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RESUMEN

La ocurrencia de aflatoxinas en gramineas es relativamente alta en las zonas templadas
y climas subtropicales. En Ecuador no existe una normativa de regulacion para
aflatoxinas ni un programa sistematico de vigilancia y monitoreo sobre la
contaminacién por hongos micotoxigénicos en alimentos de consumo humano o animal.
Este trabajo se realizd para establecer los niveles reales de contaminacion de aflatoxinas
en harina de maiz, datos con los que sea posible definir directrices de regulacion a nivel
gubernamental para la comercializacién de harina de maiz. Para esto, se tomaron 50
muestras de locales minoristas (32), supermercados (11) y mercados (7) en el sector
valle de Tumbaco, las que se analizaron por duplicado mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC y columnas de inmunoafinidad 1AC.
Coincidiendo con lo reportado a nivel mundial para muestras de maiz, se encontré que
los niveles de contaminacion por aflatoxinas B,, G; y G, posiblemente cancerigenas,
estan por debajo del nivel maximo permisible por la Union Europea (8 pg. Kg™) siendo
la de mayor incidencia la aflatoxina B, sustancia cancerigena de nivel 1, detectada en el
78% del total de las muestras, superando las normativas internacionales en 13 de ellas,
el subgrupo minoristas fue el que presento los mayores niveles de contaminacion para
AFB; Estos resultados indicaron que la harina de maiz analizada constituye una
amenaza para la salud publica y debe ser regulada por las leyes ecuatorianas de
inocuidad alimentaria.
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ABSTRACT

Presence of aflatoxins in grains is relatively high in temperate and tropical regions.
Government regulations for aflatoxins or a systematic program of surveillance and
monitoring of micotoxins for human or animal consumption are not available in
Ecuador. This study was conducted to determine the real levels of contamination in corn
flour in order to provide the basis for government regulations for its commercialization.
50 samples divided in retail trades (32), supermarkets (11) and local markets (7) of corn
flour in the Tumbaco valley were analyzed for aflatoxin using High Performance Liquid
Chromatography HPLC and immunoaffinity columns IAC. As reported worldwide in
corn samples, this investigation found that levels of contamination were below the
maximum international (8 pg. Kg™) allowed for likely carcinogenic aflatoxins B,, Gy
and G,. In the other hand, the level 1 carcinogenic substance, aflatoxin B1 had the
highest incidence and was detected in 78% of the total samples, above the European
regulation in 13 of them. The subgroup of retail trades presented the maximum levels of
contamination for AFB;. These results indicate that corn flour represent hazard for
human’s health and must be regulated with food safety laws.
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INTRODUCCION

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos de varias especies
del género Aspergillus, cuyos efectos fisiopatologicos incluyen: dafio hepéatico agudo,
cirrosis, induccién de tumores, disminucion de la eficacia del sistema inmunolégico,
teratogénesis, excrecion por la leche y acumulacion en tejidos (Bodega, 2010). Son
producidas por dos géneros de hongos filamentosos Aspergillus y Penicillium, estos
representan el crecimiento tipico de los hongos microscopicos. Las especies productoras
son: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Penicillium puberalis y Aspergillus
oryzae. En 1967, Nulik y Holiday reportaron también a las especies Aspergillus niger,
Aspergillus gruber, Aspergillus wentii, Penicillium frecuentans, Penicillium variable y
Penicillium citrinum (Bolet & Socarrés, 2004).

Varios estudios han revelado que las cuatro aflatoxinas mas importantes: B; (AFB;), B>
(AFB,), G; (AFG;), G, (AFG,), estan directamente relacionadas con la contaminacion
de alimentos y cultivos, poseen una estructura similar entre ellas y forma un Gnico
grupo de compuestos heterociclicos altamente oxigenados (Cornell University, 2008).
Sus estructuras moleculares fueron deducidas alrededor de 1962 por el grupo ASOA, se
describen en la tabla 1.1.

