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RESUMEN

Las Aflatoxinas son metabolitos secundarios, producidos principalmente
por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, los cuales
inducen a una gran variedad de efectos tOxicos en seres vivos expuestos con
alimentos contaminados. La mas potente y carcinégena que se conoce es la
Bl por sus efectos toxicoldgicos agudos en animales y seres humanos,
crecen en productos alimenticios, y que por su consumo pueden afectar el
metabolismo de casi todos los seres vivos incluyendo a los perros, elevados
contenido de toxinas en el alimento puede producir la muerte de los
animales. La presencia de la aflatoxina ha sido detectada a nivel
bioldgicamente significativa en una gran variedad de productos agricolas
como los granos principalmente el maiz que es el producto de mayor
preocupacion a nivel mundial. Se evalud la presencia de aflatoxina B1 en
muestras de alimentos concentrados para perros que se expenden en la
ciudad de Mérida, se aplicaron técnicas de Cromatografia de Capa Fina en el
laboratorio de Toxicologia Analitica Dr. Pablo Paredes Vivas en la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes y Cromatografia
de Gases, esta se basa en cuantificar y confirmar debido a su gran
sensibilidad, polivalencia y rapidez al realizar un analisis; en el Instituto de
Investigacion de dicha facultad ambas muestras resultaron negativas y se
determind que todas las muestras se encontraban en buen estado para su
consumo, libre de contaminantes de aflatoxina B1. Las micotoxinas pueden
causar efectos adversos en la salud humana, por lo que se recomienda
controlar la presencia de niveles de aflatoxinas en los alimentos de consumo

humano y animal, mediante la utilizacion de métodos preventivos (aplicacion

Vi



de buenas practicas agricolas, control biolégico) que eviten el crecimiento de
hongos toxicogénicos o a través de sistemas de descontaminacion y

detoxificacion en el alimento.

Palabra clave: aflatoxina, alimentos para perros, canes, cromatografia fina

y cromatografia de gases.
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INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas. Muchos de ellos pueden
semejarse a las plantas, sin embargo, no fabrican su propio alimento a partir
de la energia solar como lo hacen las plantas por carecer de clorofila. Los
hongos pueden vivir a expensas de tejidos vivos de un organismo,
absorbiendo azucares y aminoacidos simples de las células vivas del
hospedante (bidtrofos), ocasionan enfermedades; o bien le causan la muerte
por accidn de toxinas o la destruccion de tejidos por enzimas y luego utilizan

la materia organica (necrotrofos) (1).

Se caracterizan por un crecimiento rapido y pueden infectar al hombre, se
han descrito aproximadamente 900 especies, siendo 12 las que se
relacionan con enfermedades humanas. Aspergillus fumigatus es la especie
que produce el mayor porcentaje de enfermedades pulmonares, alérgicas e
invasivas (85%), Aspergillus flavus con un 5 -10%, Aspergillus niger y
Aspergillus terreus con un 2-3%, quienes se encuentran ampliamente
distribuidos en el suelo, en la vegetacion en descomposicién y en una amplia
variedad de material organico, son patégenos oportunistas que afectan a

pacientes inmunocomprometidos (2).

Las enfermedades de origen nutricional pueden tener diferentes causas,
entre ellas, el uso de dietas inadecuadamente balanceadas, mala calidad de
los ingredientes y la presencia de micotoxinas, las que se originan por
contaminacion, inadecuado manejo del alimento y/o sus ingredientes. Las
micotoxinas, particularmente aflatoxinas (AF), son metabolitos toxicos

producidos por el hongo Aspergillus sp. Por sus caracteristicas propias de



zona tropical, Venezuela presenta condiciones ambientales favorables para

la proliferacién de hongos y la sintesis de micotoxinas (3).

Los hongos del género Aspergillus, productores de AF, son
contaminantes de productos agropecuarios almacenados y utilizados para el
consumo humano y de animales, segun la FAO (organizaciéon de las
naciones unidas para la agricultura y la alimentacion) se estima que el 25%
de los cultivos agricolas a nivel mundial son contaminados por micotoxinas
liberadas por los hongos. La AF ha sido aislada de diversos productos para
el consumo humano, entre ellos frutos secos, semillas, granos y sus aceites,
derivados y harinas, productos y derivados de animales y en otros vegetales
como cebolla, melon y platano también se pueden hallar en el maiz, cacao,
trigo, avena, algodon y otros cereales. El problema de las aflatoxinas se
puede presentar en cualquier parte del mundo ya que Aspergillus flavus

crece a temperaturas de 25° C y una humedad relativa del 70% (4).

