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PROLOGO

Las micotoxinas formadas por los hongos en productos agrico-
las, amenazan la salud humana y animal y causan pérdidas eco-
nomicas a productores y procesadores si se permite que entren
en los alimentos o sus derivados. Las micotoxinas se forman
durante el desarrollo de granos de cereales en el campo o du-
rante su almacenamiento. Desafortunadamente, hasta ahora es
imposible prevenir la formacion de tales micotoxinas, como las
aflatoxinas en el campo. Por tanto, es necesario proteger los
alimentos utilizando métodos confiables para el analisis de mico-
toxinas en granos.

Los métodos para la deteccion y determinacion de micotoxi-
nas caen en tres categorias. La unica prueba que podria usarse
en el sitio de compra o en un elevador en el campo es la prueba
presuntiva que identificaria los lotes contaminados de granos de
cereales. Las pruebas presuntivas estan usualmente basadas en
la inspeccion visual, algunas veces con luz ultravioleta de los
granos de cereales o de las semillas de oleaginosas para detectar
el crecimiento de mohos. La segunda categoria incluye pruebas
discriminatorias rapidas, que estan disefiadas para establecer la
presencia o ausencia de una micotoxina y son usadas para acep-
tar o rechazar un lote de granos. Las prugbas discriminatorias
rapidas involucran una extraccion y una purificacion seguidas
por la deteccion en una minicolumna. ldealmente, las pruebas
discriminatorias rapidas no deben durar mas de 10-15 minutos.
La tercera categoria consiste en la determinacién cuantitativa de

-niveles de micotoxinas en un cereal u oleaginosa. Los métodos
que determinan niveles de micotoxinas con frecuencia son com-
plicados y se llevan mucho tiempo. Incluyen unaextraccion, uno
0 mas pasos de purificacion y la medicion de las micotoxinas en
extractos semipurificados por cromatografia de capa fina, cro-
matografia de alta resolucion o cromatografia de gases.



Es preferible que los métodos analiticos usados en los pro-
gramas de inspeccidon para micotoxinas especificas sean aque-
llos validados por estudios colaborativos, aprobados por
sociedades cientificas reconocidas tales como la Association of
Official Analytical Chemists (Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales, AOAC), la International Union of Pure and Applied
Chemistry (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada,
IUPAC), la American Association of Cereal Chemists (Asocia-
cion Americana de Quimicos de Cereales, AACC) y la American
Oil Chemists Society (Sociedad Americana de Quimicos de
Aceites, AOCS).

Aunque ha habido investigacion y programas de vigilanciade
micotoxinas en Méxicoy América Central y del Sur durante afios,
nunca se habia hecho un manual amplio escrito en espafiol para
el analisis de micotoxinas. A través de mi correspondencia con
cientificos de esta parte del mundo, estoy bien consciente de la
necesidad de tal manual. Por tanto, me dio gusto que Genoveva
Garcia Aguirre escribiese uno sobre la metodologia analitica con
estas caracteristicas. También estoy impresionada por los resul-
tados de su esfuerzo. Otros cientificos ciertamente agradeceran
contar con su manual.

Odette L. Shotwell

Research Leader

Mycotoxin Research

Northern Regional Research Center
Agricultural Research Service

U.S. Departament of Agriculture

PREFACIO

En México, el problema de las micotoxinas como contaminantes
naturales potenciales de alimentos es conocido y discutido
desde principios de la década de 1960, época en la que fueron
descubiertas las aflatoxinas y las implicaciones sanitarias de
éstas y otras m i cotoxinas puestas de manifiesto a nivel mundial.

A pesar del interés que existe para conocer en nuestro pais la
magnitud del problema, los esfuerzos realizados hasta ahora han
sido escasos, esporadicos, desarticulados y la informacién ge-.
nerada heterogénea y difundida de manera restringida e inefi-
ciente; la razén fundamental de esta situacién es principalmente
de tipo econémico y han sido solamente algunas universidades
las que han intentado sistematizar este tipo de estudios y ocasio-
nalmente algunas dependencias gubernamentales y paraestata-
les relacionadas directamente con el problema.

Un aspecto importante para conocer el peligro potencial o
real que representan las micotoxinas en los diferentes alimentos
susceptibles de estar contaminados, es la determinacidény cuan-
tificacion de una o varias toxinas en un producto en particular;
para esto, han sido desarrollados métodos especificos tanto
cualitativos o semicuantitativos como cuantitativos para diferen-
tes toxinas en diferentes sustratos, asi como métodos llamados
multiples para varias toxinas en el mismo sustrato. Existen aso-
ciaciones de especialistas que han validado, en estudios colabo-
rativos alrededor del mundo, algunos métodos que asi han
oficializado; algunos de estos métodos oficiales no son faciles de
implantar en México ni en otros paises subdesarrollados debido
a la sofisticacién del equipo requerido o sugerido y su costo,
ademas del costo de los solventes y, en muchas ocasiones la
inaccesibilidad tanto fisica como econdmica de algunas de las
sustancias o piezas de equipo propuestas.



Aunado a lo anterior, la informacion generada en otras partes
del mundo es publicada y difundida en la mayoria de los casos,
en revistas especializadas de distribucién mas o menos ampliay
casi siempre en idiomas diferentes al espanol, lo que restringe su
accesibilidad a un buen numero de técnicos que la requieren.

El presente manual intenta ilustrar algunos de los métodos
desarrollados para la deteccion y determinacion de algunas de
las micotoxinas de mayor riesgo sanitario potencial en diversos
productos agricolas. Fue iniciado en 1987, cuando el Programa
Universitario de Alimentos (PUAL) me propuso ofrecer un taller
sobre micotoxinas, que fue realizado en noviembre de ese afo en
forma de demostraciones. Una parte consistio en la identifica-
cion de especies de Aspergillus, Penicillium y Fusarium; aqui
deseo expresar mi agradecimiento a la M. en C. Rebeca Martinez
Flores y Pas. de Bidl. Lucia Castafeda Heredia, por su ayuda en
el proceso de demostracion a cada uno de los participantes de
los mecanismos para la identificacion de las especies. La otra
parte del taller consistio en demostraciones para la determina-
cion de aflatoxinas, tanto por métodos rapidos como cuantitati-
vos en alimentos; en este caso maiz. En este momento la ayuda
que me proporciond Rebeca Martinez fue invaluable.

El taller de micotoxinas de noviembre de 1987 se llevé a cabo
en las instalaciones del Instituto de Biologia en el aspecto mico-
l6gico, y en las del Instituto de Fisiologia Celular la parte quimica
y tedrica; a las autoridades de ambas dependencias Universita-
rias hago patente mi agradecimiento por su apoyo.

La evaluacion final por los participantes a este taller fue posi-
tiva y sugirio la produccién de algo mas amplio, una cosa con-
dujo a la otra y el material didactico originado para el taller fue
corregido, mejorado y ampliado.

Las ilustraciones fueron realizadas por el Sr. Francisco Marti-
nez Ortiz, a quien deseo agradecer su colaboracion. La Sra.
Enriqueta Olvera Escorcia, realizd el trabajo mecanografico;
agradezco su eficiencia, pacienciay cooperacion al usar parte de
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su tiempo tuera de horas de oficinapara tener el manuscrito en el
tiempo establecido.

Al final, pero especialmente, agradezco al PUAL su apoyo, sin
el cual el presente manual no hubiese sido posible; el PUAL
organizé el taller, origen del manual, consigui6é y contraté al
dibujante y me apoyd en todo el proceso de realizacién del
manual. Especialmente agradezco a lal. A. Gabriela Sanchez su
constante y continuo apoyo, tanto durante la preparaciony reali-
zacion del taller como durante el proceso de realizacion del
manual, solucionando problemas menores y mayores y elimi-
nando toda clase de obstaculos.

Agradezco a la Dra. Julia Mignucci Universidad de Puerto Rico
sus sugerencias al manuscrito.

Mi mas profundo agradecimiento a la Dra. Odette L. Shotwell
por sus sugerencias y por haber aceptado escribir el prélogo.

Genoveva Garcia Aguirre
Instituto de Biologia, UNAM.



INTRODUCCION

Muchos microorganismos, entre ellos los mohos, tienen la capa-
cidad para producir metabolitos secundarios de gran actividad
biolégica. Debido a su complejidad estructural y propiedades
bioquimicas, estos metabolitos secundarios, altamente especia-
lizados, pueden ser tipicos para especie y con frecuencia tipicos
para cepa (Lillehoj, et al., 1972; Steyn, 1977).

Las micotoxinas son un grupo heterogéneo de metabolitos
secundarios producidos por algunos mohos y se ha sugerido que
se forman de manera biosintética a través de varias rutas como
las de los poliquétidos, terpenos, aminoacidos, etc. (Bu'Lock,
1975, 1980; Patterson, 1980).

El conocimiento sistematico de las micotoxinas se inici6 a
principios de la década de 1960, con el descubrimiento de las
aflatoxinas como resultado de la muerte de miles de pavitos en
Inglaterra; mas tarde se reconocio a las aflatoxinas como cance-
rigenos hepatocelulares muy potentes y posteriormente se im-
plico a estas sustancias con la alta incidencia de cancer hepatico
en algunas poblaciones humanas; inspecciones de diferentes
alimentos de distintas regiones y en épocas diferentes conduje-
ron a establecer que se trataba de un problema internacional
(Irving, 1971; Shotwell, et al., 1973; Stoloff, 1979).

Los resultados de las investigaciones en aflatoxinas y sus
implicaciones sanitarias han conducido a que estos estudios se
extiendan a otras micotoxinas, producidas principalmente por
Aspergillus, Penicillium y Fusarium y han involucrado a gran
cantidad de especialistas de diferentes disciplinas, como agro-
nomos, bioquimicos, estadisticos, fitomejoradores, fitopatolo-
gos, médicos, micdologos, nutridlogos, quimicos analiticos,
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quimicos organicos, tecnologos de alimentos, veterinarios, ex-
pertos que en ocasiones han coordinado sus esfuerzos para
generar informaciéon que conduzca al conocimiento de lamagni-
tud del problema y a la solucion de las dificultades sanitarias y
economicas derivadas del mismo.

Los especialistas y los cientificos que se han involucrado en
conocer las micotoxinas, han sido apoyados fuertemente por
asociaciones de productores agricolas y ganaderos, agencias
sanitarias, universidades y centros de investigacion en todo el
mundo, interesados directamente en el problema, y han puesto
especial atencion en el desarrollo de métodos para su deteccion
rapiday eficiente en los diversos productos agricolas que pudie-
sen estar contaminados.

Han sido desarrollados dos tipos de pruebas para la detec-
cién de micotoxinas: quimicas y biolégicas, ademas se pueden
incluir radioinmunoensayo (RIA) y ensayo de inmunosorbente
ligado a enzimas (ELISA). Las técnicas de bioensayo son sola-
mente semicuantitativas y generalmente no especificas. Las mas
comunes no son utiles para propésitos de inspeccion y no sirven
para los bajos niveles requeridos con propoésitos de control de
alimentos (Krogh, 1977; 1977a; Schuller, et al., 1983). Las técni-
cas quimicas aunque mas confiables y rapidas pueden inducir a
identificaciones positivas falsas, especialmente si el analista
tiene poca experiencia con el producto agricola usado.

Para determinar la.concentracién real de micotoxinas en un
alimento o producto alimenticio dado, es necesario tener en
cuenta varios factores que aportan error al resultado final; los
mas importantes de éstos son muestreo, preparacion de la mues-
tray analisis, y el mayor error lo aporta el muestreo mientras que
el andlisis aporta el menor. (Whitaker, et al., 1976; Campbell,
1978; Whitaker, et al., 1979.)

MUESTREO

El objeto de muestrear cualquier material es obtener una porciéon
de éste para hacer inferencias con respecto a ese lote en particu-
lar; para que los resultados sean significativos, es necesario que
la muestra sea representativa (Steel y Torrie, 1980).

El aspecto mas importante en el analisis de micotoxinas es el
muestreo porque éste es el factor mas importante de los que
contribuyen la variabilidad del analisis. Lo primero que debe ser
considerado es el material que sera muestreado y su estado de
produccion: en el campo, durante la cosecha, transporte, alma-
cenamiento, industrializacion, utilizacién (Davis, et al., 1980).

Las dificultades del andlisis se derivan de la baja proporciéon
de granos contaminados en un lote y de la gran variacion de
aflatoxinas entre granos infectados; algunos productos tienen
grandes problemas de muestreo como el cacahuate y otras olea-
ginosas; los cereales tienen dificultades intermedias debido al
tamafio, y en el caso del maiz por su gran incidencia de contami-
nacién, los productos molidos representan menos problemas,
los materiales bien mezclados no representan problemas de-
muestreo ni la leche debido a su naturaleza fluida (Campbell, et
al., 1986; Campbell, 1979).

Debido a la heterogeneidad de la contaminacién con micoto-
xinas de los alimentos, los métodos tradicionales de muestreo no
son adecuados; esto no es valido para la leche, por su naturaleza
fluida ni para pastas o polvos que han sido molidos; en el caso de
granos, es necesario definir la poblacién, ésta puede serel grano
en cualquier estado de produccién, cosecha, transporte, proce-
samiento o utilizacién (Shotwell, et al., 1974; 1977; 1980; Camp-
bel, et al., 1986).
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Una vez definida la poblacion se debe tomar en cuenta la
localizacion del lote que seréa muestreado, en la planta en pie, en
los diferentes medios de transporte que pueden ser usados, en
los distintos locales de almacenamiento y la forma de almacena-
miento: a granel o encostalado (Davis, et al., 1980).

Los planes de muestreo que existen a la fecha, han sido
desarrollados para aflatoxinas, pero como no existe evidencia
que demuestre que la distribuciéon de la contaminacién con otras
micotoxinas sea diferente, estos planes han sido extendidos a las
micotoxinas en general (Davis, et al., 1980).

Una muestra representativa debe incluir la aleatorizacion
para evitar cualquier tipo de sesgo y se obtiene mas facilmente
usando muestreadores automaticos cuando se puede, cuando
no, el uso de caladores tanto manuales como mecéanicos es
conveniente; en el caso de material encostalado es mejor mues-
trear en el momento de llenar o de vaciar los costales, sin em-
bargo, también se pueden usar caladores cuando los costales
estan cerrados. En el caso de lotes encostalados, es mejor mues-
trear cada costal, cuando son muchos se sugiere muestrear una
cuarta parte de los mismos. En el caso de que el muestreo se
realice en un silo lo mas adecuado es muestrear en el momento
de llenarlo o de vaciarlo (Campbell, 1977; Davis, et al., 1980).

Debido a que la concentracion de aflatoxinas es muy alta en
un porcentaje muy pequefio de semillas en un lote, la variacion
en las muestras obtenidas de ese lote es muy alta, lo que dificulta
la estimacion real de la concentracion de aflatoxinas en el
mismo, la varianza entonces resulta inversamente proporcional
al tamafio de la muestra. Se ha demostrado que ladistribucién de
las concentraciones de las muestras, con relacién a la concentra-
cién del lote, es agregada, asi que mas de la mitad de las concen-
traciones de las muestras, es menor a la concentracion del lote.
La agregacién decrece al incrementarse el tamano de la muestra
hasta alcanzar una aproximacién a la distribucion normal en
muestras grandes. Por otra parte, algunas veces la concentra-
cién de la muestra es mucho mas alta que la del lote. Lo anterior
conduce a sugerir que para tener una estimacion adecuada de la
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concentracion de micotoxinas en un lote, es necesario tener un
numero adecuado de muestras del tamafo apropiado. Un fac-
tor que no debe ser subestimado es el econémico, los costos de
muestreo deben ser considerados al tomar la decision de un
muestreo y es necesario balancear los costos con la precision
requerida (Whitaker, et al., 1972; 1979; Whitaker et al. 1974,
Velasco y Whitaker, 1975; Tiemstra, 1976; Whitaker, 1977; Davis,
et al., 1980).

La cantidad de muestra generalmente es mayor de la reque-
rida, por lo que resulta necesario mezclar perfectamente todo el
material antes de separar la muestra precisada. Después de mez-
clada, la muestra puede ser subdivida para obtener la muestrade
trabajo, esto se consigue usando divisores mecanicos O Si-
guiendo la técnica de cuarteo.

