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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue cuantificar los niveles de aflatoxinas en arroz que se
expende a granel en tiendas, abacerias y comisariatos ubicados en el Mercado Mayorista
“El Arenal” de la ciudad de Cuenca, con el fin de establecer los niveles de Aflatoxina B,
B,, G1, G2, durante el periodo de recoleccion Julio a Diciembre y que corresponden al
segundo semestre del afio 2014. La metodologia a aplicarse consistid en una previa
seleccion de locales de expendio, para luego realizar una recoleccién de muestras
representativas de arroz. La técnica de determinacién utilizada en el laboratorio fue
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), comparandose los resultados obtenidos
con la normativa vigente y establecida por la Unién Europea para muestras de arroz, se
realiz6 un analisis estadistico para su interpretacion. La aflatoxina de mayor incidencia fue
la Aflatoxina B;, con una media de 0,1 pg/kg siendo mas baja para Aflatoxina B, con un
0,03 pg/kg, para Aflatoxina G; con el 0,01pg/kg y con valor similar para Aflatoxina G,
con 0,01ug/kg; por lo que se encuentran dentro de los limites establecidos por la Unién
Europea para este cereal con un valor promedio de B; + B, + G; + G,: 4,0 pg/kg, y para
Aflatoxina B; de 2 pg/Kg.

Palabras clave: Micotoxinas, aflatoxinas, arroz, HPLC
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ABSTRACT

The aim of this study was to quantify the levels of aflatoxins in rice that is sold in small
shops, stores, markets and supermarkets located around of "EI Arenal” principal market of
Cuenca, in order to establish the levels of Aflatoxin B1, By, G1, Gp; during the period July
to December of 2014. The methodology applied was a pre-selection of local outlets, and
then make a collection of representative samples of rice. The determination technique used
in the laboratory was high-performance liquid chromatography (HPLC), comparing the
results obtained with current regulations and established by the European Union for rice
samples, a statistical analysis was performed for results interpretation Aflatoxin highest
incidence of Aflatoxin By, with a mean of 0.1 mg / kg being lower for Aflatoxin B, with
0.03 mg / kg for Aflatoxin G; with 0,01ug / kg and with a similar value Aflatoxin G, with
0,01ug / kg; so they are within the limits set by the European Union for this cereal, and an
average value of B; + B, + G; + G,. 4.0 mg / kg and for Aflatoxin B; of 2 mg / kg.

Keywords: Mycotoxins, aflatoxins, rice, HPLC.



1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Los hongos pertenecen a un grupo de organismos eucariotas y pueden ser mohos,
levaduras y setas. Estos se desarrollan en diferente habitat convirtiéndoles en
organismos capaces de ser sapréfitos o patdgenos.

El crecimiento de hongos en huéspedes como el hombre y animales produce las
enfermedades Ilamadas micosis; a su vez son capaces de formar sustancias toxicas, que
dependiendo del tipo de exposicion, ya sea dietética, respiratoria 0 dérmica, estos

metabolitos generan las enfermedades Ilamadas micotoxicosis.

A diferencia de las micosis, las micotoxicosis son ejemplos de "envenenamiento por
medios naturales” y por lo tanto son analogas a las patologias causadas por la
exposicion a los pesticidas o residuos de metales pesados. Los sintomas de una
micotoxicosis dependeran del tipo de micotoxina, la cantidad y la duracion de la
exposicion, la edad, la salud, y el sexo, genética, estado de nutricidn y las interacciones

con otros toxicos.(1)

Sobre la base de estos incidentes, los consumidores, organismos reguladores, las
autoridades y la comunidad cientifica se han interesado en los riesgos de salud
relacionados con los mohos. El enfoque se encuentra en la contaminacion de los
alimentos por micotoxinas, hongos microscopicos, andlisis en alimentos y fluidos

bioldgicos, asi como la acumulacidn de estas toxinas en la cadena alimentaria.(2)

Las micotoxinas por lo general entran en el cuerpo a través de la ingestion de alimentos
contaminados, pero la inhalacion de las esporas toxigénicas y el contacto dérmico
directo también son rutas importantes. En la actualidad, mas de 400 micotoxinas se
identifican en el mundo; teniendo en cuenta su estabilidad al calor, estas sustancias

constituyen un riesgo potencial para humanos y animales.



Las micotoxinas son metabolitos fungicos que resultan de la proliferacion de los
hongos durante la produccion y almacenamiento de alimentos, pueden producirse como
contaminantes naturales. Las propiedades quimicas y bioldgicas de las micotoxinas son
variadas y sus efectos toxicos son extremadamente versatiles. Estos efectos son
carcinogenicidad, genotoxicidad, teratogenicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y la
inmunotoxicidad. Ademéas de ser peligrosas para la salud de los consumidores,
provocan el deterioro de la calidad comercial de los productos contaminados, lo que

implica fuertes perdidas econdmicas.(3)

Las aflatoxinas (AF) fueron descubiertas en la década de 1950 y comienzos de 1960,
cuando fueron identificados como agentes causales de la enfermedad "X del pavo" una
epidemia, con la muerte de numerosos pavos, patos y pollos alimentados con dietas que
contienen ciertos lotes de harina de mani originarias de Ameérica el Sur contaminadas
con micotoxinas. Las investigaciones revelaron que la toxicidad se asoci6 con la
presencia de Aspergillus flavus, y, ademas, que los extractos de cultivos del hongo

aislado de la comida fueron capaces de inducir el sindrome.(4)

Dependiendo de sus niveles las aflatoxinas pueden afectar gravemente el higado y
provocar cancer en los seres humanos y animales que ingieran alimentos contaminados,

representando un problema de Salud Pablica.(5)

Para la ejecucion de este proyecto de investigacion se ha planteado la recoleccion de las
muestras de arroz en la ciudad de Cuenca, cuya poblacion se caracteriza por una dieta
basada en alto consumo de granos y cereales, para diferentes preparaciones culturales y
gastrondmicas. La investigacion correspondié a un disefio no experimental de corte

transversal, cuantitativa y de laboratorio.

Se procura que los datos obtenidos constituyan un aporte al desarrollo del conocimiento
en este tema de Salud Pablica poco explorado en nuestro pais, que puedan ser utilizados
como insumo para futuras investigaciones y contribuyan a impulsar politicas
regulatorias y de vigilancia en materia de inocuidad de alimentos, en relacion a

sustancias toxicas de ocurrencia natural con impacto directo sobre la salud humana.(6)



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL

ESTUDIO

En su definicidn basica, Inocuidad Alimentaria significa la garantia de que la ingesta de
alimentos no cause dafio a la salud de los consumidores, esto se puede alcanzar
minimizando los riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos en los procesos produccion y

almacenamiento.(7)

De todas las clases de contaminantes quimicos, fisicos y biolégicos; los que han tenido
menos atencidn son los de origen bioldgico, principalmente aquellos producidos como
metabolitos secundarios por algunos hongos fitopatdgenos que se desarrollan en los

diferentes granos, ya sea en el campo o durante el almacenamiento.

Actualmente las micotoxinas estan consideradas entre los compuestos de mayor
importancia por ser contaminantes ampliamente distribuidos. Estos son un ejemplo de
compuestos de origen natural pero a la vez considerados contaminantes. Las
micotoxinas al igual que muchos otros compuestos toxicos, no solamente se encuentran
asociados a los cereales, también se les encuentran en otros alimentos como maiz,
mani, chiles, café, leguminosas, frutas, alimentos deshidratados y muchos de estos

constituyen la economia de varios paises en desarrollo.(8)

Mas de una especie de hongo puede producir la misma micotoxina y mas de una
micotoxina puede estar implicada en una intoxicacion. Entre las muy diversas
micotoxinas, las aflatoxinas han sido objeto de intensas investigaciones por su gran

potencia hepatocarcindgena en ciertas especies animales, incluyendo al hombre. (9)

Actualmente existen mas de 300 tipos de micotoxinas, las cuales suponen un riesgo
para los consumidores humanos y son la causa de pérdidas importantes de los animales

domeésticos utilizados por el hombre como alimento. (10)

La mayoria de las micotoxinas son producidas por especies de los géneros Aspergillus,

Penicillium y Fusarium. Aunque el nimero de micotoxinas caracterizadas es muy



grande, este estudio se centra en las aflatoxinas B;, B,, G1 y G, por su elevada toxicidad
en hombres y animales.(11)

Existen 4 tipos de aflatoxinas (B1, B2, G1, G). Las de tipo B fluorecen azul bajo la luz
ultravioleta de onda larga y las de tipo G fluorecen verde. De todas ellas la de mayor
toxicidad es la B;. Las aflatoxinas son potentes carcinogénicos, mutagénicos,

teratogénicos y grandes agentes destructores del higado.(12)