Tabla 1.1: Estructura molecular de las Aflatoxinas. Adaptado de: (European Mycotoxins
Awareness Network, 2010).
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G2 C17H1407 330,3

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion
(FAO, 2011) es primordial la proteccién de los consumidores contra los peligros que
para la salud publica tienen los alimentos contaminados por aflatoxinas, sin embargo en
el Ecuador no existen parametros de control dentro de la norma INEN para ningun tipo
de producto susceptible a contaminacion, ni investigaciones referentes a la incidencia de
aflatoxinas en los productos de consumo humano. Esta investigacion se realizo en maiz
(Harina) ya que es mas susceptible a la presencia de aflatoxinas junto a los cacahuates,
pistachos, nueces del Brasil y semillas de algodédn (Soriano del Castillo, 2007).

MATERIALES Y METODOS
El proyecto se desarroll6 en dos etapas:

Trabajo de campo (Muestreo: 50 muestras): Se realizé en el valle de Tumbaco cuya
extension es de 64.000 hectéareas, en la parroquia con el mayor nimero de habitantes:
Tumbaco, ubicada al nororiente del cantén Quito, provincia de Pichincha

Trabajo de laboratorio (Ensayos): Se efectuaron en los laboratorios de
AGROCALIDAD, en el area de Inocuidad alimentaria, ubicado en el Valle de
Tumbaco, parroquia Tumbaco (Via Interocednica Km 14 % - La Granja) al nororiente
del canton Quito, provincia de Pichincha.

El muestreo se realizo en diversos locales minoristas del sector de Tumbaco dividido en
tres grupos: Grupo Supermercados (GS), Grupo Minoristas (GM) y Grupo Mercados
(GE) de los que se tomaron 11, 32 y 7 muestras respectivamente. EI muestreo fue
aleatorio para garantizar que cada uno de los elementos de la poblacion tenga la misma
oportunidad de ser incluidos. Se recolectaron 50 muestras de 1 kg de harina de maiz
para que el estudio sea estadisticamente significativo y se analizaron por duplicado, con
un total de 100 ensayos experimentales. Posteriormente con la curva de calibracion de
las aflatoxinas Bi, B,, G1 y G, en el HPLC se realizé el protocolo de extraccion,
purificacion y cuantificacion, se coloco en el recipiente (1L de capacidad y resistente a
solventes) para licuar: 50 g de muestra homogenizada junto a 4 g de cloruro de sodio
(NaCl). Se agregd 250 mL de solvente de extraccion metanol: agua (60:40) en el
recipiente, y se licu6 por 5 min a alta velocidad. Posteriormente se filtrd
aproximadamente 25-50 mL de extracto de muestra por papel filtro Whatman No.4 ¢
equivalente y se tom6 10 mL del filtrado con una jeringa, para su purificacion en las
columnas de inmunoafinidad. Finalmente para su cuantificacion, se inyectd 100 uL de
cada muestra en el equipo HPLC con las condiciones de la tabla 1.2, se cuantificé la
concentracion de las aflatoxinas comparando las areas de los picos con la curva de
calibracion de estandares en el software del equipo EMPOWER.




Tabla 1.2: Condiciones utilizadas para la cuantificacion en el HPLC.

CONDICIONES UTILIZADAS DEL HPLC

Kobra Cell Seteo a 200 Ma
Columna Analitica Waters 4,6 x 25 cm, 5 um ODS-2
Pre Columna Pre Columna Waters ODS-2
60:20:20 v/v/v agua: metanol: acetonitrilo
Fase movil +119 mg de bromuro de potasio + 350 ul de

acido nitrico 4M

Velocidad. de flujo

1.0 mL/min

Detector de Fluorescencia:

Excitacion: 360 nm
Emision: 420 nm

Horno:

30°C

Volumen de Inyeccion

100 uL

RESULTADOS

Grupo supermercados.