Con relacién a los planes de muestreo, a partir del reconoci-
miento del problema de las aflatoxinas, la practica general ha
venido siendo, usar muestras de 1 K minimo; la FDA (Food and
Drug Administration), EUA, se haavocado a muestrasde+ 7 K. El
tamafo del lote generalmente no afecta la variabilidad aleatoria
asociada al muestreo, si el tamano de la muestra es pequena,
comparada con el tamafo del lote. Una muestra de 22 K tomada
adecuadamente, es tan representativa de un lote de 45 K de

. cacahuate crudo descascarado, como de uno de 180 K. Al paso
del tiempo, el tamafo de la muestra para el control de aflatoxinas
en cacahuates en EUA se haelevadode5Ka 10K, a22K hasta63
K actualmente, tres muestras de 21 K. Este incremento en el
tamano de la muestra, evolucioné como resultado de la necesi-
dad de los industriales de resultados mas confiables y tiene la
ventaja de reducir simultaneamente el nimero de lotes buenos
rechazados y el numero de lotes malos aceptados en un pro-
gramade pruebas. La desventaja esta en el incremento de los
costos de muestreo y preparaciéon de muestras (Coon, et al.,
1972; Campbell, 1977, 1978; Schuller, 1976).

Otro aspecto que debe tomarse en consideracion con rela-
cidén a la obtencidon de muestras representativas, ademas de la
naturaleza de la contaminacion, es el tamafo de los granos
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individuales. En general se requieren muestras mas grandes para
granos mas grandes como la nuez de Brasil, 8-10 g cada semilla,
comparada con el cacahuate que puede pesar menos de 0.5 g
cada semilla.

Cuando se trata de una inspeccion para determinar con exac-
titud la distribucidn de la concentracion en diferentes lotes, se
requieren muestras grandes, cuando sélo se busca el promedio
de la concentracion en todos los lotes, las muestras pueden ser
pequenas (Davis, et al., 1980).

Muestra de £ 5 K son adecuadas para la mayoria de las
inspecciones de maiz.

Una vez que han sido obtenidas las muestras, deben ser
transportadas al laboratorio para su analisis; en muchas ocasio-
nes el numero de muestras es tan grande que no pueden ser
procesadas inmediatamente, por lo que es necesario almacenar-
las temporalmente y en este tiempo pueden crecer los mohos y
producir toxinas, lo que daria datos falsos; para evitar este pro-
blema es recomendable almacenar las muestras preferiblemente
a0 °C, hecho que incrementa costos, otra solucion es secar las
muestras hasta alcanzar humedades apropiadas por abajo de
13-13.5% (Davis, et al., 1980).

PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez obtenida una muestra representativa de un lote, es
necesario prepararla para el analisis. Los pasos basicos de esta
preparacién son mezclado del material, quebrado para reducirel
tamano de las particulas de manera que pasen unacriba estandar
Num. 14, mezclado para uniformizar, y subdividir para obtener
una porcion que sufrird una molienda posterior (harina que pase
una criba Num. 20) que produzca material para subdividirlo a su
vez en el tamano de muestra requerido para el analisis (25-100 g)
aunque la mayoria de los métodos usan muestras de trabajo de
50 g (Stoloff, 1969; Stoloff y Dantzman, 1972; Walking, 1980).
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TOXINAS DE ASPERGILLUS

Aflatoxinas. De las micotoxinas conocidas a la fecha, las aflatoxi-
nas son las mas célebres, ya que han sido las mas estudiadas
debido a las implicaciones sanitarias que representan tanto para
la salud animal como para la humana (Goldblatt, 1969; Detroy, et
al., 1971; Christensen, 1975; Shank, 1976; Hertz, 1977; Diener, et
al., 1983).

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flavus y A.
parasiticus del grupo Aspergillus flavus (Raper y Fenell, 1965;
Davis y Diener, 1983; Wei, et al., 1984; Wicklow, 1984). Aspergi-
llus flavus crece y produce aflatoxinas en productos agricolas,
alimentos procesados y bebidas, entre estos productos, algunos
en los que las aflatoxinas pueden representar un problema serio
son cacahuate, maiz, pasta de semilla de algodon, arroz, sorgoy
otros granos, en bebidas como cerveza también han sido repor-
tadas, asi como en algunas frutas secas como higos y en quesos
y carnes (Bullerman, et al., 1969 1969b; Takahashi, 1974; Bucha-
nan, et al., 1975; Stoloff, 1976; Davis y Diener, 1978). Aunque la
evidencia es poca, en condiciones de campo, A. flavus solamente
produce aflatoxinas B mientras que A. parasiticus produce afla-
toxinas B y G (Davis y Diener, 1978, Diener y Davis, 1969).

Los efectos de las aflatoxinas en animales son muy variables,
dependen de la especie, edad, sexo, condiciones nutricionales
del animal, dosis, periodo y frecuencia de ingestion, composi-
cion de la dieta, etc. Las aflatoxinas son mutagenas, carcinoge-
nas, teratogenas y muy toxicas para la mayoria de las especies
animales. El 6rgano afectado primariamente es el higado pero se
pueden observar cambios en la mayoria de los otros 6érganos
(Allcroft, 1969; Butler, 1969; 1974; Legator, 1969; Wogan, 1969;
Davis y Diener, 1978).

Propiedades Quimicas: Aflatoxina B1 Peso molecular 312,
formula empirica C4;H,,04, se descompone sin fundirse de 268 a
269 ° C, opticamente activa («)3'“"558, fluoresce azul brillante en
la luz ultravioleta y exhibe absorcion UV A 223, 265 y 326 uu

(e = 25,600, 13,400 y 21,800); Vs 1760 (muy intenso), 1684
13



(debil), 1632, 1598 y 1562 cm*'max. Espectro ultravioleta (A59)
225, 264 y 332 (e = 8500, 9200 y 13900). Rf en cromotografia de
capa fina de gel dessilice 0.5 en cloroformo/metanol, 97+3, ligera-
mente soluble en agua, soluble en-la mayoria de los solventes de
polaridad media, incluyendo alcoholes y cloroformo y es insolu-

ble en hexano (Blchi y Rae, 1969; Davis y Diener, 1978).

METODOS DE DETECCION EN PRODUCTOS AGRICOLAS

Metodo Presuntivo. El método mas rapido para detectar aflatoxi-
nas en granos de maiz que pudiesen estar contaminados con
esta toxina es la técnica de luz negra; ahora bien, esta técnicano
detecta aflatoxinas, lo que detecta son partes de granos que
brillan con una fluorescencia verde-amarillenta brillante, fluo-
rescencia que generalmente es producida por A. flavus o A.
parasiticus cuando crecen en semillas de maiz, algodén, sorgo,
trigo o cebada vivas. La semilla que es muerta durante el secado
o por otra razén, no produce esta fluorescencia. La fluorescencia
tipica de la prueba generalmente esta confinada a la parte amila-
cea de la semillay alas partes periféricas del embriény aparente-
mente es producida por una reaccion entre el acido kéjico
producido por el hongo y una peroxidasa asociada con lasemilla
viva. Por lo anterior, la fluorescencia verde-amarillenta brillante,
no se debe a las aflatoxinas, sino a que esta asociada con el
crecimiento del hongo en la semilla viva. La mayoria, sino es que
todos los aislamientos del hongo que producen aflatoxinas, pro-
ducen la fluorescencia verde-amarillenta brillante pero se ha
encontrado que algunas cepas del hongo que producen la fluo-
rescencia, producen poca aflatoxina. En semillas muertas se
pueden producir aflatoxinas sin que se produzca la fluorescencia
tipica de la prueba.

La interpretacion correcta de esta prueba es muy importante
para evitar errores en el reporte. Los errores mas frecuentes
estan en la descripcion del colory del brillo tipico de la prueba en
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muestras de granos, pero principalmente en alimentos. Algunos
materiales extranos y algunas semillas de maleza como el toloa-
che (Datura spp), en el hilo o sin la testa, puede fluorescer de un
color verde-amarillento similar al de la prueba. Los granos de
maiz y las puntas del olote, especialmente cuando han sido
expuestos a condiciones ambientales desfavorables, pueden
fluorescer de color amarillo, las puntas y las glumas del maiz y
alas de abejas pueden fluorescer amarillo claro, la semilla de
soya sin testa, fluoresce verde-amarillento opaco. Los errores
pueden reducirse tomando algunas precauciones:

1) Usar como referencia particulas auténticamente positivas
que no hayan sido muy expuestas a la luz ultravioleta.

2) Usar como referencia un patrén de color.

3) Confirmar la solubilidad del material fluorescente, ya que es
soluble en agua.

4) Confirmar que la particula fluorescente proviene del endos-
permo amilaceo o de fragmentos del embrién del grano de
maiz.

Se recomienda que el grano sea quebrado antes de la inspec-
cion con la luz negra, ya que algunas muestras positivas se
pueden perder, al examinar granos enteros, debido a la localiza-
cion de este material fluorescente en el grano, también se reco-
mienda que tanto el grano entero, cuando éste no se deba
quebrar, como las piezas del quebrado, sean observadas desde
varios angulos para evitar perder las particulas brillantes durante
la inspeccion. Las muestras molidas permiten la deteccion de
mas muestras positivas, pero si no se tiene cuidado, se corre el
riesgo de reportar muestras positivas falsas.

El examen con la luz negra debe hacerse en un cuarto oscure-
cido o en una camara oscura, con luz ultravioleta
de longitud de onda de 365 nm. Se recomienda usar una lampara
de alta intensidad y lentes o gogles protectores para luz ultravio-
leta que, ademads de incrementar el contraste, previenen el posi-
ble dafio en los ojos debido a la exposicion continua a este tipo
de luz. La prueba de la luz negra no determina aflatoxinas, es una

15



prueba estrictamente presuntiva pero cuando se presenten una o
mas particulas por Kg, la muestra debe ser considerada positivay
analizada para aflatoxinas (Shotwell, et al., 1975; 1975b; Tuite
y Scott, 1978; Kwolek y Shotwell, 1979; Shotwell y Hessettine,
1981; Shotwell, 1981; 1983).

Este método ha sido aprobado porla American Association of
Cereal Chemists (AACC method 45-15) (AACC, 1987).

Métodos discriminatorios rapidos. La mayoria de los métodos
para detectar y cuantificar aflatoxinas en productos agricolas,
particularmente aquellos que involucran cromatografia de capa
fina, son largos y costosos, y en muchas ocasiones resultan
inaccesibles tanto para los cientificos como para los técnicos de
los paises en vias de desarrollo, y también en el caso de los
compradores de los productos agricolas de paises desarrollados
que necesitan detectar aflatoxinas en cuestiéon de minutos, o en
el caso de plantas productoras de alimentos que requieren de un
buen control; con este ultimo tipo de intereses también se tiene
que pensar en locales adaptados como laboratorios, en los luga-
res de concentracion de granos, y que en un gran numero de
casos no tienen las facilidades ni el equipo de los laboratorios en
los que se hacen estudios analiticos. Para solucionar estos pro-
blemas han sido desarrollados métodos rapidos que permiten la
deteccidn de las aflatoxinas en varios productos agricolas, en 15
a 30 min. En general estos métodos intentan ser cualitativos o
semicuantitativos y permiten hacer una discriminacion prelimi-
nar y clasificar a los productos entre seguros y dudosos.

La seleccion de estos métodos debe estar basada en las
necesidades del usuario, entre las que se pueden incluir el uso
de equipo relativamente barato, que pueda ser mantenidoy repa-
rado facil y rapidamente en el mismo lugar en el que esta siendo
usado; los solventes necesarios deben ser rapida y facilmente
accesibles y de bajo costo y el entrenamiento del operador, en el
caso de comercializacion de granos u operarios de plantas pro-
ductoras de alimentos no necesariamente muy perfeccionado.
Un factor que no debe subestimarse es el riesgo sanitario y
ecolégico (Hesseltine y Shotwell, 1973; Romer, 1971, 1973; Seitz
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y Mohr, 1974;Shannon, et al., 1973; Shotwell y Stubblefield, 1973;
Shotwell, et al., 1976; 1977; Barabolak, 1977; Tuite y Scott, 1978;
Romer, et al., 1979; Shannon y Shotwell, 1979; Stanly, et al., 1979;
Denizel, 1981; Eguiazu y Frank, 1981; Jemmali, 1981; Polzho-
fer,1981; Shotwell y Holaday, 1981; Kamimura, et al., 1985; Spil-
man, 1985).

Son muchos los métodos que han sido desarrol'ados con
estos objetivos en mente, pero los que han sido vaiidados en
estudios colaborativos y que estan aprobados por el Joint Myco-
toxin Committe que representa la Association of Official Analiti-
cal Chemist (AOAC), la American Oil Chemists’ Society (AOCS),
la American Association of Cereal Chemists (AACC) e informal-
mente hasta 1980 la International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), que desde 1979 ha sido miembro formal del
Conjunto de Comités, y han sido tomados de la 14a. edicién del
libro de Métodos de la AOAC, son dos, los que utilizan minico-
lumnas: el de Romer y el de Holaday Velasco; el uso de estos
meétodos es lo mas recomendable, sin embargo, debido a proble-
mas principalmente de tipo econémico, de facilidad para obtener
las sustancias necesarias, de la rapidez con la que pueden ser
surtidas y por otras muchas razones, no es posible en algunas
ocasiones seleccionar uno de éstos, ahora bien, existen otros
que pueden ser usados de manera eficiente y cuyos resultados
son satisfactorios cuando se tiene el cuidado de tomar en cuenta
sus limitaciones y, previo a laimplantacion se aprueba su eficien-
cia en las condiciones en las que se va a realizar; tomando en
cuanta factores importantes como indices de recuperacion y
coeficientes de variabilidad, comparando-esta eficiencia con al-
guno de los métodos oficiales o con otros métodos reconocidos
de manera extraoficial por las bondades de su uso.

A continuacion se presentan varios métodos rapidos de mini-
columna incluyendo los oficiales. La presentacion de los méto-
dos esta organizada en dos columnas, en la de la izquierda se
describe el método ilustrado como un diagramade flujoy en lade
la derecha se marcan las especificaciones de los materiales usa-
dos, asi como comentarios, sugerencias y explicaciones.
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Método de minicolumna de Barabolak et al. (1974) tambiéen co-
nocido como CPC, aplicable a maiz, 5 ppb, y productos deriva-

dos del maiz, 10 ppb.

Método

Preparacion de la muestra

Empaque de la minicolumna

230 mm H 10-15 mm alumina neutra

H 19-20 mm gel de silice

H 5-7 mm florisil
1 5-7 mm arena granular
H 5 mm fibra de vidrio

Extraccién

50 g muestra
+

+ 10 g celita
+

150 ml acetona/agua
(85 + 15)

i

3
!
!
<!

Vel. alta 3 min

18

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Ver preparacion de muestras
Tubo de vidrio 3 mm d.i.

Alumina neutra 80-100 mesh,
Brockmann, actividad | (Fisher
Scientific Co., Num.A950)

Gel de silice (E. Merck,
Num.7734)

Florisil 100-200 mesh (Fisher
Scientific Co., Num.F101)
Arena granular fina

* Activar el florisil, gel de silice y
alumina 2 h a 110 °C y almace-
nar en desecador

Muestra molida que pase criba
de 10 mesh

Celita 545 (Johns-Manville
Corp.)

Acetona grado analitico en reci-
piente de vidrio

125 ml acetona 100% en el caso
de aguas de remojo (steep li-
quor)

Licuadora de alta velocidad a
prueba de explosion, con vaso
de 1L.Hacerunagujerodeunos
32 mm a* 1 cm del centro de la
tapa para el escape de vapores

Filtrar

60-70 ml filtrado

Transferir

% 50 ml filtrado

s _— +

20 ml (NH,),SO, acuoso 40%
+

agitar, dejar reposar 2-3 min
+

+ 10 g celita

agitar

filtrar

Papel filtro de textura abierta
185 mm
Embudo de 150 mm

Probeta 100 ml

Vaso de precipitados, 250 ml
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Embudo de separacion, 125 ml
con tapén de teflon

100 ml filtrado Benceno grado analitico en re-

+ cipiente de vidrio
3 ml benceno

Usar pipeta para agregar el
benceno

agitar vigorosamente 30 seg
dejar separar las fases

desechar fase acuosa

fase de benceno
+

50 mi Hzo

agitar suavemente Evitar la emulsificacion
desechar fase acuosa

i Transferir a vial pequefio

Usar bafio de vapor (bafio ma-
ria)

evaporar a sequedad en atmdsfera de nitré-
geno

20

| CHCly/acetona
+ 10)

= redisolver el residuo en
3m
(90

H——

drenar

examinar

1 ml extracto

drenar completamente

1 ml CHCl,/acetona
90 + 10

Cloroformo grado analitico en

recipiente de vidrio

La banda de aflatoxinas se loca-
liza en el tope de lacapade flori-

sil

21



Método de minicolumna de Cucullu et al., 1972. Aplicable a

semilla y harina de algodén.

