del analito, se
podrian preparar tres estandares: el primero de ellos 10 % menor
a la concentracidn del analito, el segundo a la concentracion mas
aproximada de éste, y el tercero i0 % mayor.

81 los cromatogramas se hicieran con un registrador y no un inte—
grador v el método se hiciera sblo en base a alturas; se podria
hacer lo siguiente:

Seai

HS8t In ¢ aitura del estandar interno.

H St : 3altura del estandar.

At St In: atenuacidn del registrador a 1la que se obtuvo la altura
del estandar interno.

At 5t t Atenuacidh del registrador a la gue se obtuvo la altura
del estandar.

He - f Relacidn de altura corregida.

Hc. % : Promedio de las alturas corregidas para el estl.dar de
maenor concentracidn.
Hc=% ! Promedio de las alturas carregidas para el estandar de

mediana concentracion.

Hc=% ¢ Promedio de las alturas corregidas para el estandar de
mayor concentracidn.

€8t.) : Concentracidn del primer estandar usada para cbtener el
factor de respuesta del primer estandar.

{Stx]1 ¢ Concentracién del segundo estandar usada para obtener el
factor de respuesta del segundo estandar.

[St=1 * Concentracidon del tercer estandar usada para obtener el
factor de respuesta del tercer estandar.

D, * Factor de respuesta del primer estandar.

D= : Factor de respuesta del segundo estandar.

Dy ! Factor de respuesta del tercer estandar.

Dt i Factor de respuesta promedio en el rango de concentracio-
nes.

HCax ! Altura corregida promedio para el analito.

S ! Masa (por lo general gramos) de la muestra en la cual

el analito se desea determinar.
100 : Factor de conversidn al porcentaje en el cual, el analiteo
se encuentra en la muestra.
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Calculos para obtener los promedios de alturas corregidas, conside-

rando que cada estandar se hiciese por triplicada.

fer. St. ¢ H St X At _St, = HCa
H St In, x At 8t Ina

+
s H St?, ® At St*, = HC® 2
HSt In?s « At St In’a
4
s H St??, X At _St?’, = HC? a2
H St In*?, % At St In®’. S
HC# .
20, St./ 2 _H Bta X at Stp = HC=
¥ St Inz ) At Bt In=
+
2 H St’= X At St’= = HC® =
HSt In"= x At 8t In’=
+
2 H St*°2 X At St*ta = HC"*=
HSt In = % At 8t In*"x LES NCLL
HCX =
Jer. St. : _H Sts X At_Sts = HC>
H St Ins % At 8t Ins
+

HSt's X At Bt's . = HC's
HSt Infs o at 8t In's :

o+

s H St bl At St’’=~ = HC**s
HSt In’= x At 8t In'"’= o SR

HC ks
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Calculos para encontrar el factor de respuesta promedio:

ier St: £st,1 = Da
HCx 3
+
20. St [St=] = D=
HCX =
+
3er Gt: [St=]- = D~
HCx= S
Dx

Para calcular la concentracidn del analito a partir de las muestras:

%4 en la muestra.

Il

(Dx ) ( HCak ) / 8 X 100



APENDITCE C

EVALUACION DE PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DEL EMFARUE MICROFAK
MCH-S PARA SU USO EN EL ANALISIS DE AFLATORINAS.

La seleccidn apropiada de las columpnas analiticas para uso en
HPLC depence de una serie Jde parametros cromatograficos que
estan en furcidn de 1a fase estacionaria, la fase abdvil y de 1a
naturaleza de los solutos.

Las condiciones de trabajo fueron las mismas que han sido repor-—
tadas en la seccidn de metodologia de esta investigacion.

Los resultados mastraron lo siguiente:

AFLATOX ING iy 4 N H (em)
61 x S.6 2,2 44624 6.3 ¥ 107
B1k g.0 I.6 2410 1.2 % 107=
6 2 16.3 6.3 11856 2.9 x 10—=
B2 25.3 10.1 36100 8.3 % 10—+
AFLATOX INAS ALFA Rs.

Gix — B 1% 1.6 6.2

G2 ~-B 2 1.5 15.8

X Derivatizada.

Donde:’ k°: Factor de capacidad. Alfa: Factor de selectividad.
K : Coeficiente de Rss Resolucidn.
particion.

N: Namero efectivo de platos tedricos.
H: Altura equivalente a un plato tebdricc.
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APENDICE D

VERSION EN ESPANOL DE LAS CONDICIONES DE SEGURIDAD SUGERIDAS FOR
FL FABRICANTE (SIGMA) FARA EL MANEJO DE LAS AFLATOXINAS.

ta bibliografia en la gue se basan las recomendaciones aparece al
final de ellas.

. Peligrosidad.

Las toxinas fungales usadas en esta investigacidn son extremadamen—
te peligrosas por ingestidn, inhalacidn o absorcidn por piel (1,2,3).

