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. RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el fin de determinar la presencia de
aflatoxina My en leches fiuidas pasteurizadas y no pasteurizadas que se distribuyen
en la Cudad Capital.

La importancia de éste trabajo radica en la identificacién, cuantificacion de
aflatoxina M, y la deteﬁn!nacién de los niveles permitidos por la -FDA-
Administracién de Drogas y Allmentos de los Estados Unidos; asf como evaluar la
sensibilidad del método segin la -AOAC- Asaciacién de Quimicos Analiticos
Oficiales, el cual se basd en la obtencidn de extractos y su posterior desarrollo
mediante cromatografia en capa fina, revelados con luz ultravioleta de longitud de
onda larga (365 nm).

Se estandariz6 el método por medio de la fortificacién de una concentracion
conocida de aflatoxina M; a diferentes muestras con lo cual se determino el R¢
Luego se llevé a cabo la comparacién con las muesfras problema.

Posterior a la estandarizacion se evaluaron las 100 muestras (50 de leche
pasteurizada y 50 de leche no pasteurizada), las cuales no presentaron niveles de
aflatoxina M, detectables, con lo que se concluye que las leches fluidas analizadas
no contienen aflatoxina M4, asimismo se valid6 la eficacia del método a través de la

determinacion del porcentaje de recuperacion.




2. INTRODUCCION

Las aflatoxinas pertenecen a un grupo de metabolitos bisfurocumarinicos
toxicos y son generaimente detectados mediante cromatografia en capa fina, por su
color azul y verde, identificados con la inicial en inglés como B4, B2, G1 ¥y G2, s0n

producidos principalmente por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus y en

menor grado por los hongos de los géneros Penicilliumy Fusarium. {(1,2,3)

Estos hongos son muy comunes y representan un peligro potencial de
contaminacién para los alimentos humanos y animales. La presencia y magnitud de
la contaminacion por aflatoxinas varia seguin los factores geol6gicos, estacionales,
condiciones de recoleccién y almacenamiento de los productos. (4)

En animales, las aflatoxinas ingeridas pueden ser degradadas
metabdlicamente. La aflatoxina My es un metabolito hidroxilado de aflatoxina B4,
que aparece en la leche matema de mamiferos que han ingerido alimentos
contaminados con aflatoxina B4. Estudios realizados confirman que la afiatoxina M,,
tiene niveles mas altos de hepatocarcinogenidad que la afiatoxina By. (5,6)

En humanos se ha encontrado que varias enfermedades crénicas y algunas
agudas estan relacionadas directamente con el consumo de aflatoxina. Entre las
enfermedades cronicas el hepatocarcinoma es el mas importante y el maés

estudiado, también se encuentra entre ellas el sindrome de Reyé y 1a cirrosis infantil.

Q)
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Por el riesgo que presenta para la salud humana y por ia probabilidad que
existe de contaminacién se efectué el analisis en leche fluida que se distribuye en 1a

Ciudad Capital.




3. ANTCCOLINTES

Waki |. colaboradores, investigaron seis marcas comerciales de leche fluida
que circulan en el mercado de Honduras. Encontraron aflatoxinas en muestras de
leches provenientes de dos regiones del pais. (5)

Murillo B. y colaboradores, realizaron un estudio en aves ponedoras y pollos
de engorde; a los cuales se les proporciond 15 y 25 mg de aflatoxinas. A los frece
dias de experimentacion las aves que consumieron 15 mg de aflatoxinas murieron
en un 50%. (9)

Rosiles R. hevé a cabo un estudio en tortillas expendidas comerciaimente en
México D.F., los resultados obtenidos indican que los niveles encontrados de
afiatoxina B, varfan de 50 a 200 ppb. (10)

Campos M. y colaboradores, estudiaron la contaminacion por aflatoxinas en
granos y productos derivados de los mismos durante la estacibn seca en
Guatemala. La investigacion se lleyo a cabo con muestras de granos almacenados
durante la estacién seca, aunque puede ocurrir una contaminacién alta durante la
estacion luviosa.