Método

algodén

H 90 mm gel de silice

15 ml alumina acida
algodén

22

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de borosilicato (Corning

Num. 234060 o Kimble Num.

80200) 6 mmd.e.; 4 mm d.i.

Gel de silice CC-4 especial para
cromatografia en columna (Ma-
llinckrodt NUm.7086)

Secar 2 h a 110 °C y almacenar
en desecador

También se puede usar gel de
silice 0.05-0.02 (E. Merck
Num.7734, distribuida por
Brinkmann Instruments,
Num.69-01-29)

Alumina 4&cida 80-200 mesh
(Fisher A-948) o Brockmann
grado de actividad | (E. Merck
Num.1097, distribuida por
Brinkmann Instruments
Num.60-01-35) ajustar la activi-
dad a grado |l agregando 3% de
agua y agitando bien, dejar
equilibrar toda la noche

Algodon absorbente. Remojar
en CHCI,, exprimir y dejar secar
al aire

Preparacién de la muestra

Extraccién

Filtrar

S~

Y

50 g muestra
+

+ 10 g celita
+

80 + 20

3 min vel. alta

colectar 30 ml filtrado

150 ml| acetonitrilo/agua,

Ver preparacion de muestras

Licuadora de alta velocidad Wa-
ring modelo E.P.l. o equivalente
con vaso de 1L y tapa

Celita para ayudar a filtrar o
Hyflo Super-Cel (Johns-
Manville Corp.) lavada con
acido

Acetonitrilo grado analitico en
recipiente de vidrio

Papel filtro 18.5 cm
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Iy insertar la columna en el extracto y permitir
Embudo de separacnon, forma que suba hasta * 1 cm sobre la capa de alu-

de pera 60 o 125 ml mina
20 ml filtrado
+
= Rl ) Stne NaCl grado analitico al 5% en
3 ml benceno agua destilada

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

agitar bien + 30 seg
dejar que las capas se sacar la columna y limpiar sus
paredes externas

pasar al solvente de desarrollo

separen
drenar y desechar la
capa inferior

capa superior de benceno 1
+

15 mi NaCl acuoso

I
|
I S ml solvente de desarrollo Solvente de desarrollo, clorofor-
desarrollar 5 min mo/acetonitrilo/2 propanol,
93+5+2
agitar+ 30 seg Examinar
dejar que las capas se
separen
desechar la capa
inferior | * Una banda apenas distingui-
transferir la capa ble indica una concentraciéon de
S MR I + 10-20 mg/Kg de aflatoxinas to-
a vial pequefo
tales
e LI _ 1 La banda de aflatoxinas se loca-
“ S o ey i Na2$Q4, polvo anhidro, grado i liza a £ 1 cm sobre la zona de
analitico alumina
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Método de minicolumna de Holaday y Landsen, 1975. Aplicable
a varios productos agricolas, harina de cacahuate, mantequilla
de cacahuate, maiz, arroz, harina de semilla de algodén, 2 ppb.

Método

160 mm

H pulpa de papel
H 15 mm alumina neutra
N 15 mm florisil

M pulpa de papel

Extraccion

100 g muestra
+

80 + 20

A0

1 min vel. alta

26

200 ml metanol/agua,

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de vidrio, 0.5 mm d.i.

Las columnas se pueden conse-
guir en Tudor Scientific Glass
Co. (Belvedere, S.C.)

Pulpa de papel

Alumina neutra 100-200 mesh,
activada a grado V (E. Merck o
Woelm)

Florisil 100-200 mesh

* Para mejores resultados, lain-
terfase entre el florisil y la alu-
mina debe ser lo mas recta que
sea posible

Cualquier tamafo de muestraes
bueno siempre que se conserve
la proporcion peso de mues-
tra/volumen de solvente
Metanol grado analitico en reci-
piente de vidrio

Licuadora a prueba de explo-
sion

Filtrar

{ 10 m| extracto

+
10 ml sol. salina

agitar vigorosamente 5-10 seg

Filtrar

it 15 mi extracto/sol. salina
I usando disco de fibra de vidrio

i 15 mi filtrado
+
3 ml benceno

tapar y agitar vigorosamente 10 seg
dejar que se separen las dos capas

Papel filtro de tipo de filtrado ra-
pido 15 cm

Tubos de cultivo desechable 18
X 150 mm con tapdn de plastico
desechable

Solucidn salina, 600 g cloruro de
sodio, 600 g acetato de zincy 15
ml acido acético, disueltosen4L
de agua

Disco de fibra de vidrio (90 mm)

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

Usar pipetay bulbo para tomar
alicuota de 1 ml de la capa de
benceno
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1 ml extracto de benceno

T T 171

-

A fuente de vacio

Después que el extracto ha pasado, agregar 5
ml de solucién de lavado de lacolumna, dejar
pasar y continuar ejerciendo vacio durante 2
min mas o hasta que el solvente se haya eva-
porado de la columna

28

Conectar base de la columna a
fuente de vacio

Solucion de lavado hexano/ace-
tona 80 + 20

Hexano grado analitico en reci-
piente de vidrio

Acetona grado analitico en reci-
piente de vidrio

Examinar

La banda de las aflatoxinas se
localiza en el centro de la co-
lumna o en la interfase del flori-
sil y la alumina

* En este momento se detectan
4 ppb de aflatoxinas. La adicion
de 2 ml maximo de la capa de
benceno (extracto) incrementa
la sensibilidad a aproximada-
mente 2 ppb

*

Tuite y Scott usan tolueno
como sustituto de benceno de-
bido a que este Gltimo puede ser
leucemigeno
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Método de minicolumna de Holaday-Velasco (AOAC, 1984, pri-
mera accion oficial, aplicable para maiz amarillo y blanco y para
cacahuate crudo, 10 ppb)

Método Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de vidrio de borosilicato
estandar, 6 mm d.i.

190 mm

T

g mnr:‘mameT:jneaS?I?g;ra Alumina neutra, Brockmann ac-
o tivatec J, 80-200 mesh. Fisher
| 57 mm Caso, Scientific Co. Nim.4-950 o JT
fibra de vidria Baker Chemical Co. Num.0540.
Activada2 ha 110 °C
Gel de silice, E. Merck No7734
(Silica gel 60) para columna

Florisil, 100-200 mesh, Fisher
Scientific Co. Num.101

CaSQO, drierita no indicadora
20-40 mesh. W.A. Hammond
drierite Co.

I

* Secar los materiales de empa-
que de la columna 1-2 ha 110
°C. Almacenar en desecador

30

Extraccion

Li

IIIII ll 1!

vel. alta agntar 1 min

Filtrar

Filtrado

Z/

]

M

50 g muestra
+

MeOH/H,0, 80 + 20

i

15 ml extracto

15 ml sol salina
agitar vigorosamente 10 seg

15 ml filtrado
+

3 ml benceno

agitar suavemente 10 seg

dejar separar las capas

Metanol grado técnico

Licuadora de alta velocidad Wa-
ring con vaso de 1 L, hacer un
agujerodeunos32mmazxicm
del centro de la tapa para permi-
tir el escape de los vapores

Papel filtro Whatman Num. 4

Embudo desechable de plastico
57 mm diametro

Tubo de cultivo 20 X 150 mil con
tapon de plastico

En lugar de tubo puede usarse
un embudo de separaciéon pe-
queno

Solucidn salina, 600 g NaCl, 600
g Zn(OAc),+15mIHOACen4 L
H,O

Papel filtro Whatman Num. 4

Embudo desechable de plastico
57 mm diametro
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Cromatografia

32

1 ml extracto

dejar drenar

3 ml CHClj/acetona,
90 + 10

dejar drenar

Usar pipeta y bulbo, no pipetear
con la boca

Pipeta desechable de 1 ml

Drenar el extracto hasta que
llegue al tope del adsorbente

Agregar el solvente de elucién
CHClj/acetona, 90 + 10

Cloroformo grado analiticoen
recipiente de vidrio

Acetona grado analiticoen re-
cipiente de vidrio

Examinar con lampara UV obscureciendo o
en camara de luz ultravioleta (cromatovue)

A

La banda fluorescente se lo-
caliza en el tope de la capa de

florisil
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Método de minicolumna de Pons, et al., 1973, aplicable a oleagi-
nosas, semilla de algodon, cacahuate, lino, cereales, maiz, trigo,
avena, cebada, centeno, arroz y nueces de arbol: pistache, al-
mendra, nuez de brasil, nuez encarcelada, avellana, 10 ppb

Método
algodoén
H 90 mm gel de silice
200 mm
H 15 mm alumina acida
algodon
34

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de vidrio de borosilicato
estandar 4 mm d.i., 6 mm d.e.
(Corning 234060 o Kimble
80200)

Gel de silice, especial para cro-
matografia en columna 100 - 200
mesh. Secar2ha110°Cy alma-
cenar en desecador. Silica AR
CC-4 (Mallinchkrodt Chemical
Works Num.7086; 7081. Silica
AR CC-7 Num.7087. Silica gel
0.05-0.2mm (E.Merck Num.
7724) *(Pons prefiere CC- 4)

Alumina acida, Brockmann
grado de actividad |, 80 - 200
mesh. (Fisher Scientific Co.
Num.A-948.) Ajustar la actividad
a grado |l agregando 3% H,O,
agitando bien y dejando equili-
brar toda la noche. (Puede susti-
tuirse con otras aluminas
acidas)

Algoddén absorbente. Remojar
en CHCI; caliente, exprimiry se-
car al aire

Extraccion

50 g muestra
+

150 ml CHCIy/H,0,
80 + 20
+

10 g celita
-

Ml |'}’:

1]

I :‘“"4
B il
P . 8
3 iel. alta

Filtrar I
50 ml filtrado
50 ml filtrado

Licuadora de alta velocidad Wa-
ring Mod. EP-1 o equivalente
con vaso de acero inoxidable de
1 L y tapa de friccién

Celita Hyflo Super-Cel lavado
con acido (Johns-Marville
Corp.)

Papel filtro Whatman Num. 4 o
equivalente, 18.5 cm diametro

Probeta de 250 ml

Solucion de acetato de plomo,
disolver 200 g acetato trihidrato
de plomo neutro en agua desti-
lada a bafio de vapor. Agregar 3
ml acido acético glacial y diluira
1 L
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Agitar y dejar reposar + 3 min para permitir
floculacion o precipitacion
+

+ 10 g celita
mezclar
filtrar

100 ml filtrado
+

3 ml benceno

agitar vigorosamente * 1 min
dejar separar las fases

desechar la fase inferior acuosa

+ 3 ml capa de benceno
+.

drenar y desechar la fase acuosa

fase de benceno en vial

+
ﬂ pizca Na,SO,

36

El filtrado debe ser incoloro, si
esta lechoso regresar la primera
porcion del filtrado (+ 30 ml) al
filtro y refiltrar

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

Agitar invirtiendo el embudo
suavemente unas 10 veces para
evitar la emulsificacion

El extracto no debe estar turbio
Vial = 2 dram

Na,SO, anhidro en polvo

colocar la columna en el extracto y permitir
que sea absorbido hasta que el solvente al-
cance * 1 cm arriba de la zona de la alumina

Examinar

transferir la columna
‘a vial con 5 ml del sol-

vente de desarrollo

desarrollar 5 min

Sacar la columna del extracto y
limpiar las paredes externas

Solvente de desarrollo
CHCI3/CH3;CN/2-propanol, 95 +
5+2

La banda de aflatoxinas se loca-
lizax 1 cmarribadelazonadela
alumina, el criterio para la de-
teccion positiva de aflatoxinas
es una banda fluorescente azu-
losa

Para una mejor estimacion,
comparar con un patron
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Método de minicolumna de Romer, AOAC, 1984, primera accion
oficial, aplicable para la deteccion de aflatoxinas totales (B1+ B2
+G1+G2) en: almendras 5 ppb; maiz blanco y amarillo, harinade
cacahuate y de semilla de algoddn, cacahuate, mantequilla de
cacahuate y pistache 10 ppb y en alimentos paraiganado, 15 ppb

Método
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190mm

1

I

i G

8-10 mm alumina neutra
18-20 mm gel de silice

5-7 mm flonsii
5-7 mm CaSO,

fibra de vidrio

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de vidrio de borosilicato
estandar, 6 mm d.i.

Alumina neutra. Brockmann ac-
tivated, J 80 200 mesh. Fisher
Scientific Co. Num. 4-950 o JT
Baker Chemical Co. Num. 0540.
Activada2 ha 110 °C

Gel de silice, E. Merck Num.
7734 (Silica gel 60) para co-
lumna

Florisil, 100-200 mesh.

Fisher Scientific Co. Num.101

CaSO0,, drierita no indicadora

20-40 mesh. W.A. Hammond
drierite Co.

* Secar los materiales de empa-
quedelacolumnai1-2hai110°C
Almacenar en desecador

Extraccion

50 g muestra
.’..

250 ml acetona/agua, 85 + 15

T

1S

vel. alta (3 min)

vel. alta (45 min)

Filtrar

150 mi

=]

Licuadora de alta velocidad, a
prueba de explosion, con vaso
de 1L, hacer un agujero de unos
32 mm a+* 1 cmdel centrodela
tapa para permitir el escape de
los vapores

Acetona grado técnico en frasco
de vidrio
Agua desionizada

Como alternativa usar matraz
Erlenmeyer de 500 ml y agitador
mecanico, Burrell o equivalente

Papel filtro Whatman Num. 4, 24
cm de diametro

Embudo 160 mm

Probeta graduada 250 ml
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¥ T h Transferir 150 ml de extracto a
150 ml filtrado vaso de precipitados de 400 ml|
+
+ 3 g CuSo, basico

mezclar bien

0»} Vaso de precipitados de 600 ml
Solucion 0.2N NaOH, 8 g
' 170 ml+0.2N NaOH NaOH/L
30 mi Sturry de FeCl, Slurry FeCl;. Mezclar 20 g FeCl,
mezclar bien anhidro (Fisher Scientific Co.
Num. 1-89 o equivalente) con
300 mi H,0O

extracto CuSO,

T Usar vaso de precipitados de
150 ml como medida

NaOH + Slurry de Fe
+

150 mi tierra de diatomeas  Tigrra de diatomeas Hyflo Su-
mezclar bien per Cel o equivalente

40

Filtrar

150 mi filtrado

150 ml extracto
+

150 ml H,SO, 0.03%
+

10 ml CHCl,

agitar vigorosamente * 2 min
dejar separar las fases

Papel Whatman Num. 4

Embudo de 160 mm
También se puede usar embudo
de Buchner de'100 mm d.i.