El estudio de los hongos como tdxicos se inicié en los afios 60 con una intoxicacion
masiva que provocd la muerte de 100.000 aves en Inglaterra por la ingestién de pienso
preparado con harina de maiz contaminada con Aspergillus flavus, detectdndose un

metabolito altamente toxico al que denominaron aflatoxina.(13)

Existen alrededor de 150 tipos de mohos que son capaces de producir micotoxinas
cuando se desarrollan en condiciones favorables. En el afio 1977 la Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) reportd las micotoxinas de
mayor importancia: aflatoxinas, ocratoxinas, citrinina, zearalenona, patulina,

tricotecenos y esterigmatocistina.(14)

Varios estudios han informado de niveles detectables de aflatoxinas y ocratoxina A en
el arroz de diferentes paises, entre ellos Cuba, Corea, Malasia, Sri Lanka , los Emiratos
arabes Unidos, la India , y Costa de Marfil . Sugita-Konishi informaron de la
contaminacion natural de aflatoxinas y ocratoxina A en el arroz al por menor en 2004 y
2005.(15)

La importancia de este estudio radica en conocer la calidad de los alimentos que son
consumidos por nuestra poblacion, con especial atencion a las aflatoxinas ya que al ser
compuestos que no se observan a simple vista, pero que tienen consecuencias fatales
para el organismo humano en concentraciones representativas en corto tiempo o la
ingestion de bajas concentraciones pero en periodos prolongados; podrian desarrollar

efectos cancerigenos, hepatotoxicos, mutagénicos y teratogénicos.



Debido a que la presencia de aflatoxinas en alimentos para consumo humano y animal
representa un grave problema de Salud Publica, ademés de afectar sensiblemente la
produccidn agropecuaria, es necesario aportar soluciones que permitan disminuir los
efectos nocivos en la poblacion expuesta por medio de la evaluacion de los niveles de

contaminacion en tales alimentos.(16)

En la actualidad, el mundo esta invadido de enfermedades causadas por el cancer, lo
que, sin lugar a dudas, afecta a los seres humanos de una forma muy drastica sin

importar edad, sexo o raza.

Ademas afecta también a los animales que son criados para el consumo propio del
hombre.

El cancer es un problema de salud publica que puede ser causado por problemas
genéticos, agentes externos carcindgenos, productos quimicos, radiaciones o ciertos

agentes infecciosos.

Este estudio se centra en determinar la presencian y los rangos de concentraciones de
aflatoxinas, con el fin de sugerir mejor control sanitario en el proceso de
almacenamiento de los establecimientos que se encargan de su comercializaciéon y
distribucion. Asi como sugerir el establecimiento de rangos y limites permisibles de

aflatoxinas en este cereal.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la presencia y niveles de aflatoxina By, B,, G1 y G en arroz al granel en el
Mercado Mayorista “El Arenal” de la ciudad de Cuenca; durante los meses de Julio a

Diciembre y que corresponden al segundo semestre de 2014.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Cuantificar los niveles de aflatoxina B, B,, G1 y G, en arroz al granel comercializado
en el Mercado Mayorista “El Arenal” de la ciudad de Cuenca; durante los meses de
Julio-Diciembre de 2014 mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Establecer el grado de cumplimiento de los criterios normativos internacionales en
relacién a los niveles maximos permitidos de aflatoxina By, B,, G; y G en arroz,

establecidos por la Union Europea No 165/2010 .

1.4 HIPOTESIS

Las muestras de arroz a granel recolectadas durante el segundo semestre del afio 2014,
que sean expendidas en el Mercado Mayorista “El Arenal” de la ciudad de Cuenca
presentan niveles de aflatoxina Bi, B, G1 y G, iguales o menores en relacion a los

limites establecidos en alimentos por la Union Europea No 165/2010.



2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE LA PLANTA DE ARROZ

El arroz de nombre cientifico Oryza sativa, es una especie de la familia de las
Gramineas, subfamilia Poaceae, originaria de Asia y Africa, se trata de una planta
herbacea anual cultivada en condiciones casi permanentes de inundacion, con raiz
delgada, fibrosa y fasciculada con abundantes pelos absorbentes, tallos rectos, huecos,
adosados y nudosos, su macollamiento es en forma de candelabro, las hojas son
angostas adheridas a los nudos dispuestas a lo largo del tallo, flores en panicula, y cuyo
fruto comestible son los granos que constituyen la base de la dieta de la poblacién
mundial.(17)

En términos de cultivo y consumo, el arroz (Oriza sativa) es el cereal mas cultivado
después del trigo y principal alimento del 50 % de la poblacién mundial. Los principales
paises productores son Cote d’Ivoire, Filipinas, Irdn, Arabia Saudita, Brasil, Senegal,
Japon e Indonesia .(18)

2.2 TAXONOMIA

El género Oryza pertenece a la tribu de Oryzeae de la familia Poaceae. Hay 12 géneros
dentro de la tribu Oryzeae. El género Oryza contiene aproximadamente 22 especies de
las cuales 20 son especies silvestres y dos de ellas: O. sativa y O. glaberrima, se

cultivan a nivel mundial.

En la variedad asiatica se han seleccionado y buscado granos de mayor tamafio hasta
obtener la especie Oryza sativa, que dio origen a tres razas diferentes: indica, Japonica y
Javanica. Los actuales cultivos de Oryza sativa se obtienen a través de cruzamientos y
combinaciones interraciales y se distribuyen por todo el mundo. La variedad africana,
Oryza glaberrima, que presenta una menor diversidad, se obtuvo a partir de la mezcla

de dos especies silvestres. (19)


http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto

2. 3 APORTE NUTRICIONAL

Este cereal suministra el 20% de energia alimentaria, es decir, por cada 100 g de arroz
hay un aporte de 360 kcal, su nutriente principal son los hidratos de carbono 79%, 7%
de proteinas, 1% de grasas, y en arroz integral destaca 0,1-0,9% de fibra; también
minerales y vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, niacina). No obstante, se
estan realizando nuevos sistemas de procesamiento industrial del arroz descascarillado y

nuevas especies transgenicas que preserven Y afiadan nutrientes.(20)

2.4 SUPERFICIE Y PRODUCCION EN EL ECUADOR.

El arroz es el cultivo més extenso del Ecuador, ocupa mas de la tercera parte de la
superficie de productos transitorios del pais. Segun el Censo Nacional agropecuario del
2013, la superficie sembrada corresponde a 414.146 hectareas, la superficie cosechada
de 396.770 hectareas y una produccion anual de 1'516.045 toneladas métricas. Dando
un rendimiento promedio anual de 3,82 Tm/ha. En la provincia del Guayas se concentra

la mayor produccién de arroz con el 69,96% del total nacional. (21)

2.5 VARIEDADES CULTIVADAS EN EL ECUADOR

En Ecuador el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
se encarga de la investigacién y el desarrollo de nuevas y mejores variedades de arroz.
Estas mejoras genéticas se basan en los requerimientos de agricultores y de los
consumidores, tales como mayor rendimiento o mejor calidad. Actualmente hay muchas
variedades como el INIAP 415 (CIAT, 1979), INAP11 (CIAT, 1989), INAP12 (CIAT,
1994), INIAP14 (IRRI, 2000), INIAP15 (INIAP, 2006), INIAP16 (INIAP, 2007) y la
mas reciente es la INIAP17 (INIAP, 2010). En general, cada nueva variedad representa
una mejora significativa durante al menos un rasgo clave en la parte superior de los

logros ya alcanzados.

Mas que tener una mejor molienda y cualidades de coccion, estas variedades mejoradas
tienen cada vez una mayor resistencia a las plagas locales, tales como virus hoja blanca
y las condiciones climaticas adversas; también algunas variedades autoctonas como
Donato y 1001, y las variedades que han sido importadas de paises vecinos, como

conejo, F-50 y Carvajal. (22)



2.6 CONSUMO EN EL ECUADOR

El arroz es un alimento basico para los ecuatorianos y la mayoria de la produccion del
Ecuador se consume localmente. Se espera que el consumo total puede llegar a 725 mil

toneladas métricas (TM), en respuesta al aumento de la poblacién.

El consumo per cépita en el Ecuador es de aproximadamente 5 TM por mes. Al igual
que con el trigo y otras fuentes de hidratos de carbono, el consumo parece estar
disminuyendo ligeramente entre la poblacion ecuatoriana debido a consideraciones
dietéticas. Las ventas de arroz se comercializan tradicionalmente a través de mayoristas
en sacos de cien libras (45 kg) o a través de pequerfias tiendas por libras. Los precios
varian dependiendo del canal de comercializacién. Por ejemplo, el precio oficial mayor
del saco de 100 libras es de $ 36 a 38, mientras que las ventas de la libra puede hacer
crecer el precio a $ 50 por saco. Aproximadamente el 80 por ciento de las ventas de

arroz se hacen en sacos o por la libra.