Los resulfados obtenidos indican que de las 118 muestras de malz, e 12%
estaba contaminado. (11)

Campos M. y colaboradores, realizaron un estudio en granos de la costa sur
de Guatemala, los resultados indican que los granos de la costa sur son suscepfibles
a la contaminacion por aflatoxinas, especialimente durante ia estacion Huviosa, el

malz representa un problema especial. Cerca del 80% de las muestras colectadas




durante la estacién liuviosa fueron dafiadas por insectos, por lo que es necesario
utilizar proteccién para los granos y evitar ei crecimiento de mohos y la
contaminacién de afiatoxinas. Los niveles de contaminacién aumentan mientras
existan condiciones adecuadas para el crecimiento de hongos. (12)

Verma y colaboradores, estudiaron alteraciones en eritrocitos de conejos
durahte una aflatoxicosis inducida. Estudio realizado en fa India. Utilizando 20
canejos, dividiéndose los mismos en dos grupos.

Al grupo 1 se ies proporcioné alimento no contaminado y sirvié de control.

El! tratamiento se llevé a cabo en periodos de 30, 45 y 60 dias. Los
resultados indican que la concentracién de hemoglobina, células empaquetadas y
volumen corpuscutar medio disminuyd a causa de la afiatoxicosis. (13)

Raval P. y colaboradores, estudiaron alteraciones en compaosicién bioquimica
de musculo esqueléfico durante la aflatoxicosis en conejos, investigacion realizada
en la India en 20 conejos de 200-250 g de un mes de edad, divididos en dos grupos:
al primero se le proporciond alimento contaminado con aflatoxinas (15 mg/Kg), el
segundo grupo fue el control.

L.os resultados obtenidos dan a conocer que la contaminacion de aﬂatoxinaé
en los alimentos causé una reduccidn significante en las concentraciones de
glicogeno, proteinas y lipidos en el mdsculo del muslo, desgastandolo y
enflaqueciéndolo durante la afiatoxicosis. (14)

Ordoftes R. estudié aflatoxinas y dafio hepatico en humanos. La

investigacion indica que se encontraron aflatoxinas en 8 de 30 casos estudiados.
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Las aflatoxinas encontradas con mayor frecuencia y en mayor cantidad fue la
afiatoxina P1,' y en bajos niveles las aflatoxinas B,y My. (7)

Diaz |. estudi6é afiatoxinas en tortillas y granos de maiz. investigacion
realizada a muestras provenientes de la aldea La Espinilla, Rio Hondo, Zacapa, se
determiné en las muestras de mailz y tortillas afiatoxinas B., B, del total de
muestras (freinta y nueve), el 41% de las mismas resultaron positivas, los niveles
encontrados no rebasan las 20 ppb, indica también que uno de los posibles agentes
etioldgicos que provoca en esa localidad fallecimientos por enfermedades hepaticas
en dicha aldea, es por contaminacion con afiatoxinas, especiaimente la B1. (15)

Rodriguez E. investigd aflatoxinas en huevos producidos en granjas avicolas
de Guatemala. El porcentaje de huevos contaminados con aflatoxinas, (7.6%), en
relacidn a la produccidon de huevos (1 millén aproximadamente) es muy elevado,
donde las aflatoxinas M resulfaron ser los mas importantes, como contaminantes.
(16)

Aguirre L. realiz6 un estudio de aflatoxina M, en productos alimenticios de
origen animal, en el que se encontraron residuos de aflatoxinas M; en muestras de
higado. (El estudio se extendié a huevos y leche, para los cuales el resultado fue
negativo). (17)

Martins, Jorge Luis Serafin, et al. Reportaron aflatoxinas en una proporcion
baja de 1.8% presente en cuatro marcas de leches que se comercializan en So

Paulo, Brasil. (18)