Probeta graduada 250 mi

Embudo de separacién de 500
ml

Sol. 0.03% H,SO,. Diluir 0.3 m|
H2804 enilL

Cloroformo grado analitico en
recipiente de vidrio

Embudo de separacién de 500
ml
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fase inferior de CHCI; (13-14 ml)
+

100 ml sol. de lavado de KOH

girar suavemente 30 seg y dejar separar las 2
fases

emulsion
+
+ 1 g Na,SO,

agitar

dejar separar las fases

emulsion
+
50 ml 0.03% H,SO,

42

Solucién de lavado de KOH
0.02N KOH con 1% KCI. Disolver
1.12gKOHy10gKClen1LH,O

Si se emulsiona, pasar la emul-
sién a una probeta de 10 ml,
agregar = 1 g de Na,SO, anhi-
dro, tapar y agitar 30 seg y dejar
separar, la fase de CHCIJ; no ne-
cesita estar completamente
transparente

Si no se desemulsiona transferir
la emulsién a un embudo de se-
paracién de 150 ml y lavar con
50 ml 0030/0 H2SO4

o v I

Cromatografia

3 ml extracto

Colectar 3 ml extracto de CHCl;
en una probeta graduada de 10
ml

Jeringa de 5 ml con-aguja 1.5
pulgadas, 15 gage

Dejar pasar el extracto a través
de la columna por gravedad (15-
30 min)
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3 ml CHClyacetona, 9 + 1

dejar drenar por gravedad

44

Para acelerar la elucidon se
puede usar un bulbo en el tope
de la columna aplicando aire
suavemente para forzar el sol-
vente por la columna, 10
cm/min, hasta que el solvente
aparezca en la punta. Dejar el
resto del solvente correr por
gravedad

Cuando el solvente llegue al
tope del adsorbente agregar 3
m| solvente de elucidn.
CHCly/acetona 9 + 1

CHCI; grado analitico en reci-
piente de vidrio

Acetona grado analitico en reci-
piente de vidrio

Drenar hasta que el solvente lle-
gue al tope del adsorbente

* No dejar que la columna se
seque durante la determinacion,
para evitar pérdida de aflatoxi-
nas

Examinar

Examinar la columna con lam-
para UV en cuarto oscurecido o
en un gabinete especial (Cro-
matovue)

Realizar las observaciones con
extractos de muestras solas,
con muestras inoculadas con
cantidades conocidas de estan-
dar y con estandar solo

La banda fluorescente se loca-
liza en el tope de la capa de flori-
sil a £ 2 cm de la base de la
columna
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Método de minicolumna de Shannonetal., 1973, aplicable a maiz
amarillo y blanco, 10 ppb

Método

200 mm

46

algodén
90 mm gel de silice

15 mm alumina acida
algodon

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de borosilicato estandar 4
mm d.i.6mmd.e. (Corning Num.
2340060 o Kimble Num. 80200)
Algondoén absorbente. Remojar
en CHCI; caliente, exprimiry se-
car en el aire

Gel de silice especial para cro-
matografia en columna o 100-
200 mesh. Secar2ha110° Cy
almacenar en desecador. Silica
AR CC-4 (Mallinchkrodt Chemi-
cal Works Num. 7086; 7081. Si-
lica AR CC-7 Num. 7087. Silica
gel 0.05-0.2 mm (E.Merck Num.
7734) (Pons prefiere CC-4)
Alumina &acida, Brockman grado
de actividad |, 80-200 mesh. (Fis-
her Scientific Co., Num. A-948)
Ajustar la actividad a grado Il
agregando 3% H,O, agitando
bien y dejando equilibrar toda la
noche. (Puede substituirse con
otras aluminas acidas)

Extraccion

P AT 50 g muestra
' +
10 g celita
+
‘ 150 ml solvente de
extraccion

3 min vel. alta

50 ml filtrado
+

+
10 g celita

agitar

dejar reposar 2 min

sol. saturada acuosa
(NH,)2SO,
+

130 ml H,0 dest.

Celita Num. 545 (Johns Manvi-
lle)lavada con acido

Solvente de extraccion aceto-
na'agua, 85 + 15

Acetona grado analitico en reci-
piente de vidrio

Papel Whatman Num. 2 V pli-
sado o equivalente, 18.5 cm
Embudo 120 mm de pie corto

Probeta graduada de 250 mi
Solucién saturada acuosa
(NH,),SO, = 70 g/100 ml)
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Transferir

48

10 ml filtrado
+
20 ml sol. sat. acuosa

(NH,), SO,
+

10 g celita

agitar, dejar reposar
2 min

100 ml tiltrado
+

3 mil benceno

agitar 30 seg

dejar que las capas se separen

desechar fase acuosal

fase de benceno
+

50 ml H,0
agitar
dejar separar las 2 fases

desechar la fase acuosa

Vaso de precipitados de 250 m|

EmbudqQ de separacion de 125

ml

agregar el agua lentamente

Transferir

fase de benceno
+
suficiente Na,SO,

dejar que el extracto suba por la

columna hasta alcanzar + 1 cm
arriba de la capa de Al,0O,

sacar la columna del extracto, limpiar las pa-
redes externas e introducirlaen el solvente de
desarrollo

desarrollar la columna 5 min

Examinar

*

Vial pequefo

Na,SO, granular, anhidro; agre-
gar mezclando para aclarar la
solucion

Solvente de desarrollo
CHCI3/CH3CN/2-isopropanol,
93+5+2

La banda de aflatoxinas se loca-
liza = 1 cm arriba de la zona de
Al,O4
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Método de minicolumna de Velasco, 1972; Velasco y Whitten,
1973, aplicable a productos de semilla de algodon, detecciéon 10

ppb

Método

200 mm

— 15 mm alumina neutra
H 15 mm gel de silice

H 16 mm florisil

MH 16 mm arena

fibra de vidrio

Extraccién

50 g muestra

agitar 30 min

50

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de vidrio 3 mm d.i. los tu-
bos pueden ser usados varias
veces

Alimina neutra, 80-200 mesh
Brockmann, actividad |

Gel de silice para columna de
cromatografia (E. Merck) o
equivalente

Florisil 100-200 mesh

Arena

Activar los adsorbentes a 110
°C.2h

+

3 250 ml acetona/
agua 85/15

Filtrar

90 ml

Crrrrrr) =[]

< T == 100 ml H,0
+
10 ml sol. acuosa
10% FeCI;
+
90 ml filtrado

agitar + 1 min

elevar el pH inicial a + 1.8-4.6
agregando 13.4 ml NaOH 4%

Usar agitador magnético

Agitar varios minutos después
de cada adicién de NaOH para
permitir la adsorciéon completa
de los pigmentos en el gel fe-
rrico formado
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todo el filtrado 180 + S mi
+

200 ml H,0O
+

2 X 25 ml CHCl,

combinar las dos capas de
cloroformo

evaporar

dejar enfriar

transferir cuantitativamente el
residuo a un vial con 3 X 2 ml
CHCIj; acetona 90 + 10

52

Embudo de separacion de 500
ml

Extraer 2 veces con 25 mI CHCl,

Usar bafo de vapor

3 X 2 ml = 3 porciones de 2 ml
cada una de CHCI; acetona, 90
+.10

Cloroformo grado analitico en
recipiente de vidrio

Acetona grado analitico en reci-
piente de vidrio

Examinar

T T

2 ml extracto

dejar secar

enjuagar con 1 ml CHCl, |

acetona 90 + 10
dejar secar

Los tubos pueden ser examina-
dos humedos o secos, las inten-
sidades son ligeramente mas
altas cuando los tuvos estan hu-
medos que cuando estan secos

La banda de aflatoxinas aparece
en la capa de florisil
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Maiz. Primera accion AOAC 1984, también aprobado por la

AACC.

Método

Preparacién de
la muestra

Determinacién

Monitoreo rapido

<.~

50 m| extracto
de CHCl,

@ °
evaporar en bano de vapor hasta
dejar el residuo de aceite

54

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Moler el lote completo, pasar
por una criba Num. 14, dividir la
muestra de manera secuencial
hasta obtener porcionesde 1a2
K, conservar el excedente

Moler la porcionde 1 a2 Kaque
pase por una criba Num. 20

Homogenizar

Tomar la muestra analitica
usando divisor

Igual que CB para cacahuate

Igual que CB para cacahuate
hasta la obtencion del extracto,
usar la segunda porcién de 50
ml, del extracto de CHClj,

5,10,10 muestra
+
5 ml estandar

desarrollar en éter anhidro en tanque no
equilibrado 30 min

dejar secar

redesarrollar en la misma direccion en tan-
que no equilibrado con acetona/CHCI; 1 +9
(+ 20 min)

Hacer las manchas‘con el aceite
caliente

Cortar el gel de silice con lapiz

1.5 cm linea
de origen

Desarrollar hasta que el tope del
solvente llegue a la mitad de la
placa

Solvente de desarrollo, éter an-
hidro grado analitico en reci-
piente de vidrio

Ajustar la proporcion de aceto-
na/CHCI; como sea necesario
para modificar el Rf de las afla-
toxinas
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Método CB. AOAC, 1984; IUPAC, 1968, aplicable a cacahuate y

productos de cacahuate

Método

50 g muestra
+

25 ml H,0
+

25 g tierra de diatomeas

+
250 ml CHCly

Agitar 30 min

50 ml

58

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Erlenmeyer de 500 mi, o cubeta
de acero inoxidable

Tierra de diatomeas, Hyflo Su-
per Cel

CHCI; (0.75% EtOH), grado
analitico

Agitador de accion de mufeca
Burrel o equivalente

Papel filtro plisado S&S 588 o
equivalente

Embudo 150 mm

Probeta de 500 ml

Si lafiltracion es lenta, transferir
a embudo de Buchner precu-
bierto con una capa de unocs 5
mm de tierra de diatomeas y
usar vacio (ligero para evitar la
evaporacion de CHCl;)

——

—=+=<__

15 g Na,SO,

10 g gel de silice
5 g Na,SO,

fibra de-vidrio

50 ml extracto

flujo maximo

desechar

Tubo de cromatografia 22 X 300
mm

Na,SO, grado analitico granular

Después de los 5 g Na,SO,,
agregar CHCI; hasta * la mitad
del tubo

Gel de silice para columna de
cromatografia. E. Merck
(Darmstadt) Silica gel 60, 0.063-
0.2 mm. Activada secando 1 h a
105 °C. Agregaragua1ml/100g
Mezclar bien. Almacenar15hen
recipiente hermético

Lavar las paredes del tubo con*
20 ml CHCI; y mezclar para dis-
persar el gel de silice

Cuando el rango de asenta-
miento disminuya, drenar un
poco del CHCI ; para ayudar al
asentamiento dejando 5-7 cm
arriba del gel de silice

Agregar los 15 g de Na,SO, len-
tamente

Drenar el CHCI; hasta el tope
del Na,SO,
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. . 150 ml MeOH/CHCL, MeOH grado analitico en reci-
1500 fl WeER G Hexano grado analitico en reci- 3+9 piente de vidrio
J iente de vidrio T
| | : rn
| |
-
” | i flujo maximo
¢F flujo maximo "
| 1

colectar desde el momento de la adicion
hasta que el flujo pare

150 ml éter anhidro Eter (anhidro 0.01% alcohol)

1 J flujo maximo

Bano de vapor

desechar evaporar a casi sequedad

transferir el residuo cuantitativamente con
CHCI; a un vial

Vial 4 dram
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nitrégeno

evaporar a casi sequedad en bafo de vapor
con atmosfera de nitrégeno

30 g gel de silice
+

H,O cantidad recomendada
por el fabricante

agitar vigorosamente

cubrir las placas

aplicador

placa preliminar

62

Tapar el vial con tapdén hueco de
polietileno

Gel de silice para cromatografia
de capa fina. Macherey, Nagel
GHR, Macherey, Nagel & Co.
P.O. Box 307, D-516 Duren, Ger-
many distribuida por Brinkman
Instruments, Inc, Applied
Science Adsorbosil 105 y Ma-
llinckrodt Silic AR4 G o7 G

Es mas facil conseguir en Mé-
xico las placas precubiertas.
Merck 5721

Placas de vidrio 20 X 20 cm
Cubrir con 0.25 mm de gel de
silice

Dejar secar = 10 min
Secar2ha80°Col1hal110°C
Almacenar en desecador

Puede omitirse si se conoce el
contenido aproximado de afla-
toxinas en la muestra

residuo del extracto
+

200 ul benceno/CH,CN
98 + 2

tapar
agitar

colocar la placa en el tanque de desarrollo
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+ 2 cm solvente de desarrollo

desarrollar la placa 40 min a 23-25 °C hasta
que las aflatoxinas alcancen un Rf 0.4 - 0.7

sacar la placa del tanque
dejar evaporar el solvente

observar con luz UV

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

CH;CN grado analitico en reci-
piente de vidrio

Agitador vortex

Solvente de desarrollo, aceto-
na/CHCI;, 1+ 9

La mezcla de solventes puede
variar de 5 + 95 a 15 + 85 aceto-
na/CHCl,

Calcular la concentraciéon de
aflatoxinas por comparacion vi-
sual

Estimar la dilucidon necesaria si
se requiere
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PlagR GUSHL e Si la placa preliminar sugiere

una nueva concentracién del.

S
ar < = extracto de la muestra, evaporar
T y redisolver en el volumen de
s benceno/CH;CN (98 + 2) calcu-
o lado
-
- wa

eoec00000e )
» - i

35 5 65 6.5
muestra +
5 35 5 65 5 1

estandar S = ul estandar aflatoxina B1

desarrollar igual que la placa preliminar ig ual al problema
Y = concentracidon del estandar
de aflatoxina B1 ug/mi
ug/Kg = (Sx¥x V) (XxW) V = ul de la dilucién final del ex-
tracto de la muestra
X = ul extracto de la mancha de
la muestra con intensidad
de fluorescencia igual a S
(estandar de B1)
W = gramos de muestra aplica-
dos a la columna

Calculo de la concentracion B1

La alicuota de 50 ml de CHCIj;
del extracto de mantequilla de
cacahuate o de semilla de caca-
huate removida en la extraccion
generalmente contiene de 5-6
ml de grasa que se adiciona al
volumen por lo que la alicuota
de-45 ml de CHCI; que ha sido
extraida realmente representa 9
g de material en lugar de 10 g
como en los materiales no oleo-
SOs

Calcular B2, G1 y G2 igual
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Método BF. AOAC, 1984, aplicable a cacahuate y productos de

cacahuate

Método

50 g mantequilla de cacahuate
+

(
250 ml MeOH/H,0, 55 + 45
+
100 ml hexano

100 g cacahuates o
harina de cacahuate
+
500 ml MeOH/H0,
55 + 45
+
200 m| hexano

+
4 g NaCl

1 min vel. alta
transferir
|| frasco de centrifuga

I

! 4 centrifugar 5 min a 2000 rpm
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Especiticaciones, comentarios,
sugerencias

MeOH grado analitico en reci-
piente de vidrio
Hexano grado analitico en reci-
piente de vidrio

NaCl grado analitico

Si no tiene prisa o se carece de
centrifuga, dejar la mezcla en el
vaso de la licuadora, la separa-
cién ocurrira en unos 30-min{en
el caso de los cacahuates cru-
dos o tostados y la mantequilla
de cacahuate)

25 m| fase MeOH
+
25 ml CHCl,

agitar 30 - 60 seg

dejar separar las fases
capa inferior CHCl,

evaporar el solvente hasta dejar entre 2 ml y
casi sequedad o hasta que el vapor de con-
densacion no se vea en el pico del vaso

CHCI; grado analitico en reci-
piente de vidrio

Vaso de precipitados de acero
inoxidable. Se puede usar un
vaso de precipitados de vidrio
de 100 ml pero se requiere ma-
yor tiempo para evaporar

No dejar pasar la pasta con el
extracto

Poner un poco de agua bajo el
matraz para mejorar la transfe-
rencia de calor

No dejar el vaso en la placa ca-
liente después que el solvente se
ha evaporado

Como alternativa se puede usar

matraz Erlenmeyer y bafio de
vapor
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transferir el extracto a un vial lavando cuida-
dosamente

evaporar a sequedad en atmdsfera de nitro-
geno, en bafio de vapor o en placa caliente

cromatografia y calculos
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Vial 4 dram

Disolver en extracto en 200 ul
benceno/CH;CN, 98 + 2 para el
manchado

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

Igual que CB. No se requiere co-
rreccidn para la grasa en el sol-
vente de extraccion



Método para Maiz, AOAC, 1984. columna de cromatografia, empaque de la
columna

Método Especificaciones, comentarios,

sugerencias
+ 15 g Na,SO,
+ 10 g gel de silice

+ 5 g Na,SO,
e m+uestra : : fibra de vidrio
: . Tierra de diatomeas, Hyflo
25 g tierra diatomeas
+ Super-Cel
250 mi CHCls CHCI; grado analitico en reci-

piente de vidrio

Agitador de accién de mufeca
Burrel o equivalente

Papel filtro preplisado S & S o
equivalente

Embudo de 150 mm
Probeta de 500 ml

los primeros 50 mi del extracto

filtrar

— Si la filtracion es lenta, transferir
| a embudo de Buchner precu- drenar hasta el tope de Na,SO,
-] S0ml bierto con una capa de £ 5 mm
S, de tierra de diatomeas y ejercer
vacio ligero

Recibir los primeros 50 mi del
filtrado

70

Columna de vidrio 22 X 300 mm
con punta de teflén

Na,SO, granular anhidro grado
analitico

Gel de silice para columna E.
Merck (Darmstadt)

Silica gel 60, 0.063-0.2 mm, acti-
var secando 1 h a 105 °C, agre-
gar H,O 1 mI/100 g, tapar, agitar
hasta bien mezclado y almace-
nar 15 h, en recipiente hermé-
tico