Ademas, como resultado de la expansion de supermercados en las principales ciudades
de Ecuador, los habitos de compra han cambiado hacia la compra de bolsas de marca de
2 0 5 kg. Se estima que 15 a 20 por ciento de las ventas totales de arroz ahora se realiza
a través de los supermercados en estas presentaciones. Ecuador también esta
experimentando un aumento de la gama de variedades de arroz disponible para la
compra. Las variedades de arroz son el arroz basmati, arroz salvaje, risotto, y el arroz de

sushi pero las cantidades importadas son ain muy limitadas.(23)

2.7 EL ARROZ Y LA SEGURIDAD ALIMENTARIA

El arroz constituye el componente méas importante del régimen alimentario humano por
lo que es necesario que sea seguro y de calidad aceptable para el consumidor. Deben
aplicarse practicas agricolas adecuadas cuando se cultiva el arroz y se controlan las
plagas. Después de la cosecha, la elaboracién, el almacenamiento y la distribucion
eficientes en el lugar de produccion se debe garantizar que la calidad. Por ejemplo, el

secado inadecuado de los granos puede ocasionar el crecimiento de hongos.
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Se estima que el cultivo y elaboracion del arroz es también la fuente principal de
empleo e ingresos para unos 2 000 millones de personas a nivel mundial. Los pequefios
agricultores de los paises en desarrollo producen y consumen aproximadamente el 90
por ciento del arroz mundial. En buena parte de los paises mas pobres de Asia, el 60 por
ciento de las tierras de cultivo se dedican al arroz y los segmentos mas pobres de la
poblacion gastan entre el 20 y el 40 por ciento de sus ingresos en dicho producto. (24)

2.8 MICOTOXINAS

El término de micotoxinas se refiere a una variedad de compuestos altamente tdxicos
que son el resultado de un metabolismo secundario de origen fungico y que son
producidos en diferentes sustratos bajo ciertas condiciones climatoldgicas. La mayoria
han sido identificadas como metabolitos secundarios de los Fungi imperfecti, entre los
que cabe destacar particularmente los del género Aspergillus, Penicillium, Fusarium,

Claviceps, Alternaria, Neotyphodium, Stachybotrys, Myrothecium, Phoma y Diploidia.

Las micotoxinas, que derivan de las palabras griegas mikes y toxina, que significan
hongo y veneno respectivamente, son compuestos que tiene lugar cuando la fase de
crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, siendo a menudo

asociado con la diferenciacion y la esporulacién.(25)

Las especies de aflatoxinas son conocidas por ser mutagénicas, cancerigenas y
teratogénicas. La principal fuente de aflatoxinas para el ser humano y animales es la
ingestion a traves de la alimentacion. Recientemente se ha identificado que la
colonizacion de hongos producen compuestos de bajo peso molecular llamados
metabolitos secundarios o micotoxinas, las cuales son moléculas muy largas pero no
volatiles.(26)

2.8.1 CLASIFICACION DE LAS MICOTOXINAS

La clasificacion considera aspectos basados en los mecanismos moleculares o
activacion bioldgica, asi como la afinidad por organelos celulares, definiendo entonces,

caracteristicas toxicoldgicas y transformaciones metabolicas.

Segun este criterio las micotoxinas se clasifican en:
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a. Inhibidores de la produccion de energia. Acttan inhibiendo la actividad de los
adenosintrifosfatasa (ATPasa), inhibiendo en consecuencia, la fosforilacion oxidativa
celular y otros como citreoviridinas; luteoskirina, ergocromos, etc.

b. Inhibidores de sintesis de proteinas: Actlan inhibiendo ya sea al inicio de la
sintesis, tricotecenos tipo | (ej.: verrucarina A, fusarenona-X, nivalenol, etc...), o
inhibiendo la elongacién y término de la proteina, tricotecenos tipo ET (ej.:
deoxinivalenol, crotocina, verruvarol, etc...). Otras micotoxinas inhiben en forma
competitiva la actividad de la fenilalanil-t RNA sintetasa (ej.: Ocratoxina A).

C. Modificador de citoesqueleto. Actdan modificando las funciones de los
microfilamentos y microtibulos celulares. Ejm: griseofulvina, citocalasinas,
cloropeptido.

d. Micotoxinas estrdgenicas. Provocan respuestas de crecimiento de masa en el
utero y de alteracion de niveles circulantes de hormonas. Ejm: zearalenona.

e. Generadores de temblor (tremorgenos) Actlan sobre el sistema nervioso central
induciendo temblores generalizados en animales. Ejm: penitrem A.

f. Micotoxinas cancerigenas. Provocan desarrollo de tumores en higado y en

corteza renal. Ejm: aflatoxinas, esterigmatocistina. (27)

2.8.2 CONDICIONES DE PRODUCCION DE MICOTOXINAS

En general los hongos pueden crecer y producir toxinas en un amplio rango de sustratos.
Las especies fungicas toxicogénicas que se encuentran mas frecuentemente en los
alimentos pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. El contenido
en humedad, pH, temperatura, presencia de oxigeno y tiempo para el crecimiento
fangico son los factores ambientales mas criticos que determinan la produccion de

micotoxinas en un sustrato. (28)

Ademaés otros factores importantes son la constitucion del sustrato, la integridad del
grano, el dafio mecéanico térmico, cantidad de inoculo de hongo, la cepa de hongo, asi

como la accion e interaccion del hongo con el sustrato.

La presencia de un hongo toxicogénico en un alimento indica un posible peligro
potencial, pero el diagndstico final se puede realizar por la identificacion de la toxina
especifica, ya que la presencia del hongo no indica por si misma que haya evidencia de

produccién de toxinas. Una determinada toxina puede persistir en el sustrato aunque el
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hongo que la ha producido no subsista mucho tiempo; un determinado hongo puede ser
capaz de producir mas de una toxina, y una determinada toxina puede estar producida
por hongos de diferentes géneros. La mayoria de los productos agricolas pueden ser
susceptibles de contaminacion casi en cualquier momento, desde su produccion en el

campo, durante la cosecha, en el transporte y almacenamiento. (29)

Los rangos de temperatura minima para el crecimiento de A. parasiticus es 6.8° C, el
maximo es de 44-46° C, y el optimo es de 25-35° C. A. flavus puede producir
aflatoxinas en una amplia gama de temperatura entre 12° C y 34° C e inhibir la
produccién de aflatoxina a 36 ° C mientras que la produccion méxima es a una
temperatura de 28-30° C. Hay muchos factores que afectan el crecimiento de los hongos
del género Aspergillus y el nivel de contaminacion por aflatoxinas en los alimentos. Los
factores que afectan a la contaminacién por aflatoxinas son el clima de la region, el
genotipo del cultivo plantado, tipo de suelo, temperaturas minimas y maximas diarias, y
la evaporacidn neta diaria. La contaminacion por aflatoxinas también es promovido por
el estrés o dafio a la cosecha debido a la sequia antes de la cosecha, la actividad de
insectos, mal momento de la cosecha, fuertes lluvias en la cosecha y poscosecha, y el
secado inadecuado antes de su almacenamiento; sumado a ello la humedad,
temperatura, aireacion durante el secado y el almacenamiento siguen siendo los factores

mas importantes. (30)

2.9 AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son las micotoxinas de mas amplia distribucion en el mundo,
contaminantes en muchos tipos de alimentos, por lo que son las mas estudiadas
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son los agentes mas frecuentemente

implicados en la contaminacion por aflatoxinas.(31)

Las especies de Aspergillus son capaces de crecer en una variedad de sustratos y bajo
una variedad de condiciones ambientales. Por lo tanto, la mayoria de los alimentos son
susceptibles a los hongos aflatoxigénicos, en alguna etapa de la produccion,

procesamiento, transporte y almacenamiento.(32)
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2.9.1 AGENTES PRODUCTORES

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son los agentes més frecuentemente
implicados en la contaminacion por aflatoxinas. Aspergillus flavus puede ser dividido en
dos morfotipos distintos, las cepas S y L. Cada morfotipo estd compuesto por linajes
clonales (Grupos vegetativos compatibles GVC) definida por un sistema de
compatibilidad vegetativa que limita el flujo de genes entre individuos similares. Ambos
morfotipos y GVC difieren en varias caracteristicas; y méas frecuentemente estudiado
por su capacidad de produccién de micotoxinas. La cepa S, en promedio, produce
concentraciones mucho mas altas de aflatoxinas que la cepa L. En consecuencia, si la
cepa S comunmente infecta un cultivo vulnerable, este morfotipo es un objetivo
primordial de la gestion de la contaminacion por aflatoxinas. Miembros de diferentes
cepas L-GVC varian ampliamente en su capacidad de producir aflatoxinas. Algunos
miembros de la cepa L-GVC produce grandes cantidades de aflatoxinas y otras escasa
cantidad. Los morfotipos aislados que no producen aflatoxinas se denominan "atoxicas".
(33)