! Afiatoxina P, es un hidroxiderivado de 1as aflatoxinas B, en el organismo animal y han sido encosttradas en
muiestras de sangre y orina de personas y animales con alto consumo de aflatoxinas. (4)
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4 JUSTIMCACIONES

Guatemala es un pais productor de granos basicos y poseedor de clima
propicio para el crecimiento de microorganismos que facilitan la contaminacion.
Estudios realizados anteriormente, reportan que por las condiciones inapropiadas de
cultivo, cosecha, almacenamiento, manejo y consumo de grano; el maiz y oftros
productos son faciimente contaminados por los hongos del género Aspergilius

flavus_y Aspergillus parasliticus, que originan en su metabolismo aflatoxinas, las que

repercuten directamente dentro de 1a cadena alimenticia. Por lo anterior y debido a
que 1a leche es uno de los alimerntos principales en 1a dieta del guatemalteco, es
importante establecer si existen niveles de contaminacién de aflatoxinas en leches

pasteurizadas y no pasteurizadas que se distribuyen en la ciudad capital.




5. OPJLTIVOS

5.1 Determinar si en algunas de las leches fluidas
pasteurizadés y no pasteurizadas que se
comercializan en la ciudad capital presentan niveles
de contaminacion por aflatoxinas.

5.2 Cuantificar los niveles de aflatoxinas en leches fluidas
pasteurizadas y no pasteurizadas que utiiza |a
poblacion guatemalteca.

5.3 Determinar si los niveles de aflatoxinas se encuentran
dentro de los niveles permitidos por la -FDA- (Food

and Drug Administration).




6. [irOTESIS

Las leches fluidas pasteurizadas y no pasteurizadas que se distribuyen en la
ciudad capital, poseen niveles de aflatoxinas menores de 20 ppb?, valor establecido
por la -FDA- (Food and Drug Administration} como limite méximo para productos

alimenticios.

 ppb. (microgramos/Kilogramo 6 pattes por billon
COGUANOR (Comizgion Guatemalteca de Normas)




7.1

7.2

7. FiATERALES T METODLOS

Universo de trabajo:
Constituido por:
« § lotes de 10 muestras cada uno de leches pasteurizadas.
* 5 lotes de 10 muestras cada uno de leches no pasteurizadas, todas
las muestras fueron obtenidas con diferentes disttihuidbres de la
ciudad capital.
Medios
7.2.1 Recursos humanos.
Autora: Br. Hobana Concepcion Marroquin Pazos.
Asesor: Lic, Eifego Rolando Lopez G
7.2.2 Recursos Materiales:
7.2.2.1 Equipo y material de laboratorio
Equipo:
¢ Cenfrifuga
» Camara con tapadera para desarrolio de placas
*+ Luz ultravioleta
+ Secadora manual
+ Balanza semianalitica

+ Horno
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Material:
+ Frascos de centrifuga de 50 mi
» Probetas graduadas de 100 mi
+ Embudos de filtracion buchner

) + Papel filtro

i + Varillas de vidrio
+ Espéalulas
« Pipetas pasteur
e Microjeringas
+ Placas de adsorbosil -1 20 x 20
« Papel Aluminio
+« Ampollas de decantacion de 225 m|
+ Erlenmeyer de 250 m|
+« Mangueras

+ Pizeta

Reactivos
s Metanol grado analitico

Cloruro de sodio al 4%

ﬁ
[ ]

Hexano grado analitico

Cloroformo

Sulfato de sodio anhidro
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+ Benceno

e Acetonitrilo

» Acetona

o Estandar de aflatoxina M, (2 ug/ml en henceno.
Acetonitrito)

¢ Nitrégeno

¢ Celite

e Cloroformo

7.3  Procedimiento:
7.3.1 Obtenciétn y manejo de muestras:

Se recolectaron diez muestras de cinco marcas
comerciales, tomadas al azar, compradas en diferentes
lugares de distribucion. Las marcas comerciales
estudiadas fueron: Foremost, Al Dia, La Pradera,
Diadema, La Palma.