Las AF son compuestos altamente ionizables y por ello muy reactivos,
pudiendo modificar DNA, RNA y proteinas celulares; experimentalmente se
ha demostrado que entrafian un elevado potencial hepatotdxico, mutagénico
y cancerigeno. Se conocen cuatro tipos principales de AF: B1, B2 G1 y G2.
La AFB1, es carcinégeno natural y la mas potente que se conoce, es
absorbida via tracto gastrointestinal dentro del sistema portal sanguineo y es
llevada para el higado donde sé metaboliza. Una porcion de AF es activada y
fijada en los tejidos hepaticos. Algunos metabolitos conjugados de la AFB1
solubles en agua, son excretados dentro de la bilis y van a las heces. Otras
formas conjugadas solubles en agua, productos de degradacion de la AFB1 y

metabolitos no conjugados de ésta, son excretadas en el sistema circulatorio
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sanguineo y se distribuyen sistémicamente. Eventualmente esos residuos
mencionados van a la leche, huevos, musculo y tejidos comestibles. Son
moléculas muy termo resistente y no se destruyen con los tratamientos

clasicos de esterilizacion de alimentos (5).

Desde tiempos muy remotos, el perro (canisdo mesticus) ha sido
considerado el mejor guardian y amigo del hombre, por tanto se ha dado
mayor importancia a su cuidado en sanidad, manejo y alimentacién, esta
dltima muy fundamental como en cualquier otra especie animal. En la
actualidad la crianza de perros en forma doméstica se ha intensificado tanto
en criaderos comerciales como en los hogares adoptandolos como mascotas
predilectas. Los perros por naturaleza carnivoros, han ido adaptandose al
cambio alimenticio que el hombre le ha impuesto. En la actualidad se
dispone de alimento balanceado de diferentes marcas (6).

Estos alimentos son elaborados a base de harina de maiz, se conoce que
el maiz como todos los cereales es muy susceptible a la contaminacion de
hongos y por consiguiente de Aflatoxinas. El perro como cualquier especie
domestica es susceptible a padecer de una intoxicacion por Aflatoxinas que
podria estar presente en el alimento que consumen, poniendo en grave
riesgo la salud de los mismos. Numerosas especies de hongos son
reconocidos como productores de una 0 mas micotoxinas y un gran nimero
de estos metabolitos téxicos ya fueron identificados y caracterizados como
sustancias producidas en contaminaciones naturales de granos y otros
alimentos. Por esto, conocer las micotoxinas y sus efectos es sumamente
indispensable para los médicos veterinarios y todos los profesionales

involucrados en la salud humana y animal (7).
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ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Los hongos del género Aspergillus son organismos eucariotas,
productores de AF, esto se consideran los principales contaminantes de
productos agropecuarios almacenados y utilizados para el consumo humano
y de animales. Los hongos en la etapa de desarrollo utilizan nutrientes
contenidos en los granos, principalmente aquellos contenidos en el germen y
por lo tanto cuanto mas tiempo tardan las condiciones que propician el
desarrollo fungico, mayor es la pérdida de nutrientes de los granos. El
germen es caracterizado por poseer alto tenor de grasa, por lo tanto,

reduciran en los valores energéticos de granos contaminados (8).

Los granos de cereales constituyen un medio nutritivo adecuado para el
crecimiento de diferentes especies de hongos, especialmente cuando su
humedad se encuentra por encima del 14% y la cantidad de oxigeno es
suficiente. La temperatura es también un factor importante habiéndose
comprobado crecimiento de hongos a temperatura desde 4 — 40° C siendo
estos los limites para el desarrollo de los diferentes géneros y especies de
hongo (9).

El dafio causado a los granos durante la cosecha o por la accion de
insectos durante el almacenaje propicia la implantacion y el desarrollo de los
hongos especialmente cuando las condiciones ambientales no son
adecuadas. Unavez el crecimiento de los hongos ha comenzado, estos
producen su propia agua metabodlica. Por consiguiente, aun cuando los
cereales, son almacenados en ambientes de baja humedad (menos del 14%)

los hongos creceran apoyados por el crecimiento inicial (9).



Las micotoxinas son productos resultantes del metabolismo secundario de
los hongos (desechos), pueden desencadenar cuadros graves de toxicidad
cuando las condiciones medioambientales son favorables para su produccion
por lo que es muy importante su prevencion, estas Micotoxinas,
particularmente Aflatoxinas (AF), son metabolitos téxicos producidos por el
hongo Aspergillus sp; por sus caracteristicas propias de zona tropical,
Venezuela presenta condiciones ambientales favorables para la proliferacion

de hongos y la sintesis de Micotoxinas (3).