2.9.2 ESTRUCTURA QUIMICA

Constituyen un grupo de compuestos fluorescentes quimicamente relacionados con
estructuras de difuranocumarinas. Las mas importantes son las aflatoxinas B; (AFB;),
B, (AFB;), G: (AFG;) y G, (AFG,), que son halladas frecuentemente unidas en
diferentes proporciones en los alimentos contaminados. La AFB; es la mas frecuente y
toxica. Su nomenclatura esta basada en sus propiedades fisico-quimicas, ya que las B
presentan fluorescencia azul (blue) y las G fluorescencia verde (green) cuando se
observan bajo la luz ultravioleta. El subindice 1 indica mayor movilidad cromatogréafica
que el 2.(34)

Actualmente, se han identificado 18 tipos diferentes de AF, de las cuales solo 6 tienen
significacion como contaminantes de los alimentos: las AF del grupo B (B1 y B»), G (G,
y G2) y M (M1 y My). La numeracion 1 y 2 dentro de cada grupo hace referencia a su
movilidad cromatografica relativa. Las AF del grupo M son metabolitos del grupo B. La
aflatoxina By (AFB;), al igual que la G; (AFG,), es resultado del metabolismo de los
hongos micotoxigénicos. Las aflatoxinas B,a y G,a (AFB,a y AFG,a) se forman a partir

de B; y Gy, respectivamente, en medios fuertemente acidos.(4, 35)
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2.9.3 MECANISMOS DE TOXICIDAD

Las aflatoxinas son absorbidas en el tractogastrointestinal debido a su alta
liposolubilidad, son biotransformadas en el higado por enzimas microsomales de la
superfamilia del citocromo P450 entre las que se encuentran CYP1A2, 3A4, 3A5y 3A7.
Las dos enzimas mas importantes son representadas por la CYP3A4 que interviene en la
formacion de la forma exo-epdxido y el metabolito AFQ;. La CYP1A2 forma en su
mayoria la forma endoepoxido y la AFM;. En humanos adicionalmente se producen
otros metabolitos como son aflatoxicol, AFP;, AFB2a y AFB;.,, dihidrodiol, el tiempo
de vida media plasmatica para la AFB; es de 36.5 minutos, su volumen de distribucién
14 por ciento del peso corporal y el aclaramiento de la dosis total de AFB; se excreta en
una semana. La AFM; se excreta en las 48 horas siguientes a la ingestion y representa

entre el 1-4 por ciento de la AFB; ingerida.(36)

Los cuadros hemorragicos asociados con las aflatoxinas se explican por la estructura de
la molécula de AFB; (un dihidrofurano con una estructura cumarinica), que inhibe los
factores de coagulacion dependientes de la vitamina K, ademas, esta implicada en la
disminucion en la sintesis de fibrindgeno y otros aspectos de la coagulacion a nivel
hepético.(31)

Las dosis altas de aflatoxinas producen dafio hepético severo, mientras que dosis bajas
prolongadas provocan reducida tasa de crecimiento y agrandamiento del higado. En los
brotes de corto plazo, las muertes se producen después de un corto periodo de falta de
apetito. Los vasos sanguineos se rompen, causando una hemorragia interna, y la
ictericia a menudo se desarrolla. Brotes menos graves son mas habituales, y condiciones
como debilidad, perdida de apetito. Dificultades respiratorias a menudo se desarrollan, y
la respuesta al tratamiento es generalmente pobre.(37)

2.9.4 EFECTOS EN LA SALUD HUMANA

Dentro del grupo de aflatoxinas la de mayor importancia en salud publica es la
aflatoxina B;, ésta se relaciona con el desarrollo de carcinoma hepatocelular en
poblaciones que consumen alimentos contaminados. Su mecanismo de accion tdxica,
involucra la formacion de ligandos entre uno de sus metabolitos, producido en el higado

luego de la ingestion de la toxina, con el ADN de los hepatocitos, causando alteraciones
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en su replicacion, estd clasificada dentro del grupo I segin la IARC, por su efecto
carcinogénico para humanos y animales.(38)

Cada afio en el mundo se presentan 250 mil casos nuevos de céncer hepético, de los
cuales mas de 190 mil ocurren en paises en desarrollo, principalmente Africa y China.
En América Latina, se registra el cancer de higado en el cuarto lugar de muerte por
cancer, sin que esto se asocie a altas tasas de hepatitis B, cirrosis u otras enfermedades
hepéticas. A pesar de que mas del 60 por ciento se codifica como cancer de higado no
especificado como primario ni como secundario, con frecuencia el cancer secundario
por metastasis se diagnostica y luego se codifica como primario cuando en realidad se
trata de lesiones malignas producto de una lesién de origen no determinado de

diagndstico tardio.(36)

En nuestro pais las investigaciones que se han efectuado sobre la presencia de
aflatoxinas en los alimentos y su efecto en la salud humana son muy pocos. Sobresalen
los trabajos del Dr. Gonzalo Sierra Briones (Universidad Agraria), que en 1994
comprueba que en algunas muestras de alimentos tomados al azar en un mercado de
carnes, visceras y alimentos procesados habia Aspergillus flavus. También el Dr. Ramén
Lazo (Universidad de Guayaquil), a partir de 1965 hace estudios investigativos no solo
de Aspergillus sino de otras micotoxinas provenientes de otros géneros de hongos y su
incidencia en la salud humana. Asi mismo encontramos diversos trabajos del
Dr.Jefferson Aragundi (Universidad de Quevedo) y de los Ingenieros L. Arauja, J.
Delgado y F. Maza (Universidad de Machala) que observan la presencia de aflatoxinas

tanto en alimentos para animales como en alimentos de consumo humano.(39)

2.9.5 INCIDENCIA EN ALIMENTOS

Las aflatoxinas son frecuentemente aisladas de alimentos como maiz, arroz, mani y
otros, que han tenido un mal manejo post-cosecha. La presencia de aflatoxinas en los
cereales esta asociada, tanto a las condiciones de almacenamiento inadecuadas, como a
la contaminacion del producto en el campo. Los factores que afectan la contaminacion
de los granos incluyen la cantidad de esporas inoculadas, la tensién durante el
crecimiento de las plantas, las poblaciones de insectos y acaros, los dafios causados por
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otros hongos, las variedades susceptibles o resistentes de las plantas, el dafio mecanico,
el dafio por tormenta, el dafio por aves, la nutricion mineral de la planta y la temperatura
ambiente.(40)

2.9.6 NIVELES MAXIMOS ADMITIDOS

El valor limite es la suma de todas las aflatoxinas con un valor promedio de B; + B, +
Gy + G2: 4,0 pg/kg., determinado por las normativas de la Unidn Europea y para

aflatoxina B, es de 2 pg/Kg para alimentos como cereales entre ellos el arroz.(41, 42)
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3. DISENO Y METODOLOGIA

3.1 DISENO Y TIPO DE LA INVESTIGACION

La investigacion correspondié a un disefio no experimental de corte transversal;

cuantitativa y de laboratorio.

3.2 UNIVERSO

El universo estuvo constituido por los 112 locales de expendio de viveres y
distribuidoras de arroz en el Mercado Mayorista “El Arenal” de la ciudad de Cuenca, el
cual es considerado como el principal centro de suministro de viveres tanto para la
poblacién cuencana como para otros sectores de la Provincia del Azuay. Para ellos se
determinaron los locales tanto internos y externos del mercado, que tenian entre sus

productos de venta esta graminea.

3.3 TAMANO MUESTRAL

El tamafio de la muestra estuvo compuesto por un total de 90 especimenes. Estas fueron
recolectadas durante seis meses, en cada mes se analizaron 15 de ellas; cumpliendo los
criterios de inclusion y exclusion, aplicando el procedimiento descrito en el Anexo
(9.1).

3.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

3.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Todas las muestras expendidas en tiendas, abarrotes y comisariatos que se encuentren

dentro del area del mercado y durante el periodo de estudio.

Muestras con identificacidn de origen, nimero de muestra, fecha de recoleccion, cédigo

de identificacion y correctamente embaladas.
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3.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Aquellas muestras que no pertenecen al universo o recolectadas fuera del periodo

establecido.

Muestras que no posean identificacion de origen, fecha de recoleccion, codigo de
identificacion y no se hallen correctamente embaladas.