R. Maneio.

Estos compuestos debieran ser manejados en sistemas cerrados. Todas
las operaciones debieran l1levarse a cabo con guantes para evitar
contacto accidental. Todo trabajador debiera vestir en su totalidad
con ropa desechable, incluyendo cubiertas para zapatos, guantes y
mascara con un aprovisionamiento independiente de aire. En todo
momento se debe recordar que la ingestidn, absorcidn por piel o
inyeccidn o atin una cantidad traza podria ser fatal.

£} .Descontaminacidn _y_ desecho.

Dualquierhderrame debiera ser absarbido con tierra de diatomeas,
ctuidadosamente colectado y localizado en un balde. El &rea después
se limpia cuidadosamente.

El sistema hipoclorito de sndio/acetona ha sido empleado exitosa-
mente como un métoado de destruccidn (4,3).

8l material que se va a descontaminar se le adiciona solucidn de
hipoclorito al S 7 por volumen ¥ se le marntiene cubierto en esa
postura por 30 minutos. El pH de la solucidn ze& ajusta a 7.8 u 8,0
por la adicidn en gota de HC1l 2 N seqguidd por la adicidn de acetona
hasta gu™ la concentracidn de acztona en la solucidn es de S %

por voluman. Esta mezcla se deja descansar cubierta por otros 30
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minutos desgués de los cuales, 1o carcindgeno debid haberse conver-—
tidc al derivado dihidroxi que no es carcinogénico (S). Revisar

que la reaccidn se haya llevado a cabo completamente mediante el de-
pdsito de gotas sobre papel filtro y examninandolas despuds de haber-—

se secado, bajo luz ultraviolesta. Las manchas no debieran ser fluo—
rescentes.

Deseche el material contaminado de acuerdo a regulaciones lpcales.

NOTAS.

1. El1 pH de las soluciones de hipoclorito de sodio comercial es
alrededor de 11.5 vy el descenso de su pH a 7.4 mediante la adiciin
de Acido puede conducir a la emisidn de cloro. O de otra manera,
la adicidn de acetona a una solucidn fuerte de hipoclorito de so—~
dio puede conducir a unx reacc.dn violenta de haloformo (3).

2. Cantegnaro, et al. (5) indican que la destoxificacidn de 1la
aflatoxina B 1 cvom hipoclorito de sodio conduce a la formacidn de
productos que incluye el carcinogénico y mutagénico 2,3-dicloro-
derivado. Tambig&n se hace notar gque el hipoclorito de sodio podria
reaccionar con otros componentes de los residuos.

A la luz de esta informacibdbn, SIBMA recomienda que se duplique la
tantidad de hipoclorito (socbre la cantidad estimada como necesaria)

para asegurar la degradacidn efectiva de los residuos de las
aflatoxinas.

D) .EXPDSICION. En casto de derrame accidental o exposicidbn, la-

ve con agua y jahdén y obtenga aukilio miédico de inmediatoa. Informe
dal médico de la toxina que se estuvo manejando.
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Park Forest South, IL.
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Industrial Hygiene Association 42, pp. 398-401 1981.
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APENDICE E

Este apgndice contiene en el siguiente orden,
para los estandares de aflatoxinasi

Curvas de calibracidn por fluorescencia directa.

Espectros de fluorescencia.

Curvas de calibracidn por ultravioleta directa.

i83



O —v M e —

TN o €2 2 (VT TR IO S O~ ey

100~

80-

bo-

20-

1] i !
CONCENTRACION (PPB)

CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA BI NO DERIVATTZAOA.
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METDDO DE LECTURA : DIRECTO
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CURVA DE CAL{BRACION DE AFLATOXINA G1 DERIVATIZADA
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METONO DE LECTURA : DIRECTO

FIG., 1V 187



IO s Z N = —

m O

F=OZMOoOLmMm® O = —m

100— -
80—~ -
60— =

i
Lo— o
20"- o
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CURVA DE CALIBRACION DE AFLATNXINA G2
DETECTOR : FLUNRESCENCIA KARL ZEISS PMO3
LAMBDA : EXCITACION : 365 NM

EMISION : 436 NM
SENSIBILIDAD : 100 X 10
METODO DE LECTURA : DIRECTO
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SENSIBILIDAD : 100 X 10
METODO DE LECTURA : DJRECTO

FIG. VI
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ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DE B1 DERIVATIZADA
LAMBDA : EXCITACION : 365 NM
EMISINN : VARIABLE
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CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA B 1
SIN DERIVATIZACION

DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 35
LAMBDA: 365 nm.

SENS(8(LIDAD: SLIT DE 0.1 mm.

METODO DE LECTURA: DIRECTO.
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CURVA DE CALIBRACION DE AFLATOXINA G 2
DETECTOR: ULTRAVIOLETA BECKMAN MODELO 35.
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