Cada semana se obtuvieron diez muestras de
leche pasteurizada tomadas al azar de una marca
comercial, compradas en diferentes lugares de
distribucion (tiendas y supermercados).

inmediatamente después de adquiridas se
transportaron al Laboratoric y fueron guardadas en

refrigeracion (10° C) para su posterior andiiuis.




7.3.2

7.3.3

Al terminar con cada lote, se procedié a tomar
muestras de leche no pasteurizadas, diez muestras de
cada uno de cinco distribuidores:

Disfribuidor No. 1: Leche proveniente de Tierra
Nueva, Mixco - Vendedor ambulante zona 4 Mixco.

Distribuidor No. 2 y 3: Leche proveniente de San
José Pinula - Vendedor ambulante zona 7 y zona 11.

Distribuidor No. 4; Leche proveniente de San
Pedro Ayampuc - Vendedor ambulante zona 17.

Distribuidor No 5. Leche proveniente de Escuintia
Lecheria zona 12.

Las muestras fueron llevadas al Laboratorio y
guardadas en refrigeracién hasta el momento de su
anadlisis y almacenadas como se describid
anteriormente.

El dia del analisis las muesiras a procesar fueron
sacadas del refrigerador, hasta alcanzar la temperatura
ambiente.

Obtencion del exiracto a sembrar en la placa
basandose en el método de Asociacion de Quimicos
Anallticos Oficiales -AQAC-.

Licuar por 3 minutos 37.5 ml de leche fluida con 100 ml

de Metanol, agregar 8.3 g de celite, ficuar por 30

13



segundos mas. Filtrar al vacio a través de una capa de
celite de un centimetro de espesor en un embudo de
filtraci6n. Presionar el celite y el precipitado de
caseina. Lavar con 25 mi de metanol. Transferir el
filtrado y los lavados que seran aproximadamente 125
mi a una ampolla de decantacion de 500 ml, agregar
75 m! de Cloruro de sodio al 4%.

Extraer con tres porciones de 33 mi de Cloroformo
(centrifugar durante 10-15 minutos a 3000 rpm) para
romper la emulsion.

Combinar fos extractos cloroférmicos en una ampolla
de decantacion, lavar con 100 ml de Cloruro de sodio
al 4%. Pasar por una columna cromatografica con
Sulfato de sodio anhidro, secar los exiractos
cloroférmicos bhajo una corriente de nitrégetio casi a
sequedad, Redisolver el exiracto seco, emplear una
mezcia de Benceno: Acetonitrilo (98:2), utilizar 1 ml de
la mezcla.

Activar las placas por 15 minutos a 100 C°. Medir 2
centimelros de la base y 15 centimetros de corrida,
tazar una linea y aplicar muestra (3.5,7 ). Aplicar
dos veces.el volumen mayor y contaminaria con 5 ul de

estandar,
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Dejar un espacio de 1 centimetro entre cada aplicacién

y luego aplicar estandar en diferentes canlidades (las

cuales deben ensayarse con 5,10, 15, 20, y. 40 ul).

Revelar ia placa en un tanque apropiado, al cual se han
agregado 50 mi de solvente desarroltador (Acefona:
Cforofonné 1:9), si no se obtiene una buena separacién

de aflatoxina M;, ensayar los sistemas Acetona:
Cloroformo 5:95 6 15:85. Lo que se pretende es que la
aflatoxina fenga un Rrde 0.4 - 0.7. (18)

El Rr es una relacién entre la distancia recormida por ia muestra
yla qistancia que recorre el solvente.