3.5 MANEJO DE ESTUDIO

3.5.1 ASPECTOS ETICOS-LEGALES

La presente investigacion no pretende afectar de ninguna manera a las marcas
comerciales por lo que su mencién es excluida, las muestras fueron identificadas por

cddigo y los datos manejados con absoluta confidencialidad.

Asi también se cuenta con la autorizacion de la Dra. Silvana Donoso Moscoso,
Directora del Laboratorio de Alimentos del Proyecto VLIR-IUC “Alimentacion,
Nutricion y Salud” ubicado en la Quinta de Balzain de la Universidad de Cuenca para la

ejecucion de los anélisis en el laboratorio. Anexo (9.2).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. LUGAR Y PERIODO DEL ESTUDIO

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Alimentos del Proyecto VLIR-IUC
“Alimentacion, Nutricion y Salud” ubicado en la Quinta de Balzain de la Universidad
de Cuenca, Calle Victor Manuel Albornoz, en la ciudad de Cuenca, perteneciente a la
Provincia del Azuay, teléfono (07)4051000 ext. 4124-3152.

Las muestras fueron recolectadas durante un periodo de seis meses que correspondieron
al segundo trimestre del afio 2014. Un promedio de 15 muestras mensuales fueron
recolectadas el primer sabado de cada mes, ya que es el dia de mayor afluencia al lugar

de muestreo.

4.2. INSTRUMENTOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.2.1. INSTRUMENTOS

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos y de resultados Anexo (9.3).Anexo (9.4).

4.2.2. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.2.2.1 Tratamiento de las muestras.

Las muestras de arroz fueron almacenadas en condiciones de temperatura y ambiente
seco (20°C), dentro de fundas plasticas. Una vez recolectadas todas las muestras por
cada mes, fueron finamente molidas y almacenadas en fundas de papel debidamente

etiquetadas a temperatura ambiente hasta su analisis.

4.2.2.2 Andlisis de aflatoxinas By B, G1 y G,

Los andlisis se realizaron utilizando un Cromatografo Liquido de Alta resolucion
(HPLC) en fase reversa con detector de fluorescencia que permite realizar la
determinacion de la aflatoxina B;, B, G1 y G, en la misma corrida del equipo. Para ello

se utilizo el protocolo estandarizado para el analisis de aflatoxinas. (43-45)
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4.2.2.3 Preparacion de la muestra

Extraccion: en un una botella de vidrio tapa rosca se colocdé 20 g. de arroz
finamente molido con 40 mL de una mezcla metanol/agua (80:20, v/v). Se agitd
vigorosamente por un minuto y se adicion6 2 g. de NaCl. Agitamos nuevamente
por un minuto. Seguidamente, la mezcla se colocé en el agitador horizontal por
10 minutos a 300 rpm. Una vez transcurrido el tiempo, se filtro la mezcla (papel
filtro Whatman No.1) y el filtrado fue centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm.
Dilucién: Se tom6 5mL del sobrenadante y se afiadié 25mL de Buffer de fosfato
(PBS-pH 7.4).

Lavado (clean-up): la muestra diluida fue purificada por medio de cartuchos de
inmunoafinidad (IAC), los cuales fueron previamente lavados con 1 mL de PBS.
A continuacion se hizo pasar el extracto diluido a través del cartucho a una
velocidad de flujo de 2-3 mL/min. Se realiz6 un lavado posterior con 10 mL
PBS seguido de 10 mL de H,O0 tipo I, a una velocidad de flujo de 5 mL/min. Se
aplicé una ligera corriente de vacio en el cartucho (10 segundos). Finalmente las
aflatoxinas fueron eluidas del cartucho con 1 mL de metanol en 2 pasos de 0.5
mL cada uno dejando en contacto el metanol con el cartucho por 1 minuto antes
de la elucién. Finalmente, se hizo pasar por el cartucho 0.5 mL de H,O que se
recolectaron conjuntamente con el eluido. El extracto final (1.5 mL) fue
evaporado a sequedad bajo una corriente de nitrégeno.

Derivatizacion: El extracto puro y seco fue redisuelto con 200 uL de hexano y
se afiadio 50 pL de acido trifluoroacético (TFA). La mezcla fue homogeneizada
usando un vortex por 30 segundos. Finalmente el extracto derivatizado fue

evaporado a sequedad bajo una corriente de nitrégeno.

4.2.2.4 Anélisis por HPLC

Para el analisis de aflatoxinas, el residuo seco fue reconstituido con 1000 pL de una

mezcla metanol/agua (MeOH/H,0, 1:1, v/v) y homogeneizado en un bafio ultrasénico a

30°C por 10 minutos. El extracto reconstituido fue filtrado a través de un filtro de poro

0.45 pm y colocado en un vial de HPLC. Finalmente, un volumen de 5 pL fue
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inyectado en el HPLC. La separacién cromatografica se realiz6 en una columna
ZORBAX Eclipse Plus Cig (250 mm x 4.6 mm x 5 um tamafio de poro). La temperatura
de la columna para el analisis fue 40 °C. La separacion se consiguié con una elucion de
tipo gradiente a una velocidad de flujo de 1,2 mL min™ usando las siguientes fases
moviles: (Tabla 1)

Fase mdvil A. mezcla de agua/metanol/acetonitrilo (H,O/MeOH/ACN, 89:10:1, v/v/Vv);
Fase movil B. acetonitrilo (ACN)

Fase movil C. metanol (MeOH).

Las aflatoxinas fueron detectadas a una longitud de onda de 365 nm de excitacion y
455 nm de emision para AFG, y AFB, y 432 nm de emision para AFG; y AFB;. El

analisis tuvo una duracién total de 18 minutos.

Tabla 1. Programa de elucion tipo gradiente.

Fase Mdévil

A B C
Solvente

H20/MeOH/ACN ACN MeOH
Minutos (89:10:1, viviv)

0-1 59 % 25 % 16 %
1-10 14 % 70 % 16 %
10-13 14 % 70 % 16 %
13-13.5 59 % 25 % 16 %

18 59 % 25 % 16 %
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El método estandarizado presenta las siguientes caracteristicas analiticas:

Tabla 2. Caracteristicas del Método Analitico

Caracteristicas del método analitico de aflatoxinas

AFB; AFB; AFG; AFG;
Limite de
deteccion ua/kg 0,55 0,59 0,77 0,90
Limite de
cuantificacion Mg/kg 1,95 1,85 1,45 1,80
Precision intra-dia
(repetibilidad) % CV 9 10 4 9
Precision inter-dia % CV 10 15 10 19
Rango lineal pg/kg 0,2-4 0,2-4 0,2-4 0,2-4
Linealidad (R?) - 0,989 0,9908 0,9947 0,9881
Recuperacién
(recovery) % 75 31 67 43

4.2.2.5 Preparacion de la curva de calibracion.

Se prepararon soluciones estandar de aflatoxina By, B, G; y G2, a partir de una solucion
madre de 0.1 mg/mL. Cada estandar fue reconstituido con acetonitrilo. Para la curva de
calibracion de aflatoxinas se partio de una mezcla de estandares secos de aflatoxinas By,
B, G1 y G, de 100 pL , para llegar a 5000 ng/mL y se disolvié con 1000 uL de
acetonitrilo (dilucién 1/10) consiguiendo una solucion estandar de 500 ng/mL, de la
cual se prepararon las siguientes diluciones: 75, 50, 40, 25, 20, 15, 10, 7.5,5,2.5,1,0.5
y 0.1 ng/mL (Tabla 3).
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Tabla 3. Preparacion de soluciones estandares para aflatoxinas.

Stock
Concentracioén (ng/pL) 500 ngimL_ MeOH/H,0 (1:1)
75 150 850
50 100 900
40 80 920
25 50 950
20 40 960
15 30 970
10 20 980
10 ng/mL
7.5 750 250
50 ng/mL
5 100 900
5 ng/mL
2.5 500 500
1 200 800
0.5 100 900
1 ng/mL
0.1 100 900

4.2.3 Andlisis de datos

El calculo del nivel de contaminacion de aflatoxinas se hizo siguiendo la siguiente
ecuacion:
C, (ng/mL)
g (g/mL)
Donde C; = concentracion de micotoxina presente en la alicuota inyectada; g = gramos

de muestra por mililitro en la inyeccion. Los gramos por mililitro al momento de la
inyeccidn fueron 1 g para aflatoxinas.

C (ng/g) =



El andlisis de los resultados incluyo estadistica descriptiva para presentar las

caracteristicas de almacenamiento. Los resultados se presentaron con medidas de

tendencia central y con tablas de contingencia. Los resultados individuales para cada

muestra se indican en el Anexo (9.5).

4.3. RECURSOS

4.3.1. RECURSOS HUMANOS

El personal humano que colaboré con esta investigacion fue conformado por la
estudiante de tesis, directora y revisor de tesis, asi como el personal de laboratorio.