Los estadisticos generales de las 11 muestras tomadas en 2 supermercados
pertenecientes al valle de Tumbaco, revelaron que el contenido medio de aflatoxinas
B1, By, G1 y G presentes en harina de maiz fue: 0,68; 0,04; 0,04; 0,01 pg. Kg*
respectivamente. Al contrastarlas con las regulaciones de la Union Europea que
permite de 2-8 ug. Kg™ o los pardmetros maximos para los Estados Unidos de 20
ng. Kg' se estableci6 que no existe contaminacion superior a los limites

permisibles.
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Gréafico 3.1: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina B; en ug.Kg™ presentes en el grupo supermercados.
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Gréfico 3.2: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina B, en pg.Kg™ presentes en el grupo supermercados.
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Grafico 3.3: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina G; en pug.Kg™ presentes en el grupo supermercados.
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Grafico 3.4: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina G en pg.Kg™ presentes en el grupo supermercados.

Grupo minoristas.

Los estadisticos generales de las 32 muestras del grupo minoristas definieron
que el contenido medio de aflatoxinas B;, By, G y G, presentes en harina de maiz



fue de 10,81; 0,39; 0,44 y 0,09 pg. Kg™ respectivamente. Al verificarlos con las
regulaciones de la Unién Europea que permite de 2-8 ug. Kg™ o los parametros
méximos para los Estados Unidos de 20 pg. Kg™ se encontré que Gnicamente la
concentracion media de B; 10,81 pg. Kg™ superé la normativa europea mientras
que las demas B, G; y G, no presentaron contaminacion superior a los limites
permisibles.
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Grafico 3.5: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina B; en ug.Kg™ presentes en el grupo minoristas.
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Grafico 3.6: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina B, en ug.Kg™ presentes en el grupo minoristas.
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Gréfico 3.7: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
las concentraciones de aflatoxina G; en pug.Kg™ presentes en el grupo minoristas.
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Gréafico 3.8: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina G, en ug.Kg™ presentes en el grupo
minoristas.

Grupo mercados.

Los estadisticos generales de las 7 muestras del grupo mercados revelaron
que el contenido medio de aflatoxinas B, B, y G, presentes en harina de maiz fue
de 5,22; 0,21 y 0,07pg. Kg™ respectivamente. Al comprobarlas con las regulaciones
de la Unién Europea que permite de 2-8 pg.Kg™ o los pardmetros maximos para los
Estados Unidos de 20 pg. Kg™ se establecio que no existe contaminacion superior a
los limites permisibles. En el caso de G; no se encontrd contaminacién en ninguna
muestra por lo tanto estos parametros no fueron calculados.



Gréfico 3.9: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos para
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Grafico 3.10: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina B, en ug.Kg™ presentes en el grupo mercados.
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Grafico 3.11: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina G, en pug.Kg™ presentes en el grupo mercados.

Muestra Global (Grupo supermercados-minoristas-mercados).




Los estadisticos generales para todo el universo muestral sin clasificar
por lugar de procedencia, indicaron que el contenido medio de aflatoxinas B;,
B2, G1 y G, presentes en harina de maiz fue de 7,80; 0,29; 0,29 y 0,07 pg.Kg™
respectivamente. Al compararlas con las regulaciones de la Union Europea que
permite de 2-8 pug. Kg™ o los pardmetros maximos para los Estados Unidos de 20
ng. Kg' se observd que no existe contaminacién superior a los limites
permisibles.
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Grafico 3.12: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina By en ug.Kg™ presentes en la muestra global.
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Grafico 3.13: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina B, en pg.Kg™ presentes en la muestra global,
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Gréfico 3.14: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina G; en pg.Kg™ presentes en la muestra global.
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Gréafico 3.15: Histograma de frecuencias relativas y diagrama de densidad de puntos
para las concentraciones de aflatoxina G, en pg.Kg™ presentes en la muestra global.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca, hasta el afio
2010 el Ecuador poseia 413.809 hectareas de maiz duro, maiz suave, choclo y maiz seco
lo que corresponde al 18,5% del total de la superficie productiva del pais cuyo consumo
anual proyectado para el 2011 es de 801.000 toneladas (MAGAP/ 11l CNA/SIGAGRO/
INEC, 2011), sin embargo la inexistencia de un programa sistematico de vigilancia de la
contaminacién de los alimentos por micotoxinas destinados al consumo humano o
animal, producidos localmente o de importacion; ha imposibilitado estimar la
exposicion de estas sustancias a la poblacion ecuatoriana (Sola, 2010).