Colocar una pequena bola de fi-
bra de vidrio

Agregar * 5 g Na,SO, para dar
base al gel de silice

Agregar CHCI; hasta llenar —
de la columna

Agregar + 10 g gel de silice

Limpiar las paredes internas de
la columna con £ 20 mlI CHCl; y
agitar para que sedisperse al gel
de silice

Cuando el rango de sedimenta-
cion disminuya, drenar el
CHClj3, dejando 5-7 cm sobre el
gel de silice

Agregar lentamente + 15 g de
NaQSO4

Drenar el CHCI; hasta el tope
del Na,SO,

Usar la misma probeta en la
que se recibié el extracto du-
rante todos los pasos de purifi-
cacion
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eluir aflatoxinas con 150 m|
MeOH/CHCls, 3+ 97 MeOH grado analitico en reci-
piente de vidrio

50 ml hexano Hexano grado analitico en reci-
piente de vidrio

colectar Colectar esta fraccién desde el
momento de la adicidn hasta
que cese el flujo

desechar

150 mi éter anhidro Eter anhidro 0.1% alcohol grado
analitico en recipiente de vidrio

evaporar a casi sequedad en bafio de vapor  Jsar piedras de ebullicion

Transferir el residuo cuantitati-
vamente con CHCI; a un vial pe-
queno
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evaporar a sequedad

sellar el vial con tapdn hueco de polietileno

placa preliminar

resuspender el extracto en 200 ul bence-

no/CH,CN 98 + 2

placa cuantitativa

3.5,5,6.5,6.5,
muestra +

74

5 3556551
estandar

Es preferible en atmésfera de ni-
trégeno

Si se requiere un extracto mas
limpio, concentrar el eluido a
unos 50 ml transferir a columna
de cromatografia con 10 gde gel
de silice y proceder a la purifica-
cion desde el principio omi-
tiendo el paso de hexano

Agitar vigorosamente en agita-
dor Vortex

En México conseguimos las pla-
cas precubiertas. Merck 5721

desarrollar la placa 40 min a 23-25 °C hasta
que las aflatoxinas alcancen un Rf 0.4 - 0.7

sacar la placa del tanque
dejar evaporar el solvente
observar con luz UV

Solvente de desarrollo, aceto-
na/CHCI;, 1+ 9

la mezclade solventes puede va-
riar de 5 + 95 a 15 + 85 aceto-
na/CHC|3

Calcular la concentracion de
aflatoxinas por comparacion vi-
sual

* Este método es muy similar al
CB, checar
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Ocratoxina A. De las ocratoxinas reconocidas a la fecha,
aparentemente la ocratoxina A es la mas importante; cuando fue
descrita se reconoci6 su toxicidad en patitos, ratones y ratas;
esta toxina ha sido aislada de muchos productos alimenticios. De
los hongos reconocidos como productores de ocratoxinas los
mas importantes Aspergillus ochraceus del grupo A. ochraceus
(Raper y Fennell, 1965) y Penicillium viridicatum del subgénero
Penicillium (Pitt, 1979) Seccion Asymetrica-Fasciculata (Rapery
Thom, 1949). Los productos de los que la ocratoxina A ha sido
aislada en forma natural son: cebada, maiz, avena, centeno, trigo,
frijol blanco, alimentos balanceados a base de granos, cacahuate
y semilla de café (Steyn, 1971; Davis y Diener, 1978; Nesheim,
1976).

Los efectos de las ocratoxinas no han sido estudiados tan
ampliamente como los de las aflatoxinas pero también dependen
de la especie y peso del animal; con frecuencia estos efectos no
son especificos pero en el caso de sintomas cronico el higado
y el rindn son afectados (Steyn, 1971; Davis y Diener, 1978).

Propiedades Quimicas: Compuesto cristalino, incoloro, peso
molecular, aproximadamente 404, formula empirica
C2H;CINOg. Punto de fusion cuando cristalizado en benceno 94
- 96 °C (cuando se cristaliza con xileno el punto de fusion es
169 °C). Fluoresce azul verdoso con luz UV en placas de croma-
tografia de capa fina de gel de silice, cuando es expuesta a gases
de amonio, la fluorescencia cambia a azul intenso. Rf 0.7 en
tolueno-acetato de etilo 90%-acido férmico (6:3:1). Absorcion
UV maxima 215 y 334 nm, coeficientes de extincion 36,800 y
64,000 (Steyn, 1971; Cole, 1976).

A continuacion se presenta el método oficial de la AOAC, que
es un método analitico de cromatografia de capa fina.
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Método para ocratoxinas en cebada. AOAC, 1984

Método

Preparacion y extraccion
de la muestra

50 g muestra
+

25 ml 0.1M H;PO,
+

250 ml CHCl,

agitar 30 min

filtrar

+ 10 g tierra de diatomeas

filtro de fibra de vidrio

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

H3PO, (85%) grado analitico en
recipiente de vidrio

CHCI; grado analitico en reci-
piente de vidrio

Agitador de accién de muieca
Burrel o equivalente

Embudo Buchner de 9 cm filtro
de papel de fibra de vidrio What-
man GF/B o equivalente

Tierra de diatomeas, Hyflo
Super-Cel

Remojar = 900 g celita 545 (la-

vada en acido) toda la noche en
MeOH
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Separacién de los acidos
a) remocién de los ésteres

preparacién de la columna

N.;»

mezcla del extracto

|
lll
P mezcla de tierra de diatomeas

NaHCO, 1.25%

\ /,/ algodén purificado
eluir a maxima velocidad de

flujo

eluir.con 75 ml CHCI; y combinar con el flujo
del extracto

evaporar a sequedad en bafio de vapor

reservar para la separacion de los ésteres
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Tubo de cromatografia700 X 17
mm d.e.

Mezcla del extracto: 50 ml ex-
tracto con 20 ml hexano*
Hexano grado analitico en reci-
piente de vidrio

Algodén purificado, lavar 50 g
de algodén absorbente en un
vaso de precipitados con 1 L de
CHCl,.

Decantar la solucién y evaporar
el CHCIj; residual. Conservar el
algodon en recipiente cerrado

Mezcla de tierra de diatomeas,
en vaso de precipitados de 50
ml, 2 g de tierra de diatomeas,
mezclar con solucién 1.25%
NaHCO;

* Reservar el excedente del ex-
tracto de CHCl;para las pruebas
confirmatorias.

b) remocién de los acidos

75 mi
HCOOH/CHCl;,
1+99

colectar

Usar HCOOH/CHCI3, 1 + 99 re-
cién preparado

HCOOH (90%) grado analitico
en recipiente de vidrio

Erlenmeyer 250 ml

Agregar 2 piedras de ebullicion
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evaporar a casi sequedad en bafio de vapor

transferir el residuo cuantitativamente con

CHCl,3

evaporar a sequedad (bafo de vapor, atmoés-
fera de nitrégeno)

separacion de los ésteres
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2.5 ml sol. metandlica/tierra de
diatomeas

algodén purificado

Tubo de centrifuga conicode 15
cm

El retraso en la evaporacién de
HCOOH/CHCI;, puede provo-
car pérdida de ocratoxinas

Reservar el extracto para TLC

Tubo de cromatografia 350 X 25
mm

Mezcla de tierra de diatomeas/
sol. metandlica de NaHCOg, 0.3
g NaHCO; en 30 ml H,0 y agre-
gar 70 ml MeHO y 4 g tierra de
diatomeas

residuo de ésteres
+

50 ml hexano

50 ml benceno/hexano
1+9

desechar

Disolver el residuo obtenido en
el paso de separacion de ésteres
en 50 ml hexano y pasar por la
columna

Usar el mismo recipiente del re-
siduo para los subsecuentes
solventes

Forzar los solventes de eluciéon
con gas comprimido a 1-2
psi (6.9 - 13.8 kpa)

No dejar que la columna se se-
que
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)

| l 100 ml HCOOH/benceno/hexano

eluir

evaporar a sequedad

transferir cuantitativamente a tubo de centri-
fuga con CHCl,3

evaporar a sequedad en bafio de vapor, at-
mosfera de nitrégeno
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Solucion HCOOH/benceno/he-
xano: agitar 100 ml benceno/he-
xano, 20 + 80 con 10 ml
H,O/MeOH, 30 + 70 dejar que
las capas se separen y desechar
la capa inferior. Agitar la capa
superior con 5 ml HCOOH,
desechar la capa inferior

Benceno/hexano equilibrado
previamente con 2.5 mi solucion
metandlica de NaHCO;,

evaporar inmediatamente
Tubo de centrifuga cénico

cromatografia de capa fina
andlisis visual

disolver el extracto de remocion de acidos en
750 ul HOAC/benceno

® 0 o o L] L]

(X o XX
3.5,7.5,10,10 5,7.510 5,7.5,10

+

10ng est. ocr. A
+
10ng est. ocr. B

extracto estandar estandar

ocratoxina A ocratoxina B

desarrollar en tanque no forrado y no equili-
brado

sacar la placa del tanque y dejar evaporar el
solvente a temperatura ambiente

observar con luz UV de onda larga y corta

Gel de silice Macherey-Nagel
GHR distribuida por Brinkmann
Instruments INC. Adsorbosil
105. Applied Sciences Silic
AR4G Mallinckrodt

HOAC grado analitico en reci-
piente de vidrio

Solvente de desarrollo, bence-
no/MeOH/HOAc, 18 + 1 + 1

Combinar 2 volumenes MeOH;/
HOAc, 1 +1 con 18vol. benceno

Ajustar la proporcion benceno/
MeOH/HOAc si es necesario,
reducir benceno paraincremen-
tar Rf

El rango de Rf va de 0.4-0.8, la
ocratoxina A arriba de la B

La ocratoxina A fluoresce mas
intensamente en luz UV de onda
largay la B es mas brillanteen la
longitud de onda corta
Comparar las muestras con los
patrones de referencia
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Método discriminatorio y cuantitativo, Valente y Rodriguez-
Amaya, 1985, aplicable a maiz, cacahuate, frijol, arroz y casava

Método

Preparacién de la muestra
Extracciéon

50 g muestra
+

270 ml MeOH
+

30 ml sol. acuosai
KCI 4%

5 min en baja

Filtrar

150 mi
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Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Ver preparacion de muestras

Licuadora Waring con vaso de 1
L, no es necesario que sea a
prueba de explosion

Metanol, E. Merck

Solucién de cloruro de potasio,
4%, 40 g KCI/L

Papel filtro preplisado

transferir

150 ml| extracto
+

150 ml sol. clarificadora
(sol. Cu;SO, 0 (NH,),SO,
dependiendo de la mues-
tra)

+

50 ml tierra de diatomeas (medido en vaso de
precipitados de 50 ml

agitar con agitador de vidrio

150 m| extracto
+
150 ml H,0 destilada

extraer con 2 X 10 ml cloroformo

Vaso de precipitados de 600 ml

Solucién clarificadora:
solucion de sulfato cuprico,
10%, 100 g CuSO,/L

solucién de sulfato de amonio,
30%, 300 g (NH,),SO,/L

Tierra de diatomeas. Hyflo
Super-Cel o equivalente

2 X 10 =dos porciones indepen-
dientes

Cloroformo, grado analitico en
recipiente de vidrio, E. Merck
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minicolumna

M 10 mm sulfato de calcio
H 20 mm gel de silice

~ 10 mm alumina neutra

H 5 mm CaS0,
fibra de vidrio

agregar 2 ml extracto de clorofor-
mo de la primera extracciéon y de-
jar drenar hasta el tope de CaS0,

agregar 4 ml tolueno/acetato de eti-
lo/acido acético (50 + 49 + 1)

Cuantificacion

combinar 3 ml de cada uno de los 2
extractos de cloroformo

evaporar a casi seque-
dad en bafio de vapor a
80 °C

Tubo de vidrio de 8 mm d.e.
long. 200 mm con un cuello de
60 mm después de adelgazar el
tubo a un diam. de4 mmded.e.

Sulfato de calcio anhidro, 20-40
mesh, preparado de sulfato de
calcio anhidro en polvo E. Merck

Gel de silice, Silica gel 60, 70-
230 mesh, E. Merck

Alumina neutra 100-200 mesh,
E. Merck

Secar1ha110°Cymanteneren
desecador

Tolueno grado analitico en reci-
piente de vidrio

Acetato de etilo grado analitico
en recipiente de vidrio

Acido acético grado analiticoen
recipiente de vidrio

Si hay ocratoxina A presente, la
banda fluorescente azul, se pre-
sentara en lainterfase gel de sili-
ce/alumina.

Limite de deteccién 80 ug/kg
Los célculos se hacen segun la
técnica de la AOAC

Vial 10 ml

Redisolver el residuo en 200 ul benceno

bano ultrasénico

colocar el vial tapado en

hacer las manchas en placas de cromatogra-

fia. Usar extracto y estandar

oL 9| aleo|al s jjeo |

o

|~

desarrollar la placa en tanque no equilibrado

con el solvente de desarrollo

Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

Placas de cromatografia de 20 X
20 Silica gel 60, 0.25 mm de es-
peso E. Merck

Activar las placas antes de usar-
las,a 110 °C 1 h

Solvente de desarrollo tolue-
no/acetato de etilo/acido for-
mico (5 +4 + 1)

Acido formico grado analitico
en recipiente de vidrio
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Esterigmatocistina. Esta toxina ha sido reportada como poco
frecuente en forma natural en productos agricolas; sin embargo
su similitud quimica y sus propiedades bioldgicas con las aflato-
xinas la hacen importante desde el punto de vista de sanidad de
los alimentos. El hongo productor mas importante es Aspergillus
versicolor del grupo A. versicolor (Raper y Fennell, 1965). A.
versicolor tiene una distribucion amplia y se ha encontrado con-
taminando granos, alimentos, pan, productos de cereales, car-
nes secas y quesos. Otros hongos reportados como productores
son Dreschlera, sp., de los Dematiaceae (Ellis, 1971), A. nidulans
(Raper y Fennell, 1965), Penicillium luteum (fase sexual Talla-
romyces lutens) (Pitt, 1979). Los efectos de la esterigmatocistina
son similares a los de las aflatoxinas aunque nu tan fuertes (Davis
y Diener, 1978).

Propiedades Quimicas: Compuesto cristalino, amarillo. Peso
molecular 338, férmula empirica C4gH,40¢. Fluoresce color rojo
ladrillo mate en luz UV, Rf cerca de 0.8 en cloroformo/metanol
(98:2), en placas de cromatografia de capafinaen gel desilice. La
fluorescencia cambia a amarillo cuando la placa és asperjada
con solucion de cloruro de aluminio. Soluble en cloroformo y
piridina, insoluble en agua y soluciones de hidréxido de sodio
y de carbonato de sodio. Opticamente activa. («)»-387 absor-
cion maxima en luz UV 205, 233, 264 y 325 nm. Se descompone a
265 °C (Cole, 1976; Davis y Diener, 1978).

A continuacion se presentan dos métodos analiticos, inclu-
yendo el oficial aprobado por la AOAC.

90

Esterigmatocistina en cebada y trigo AOAC, 1984.