4.3.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

Los equipos y reactivos se detallan a continuacion:

EQUIPOS MARCA MODELO SERIE

HPLC AGILENT 1200 DEGASSER G1322A (S/N:
JP73068385), QUAT PUMP
G1311A (S7N: DE62969189),
ASL G1329A (S/N:
DE64771509), TCC G1316A
(S/N:  DE63073692), DAD
G1315D (S/N: DE64260378),
FLD G1321A (S/N:
DE60558493)

Columna AGILENT ZORBAX SB-C18
884950-567

Generador de Nitrogeno | DOMNICK G4510 W

HUNTER 10LNO0027

Balanza analitica BOECO BBL31 2240420

Purificador de agua tipo | BARNSTEAD D11931

1 1370

Destilador de agua FANEM 724 TAE-48874

Refrigeradora INDURMA RI1-425 1056003380088

Vortex VELP F202A0173

SCIENTIFICA 146526
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Céamara de extraccion | NOVATECH CE-180EA
de humos y vapores.

055646
Micropipeta SUMEDIX 5-50 uL 175793
Micropipeta SUMEDIX 100-1000 uL 334583
Centrifuga HETTICH EBA 20 0010263-01-00
Agitador horizontal VWR 3500

090723008
Cémara de extraccion al | WATERS SIN
vacio (Manifold) S/N

REACTIVOS

Metanol grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC

Agua tipo |

Acido Trifluoroacético grado HPLC

Cloruro de sodio grado HPLC

Buffer Fosfato salino (PBS)

Estandar de aflatoxina By, B,, G, G»

Columna de inmunoafinidad para aflatoxinas

Columna ZORBAZ C18 Agilent
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 GENERALIDADES DE LA POBLACION ESTUDIADA

De un total de 90 muestras de arroz que fueron analizadas utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion, 34 muestras resultaron positivas para aflatoxinas totales,
para aflatoxina B; 25/90, para B, 9/90, G; y G, 3/90 respectivamente. La poblacion
estudiada corresponde a las muestras recolectadas de tiendas, abastos y comisariatos del
Mercado Mayorista “El Arenal” de la ciudad de Cuenca, el mismo que esta constituido

por 112 locales de expendio de viveres.

El producto escogido para esta investigacion fue el arroz de consumo que se expende en
los diferentes locales ubicados dentro del mercado durante los meses de Julio a
Diciembre del 2014.

La mayor concentracion de muestras provino de las tiendas 80%, seguido de los abastos
14,44% vy finalmente los comisariatos con un 5,56%, donde las condiciones como
almacenamiento y ambiente influyen en la presencia de aflatoxinas en las muestras

recolectadas.

5.2 CONTAMINACION DEL ARROZ CON MICOTOXINAS

5.2.1. ANALISIS DE AFLATOXINAS

Las tasas de contaminacion, media, SD y todos los rangos de aflatoxinas en las muestras

de arroz analizadas se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Niveles de aflatoxinas en 90 muestras de arroz al granel.

Desviacion
Aflatoxina Media Minimo Maximo ,

estandar
Aflatoxina B; (ng/kg) 0,12 0,11 1,28 0,25
Aflatoxina B, (ng/kg) 0,03 0,10 0,59 0,11
Aflatoxina G; (ng/kQg) 0,01 0,23 0,45 0,06
Aflatoxina G, (ng/kQg) 0,01 0,19 0,45 0,06
Aflatoxinas B1,B;, G1, G2 (1g/kg) 0,04 0,16 0,69 0,05

La aflatoxina de mayor incidencia fue la aflatoxina B, con una media de 0,12 pg/kg
siendo méas baja para aflatoxina B, con un 0,03 pg/kg, para aflatoxina G; con el 0,01
ug/kg y con valor similar para aflatoxina G, con 0,01pg/kg, informacién que orienta
hacia una incidencia baja de aflatoxinas en este cereal, segin los parametros

establecidos por la Union Europea.

En general los datos de contaminacion en el arroz de consumo fueron
considerablemente bajos, sugiriendo una reduccién sustancial en la contaminacion de
micotoxinas con el proceso de pilado o descascarado del arroz como se describe en
otros estudios.(46, 47)

A nivel del pais se posee escasa informacion en relacion a los niveles de contaminacion
de aflatoxinas en arroz de consumo. Solo una muestra analizada presentd una
concentracion de 1.28 pg/kg para AFBy, pero que no llega a sobrepasar el limite de 2
Mg/kg para AFB; establecido por la Union Europea para arroz.

En general los rangos de contaminacion de arroz de consumo son considerablemente
bajos , lo que sugiere una reduccién de aflatoxinas con el proceso de pilado, tal y como
se describe en otros estudios .(46, 47)
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El gréafico 1 indica que una mayor presencia de Aflatoxina By, By, G1, G, a nivel de las
muestras recolectadas en las tiendas, seguida de los abastos con presencia para
aflatoxina B1y By, y con un nivel muy bajo para los comisaritos ya que representan un

nmero menor en proporcion con otros locales.
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Gréfico 1. Prevalencia de muestras positivas en los diferentes lugares de muestreo.

A pesar de haberse encontrado aflatoxinas en otros tipos de alimentos; los niveles
encontrados en este estudio son similares a otros realizados en Venezuela donde se
evidencid la presencia de aflatoxinas en arroz con céscara en una concentracion de
0,22ug/g pero aun manteniéndose por debajo de la norma dictada por la Unién Europea.
(48)

El uso de buenas practicas de cultivo y almacenamiento de alimentos puede reducir el
riesgo de contaminacion por micotoxinas. Formas de prevenir la contaminacion fungica
en los distintos subgrupos de arroz residen principalmente en la adopcion de buenas

practicas agricolas de secado y almacenamiento.(49)

En alimentos como el arroz posee mayor capacidad de contaminacion microbioldgica y
por ende fungica. El uso de fungicidas en las plantaciones de arroz podria ser una de las

razones para encontrar una baja incidencia de aflatoxinas en las muestras. (50)
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El Gréfico 2 indica la presencia de aflatoxinas en los diferentes contenedores donde se
encuentran las muestras para la venta al publico; la mayor contaminacion se registré en
las nuestras de fundas plasticas para la aflatoxina B; con un 18.89%, seguido de la
aflatoxina B, con un 5, 56%. En los recipientes como sacos Yy tanques de madera se
obtuvo una contaminacion del 3.33% para aflatoxina B;, mientras que para B, en sacos
y tanques de madera fue de 1, 11% y 3,33% respectivamente. En tanques de acero
inoxidable se aprecia la ausencia de aflatoxinas B,, G1 y G,. Los ejemplares que se
encontraban en tanques plasticos demostraron ausencia de aflatoxinas La no presencia

de aflatoxina G; también se evidencio en las muestras recolectadas de tanques de

madera.
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Gréfico 2. Relacién entre la concentracion de aflatoxinas y el tipo de

almacenamiento.

En una investigacion realizada se encontré que 12 de 56 muestras contaminadas con
aflatoxinas provenientes de contenedores de paja de arroz tejida , ollas de barro , hierro

y sacos de yute .(51)

La presencia de aflatoxinas en las muestras de arroz recolectadas de los diferentes
recipientes de almacenamiento puede producirse cuando se expone el producto
almacenado a diferentes temperaturas; la humedad relativa del aire que circula por el
arroz almacenado tiende a equilibrarse con la humedad propia del grano; asi también la
cantidad de agua presente en forma de vapor puede incrementar con la temperatura,: el
agua se condensa de esta forma sobre los granos y sobre las paredes de los recipientes

frios lo que puede dar paso a una nueva contaminacion fungica.(17)
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En el grafico 3 la presencia de aflatoxina B; fue mayor durante el tiempo de
almacenamiento de 0-3meses con un 20% de muestras positivas, en comparacion con
las muestras almacenadas durante 3-6 meses que fue del 7.78%. Las Aflatoxinas B,, G;
y G2 mostraron igual comportamiento que B; haciendo su presencia como muestras
positivas durante el tiempo de almacenamiento de 0-3 meses. Cabe destacar que el
periodo de almacenamiento corresponde al tiempo que el producto permanece a la venta
y que la presencia de aflatoxinas en el periodo de 0-3 meses es mas alta que en el de 3-
6 sin considerar el tiempo que las muestras de arroz han sido almacenadas previamente
y corresponden al arroz con mayor tiempo de almacenamiento en las bodegas de las
piladoras antes de ser colocadas a la venta.
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Gréfico 3. Relacién de aflatoxinas y el tiempo de almacenamiento en el lugar de

expendio.