Esta investigacion permitio definir los niveles de Aflatoxinas B, Bz, G1 y G;
presentes en harina de maiz en el sector de Tumbaco formando una linea base para su
posterior regulacion en la produccién y comercializacion del maiz. En los resultados, se
encontré que existe contaminacion por aflatoxina B, superior a los limites permisibles
por la Union Europea en un 26% del total de muestras de harina de maiz provenientes
del sector de Tumbaco, cuyos valores oscilaron entre: [4,34 pg.Kg™; 11,26 pug.Kg™].



Para el subgrupo de muestras del sector minoristas, los valores se encontraron entre:
[5,87 ng.Kg™; 15,75ug.Kg™] y el subgrupo de mercados estuvieron entre: [0,0 pug.Kg™;
14,2ng.Kg™]. La excepcion se localizd en el subgrupo de muestras del sector
supermercados, que no presentd contaminacion por AFB; superior a las normativas
internacionales. Esta versatilidad se debe a que tanto en campo como almacenamiento,
los factores ambientales no son constantes, por lo que puede ocurrir un desarrollo
fungico significativo sin encontrarse la cantidad de aflatoxinas esperadas (Carrillo,
2003).

En los resultados obtenidos en la muestra global y los subgrupos:
supermercados minoristas y mercados, las aflatoxinas B;, Gi1 y G, no fueron detectadas
en niveles superiores a los parametros regulatorios europeos. Para el subgrupo
mercados, no existié la presencia de AFG;, validando asi la premisa anterior de Carillo
que afirma una gran variabilidad en la incidencia de aflatoxinas, influenciada por
factores climaticos como: temperatura, acidez, humedad presencia de microflora
competidora, actividad de agua, pH, concentraciones de CO; (Soriano del Castillo,
2007).

Esta investigacion encontr6 mediante el uso de columnas de inmunoafinidad (1AC) y
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) que 26% de 50 muestras de harina de
maiz sin categorizar por localizacion presentdé contaminacion por AFB; en niveles
superiores a los permitidos por la Unién Europea (2-8 pg.Kg™). El subgrupo minoristas
mostrd los niveles de contaminacién mas altos con una media de 10,81 pg.Kg™. Los
subgrupos: supermercados, mercados y la muestra global cumplieron con los
parametros de control europeos para Bi, By, G1 y G». En el subgrupo mercados AFG; no
fue detectada. Se preciso la linea base de muestreo en el sector de Tumbaco en los
diferentes grupos: supermercados, minoristas y mercados localizados en los barrios: El
Arenal, Tola Grande, Tola Chica, La Morita, Buena Esperanza, Tumbaco Central, de
los cuales se recopilaron 50 muestras de harina de maiz de 1kg divididas en 11 grupo
supermercados (AFS), 32 grupo minoristas (AFM) y 7 para mercados (AFE). Se
definieron los niveles medios de concentracion de aflatoxinas B;, B,, G; y G presentes
en harina de maiz en el Sector de Tumbaco para la muestra global sin clasificar segln
su procedencia fueron: 7,79; 0,28; 0,29 y 0,06 pg.Kg™ respectivamente. Para el grupo
supermercados: 0,67; 0,04; 0,04 y 0,005 pg.Kg™: grupo de comercios minoristas: 10,81;
0,38; 0,44; 0,08 ng.Kg™ y grupo mercados, los niveles de By, By, y G, fueron: 5,22;
0,21 y 0,06 pg.Kg™. Por lo tanto, la harina de maiz analizada en el presente trabajo
representa una amenaza tanto para la salud publica como el sector pecuario ya que es un
riesgo latente y constante debido a la presencia en algin grado de AFB; sustancia
cancerigena en el 78% de las muestras analizadas.
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