La fluorescencia se lee en una camara de luz ultravioleta a 375

nm en la oscuridad. (19)




i6

8. RCSULTADOS

Los resultados del andlisis de aflatoxina M; en leche pasteurizada .y no
pasteurizada se resumen en los cuadros No. 1, 2,3 y No. 4 respectivamente.
En los cuadros No. 3 y 4 se reportan Jos resuitados en R del estandar, ya que
las muestras de las leches no presentaron contaminacion.
Un logro importante fue encontrar una metodciogia alterna que no usa Piomo
para el analisis de afiatoxina M, aprobado por la Asociacion de Quimicos Analistas
Oficiales, Se utilizé en la técnica de cromatografia la fortificacion de ia muestra, y
dié un resultado satisfactorio ya que se comprobé la validez y precision del método,

segun indica el porcentaje de recuperacion obtenido que fue del 90%.




cuadre Ho. 1

Resultados de aflatoxina M en leche pasteurizada.

Muestras de leche pasteurizada

Aflatoxina M1

1

2

No detectado
No detectado
No detectado
No detectado

No detectado

Ccuadro No.2

Resultados de aflatoxina My en leche no pasteurizada

Muestras de leche no pasteurizada

Aflatoxina Mi

1

2

No detectado
No detectado
No detectado
No detectado

No detectado




cuadro No.3

R calculados en estandar de leches pasteurizadas.

18

Estandar para leches pasteurizadas Re
1 0.47
2 0.45
3 0.44
4 0.47 !
5 0.18

Guadro Ne. A

R; calculados en estandar de leches no pasteurizadas.

Estandar para leches no pasteurizacdas Ry
1 012
2 0.09
3 6.10 |
4 0.10
5 0.09
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5. DISTUsION ot RESULtanos

En las 100 muestras analizadas (50 de leche pasteurizada y 50 de leche no
pasteurizada) no se detectaron residuos de aflatoxina M:. Lo que confirma que las
leches fluidas pasteurizadas y no pastewrizadas que se analizaron estan excentas de
contaminacion por aflatoxina My,

El estdndar para los lotes de leches no pasteurizadas (cuadro No 4),
presenté Rr menores al intervalo ideal de aflatoxina M, segun el método de fa -
AQAC- (0.4 - 0.7), lo cual se debi6é a que se utilizé una camara diferente a la de las
leches pasteurizadas (cuadro No. 3)

El extracto a sembrar en la placa se obtuvo como indica el método de la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales -AOAC- con la diferencia en buanto a
las cantidades de voliimenes en los reactivos los que se redujeron pos no contarse
con la cantidad total correspondiente. Para poder secar los extractos cloroférmicos
se ulilizé un homo al vacio con atmosfera de nitrégeno.

En cuanto a la estandarizacién del método se aplicé en la placa estandar a
concentraciones de 10 ppb, 20 ppb vy 30 ppbh y muestras de 3, 5y 7 ul. Se concluyd
que se trabajaria con 5 ul de estandar que corresponde a 20 ppb. y 7 ul de muesira.

La separacidn con el sistema acetona:cloroformo 1:9 resuité buena por fo que

no fue necesario ensayar los sisternas Acetona:cloroformo 595 6 1585 La
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Para determinar la eficiencia del método con cada lote de muestras
analizadas se corrié una muestra de leche fortiticada con 2.5 ul de estandar, para
obtener una concentracion de 20 ppb.

Se obtuvieron siempre resultados positivos con la muestra contaminada, lo
que permitié comprobar el buen funcionamiento del método empleado para separar
la aflatoxina en estudio.

Para determinar el porcentaje de recuperacion del método, se contaminaron
tres porciones de 7 ul cada una de leche (pasteurizada y no pasteurizada) con
diferentes cantidades de esténdares (2.5, 5 y 10 ul), para obtener en el extracto
final, concentraciones de 10, 20 y 30 ppb. Se aplicaron en la capa fina, juntos ios
estandares (10, 20 y 30 ppb) y muestras contaminadas.

Fueron observadas las intensidades de fluorescencia, tantc de muestras
contaminadas y patrones, se caiculé una recuperacién de 20% en los fres niveles
aplicados.