En estudios realizados se ha informado de que el aumento en la formacion micotoxinas
puede deberse por las fuertes lluvias, retraso en el almacenamiento y altos contenidos de
humedad durante el almacenamiento. (51)



31

En una investigacion donde se evalud la relacion entre la contaminacion aflatoxinas y el
almacenamiento de arroz de grano entero recogidos en Liaoning en China, las muestras
de arroz sin céscara almacenadas durante 1-10 afios evidencié una concentracion inicial
de 2,79-2,93 mg/kg y terminando con una concentracion mas alta de 6,23 mg/kg
después de 7-8 afios de almacenamiento.(52)

En otro estudio se observd como los métodos de secados utilizados en el proceso del
arroz proporciond altos niveles de contaminacion durante el almacenamiento con
aflatoxinas, medias alrededor de 13,7 mg/kg para AFB, y 145 mg/kg AFG,
respectivamente fueron determinadas después de 6 meses de almacenamiento.(53)Se
debe tomar en cuenta que las muestras analizadas no corresponden a un muestreo
sistematico, ni a un monitoreo permanente de la calidad e inocuidad del arroz, sino que
corresponden a un muestreo puntual. Existe la posibilidad de que los resultados
presenten variaciones segun la época del afio, condiciones climéaticas y ambientales en
el lugar de toma de muestra, por lo que se debe profundizar en el estudio con muestras

provenientes de otras regiones del pais. |
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se reportan los niveles de aflatoxina B;, By, Gi, G
encontrados en muestras de arroz, que fueron recolectadas en el Mercado Mayorista “El

Arenal” durante ¢l periodo de Julio-Diciembre del 2014.

La hipotesis planteada se cumplié ya que los valores encontrados en las muestras de
arroz que se expenden en los locales del Mercado Mayorista “El Arenal” son menores a

los limites establecidos por la Unién Europea para aflatoxinas.

La incidencia en el arroz evaluado puede suponer un potencial peligro para la Salud
Publica teniendo en cuenta que los valores se acumulan en el organismo a lo largo del

tiempo y sumada la importancia de su consumo en la dieta ecuatoriana.

Los resultados encontrados en la muestra estudiada, demostraron que no existe una
diferencia significativa en los niveles de contaminacion y que estos no guardan relacién
con el mes de estudio, el tiempo, tipo y el recipiente en donde es almacenado para su

venta.
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7. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos indicaron una baja presencia de aflatoxinas de tipo B;, By, G,
G, por lo que el proceso de pilado se consideraria como un método efectivo para la
remocion de estos contaminantes, sin embargo, es necesario continuar con estudios que

permitan garantizar disminucion y ausencia de las micotoxinas.

La contaminacién por aflatoxinas puede darse en cualquier fase de la cadena productiva,
lo que sugiere que se tomen medidas de control que garanticen la inocuidad de los

alimentos para ser consumidos.

La ampliacion del estudio con un mayor ndmero de muestras, permitira realizar
comparaciones con diferentes tipos de arroz y lugares de expendio, asi como la época

del afio, précticas agricolas y en las diferentes regiones del pais.

Otros alimentos deberian ser analizados con la finalidad de crear una base de datos que
se dirijan a establecer regulaciones nacionales que controlen la presencia de estos

contaminantes.
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9. ANEXOS

9.1 PROCOLO DE MUESTREO

INTRODUCCION

El muestreo juega un papel crucial en la precision del analisis de micotoxinas, las cuales
estdn muy heterogéneamente distribuidas en un lote. La muestra tomada se analizara y
servira para juzgar al lote completo, por lo que la negligencia durante el muestreo

resultaria en una evaluacion inexacta y erronea.

Se aplicara una seleccion uniforme de muestras, en la cual la muestra final representa al

promedio de toda la poblacion. Su aplicacion se resume en 4 etapas:

1. Toma de muestras se toman en pequefias cantidades de cada seccion del lote (1
Kg).

2. Reunir las muestras y mezclarlas cuidadosamente.

3. La muestra obtenida (agregada) es reducida por divisiones sucesivas en cierto

namero de muestras para analisis.

4. Las muestras para analisis se homogeneizaran a nivel del laboratorio y se

subdividiran para el analisis.

El plan de muestreo a ser aplicado es una adaptacion de la Regulacion 401/2006/EC.
En esta regulacion se compild y revisé las regulaciones anteriores de muestreo para
aflatoxinas (98/53/EC), ocratoxina A (2002/26/EC), patulina (2003/78/EC) y toxinas de
Fusarium (2005/38/EC). Se cita ademéas el documento guia sobre el control y
conformidad con la legislacion de EU para aflatoxinas, cuyo objetivo es aclarar algunos
articulos de la regulacion 401/2006/EC. Finalmente se ha considerado la informacion
préactica de la regulacion del Codex Stan 209-Rev.1, CX/CF 08/2/10, las pautas de la
FAO para el muestreo y determinacién de aflatoxinas en maiz al granel para
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exportacion y las pautas de la FAO por muestreo, manejo y preparacion de las muestras

en granos y cereales.
1. DEFINICIONES

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

LOTE
Cantidad de un alimento, identificable en un determinado momento, del cual se
ha declarado oficialmente que todo su contenido comparte caracteristicas
comunes como el origen, la variedad, el tipo de empaque, empaquetador o

consignador.

SUBLOTE
Parte designada de un lote en que se puede aplicar el método de muestreo. Cada

sublote debe estar fisicamente separado e identificado.

MUESTRA INCREMENTAL

Cantidad de material tomada de un lugar al azar del lote o sublote.

MUESTRA AGREGADA

Porcidn total que resulta de la acumulacion de las muestras incrementales.

MUESTRA PARA ANALISIS

Mouestra destinada al andlisis del laboratorio.

2. REQUISITOS GENERALES PARA EL MUESTREO

3.1.

3.2.

PERSONAL
El muestreo sera realizado Unicamente por personal autorizado y designado para

esta actividad.

MATERIAL A SER MUESTREADO



3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.
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Todo el contenido del lote es susceptible de ser muestreado. Cada lote bajo
observacion se subdividira en el sublotes para su muestreo por separado.
MUESTRAS INCREMENTALES

Las muestras incrementales deben ser tomadas de varios y diferentes sitios del
lote 0 sublote. Cada muestra debe identificarse claramente por medio de
etiquetas.

MUESTRAS POR TRIPLICADO
Las muestras para analisis, defensa y referencia deberén tomarse de la muestra

final homogenizada.

EMPAQUETADO Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Cada muestra se ubicard en un recipiente limpio e inerte que ofrezca la
proteccion adecuada contra la contaminacion y dafios durante la manipulacion.
Todas las precauciones necesarias se tomaran para evitar cualquier cambio en la
composicion de la muestra que podria empeorar durante el transporte o
almacenamiento. Las muestras deben almacenarse en un lugar fresco, seco y

Ooscuro.

SELLADO Y ETIQUETADO DE MUESTRAS

Cada muestra seré sellada e identificada en el lugar del muestreo. Se debe llevar
un registro de cada muestra, permitiendo que cada lote sea identificado sin
ambigledad, con la fecha y lugar de muestreo junto con cualquier informacion

adicional.

PRECAUCIONES:

> Se deben considerar todas las medidas de seguridad para las personas
encargadas del muestreo y para no causar ningun dafio al lote muestreado.

> Los equipos utilizados deben estar limpios y libres de los residuos de
muestras anteriores para evitar cualquier tipo de contaminacion.

> Como la distribucion de micotoxinas es generalmente heterogénea, las
muestras, deben ser cuidadosamente homogenizadas por el personal del

laboratorio.
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> Durante el transporte, preparacion y andlisis, las muestras no deben ser
expuestas a la luz del dia (ej. las aflatoxinas gradualmente se degradan bajo la

influencia de luz ultravioleta).

4. MUESTREO AL GRANEL: PRODUCTOS EMPAQUETADOS (VENTA AL
POR MENOR)

4.1. Muestra incremental para lotes en puntos al granel

El peso de los incrementos dependeré del peso del paquete individual:

> En el caso de los paquetes con un peso mayor al del incremento requerido
(100 g), el peso de la muestra agregada serd mayor a 10 kg (aceptable hasta
30 kg). Si este muestreo produce inaceptables dafios econémicos, es posible
tomar un nimero suficiente de muestras individuales para completar con el

peso de la muestra agregada.

> Si el peso de un solo paquete es mucho mayor al requerido, entonces 100 g
(incremento) se tomaran de cada paquete. Esto puede hacerse en el sitio del
muestreo o en el laboratorio. Sin embargo, en algunos casos es necesario

aplicar un método alternativo de muestreo.