Método Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Erlenmeyer 500 ml

50 g muestra
.+_

el R CH3;CN grado analitico en reci-

20 mi sol. KCI 4% piente de vidrio

Agitador de accion de mufeca,
Burrel o equivalente, o usar agi-
tador oscilante

“agitar 30 min

filtrar

G- Papel filtro Whatman Num. 1 pli-
sado o equivalente
Embudo de 150 mm de pie corto

100 ml
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100 ml filtrado
+
50 ml hexano

agitar

hexano

desechar capa superior
de hexano

(repetir)

extracto
+

50 ml hexano

agitar

desechar capa superior
de hexano

Embudo de separaciéon de 250

ml

Hexano grado analitico en reci-

piente de vidrio

extracto (CH,;CN-H,0)
+

25 mi H,0
+

50 ml CHCI,

agitar

dejar separar las capas

colectar la capa inferior
transparente

capa acuosa
+

25 ml CHCl,

agitar

dejar separar las capas

agregar la capa trans-
parente a la anterior

agregar piedras en
ebulliciéon (SiC)

Erlenmeyer 250 mi

SiC (Carborundum Co), elimi-
nar por flotacion en H,0 las pie-
dras muy finas y materiales
extrafios, lavar con acetona y
secar

93



evaporar a casi sequedad
en baino de vapor

transferir el residuo cuantitativamente
I a vial con CHCI,

evaporar a sequedad en bafho de vapor en
atmosfera de nitrogeno, tapar el vial y reser-
var para cromatografia de capa fina

cromatografia de capa fina
cromatografia preliminar

residuo
+

1 ml benceno

-

-
’ > . 7 A
o0000000

155,10
+
5 1.2,5.10
extracto estandar

desarrollar la placa con benceno/HOAc-
/MeOH 90 +5+5
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Vial 4 dram, tapon hueco de po-
lietileno (Kimble Products Num.
60910-L)

Este paso puede ser omitido
cuando se conoce la cantidad
aproximada de esterigmatocis-
tina

Se recomienda usar agitador
mecanico Vortex

Trabajar en luz incandescente,
muy baja y tan rapido como sea
posible <

Tanque revestido con papel fil-
tro y equilibrado con el mismo
solvente

cuando el frente del solvente llegue a unos 4
cm del extremo de la placa, sacarlay secarla

asperjar la placa de manera pareja con solu-
cion de AICI,

calentar la placa a 80 °C 10 min
examinar con luz UV de onda corta

si las manchas de los extractos fluorescen,
comparar su intensidad de fluorescencia con
la de los estandares y determinar cuales son
comparables, interpolar si es necesario

ug Esterigmatocistina/Kg

(SXYXV)/(25%X)

cromatografia en columna

15 g Na,SO,
20 g gel de silice

5 g Na,SO,

fibra de vidrio

Solucion de AICI; 20%
Disolver 20 g AICI;- 6H,0 en 100
ml alcohol

Fluorescencia amarillo-brillante

Comparar las manchas y el bri-
llo de los extractos contra los
estandares

Si no se observan, la muestra
puede contener hasta100ug/Kg
de esterigmatocistina

S = ul estdndar equivalente al

extracto
Y = ug estandar/ml

V = ul dilucion final del ex-

tracto _
X = ul extracto que da unain-

tensidad de fluorescen-
cia igual a S estandar

Tubos de cromatografia 22 X
300 mm con puntade tefldn, tipo
reservorio 250 ml

Na,SO,.grado analitico en reci-
piente de vidrio

Gel de silice 0.063-0.2 mm E
Merck o equivalente

Colocar una bola de fibra de vi-
drio en la punta de la columna
Agregar + 5 g Na,SO, para dar
una base pareja al gel de silice
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Llenar la columna hasta la mitad
con ciclohexano

Ciclohexano grado analitico en
recipiente de vidrio

Agregar 10 g gel de silice
Lavar las paredes de la columna
con + 20 mlciclohexanoy agi-
tar para dispersar el gel de silice

Cuando el asentamiento del gel

Usar piedras de ebullicion,

de silice sea mas lento, drenarel sic
ciclohexano para ayudar al Evaporar en bafo de vapor
asentamiento dejando 5-8 cm de =
solvente sobre el ge| de silice y transferir cuantitativamente .
Agregar lentamente + 5g = viabean GHEh Vial 4 dram
= Na,SO, anhidro
| Drenar el ciclohexano hasta el
| tope del Na,SO,
E
| H o evaporar a sequedad en bafio de vapor en
!yl exiracto Cuantitativamente transferir lo atmosfera de nitrogeno
L<; que quede del, extracto a la co- cromatografia de capa fina final
‘ Z . disolver el extracto en un volumen de ben- i i i
L lumna con la mlmm_a cantidad ceno que dé una concentracion final de apro- Para a'gltar el vial se con§|dera
l i de benceno necesario para ha- ximadamente 5 ug/ml basdndose en la preferible usar un agitador
{ i _ cer la transferencia estimacioén preliminar Vortex
I eluir con 200 mi
11\: ciclohexano/ETOH
) I (4+1) _ - ‘
| I! y Z /// / »
//"/ ///V /
P . /
/ o
~ -
- - T &
Erlenmeyer de 300 mi ceeceee
colectar todo el eluido 3'5'5'6~5-6'+5 ul
53,56 ul
extracto estandar
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Determinacion por cromatografia de capa fina, Shannon y
Shotwell, 1976, aplicable a maiz amarillo y blanco, centeno,
avena, sorgo, arroz blanco y rojo y semilla de soya

Método

extraccion

50 g muestra
+
180 ml metanol
+
20 ml sol. KCI 4%

agitar en vel. baja 3 min

filtrar
L

100 ml

00
@

9

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Muestra molida que pase una
malla Num. 20

Metanol grado analitico en reci-
piente de vidrio

Solucién KCI 4%, disolver 4 g
KCl en 100 ml H,0O

Papel filtro preplisado S & S 588
0 equivalente

Embudo 150 mm

Probeta 250 ml

Evaporador rotatorio con ali-
mentacidén continua

concentrar 100 ml filtrado hasta
tener unos 20 m!

No permitir que el volumen se
evapore a menos de 20 ml

cromatografia en columna

-3

fibra de vidrio

slurry de florisil

fibra de vidrio

Colocar firmemente un tapon de
fibra de vidrio en el fondo del
tubo

Agregar 75 ml etanol/agua 9 + 1
Etanol grado técnico

Agregar 10 g de florisil a la co-
lumna y agitar para formar un
slurry

Florisil 60-100 mesh (Fisher
Num. F-100)

Dejar asentar el florisil

Drenar el solvente hasta unos 5
cm sobre el florisil

Colocar un tapon de fibra de vi-
drio encima del florisil y drenar
el solvente hasta el tope del ta-
pon

Drenar el extracto a una veloci-
dad de flujo 5 - 7 ml/mm
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dos veces con 10 ml hexano

™ 2 x 10 ml hexano Enjuagar el matraz del extracto, n
|

i

f

\ Hexano grado técnico

|“

Usar evaporador rotatorio

80 m| hexano eluir con 80 ml hexano a una
velocidad de flujo 5 - 7 mlI/mm

Transferir el extracto cuantitati-

desechar las fases de hexano | vamente, con acetona, a un vial
pequeno
L - = e
200 mi acetona/cloruro Acetona grado analitico en reci- Evaporar a sequedad en atmos-
de metileno 5 + 95 piente de vidrio fera de nitrégeno (usar bafio de
vapor)
Cloruro de metileno grado ana- RIS g, (i
litico en recipiente de vidrio Resuspender el extracto con 1
ml benceno

eluir esterigmatocistina

1,5,5,10,1, 2,5, 10
+
5

extracto estandar

transferir el extracto a matraz d lar la ol b - Vacid
lesarrollar |a placa en benceno/etanol/acido

e fondo redondo S5

d d acético90 +5+5094 +3 + 3
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TOXINAS DE PENICILLIUM
Ocratoxina A

Esterigmatocistina

Rubratoxinas. Producidas por Penicillium purpurogenum
(P. rubrum) del subgénero Biverticillium (Pitt, 1979), (P. ru-
brum y P. purpurogenum de la serie Purpurogenum, Raper y
Thom, 1949).

Estas toxinas han sido asociadas con la toxicosis del maiz
mohoso en cerdos; sin embargo, no se conoce la extension real
del problema en condiciones naturales. La rubratoxina B hasido
reportada como hepatotdxica; mutagena, embriocida y terato-
gena, (Burnside, etal., 1957; Evans y Harbison, 1977; Hood et al.,
1973; Mirocha, 1980).

Propiedades Quimicas: Rubratoxina B, la mas abundante.
Peso molecular518, férmula empirica C,gH30044, punto de fusién
158-186 °C, 6pticamente activa [«]20 + 67°, espectro infrarrojo
3550 cm-1, 1860 cm-1, 1821 cm-1, 1784 cm-1, 1761, 1719, 1693,
1255, 926, 719 cm-'. Absorciéon UV maxima 251 mm 96,000, Rf
aproximado en cromatografia de capa fina 0.54 en cloroformo/
metanol/acido acético (80:20:20). Rubratoxina A, formula empi
rica CgH3,044. Punto de fusion con descomposicion 210-214.
Opticamente activa [a]20 + 84° (e = 2.0 en acetona). Absorcion
ultravioleta maxima en acetonitrilo 204 nm (e = 31900). Absor-
cion maxima en el infrarrojo 3400,1850,1815,1779,1760,1720 y
1695 cm-1.

Ambas rubratoxinas son ligeramente solubles en agua, solu-
bles en alcoholes, metil acetato, dioxanoy acetona; insolubles en
cloroformo y solventes no polares. Ambas son incoloras, cristali-
nas y relativamente estables. La rubratoxina B es estable en
NaHCOQOj; caliente, no asi la rubratoxina A y lentamente se vuelve
amarilla (Natori et al., 1970; Davis y Diener, 1978; Mirocha, 1980).

Acido Penicilico: Esta sustancia, ha sido reconocida como
toxina desde hace mucho tiempo y la han asociado con varios
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hongos encontrados con frecuencia en alimentos. Fue aislado
por primera vez de Penicillium puberulum de maiz; es producido
por muchas especies de Penicillium, la mas importante es P.
puberulum del subgénero Penicillium (Pitt, 1979); Serie
Asymetrica-Fasciculata (Raper y Thom, 1949), también miem-
bros del grupo Aspergillus ochraceus (Raper y Fennell, 1976),
estan considerdos como productores de esta toxina. Los alimen-
tos en los que se ha demostrado la presencia de acido penicilico
son maiz y frijol. El acido penicilico ha sido descrito como anti-
biotico con actividad antihelmintica y antiviral; sin embargo,
también es cancerigeno en condiciones experimentales (Cie-
gler, et al., 1971; Davis y Diener, 1978; Wilson, 1976).

Propiedades Quimicas: Material cristalino, peso molecular
170, férmula empirica CgH,00,4. Soluble en agua caliente, alco-
hol, éter, benceno, cloroformoy etil-acetato; ligeramente soluble
en agua fria e insoluble en éter de petréleo y hexano. Punto de
fusién 83-85 °C (hidratado, 58-64 °C), pero es estable en solven-
tes y alimentos a 100 °C o mas. Absorcion maxima UV 226-227
nm ( €=10,471) en agua, 225 nm en etanol 76%, 224 nm en etanol,
221 en metanol y cambia a 224 en 0.02N HCI y 293 nm en 0.02N
NaOH, Rf 0.45 en cromatografia de capa fina en cloroformo/ace-
tato de estilo/acido férmico (6:4:1). Espectro infrarrojo con ban-
das a 3270, 1728, 1643, 1352, 909y 811 cm ' en KBr. (Ciegler, et
al., 1971; Davis y Diener, 1978).

El método analitico que se presenta a continuacion es el
desarrollado por Thorpe y Johnson, 1974; Thorpe es el referi
asociado para acido penicilico d ela AOAC.
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Método de determinacién por cromatografia gas-liquido,

Thorpe y Johnson, 1974, para maiz y frijol seco.

Método

preparacién de la muestra

extraccion

T

=

60 g muestra
+

200 ml acetato de etilo

filtrar
—

(e

transferir el filtrado a embudo de separacién

104

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Moler la muestra que pase criba
con aberturas de 2 mm

Acetato de etilo grado analitico
en recipiente de vidrio

Licuadora a prueba de explo-
sidon

Papel filtro de filtracion rapida

Probeta graduada de 250 ml

Medir la cantidad de filtrado re-
cuperada

Embudo de separacién de 250
ml

particiéon liquido/liquido

extracto

+
3 X 25 ml
bicarbonato de sodio

combinar las soluciones alcalinas y acidificar
apH3conHCI 1+1

extraer la solucién acida con
2 X 50 ml acetato de etilo

combinar las porciones de acetato de etilo

pasar la fase de acetato de etilo por 30 g
Na,SO,

lavar el Na,SO, con 25 mi acetato de etilo

evaporar los extractos
combinados hasta un

volumen de 2 - 3 mi

3 X 25 ml = tres porciones inde-
pendientes de 25 ml cada una

Usar papel pH

2 X 50 ml = dos porciones de
acetato de etilo

Na,SO, anhidro grado analitico

Jsar concentrador Kudena-
Danish (Kontes Glass Co., Vine-
land, N.J. 08360)

Evaporador rotatorio, usarlo
como alternativa

105



transferir el extracto a vial

evaporar a sequedad en atmosfera de nitré-
geno

columna de cromatografia

extracto
+
5 ml solvente de eluciéon

Na,SO,
gel de silice

fibra de vidrio

enjuagar el vial con 2 X 5 ml solvente de elu-
cion y agregar a la columna

~ +

160 ml solvente de elucién

4:7—

desechar los primeros 25 ml de eluido y co-
lectar 150 ml
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Jsar acetato de etilo para enjua-
gar el matraz

Vial 4 dram

Columna de cromatografia 250
mm X 14 mm d.i. con reservorio
de 250 ml|

Colocar una bola de fibra de vi-
drio en el fondo de la columna
Agregar 10 ml de solvente de
elucion

Solvente de elucién: hexano/etil
acetato/acido férmico, 750 +
250 + 1

Agregar 3 g gel de silice agi-
tando para eliminar burbujas
Gel de silice. Silica gel 60, 0.06-
0.2

Agregar 3 g Na,SO4 anhidro
Drenar el solvente hasta el tope
del empaque

* Disolver el extracto con 5 ml
del solvente de elucién, usar
agitacién suave y agregar a la
columna

Dejar pasar el extracto hasta el
tope del empaque

No dejar secar el empaque

Colectar en probeta graduada
de 250 ml, velocidad de flujo £ 3
ml/min

evaporar hasta dejar = 2 mi

transferir a vial

evaporar a sequedad en atmosfera de nitro-
geno

formacion de derivados

m 250 ul anhidrido trifluoracético

dejar la muestra a temperatura ambiente 15
min

disolver el derivado en 1.0 ml isooctano

Vial 3 dram

Microjeringa 250 ml

Anhidrido trifluoracético (Co-
lumbia Organic Chemicals Co.
Inc., Columbia SC 29205)

Preparar el derivado TFA del
acido penicilico enjuagando las
paredes del vial con el solvente

Evaporar el exceso de reactivo
usando un flujo suave de nitro-
geno hasta que desaparezca de
la muestra el olor del anhidrido
trifluoracético

Estandarizacion de la curva

Preparar diluciones de estandar
en acetato de etilo a concentra-
ciones de 0.5, 1.0, 15,20y 2.5
ug/mi
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determinacion

inyectar 3 ul del extracto derivatizado en el
cromatografo

seguir cada derivado con una inyeccion de 3

ul de estandar e identificar el pico de lamues-
tra, comparando tiempos de retenciéon

108

Pipetear 1 ml de cada solucion
en viales separados y evaporar
justo a sequedad bajo atmosfera
de nitrégeno

Inyectar 3 ul de cada solucién en
el cromatografo

Cromatografo de gases. Nu-
clear Chicago modelo 5000 o
equivalente con detector de
captura de electronesy registra-
dor de 5 mv. Condiciones: Co-
lumna de vidrio en formade U
6 X 1/4” d.i. empacada con O V-
101 3% en gas Chrom. Q 100-200

mesh (Applied Science Labora-"

tories, State College Pa 16801);
flujo de nitrégeno 70-80 ml/min.
Temperaturas (°C): inyector
160, detector 215 columna 140-
160 para eluir TFA acido penici-
lico en 5-8 min. Ajustar el voltaje
de la celda para linearidad ma-
xima.

Ajustar la sensibilidad del elec-
trometro de forma que una in-
yeccion de 3 ul de 0.5 ug TFA
acido penicilico/ml de = 10% de
deflexion

Preparar la curva de ug de acido
penicilico contra respuesta

Si el pico de la muestra es mayor
que el mas alto de estandar, en
rango linear, diluir en 1.0 ml de
isooctano y reinyectar

calculos

ul ac. penicilico/Kg muestra
(I'71) X (A/A’) X (C/S) x 200/R x 1000 X D

I’ = solucién del estandar inyec-
tado

| = solucidén de la muestra

A’ = altura del pico de estandar
TFA acido penicilico

A = altura del pico TFA &cido
penicilico

C = concentracion del estandar
ng/ml-

S = g de muestra
R = ml de solvente recuperados
D = ml muestra final

* Thorpe es el réferi asociado
de la AOAC
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Citrinina. A pesar de que no ha sido bien estudiada en alimen-
tos y productos agricolas, uno de los hongos que la producen
Penicillium citrinum, esta amplia y abundantemente distribuido
en la naturaleza, particularmente en climas calidos, ha sido en-
contrado en forma natural en maiz y arroz. Las especies produc-
toras mas importantes de citrinina son P. citrinum, Thom, subgé-
nero Furcatum (Pitt, 1979); Asymetrica-Velutina (Raper y Thom,
1949), y P. viridicatum, Westling, subgénero Penicillium (Pitt,
1979); Asymetrica-Fasciculata (Raper y Thom, 1949), en la natu-
raleza, en condiciones de laboratorio, muchas otras especies de
Penicillium y algunas de Aspergillus la producen. En condicio-
nes naturales, han aislado citrinina de cebada, trigo, avena, cen-
teno y arroz. La toxicidad de la citrinina en condiciones de
laboratorio es principalmente renal pero también afecta al sis-
tema parasimpatico (Davis y Diener, 1978; Uraguchi, 1971).