La investigacion de aflatoxinas conileva una serie de dificultades en el
analisis, de acuerdo a la infraestructura, materiales, equipo disponible en la Facultad
y costo, el cual es sumamente alto, esto limita el desarrolio de investigaciones

relacionadas al estudio de micotoxinas en otras matrices.




j0. CONCLUSIONES

10.1 De acuerdo a los resultados obtenidos, ias muestras
analizadas no presentaron contaminacidon de
aflatoxina M¢

10.2 Se comprobd que el método empieado, es
adecuado para detectar aflatoxina M. en leche
fluida, al obtener resultados positivos en muestras
contaminadas con los patrones que se corrieron al
mismo tiempo que las muestras.

10.3 E! método empleado se selecciond debido a que
tiene la ventaja de no utilizar sustancias quimicas

contaminantes.

21



il. RCCOMTNDACIONTS

11.1 Es necesario continuar estudios sobre determinacion de
afiatoxinas, especialmente en higado de res y otros
organos, ya que es donde las mismas son faciimente
acumuladas.

11.2 Efectuar estudios similares en época Huviosa, porque la
humedad del ambiente es un factor importante para el

crecimiento de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus,

hongos productores de aflatoxinas.
11.3 El ministerio de Salud Pudblica debe de instaurar programas
de vigilancia y control de aflatoxinas en piensos y ofros

alimentos.

11.4 Buscar financiamiento para investigaciones de esta
naturaleza en institutos de investigacion afines a [a
Universidad de San Carlos o en programas de intercambio

intermnacional.

22
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fiowoqararia ot Las ArLaToxings

Las aflatoxinas son metabolitos producidos por hongos, compuestos bis-
furanocumarinicos, toxicos, cristalinos y muy flucrescentes. Las aflatoxinas se

producen principalmente por los hongos Aspergillys flavus y Aspergillus parasiticus

y en menor grado por los hongos de los géneros Peniciflium y Fusarium.

Las aflatoxinas del reino vegetal se clasifican como B4, By, G1, Gz, M1y M,,
éstas fueron aisladas por primera vez en la harina de mani. De las cuatro
aflatoxinas la B es la mas abundante y mas tdxica.

Aunque las aflatoxinas han sido encontradas en una gran variedad de
productos alimenticios, estan presentes principalmente en las semillas de algoddn,
man{ y malz que no han sido almacenadas adecuadamente. Tienen la propiedad
de ser muy estables y resistentes a altas temperaturas y a la pasteurizacién, por lo
que no son eliminadas con las practicas ordinarias de coccion. Sin embargo son
relativamente inestables cuando se exponen a la luz UV (ultravioleta) y pueden ser
quimicamente degradadas con agentes oxidantes, dlcalis, peréxido de hidrégeno o
con amoniaco. Pueden ser totaimente destruidas autoclavéandolas en presencia de

amonio o por tratamiento con hipociorito. (4, 17, 20)



TSTRUCTURAS Quirucas be ArLatoxmia B

T Arumromaii

o Afiatoxina B.:

o Alatoxina M.

28]



FRECANCIONES RECOMERDbALAS A PERSONAS

QUL TRAPAJAR CON ESTANBARLS DE AMLATOXINAS

Las aflatoxinas son sustancias sumamente tdxicas mas aon cuando se
trabaja con estandares concentrados y purificados por lo que son recomendadas as

siguientes practicas en el laboratorio.

= Trabajar en una habitacién bien ventilada, destinada

unicamente para el estudio de aflatoxinas.

* Usar mascarilla, pues las aflatoxinas se pueden volatitizar y
subsecuentemente ser inhaladas.

® Evitar el contacto directo de las aflatoxinas con la piel,
utilizar guantes y bata, los que una vez usados deberan ser
descartados o introducidos en una solucién que contiene

5% de Hipoclorito de sodio en agua por una hora.

¢ Todo material de laboratorio contaminado debera ser
intfroducido en Hipoclorito de sodio al 5% para inactivar las

aflatoxinas,

* No ingerir ni dejar ningun alimento dentro del laboratorio.
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