5. SELECCION DE LA MUESTRA INCREMENTAL

Cada parte del lote debe tener la misma oportunidad de ser escogida. Errores
sistematicos podrian aparecer si el equipo y procedimientos usados para la seleccion
reducen esas oportunidades. Los alimentos pueden comercializarse al granel, en
contenedores o0 en paquetes individuales y el método de muestreo puede aplicarse a

todas las diferentes formas en las que los alimentos son puestos en el mercado.
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6. PREPARACION DE LA MUESTRA

6.1. Mezcla y subdivision de la muestra agregada

En el laboratorio las 37 muestras deben mezclarse y luego subdividas en 3

muestras para analisis segun el siguiente proceso sistematico (44) (46):

a) Mezclar cuidadosamente las muestras agregadas.
b) Extender la muestra agregada en un rectangulo (espesor considerable).
c) Dividir el rectdngulo en 20 celdas iguales (~ 500 g cada una).
d) Tomar cierta cantidad de material de cada celda con una espatula grande desde
el fondo de la celda y distribuir en 3 porciones al azar (~1 kg).
e) De cada porcion (~1 kg) tomar un tercio de la cantidad de material al azar (~330
g cada uno) y mezclar las 3 porciones (~1 kg de muestra final).
La homogenizacion y subdivision de las muestras para analisis constituyen la Gltima
etapa del muestreo y se lo realizara en el laboratorio. Para esto se utilizara el equipo
moledor adecuado y se homogenizard en un ambiente mas propicio. De cada muestra

agregada se obtienen 3 muestras para analisis, y cada una sera subdivida asi (44):

a) Dividir la muestra final en 3 muestras iguales:
o dos para el analisis propiamente dicha

o unade referencia
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9.3 FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRAS

Fecha:

Ubicacion
Referencia

# Puesto

# Muestra

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

FICHA DE RECOLECCION DE INFORMACION

PROGRAMA DE POSTGRADO MICROBIOLOGIA AVANZADA

AFLATOXINA B;, By, G1, G, EN ARROZ AL GRANEL EN EL MERCADO
MAYORISTA EL ARENAL. CUENCA. 2014.

Tipo de almacenamiento:

Recipiente donde se almacena:

Cantidad recolectada:

Observaciones :

Firma del
Responsable:
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9.4 FICHA DE RECOLECCION DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
PROGRAMA DE POSTGRADO MICROBIOLOGIA AVANZADA

AFLATOXINA B1, B2, G1, G2 EN ARROZ A GRANEL EN EL MERCADO MAYORISTA EL ARENAL.
CUENCA 2014

Fecha:

Responsable:

# Muestra

Area

Tiempo de
retencion

Aflatoxina
Bl

Area

Tiempo de
retencion

Aflatoxina
B2

Area

Tiempo de
retencion

Aflatoxina
Gl

Area

Tiempo de
retencion

Aflatoxina
G2
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9.5 RESULTADO DE LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN

ARROZ
Concentracion Concentracién Concentracion Concentracion ~ Aflatoxinas
Mueftra Aflatoxina B; Aflatoxina B, Aflatoxina G; Aflatoxina G, totales
N ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg B1+B2tG1+G;
ug/kg
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,25 0,00 0,00 0,25
4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,28 0,00 0,00 0,00 0,28
6 0,00 0,00 0,32 0,00 0,32
7 0,00 0,32 0,00 0,00 0,32
8 0,78 0,00 0,00 0,27 1,05
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,31 0,00 0,00 0,00 0,31
11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,00 0,00 0,45 0,00 0,45
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,11 0,45 0,00 0,00 0,56
15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,52 0,59 0,00 0,00 1,11
18 0,43 0,00 0,00 0,00 0,43
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
21 1,28 0,00 0,23 0,00 151
22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 0,57 0,00 0,00 0,00 0,57
25 0,00 0,00 0,00 0,19 0,19
26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 0,00 0,29 0,00 0,00 0,29
28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
29 0,38 0,00 0,00 0,00 0,38
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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., . ., . Aflatoxinas
Muestra Concent_racmn Concent_racmn Concent.racmn Concent_racmn totales
5 Aflatoxina B; Aflatoxina B, Aflatoxina G; Aflatoxina G,
N ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg B1#B2+G1+G,
ug/kg
33 0,26 0,00 0,00 0,00 0,26
34 0,14 0,00 0,00 0,00 0,14
35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
36 0,57 0,00 0,00 0,00 0,57
37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
41 0,15 0,10 0,00 0,00 0,25
42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
45 0,30 0,00 0,00 0,00 0,30
46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48 0,16 0,00 0,00 0,00 0,16
49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
51 0,28 0,00 0,00 0,00 0,28
52 0,17 0,00 0,00 0,45 0,62
53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
54 0,00 0,12 0,00 0,00 0,12
55 0,98 0,00 0,00 0,00 0,98
56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
58 0,16 0,00 0,00 0,00 0,16
59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
62 0,46 0,00 0,00 0,00 0,46
63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
65 0,00 0,58 0,00 0,00 0,58
66 0,19 0,00 0,00 0,00 0,19
67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

69 0,38 0,00 0,00 0,00 0,38
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Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion  Aflatoxinas

MuNeftra Aflatoxina B; Aflatoxina B, Aflatoxina G; Aflatoxina G, totales
ug/kg ug/kg ug/kg ug/kg B1+B,+G;+G,
ug/kg
70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
75 0,35 0,00 0,00 0,00 0,35
76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
77 0,00 0,32 0,00 0,00 0,32
78 0,54 0,00 0,00 0,00 0,54
79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
86 0,91 0,00 0,00 0,00 0,91
87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Media 0,12 0,03 0,01 0,01 0,17
Desviacién

standard 0,24 0,11 0,06 0,06 0,29
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10. GLOSARIO

ADN: acido desoxirribonucleico.

Aflatoxinas: sustancia toxica y cancerigena producida por hongos.
Apoptosis: es una forma de muerte celular, que esta regulada genéticamente.
ARN: &cido ribonucleico.

Atoxico: que no tiene toxicidad. No venenoso.

Biodisponibilidad: fraccion de la dosis administrada que llega en forma activa (sin

metabolizar) a la circulacion sistémica.

Carcinogénica: Un agente carcin6geno, o cancerigeno, tanto fisico, como quimico o
bioldgico, es aquél que puede actuar sobre los tejidos vivos de tal forma que produce

cancer.

Citocromo C: es una proteina pequefia, que funciona como transportador electronico

mitocondrial entre los complejos respiratorios 1y 1V.
Coagulopatia: fallo del proceso de coagulacion.

Cromatografia: método de analisis quimico para la separacion de los componentes de
una mezcla por distribucion entre dos fases, una estacionaria y otra movil, que en un

principio se utilizo para separar sustancias coloreadas.

Deshidrogenasa: enzima que oxida indirectamente por transferencia de hidrogeno a un

aceptor.
Enzimas proteoliticas: son enzimas que dividen a las proteinas.

Ergotismo: conjunto de sintomas producidos por la intoxicacion con cornezuelo de

centeno.

Eucaridticos: aquellas células con nucleo diferenciado, envuelto por una membrana y

con citoplasma organizado, y de los organismos constituidos por ellas.
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Genotoxica: capaz de alterar el acido desoxirribonucleico, produciendo asi cancer o

mutacion.

Hepatotoxica: toxico para el higado.

Hidroxilo: radical formado por un atomo de hidrégeno y otro de oxigeno, que forma

parte de muchos compuestos.

Inmunosupresion: Anulacion de la respuesta inmunitaria de un organismo.

Inocuos: que no hace dafio o que no causa malestar.

Lactona: es un compuesto organico del tipo éster ciclico.

Metabolitos: es cualquier molécula utilizada o producida durante el metabolismo.

Micotoxicosis: el envenenamiento provocado por sustancias toxicas de origen fungico.

Micotoxinas: es una toxina producida por un organismo del Reino Fungi, que incluye

setas, mohos y levaduras.

Mutagénicos: son agentes que interaccionan directa o indirectamente con el ADN y que

provocan mutaciones.

Necrosis: degeneracion de un tejido por muerte de sus células.

Parénquima: parte noble, funcional, de un érgano.

Rastrojo: residuo de las cafias de la mies, que queda en la tierra despues de segar.

Saprofito: plantas y microorganismos que se alimentan de materias organicas en
descomposicion. Microorganismos, especialmente, bacterias que viven a expensas de la

materia organica descompuesta, por tanto, no patdgenos.

Sustrato: Sustancia sobre la que actlia una enzima.

Teratogénicos: propiedad o potencial para induce malformaciones estructurales

permanentes o defectos en un embrion o un feto.
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Transversion: mutacion causada por la sustitucion de una purina por una pirimidina, o

de una pirimidina por una purina en el ADN o el ARN.

Ubicuos: que esta presente a un mismo tiempo en todas partes.
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