Propiedades Quimicas:  Compuesto cristalino amarillo.
Peso molecular 250. Férmula empirica Cy3H,405. Punto de fusion
172 °C, opticamente activa (a )o-37.4. Fluoresce amarillo limén
en luz UV de onda larga. Rf en placas de cromatografia de capa
fina 0.56 en tolueno/acetato de etilo/acido formico 5 + 4 + 1.
Absorcion UV maxima 319, 353 y 222 nm en etanol. Soluble en
agua y la mayoria de los solventes organicos dependiendo del
pH. (Davis y Diener, 1978; Uraguchi, 1971; Saito, et al., 1971).
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TOXINAS DE FUSARIUM

Zearalenona. Actua como un producto de tipo hormonal mas que
como una toxina; sin embargo, los desérdenes estrogénicos que
causa son serios en cerdos y han sido conocidos desde 1928 (Mc
Nutt et al., 1928; Urry et al., 1966). Los hongos que lo producen
son miembros del género Fusarium, algunas de cuyas especies
reportadas como productoras de zearalenona son F. graminea-
rum (F. roseum), F. moniliforme, F. sporotrichioides, F. oxyspo-
rum y F. tricinctum siendo el mas importante F. graminearum,
Schwabe, Seccion Discolor (Booth, 1971). La toxina ha sido
aislada de granos (Davis y Diener, 1978).

El estrogenismo se caracteriza por infertilidad en ambos se-
Xos de animales alimentados con granos mohosos, principal-
mente cerdos, en las hembras hay agrandamiento de la vulva, de
las mamas, prolapso del recto y atrofia de los ovarios (vulvovagi-
nitis); en los machos se observa el crecimiento de las glandulas

mamarias y reduccién de los testiculos (Mirocha, et al., 1971,
1967).

Propiedades Quimicas: Sustancia blanca cristalina, peso mo-
lecular 318, férmula empirica C,g3H2,05; esta clasificada como
una lactona del acido resorcilico. Soluble en alcalis diluidos,
acetona, alcoholes, cloroformo y éter; ligeramente soluble en
éter de petrdleo e insoluble en agua. Punto de fusién 164-165°C.
Absorciéon maxima UV 236, 274 y 316 nm, coeficientes de extin-
cion 29,700; 13,909 y 6,020. Opticamente activa (a)o-170.5. Fluo-
resce azul-verde con luz UV (360 nm) y mas verdoso a 260 nm. Rf
0.7 en placas de cromatografia desarrolladas en tolueno/acetato
de etilo/acido férmico (6:3:1) (Davis y Diener, 1978; Mirocha, et
al., 1971).
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Zearalenona. Primera accién AOAC, 1984, también aprobado
por la AACC. Maiz.

Método Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Extraccidn

agitar 30 min

50 g muestra
+

25 ml H,0
+

25 g tierra de diatomeas Hyﬂo Super_Cel
+

250'ml GHGl, CHCI; grado analitico en reci-

piente de vidrio

Filtrar

Los primeros 50 ml del filtrado
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| |

| 15 g Na,SO,
| 10 g gel de silice

— 5 g Na,SO,

fibra de vidrio

50 ml extracto

flujo maximo

desechar

Tubo de cromatografia 22 X 300
mm

Na,SO, grado analitico, granu-
lar

Después de los 5 g Na,SO,,
agregar CHCI; hasta * la mitad
del tubo

Gel de silice para columna de
cromatografia. E. Merck
(Darmstadt)

Silica gel 60, 0.063-0.02 mm. Ac-
tivada secando 1 h a 105 °C.
Agregar agua 1 mi/100 g. Mez-
clar bien

Almacenar 15 h en recipiente
hermético

Lavar las paredes del tubo con *
20 ml CHCI; y mezclar para dis-
persar el gel de silice

Cuando el rango de asenta-
miento disminuya, drenar un
poco del CHCI; para ayudar al
asentamiento dejando 5-7 cm
arriba del gel de silice

Agregar los 15 g de Na,SO, len-
tamente

Drenar el CHCI; hasta el tope
del Na,SO,
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§5f L Acetona grado analitico en reci-

piente de vidrio

piente de vidrio

&jﬁ%no Hexano grado analitico en reci-
4

flujo maximo flujo maximo

desechar

extracto

- . evaporar a casi
T benEano Benceno grado analitico en re- Aseedad

cipiente de vidrio

Es preferible en atmosfera de ni-
trégeno

flujo maximo

// transferir con 4X 10ml hexanoy 4 X 10 ml hexano = 4 porciones

enjuagar al final con 10 ml CH,CN de 10 ml hexano
desechar

agitar
dejar separar las fases
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fase de CH,CN

5 ml CH,CN

combinar las 2
fracciones de CH,CN

Embudo de separacién de 60 ml

Extraer la fase de hexano con 5
ml| CH;CN

/l)-

/

=t e
i =
NS A7
==

evaporar a sequedad en
evaporador rotatorio

transferir a vial con CHCI,

~

Usar pipeta y bulbo

Vial 4 dram
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evaporar a sequedad Evaporar en atmdsfera de nitré-

geno

cromatografia

residuo
+

500 ml benceno

agitar vigorosamente

Usar agitador de tubos Vortex

placa preliminar

10,10 extracto
+

5,5 estandar

desar_rollar en tanque forrado y equilibrado * Solventes de desarrollo
e Alcohol/CHCI; 5 + 95
Alcohol/CHCI; 3.5 =96.5
hacer las diluciones que se estimen necesa- HOAc/benceno 5 + 95
rias HOAc/benceno 10 + 20
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placa cuantitativa

468

extracto 39 .7
estandar

desarrollar
calculos
up/Kg=(SXYXV)/(XXW)

Cuando se sospeche la presen-
cia de zearalenona, asperjar las
placas con solucion AICI; (20 g
AICI;* 6H,0O en 100 ml de alco-
hol) calentar 5 min a 130 °C y
examinar con luz UV 360 nm
La zearalenona fluoresce azul
enlaluz UV despuésdeasper-
jada con AICl,

S = ug solucion del estandar
igual al problema

Y = concentracién de la solu-
cion de estandar ug/mi

V = ug/L de ladilucién final del
extracto de la muestra

X = ul solucién del extracto
inoculado que da una fluo-
rescencia igual a S

W = ug de muestraaplicadaala
columna (10 g)

Si la dilucién final del extracto
no corresponde a 10 g calcular
el peso de la muestra y sustituir
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Método cromatografico de liquidos para zearalenonay zeara-

lenol en maiz, AOAC, 1985

Método

50 g muestra
+

25 g tierra de diatomeas
+

20 ml H,0
+

250 ml CHCl,4

tapar bien

50 ml extracto
primera porcion

50 ml extracto
segunda porcion
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Especificaciones, comentarios,
sugerencias

En frasco de extraccion. Pesar la
muestra con precision, frasco
de extracciéon de 500 ml con ta-
pon derosca, empaque de teflon

Rotar el matraz para mezclar un
poco antes de agregar el CHCI,

Probeta de 100 ml

Colectar la 2a. porcion para
usarla en caso de perder la pri-
mera

50 ml extracto

+
10 ml sol. NaCl
mezclar

+
50 ml sol. 2% NaOH

agitar vigorcsamente + 1 min

dejar las fases separarse completamente

desechar la fase inferior y tanto sedimento (si
hay) como sea posible

agregar 50 ml CHClI; agitar = 1 min

dejar que las fases se separen

desechar la fase inferior de CHCl,

extracto acuoso
+

50 ml sol. acido citrico
mezclar

4 extraer zearalenona/zearalenol
con 50 ml CH,Cl,

agitar = 1 min

dejar que las fases se separen

Embudo de separacién de 250

ml

Solucién saturada acuosa de

NaCl

Solucién de acido citrico

disolver 106 g de acido citrico

monohidrato en 1L H,0
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<>

sol. acido citrico
+
extracto acuoso

(drenar la emulsion de
la interfase)

40 g Na,SO,
anhidro

reextraer la fase acuosa
con 500 ml CH,ClI,
dejar separar las fases
drenar la fase de
CH,CI, y filtrar por el
Na,SO,

Na2SO‘

(lavar con 10-15 mi CH,Cl,)

Matraz de fondo redondo 500 ml

Evaporador rotatorio

transferir el residuo a un vial con 3-4 lavadas
‘con CH,Cl,

evaporar a sequedad

disolver en 0.500 ml de fase mévil mezclando
en un agitador Vortex

determinacion
fijar el fiujo de la fase movil a 2.0 mi/min

acondicionar la columna con varios volume-
nes de la fase movil

si la linea basal permanece erratica lavar con
CH4CN y volver a equilibrar con la fase mévil

Determinacién

Ajustar el detector de fluorescencia a 236 nm
(excitacién), 418 nm. (emision), rango 1.0 uA,
supresion alta, tiempo constante * 4-6-s (0.1
promedio del ancho del pico.)

Fijar impresor a 2 min/cm

Inyectar 20 ul de cada solucion estandar y
construir la curva estandar graficando altura
de los picos contra concentracion.

Inyectar 20 ul estandar en condiciones
idénticas

Calculos

Zearalenona/a zearalenol
= (PH/PH’) x ng estandar
inyectado/g de muestra
inyectados (0.4 g)

Vial 4 ml con tapén deroscay
empaque de teflon

Evaporar en atmdsfera de nitro-
geno

Fase mévil. MeOH, CH3CN vy
H,O (1.0 + 1.6 + 2.0) y desgasifi-
car por sonicacién o en vacio.
Agitar continuamente durante
SuU uso

Cromatégrafo de liquidos. Modelo 6000 (Wa-
ters Assoc. Inc.) o equivalente con valvula de
inyeccion y anillo de inyeccion de 20 ul.

Columna. Zorbax fase reversa Cz 0 C,q. (Du-
pont Analytical Instruments, Willmington, D.
E 19898) o equivalente

Detector fluorescente. Modelo FS970 con ex-
citacion de longitud de onda variable y filtro
de emision 418 nm (Kratos, Ramsey, N. J.
07446) o equivalente

Tiempo de retencidn de zearalenol 4.5 min.
tiempo de retencion de zearalenona 5.5 min.

Identificar los picos de zearalenonaya zeara-
lenol por tiempos de retenciéon

PH y PH' = altura de los picos de la muestray
el estandar respectivamente

Usar estandares que den picos altos compara-
dos con la altura de los picos de la muestra
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Tricotecenos. Compuestos con una gran actividad bioldgica;
de los mas de 45 conocidos a la fecha como producidos en forma
natural, los mas relacionados con brotes de toxicidad, han sido la
toxina T-2 y la vomitoxina. Los hongos productores de tricotece-
nos son varias especies de los generos Gibberella, Fusarium,
Myrothecium, Trichoderma, Cladosporium, Cephalosporium,
Trichothecium, Stachybotrys y Verticimonosporium, hongos
que no estan relacionados taxonémicamente; la mayoria de es-
tos géneros estan considerados como poco importantes, ya que
son raros y se encuentran en nichos ecolégicos restringidos;
éste no es el caso de Fusarium que es cosmopolita einduce gran
cantidad de enfermedades vegetales en cultivos de importancia
economica (Committe on Protection Against Mycotoxins, 1983).

Las inspecciones epidemiolégicas realizadas hasta ahora,
han demostrado que los tricotecenos estan distribuidos amplia-
mente en cereales y que son causantes de algunas enfermedades
humanas y de animales domésticos de etiologia desconocida
(Ueno, 1983).

Con base en el sistema de clasificacion de Booth, 1971 y
considerado por Ichinoe y Kurata, 1983, como el mejor para
identificar especies de Fusarium productoras de tricotecenos,
las especies productoras de toxina T, son F. acuminatum, F.
sporotrichoides, F. sulphureum, F. oxysporum, F. sp. carthamiy
F. moniliforme; de vomitoxina o desoxinivalenol, F. graminearum
(G. zeae), F. culmorum; de diacetoxiscirpenol, F. culmorum, F.
acuminatum, F. sporotrichioides, F. sulfureum, F. poae, F. solani
var coerulum, F. moniliforme; de nivalenol; F. graminearum, F.
equiseti, F. nivale (Ichinoe y Kurata, 1983).

Propiedades Quimicas: Toxina T-2. Agujas blancas, peso mo-
lecular 466, formula empirica C,4H3,04, punto de fusion 151-152
°C, Rf 0.40 en cloroformo/metanol 98 + 2, 0.36 en tolueno/ace-
tato de etilo/acido fébrmico 6 + 3+ 1,0.28 en benceno/metanol/a-
cido acético24 + 2+ 1 (a)25+ 15 ETOH a 26 °C. Coeficiente de
extincién menor o igual a 230 nm. Soluble en alcohol, acetona,
acetato de etilo, benceno y cloroformo, insoluble en hexano y
agua (Committee on Protection Against Mycotoxins, 1983). Des-
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oxinivalenol (DON, vomitoxina). Agujas, peso molecular 296,
férmula empirica C5H,00¢ punto de fusiéon 151 - 153-°C Rf 0.45
en cloroformo/metanol/agua 80 + 20, 0.1, 0.61 en cloroformo-
/metanol 5 + 1 (a)ot 6.35 ETOH, coeficiente de extincion 4,500
ETOH, 218. Soluble en alcoholes, tolueno y piridina, insoluble en
hexano y butano, ligeramente soluble en cloroformo y acetona
(Committee on Protection Against Mycotoxins, 1983). Diaceto-
xiscirpenol. Cristales, peso molecular 366, formula empirica
C19H,405 punto de fusién 162-164 ° C, Rf 0.36 en cloroformo/me-
tanol 5 + 1, coeficiente de extincién menor o igual 230 nm.
Nivalenol, cristales, peso molecular 312, formula empirica
C45H»307, Rf 0.42 en cloroformo/metanol 5+ 1 (a)25+21.5 ETOH,
coeficiente de extincion 7500 MeOH, 218 (Committee on Protec-
tion Against Mycotoxins, 1983).
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Desoxinivalenol. Método discriminatorio rapido, Shannon, etal.,
1985, aplicable amaiz, trigoy cebada con niveles de deteccion de
1 ppb, avena con 1.5 ppb, suelo, plantas verdes y agua 0.75 ppb.

Método

50 g muestra

+
50 ml acetonitrilo/solucion
KCl1 4%, 9 + 1

tapar con tapon de rosca y agitar a mano 5
min

quitar el tapon de rosca y colocar el tapon
con pico

invertir el frasco,
presionar ligeramente

73
iz

‘\,;//
colectar 2 ml del filtrado

columna

-
fibra de vidrio
gel de silice C,4
fibra de vidrio

golpear ligeramente mientras se va adicio-
nando el C,g
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Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Frasco de extraccion. Dynalab
Corp., P.O. Box 112, Rochester,
N.Y. 14592-0112, frascos dis-
pensadores de polipropileno

‘con pico y tapon de rosca extra

Colocar una bolita de fibra de
vidrio en la punta del pico

Jeringa desechable de 10 ml
Becton-Dickinson

Gel de silice C;5 -Waters Asso-
ciates, reverse fase, 55-105 um
Agregar el gel de silice hasta la
marca .4 ml (son 2 g)

columna de matriz hidrofilica

fibra de vidrio
10 ml matriz
hidrofilica

A

INAARAARAN S

gl

fibra de vidrio

2 mi filtrado
+

2 ml agua

=3

mezclar

transferir a columna de silica gel C,g

émbolo

jeringa de 20 ml

tapén de hule No. 1

columna C,g

colectar el eluido

Matriz hidrofilica. Analthichen
International, Harbor City, Ca.

Jeringa desechable de polipro-
pileno de 20 ml Aldrich

Colocar la columna de silica gel
C,g bajo una jeringa de 20 ml
adaptada con una punta des-
echable de pipeta a través de un
tapon de hule

Presionar el émbolo cuidadosa-
mente para filtrar la mezcla del
extracto por el silica gel Cyg
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enjuagar con 2 ml H,0

3 ml, eluidos combinados
+

3 X 4 m| acetato de etilo

columna de matriz hidrofilica

colectar en vial pequeno

evaporar a sequedad
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Enjuagar el recipiente del ex-
tracto, con 2 ml H,O y pasarlo
por la columna de silica gel Cqg

Usar presién para eluir

Drenar completamente y combi-
nar con el eluido original

Pasar 3 ml de los eluidos combi-
nados por una jeringa de 20 ml
adaptada en su base con una je-
ringa de 10 ml conteniendo la
matriz hidrofilica

Dejar reposar 5 min y agregar 3
enjuagues consecutivos de 4 ml
de acetato de etilo

Colectar y combinar enjuagues
en vial pequeno

Evaporar a sequedad al aire o
usando nitrégeno, no usar calor

cromatografia de capa fina

residuo
+

100 ul cloroformo/acetona 4 + 1

mezclar bien

5 mm

10 10 muestra
+

10 10 estandar

desarrollar

secar al aire

Placas de cromatografia What-
man, M.K. 6-F, precubiertas

Marcar 2 lineas verticales en la
placa, separadas 8 mm entre si,
formaran 3 canales

Desarrollar la placa en tanque
con acetato de etilo

No permitir que el solvente lle-
gue a la zona de las manchas

Sacar del tanque cuando el
frente del solvente llegue a unos
5 mm del tope de la placa
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IR

3

redesarrollar en cloroformo/acetona/alcohol

isopropilico, 8 + 1 + 1
secar el reverso de laplacay colocarlaenuna
placa precalentada a 121 °C, 5-7min

dejar enfriar

observar con luz UV 365 nm La respuesta es una mancha
azul comparable a la del estan-

‘ , . dar
@ secar al aire Dejar secar al aire hasta que ya

no se detecte el olor del solvente

o,
’ /’ ‘\. \
J 4N\
d N
/ \ \\
/ / / / :

pasar la placa rapidamente por una solucion i A i-
de cloruro de aluminio 20% E%UCIOH de cloruro de alumi

Disolver 200 g Al,Cl;6H,0 grado
analitico en 1L de etanol
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Desoxinivalenol en trigo, cromatografia de capa fina AOAC,
1986, aplicable a niveles de 300 ng/g

Método

extraccion

filtrar
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50 g muestra

+

200 ml CH,CN/H,0
84 + 16

30 min vel. alta

colectar 20 ml

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Erlenmeyer 500 ml (Kitasato)

CH3;CN grado analitico en reci-
piente de vidrio

Papel Whatman Num. 2

Probeta de 25 ml

7 g carbon
T

0.5 g alumina
+

0.3 g celita

mezciar perfectamente

Tubo de cromatografia, polipro-
pileno (10 mm d.i. X50 mm) con
filtro disco de plasticoy reservo-
rio (QS-Q, California Scientific,
410 Martin Av. Santa Clara, Ca.
95050)

Frasco de filtracion 125 ml con
tapon de hule con un agujero de
11 mm diam. para ajustar el tubo
cromatografico

Colocar una bolita de fibra de
vidrio en el fondo del tubo de
cromatografia y agregar £ 0.1 g
celita

Tierra de diatomeas. Celita 545
lavada con acido

Vaso de precipitados de 50 ml
Carbdén activado. Dargo G-60
(J.T. Baker Chemical Co.)
Alumina. Neutra, activada, 80-
200 mesh Num. 9296 (MCB Ma-
nufacturing Chemists, Inc.,
South Plainfield, N.J.07080) o
equivalente
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agregar al tubo 1.5g mezcla
carbon/alumina /celita

— > 0.1 g celita

— fibra de vidrio

aplicar vacio

cuando la solucion llegue
al tope del empaque enjuagar
con 10 ml CH;CN/H,0

84 + 16

continuar aplicando vacio hasta que pare el
flujo
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* La proporcion carbon/alumi-
na/celita es 7 + 5 + 3. Se puede
preparar suficiente para varias
columnas. Usar 1.5 g para
cada columna

Golpear ligeramente la columna
para asentar el empaque

Aplicar succiéon y colocar una
bola de fibra de vidrio en el tope
* ‘Las columnas se pueden pre-
parar con anterioridad conser-
vandolas verticales en vaso de
precipitadosy cubiertas con pa-
pel aluminio

Velocidad de flujo 2-3 ml/min
con 20 cm Hg

Enjuagar las paredes de la pro-
beta con CH;CN/H,0, 84 + 16
No permitir que la columna se
seque entre adiciones

residuo
+
3 ml acetato de etilo

calentar a ebullicion en bano de vapor

extracto
: +

3X1.5ml
acetato de etilo

i

Cubrir la salidadel vacio con pa-
pel aluminio y evaporar lenta-
mente en bano de vapor

No permitir que la muestra se
contamine con el agua de con-
densacion

Es esencial que no permanez-
can gotas de agua en el frasco
mientras se enfria

Sacar del bafio de vapor y agitar
con movimientos rotatorios
para disolver el DON

Transferir el extracto a vial y en-
juagar con tres porciones de
acetato de etilo

Vial 2 dram
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evaporar a sequedad en bano de vapor en
atmosfera de nitrogeno -

placas de cromatografia
residuo

100 ul CHCI3/CH4CN, 4 + 1

5.1
0 1.2,5,10,20 ul
extracto

estandar

ocooooa/

desarrollar con CHCls/acetona/isopropanol,

8+1+1
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Conservar el extracto seco para
cuantificacion en placa de cro-
matografia de capa fina

El extracto final representa 5 g
de muestra

Hacer las manchas en placas ra-
yadas, canales de 1 cm

Solucién estandar 20 ug DON/ul

Para desarrollar las placas, no
equilibrar el tanque

Tiempo aproximado de desarro-
llo1h

sacar la placa del tanque y dejar evaporar el
solvente

para placas no inmersas

Evaporar el solvente de la placa
atemperatura ambiente en cam-
pana bien ventilada. Tiempo
aproximado 10 min

El solvente residual de la placa
puede decolorar las manchas de
DON en las operaciones subse-
cuentes

AICI,

calentar en posicion vertical 7 min a 120 °C
en horno de conveccion

Asperjar la placa de manera pa-
reja hasta que luzca humeda

Solucién de cloruro de aluminio

1) Reactivo de aspersién. Disol-
ver 20 gde AlICl;*6H,0 en 100 ml
de alcohol/H,O (1 + 1)

2) Reactivo de inmersién. 15 g
AICIl; - 6H,0O con 15 ml H,O y
agregar 85 ml alcohol; mezclary
entibiar en bafo de vapor hasta
que se disuelva

Antes de calentar observar la
placa rapidamente en luz UV de
onda larga para buscar posibles
interferencias fluorescentes
azules

Puede ser necesario optimizar
tiempo y temperatura
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colocar la placa en superficie fria, en la oscu-
ridad, 1 min

cuantificar DON por comparaciéon visual o
densitométricamente

calculos

DON, ug/g = S X (C/X) X (V/W)

140

El DON se observa como una
mancha fluorescente azul en un
Rf 0.6

Las respuestas densitométricas
deben ser confirmadas por ins-
peccion visual especialmente
para niveles 200 ug/g

S = ul estandar igual a la mues-
tra

C = concentracion del estandar
(20 ug/ml)

X = ul de muestra, de la mancha
con fluorescencia igual a la
mancha del estandar

V = volumen final de la muestra

W = cantidad de muestra repre-
sentada en el extracto final

Cuando se requieren diluciones
el equivalente a 0.75 g de mues-
tra de la solucién del extracto
fueron usados en la determina-
cion inicial; por lo tanto en el vial
hay una solucion de extracto
equivalente a 4.25 g de la mues-
tra



Desoxinivalenol en trigo. Cromatografia de gases. Oficial AOAC

1986. Niveles de 350 ug/g.

Método

extraccion

25 g muestra
+
10 ml agua
+
125 ml CHCI,/MeOH,
8+2

agitar 1 h vel. alta,

filtrar

10 ml filtrado

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Erlenmeyer 250 ml

Muestra molida que pase una
malla de 2 mm

Papel filtro plisado

Vial 4 dram

evaporar a sequedad en atmosfera de nitré-
geno

Columna
preparar slurry de gel de silice

insertar los tubo de cultivo en los recipientes
de la centrifuga

insertar las columnas Quick-sep en cada
tubo de cultivo

pipetear 5 ml slurry de gel de silice en cada
columna

centrifugar 2 min a 1000 rpm

desechar el liquido colectado en cada tubo
de cultivo

disolver el residuo de la muestra en 3 ml
CH,CI, usando agitador vortex

transferir a la columna
centrifugar 2 min a 1000 rpm
desechar liquido del tubo de cultivo

lavar columna con 10 mi tolueno/acetona. 8 +
2

centrifugar 2 min a 1000 rpm desechar liquido
del tubo de cultivo

insertar columna en tubo de cultivo limpio

eluir DON de la columna con 8 ml
CH,Cl,/MeOH, 95 + 5

transferir cuantitativamente el eluido aun vial
de 4 dram

concentrar a sequedad en bloque de calenta-
miento seco a 60 °C en atmédsfera de nitro-
geno

Blogue de calor seco

Slurry de gel desilice, agitar25g
gel silice con 100 ml CH,ClI,

Gel de silice E. Merck Silica gel
H, particula mediana (10-40 um)
(Brinkmann Instruments, Inc.)
Calentar25g3 ha 110 °C. En-
friar a temperatura ambiente en
desecador, agregar 1.5 ml H,0,
agitar hasta estar bien mezclado
y almacenar toda la noche en
recipiente hermético

Tubos de cultivo desechables
125 X 16 mm (Kimble Products)
Centrifuga IEC EXO para loca-
les peligrosos Calse, grupo D
(International Equipment Co.,
Damon Corp., Needham
Keights, Ma 02194)

Columna para limpieza de las

muestras _
Columnas desechables de poli-

propileno ajustadas con filtrode
plastico y embudo de extension
12 ml Quick-Sep Code QS-D y
QS-R (Bio Lab Products San
Jose, Ca. 95128)
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el extracto final representa 2 g de muestra
derivatizacion

transferir 3 ul DON a nivel 3 dram,
evaporar a sequedad

tratar extracto de la columna de idéntica ma-
nera

transferir 1.0 ml solucién catalizadora 4-
DMAP a un vial y agregar 50 ul HFBAA

cerrar el vial firmemente y calentar 20 min a
60 °C en bloque de calor seco. Dejar la mez-
cla de la reaccion derivatizada enfriar a tem-
peratura ambiente

agregar/ml solucion acuosa NaHCO, 3% vial
y mezclar 2 min en mezclador de tubos

dejar en reposo hasta que las fases se sepa-
ren completamente

transferir con jeringa 100 ul de la fase orga-
nica (superior) a un vial de 2 dram que con-
tenga 900 ul de hexano

la concentracién final de la solucion estandar
expresada como DON equiv. peso/ul es 0.1
ng/ul

cromatografia de gases condiciones de ope-
racion: Gas acarreador CH,Ar, 5 +95; veloci-
dad de flujo 60 mi/min; velocidad de
impresion 0.5 cm/min: ajuste de atenuacion
para dar FSD 10% por 100 pg, estandar,
puerta de inyeccion 200 °C, programa de
temperatura del horno; 175 °C temperatura
inicial por 10 min inicialmente velocidad del
programa de 10 °/min temperatura final 250
C. temperatura final 5 min

estandarizar la curva de respuesta
determinacion

inyectar 2 ul extracto

calcular DON en la muestra comparando el

area bajo lacurvacon el areabajo lacurvadel
estandar de DON derivatizado
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Catalizador, 4 dimetilaminopiri-
dina (4-DMAP), 99% min. Purity
(Aldrich Chemical Co.) Prepa-
rar la solucion catalizadora con-
teniendo 2 mg/ml disolviendo
100 mg 4-DMAP en 50 ml tolue-
no/CH4;CH, 95 + 5

HFBAA Anhidrido, acido hepta-
fenorobutirico. Pierce Chemical
Co.

Completar la cromatografia de
gases el mismo diaque se hagan
los derivados

DON, ug/g = (C'/C) X (V'/V) X (PA/PA’)

C’ = Concentracion del estan-
dar (ug/ml)
V' = Volumen del estandar in-
yectado (ul)
PA = Area del pico de la mues-
tra
PA’ = Area del pico del estandar
C =Concentracion de la
muestra (0.0002 g/ul, si se
usaron 25 g de muestra)
V= Volumen del extractode la
muestra inyectado
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Meétodos para detectar varias toxinas en un sustrato. Debido a
que algunos de los hongos productores de micotoxinas, produ-
cen mas de uno de estos metabolitos secundarios.y, por otra
parte, un mismo sustrato puede aceptar el desarrollo de diferen-
tes especies de mohos, es l6gico esperar que determinado sus-
trato esté contaminado con mas de una micotoxina, por esta
razon, han sido desarrollados varios llamados métodos multiples
en los que se pueden detectar y en ocasiones cuantificar varias
toxinas (Durackova, et al., 1976; Eppley, 1968; Josefson, et al.,
1977; Roberts y Paterson, 1975; Vorster, 1969).

Se presenta el método de Eppley, 1968. -
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Método multiple para zearalenona, aflatoxinas y ocratoxinas,

Eppley, 1968.

Método

Columna

A

g Sy

15 g Na,SO,
10 g gel de silice

5g Na,SO,
fibra de vidrio

=T

Extraccioén

50 g muestra
+

25 ml H,0
+

25 g tierra de diatomeas
+

250 ml CHCl,

Especificaciones, comentarios,
sugerencias

Tubo de cromatografia 22 X 300
mm

Na,SO, grado analitico granular

Después de los 5 g Nay,SO,,
agregar CHCI; hasta *+ la mitad
del tubo

Gel de silice para columna de
cromatografia. E. Merck
(Darmstadt) Silica gel 60, 0.063-
0.2 mm. Activada secando 1 h a
105°C. Agregar agua 1mi/100g
Mezclar bien. Almacenar 15hen
recipiente hermético

Lavar las paredes del tubo con=*
20 ml CHCI; y mezclar para dis-
persar el gel de silice

Cuando el rango de asenta-
miento disminuya, drenar un
poco del CHCI; para ayudar al
asentamiento dejando 5-7 cm
arriba del gel de silice

Agregar los 15 g de Na,SO, len-
tamente

Drenar ei CHCI; hasta el tope
del Na,SO,

Erlenmeyer de 500 ml, o cubeta
de acero inoxidable

Tierra de diatomeas. Hyflo
Super-Cel

CHCI; (0.75% EtOH), grado ana-
litico
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i

3 min vel. alta

148

AN

50 mi

Agitador de accidon de mufieca
Burrel o equivalente

Como alternativa se puede usar
licuadora

Licuadora a prueba de explo-
sién

Papel filtro plisado S&S 588 o
equivalente
Embudo 150 mm

Probeta de 500 ml

50 mi extracto

flujo maximo

desechar

+
150 ml hexano

flujo maximo
10-20 ml X min

desechar

Hexano grado analitico en reci-

piente de vidrio
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B lavar con 150 m| dietil éter
150 mi benceno Benceno grado analitico en re- desechar
cipiente de vidrio

= - eluir aflatoxinas con 150 mi
T —  MeOH/CHCI;,3+97 Segunda fraccion
flujo maximo

desechar
+
250 m| acetona/benceno, Primera fraccion
5+95 eluir aflatoxinas con 250 mi
Acetona grado analitico en reci- acido acético glacial/ben~
— piente de vidrio L] SR+l .
- ] Tercera fraccion
Hujo méximo Benceno grado analitico en re-
cipiente de vidrio

colectar
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agregar piedras de ebullicion alas dos prime- transferir todos los residuos cuantitativa-
ras fracciones.y evaporar a casi sequedad en mente a viales con CHClI, .
bano de vapor

evaporar la tercera fraccion a sequedad

Evaporador rotatorio

Evitar el excesivo calenta- evaporar en bafo de vapor Es preferible usar atmdsfera de
miento, usar la minima cantidad nitrégeno
de calor durante la evaporacién
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