Las aflatoxinas son sustancias altamente tOxicas, resultantes del
metabolismo de algunas cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
y de las especies relacionadas, A. nomius y A. Niger. Existen cuatro
aflatoxinas importantes: Bl, B2, G1, G2 y los productos metabdlicos
adicionales, M1y M2. Las aflatoxinas M1 y M2 fueron aisladas de la leche de
animales alimentados con piensos contaminados; la designacion con la letra
M, proviene de milk. Mientras que la designacién de B, de las aflatoxinas B1
y B2 proviene de la fluorescencia azul (Blue) bajo exposicion a la luz-UV,
mientras que la designacion de G, se refiere a la fluorescencia de color verde
amarillo (green) de las estructuras relevantes bajo luz - UV. Estas toxinas
tienen estructuras similares y forman un grupo Unico de compuestos

heterociclicos altamente oxigenados, naturales (10).

Las aflatoxinas se han asociado a varias enfermedades, tales como
aflatoxicosis, en ganado, animales domésticos y seres humanos. Las
aflatoxinas han recibido mas atencion que cualquier otra micotoxicosis
debido a su potente efecto carcinOgeno demostrado en animales de
laboratorio susceptibles y sus efectos toxicoldgicos agudos en seres

humanos. Las aflatoxinas a menudo afectan a los cultivos en el campo antes
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de la cosecha. La contaminacion postcosecha puede ocurrir si la humedad
del producto durante el almacenaje en bodega excede los valores criticos
que permiten el crecimiento del moho Aspergillus. Las infestaciones de
insectos o de roedores facilitan la invasion de hongos de algunas materias

almacenadas (11).

El maiz es probablemente el producto de mayor preocupacion mundial,
debido a que crece en climas favorables al desarrollo de los hongos. Sin
embargo, algunos procedimientos usados en la elaboracion de subproductos
del maiz, (tortillas) como la oxidacién o alcalinizacién, son capaces de reducir
la contaminacién del producto final. Los piensos a base de maiz y semilla de
algoddn usados en raciones destinadas a vacas lecheras, han dado lugar a

leche y productos lacteos contaminados con M1 (7).

La toxicidad de micotoxicosis-aflatoxina es el término médico utilizado
para la enfermedad producida por la toxina fungica que afecta a animales
gue son alimentados con productos en los que se usa el maiz como principal
rubro, siendo los perros la especie mas susceptible ya que los alimentos
concentrados empleados para su sustento estan preparados a base de maiz,
es por ello que se ha determinado que el higado de estos animales es el
organo blanco de la aflatoxina. La afeccion también puede desarrollarse si
los granos contaminados (como los granos que son almacenados de manera
inadecuada y por lo tanto expuesto a la humedad) se utlizan en la
produccion de alimentos. Se sabe que los brotes de vez en cuando se han
producido debido a que los cereales contaminados son utilizados en la

produccion de alimentos comerciales para perros (6)(7).



El grado de importancia que puede llegar a tener la presencia de
metabolitos fungicos en los alimentos, esta relacionado con su toxicidad, con
la naturaleza e incidencia economica de los productos contaminados, su
proporcion en la dieta del hombre y de los animales, el tipo de efecto toxico
producido y la posibilidad de que este sea acumulativo con graves efectos a
largo plazo, como la oncogénesis 0 mutagénesis (12).

Debe tenerse en cuenta que usualmente cuando los alimentos se
deterioran, no son consumidos por el hombre o al menos se descartan las
partes afectadas, que muchas veces son destinadas al consumo animal.
Esto explica que la incidencia de las micotoxicosis agudas es
fundamentalmente un problema de sanidad animal, en tanto que para el ser
humano la de mayor importancia es la toxicidad cronica, asociada con el
consumo de pequefias cantidades de toxinas durante periodos prolongados.
En general las micotoxicosis agudas son mas facilmente detectables, por la
intensidad y especificidad de los sintomas y también por la posibilidad de
identificar el material contaminado y toxicidad responsable. En cambio en la
toxicidad crénica, muchas veces es dificil establecer una relacion causa —
efecto por que los sintomas se producen a largo plazo y pueden confundirse
con los de otras enfermedades (11).

En la actualidad la crianza canina en forma domeéstica se ha intensificado
tanto en criaderos comerciales como en los hogares adoptandolos como
mascotas predilectas. Los caninos por naturaleza carnivoros, han ido
adaptandose al cambio alimenticio que el hombre le ha impuesto. Hoy en dia
se dispone de alimento balanceado de diferentes marcas. Estos alimentos
son elaborados a base de harina de maiz, ya que se conoce que el maiz

como todos los cereales es muy susceptible a la contaminacién de hongos y
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por consiguiente de aflatoxinas. El perro como cualquier especie doméstica
es susceptible a padecer de una intoxicacién por aflatoxinas que podria estar
presente en el alimento que consumen, poniendo en grave riesgo la salud de

los mismos (13).

En tal sentido se hace conveniente realizar el estudio de la aflatoxina B1,
tomando en cuenta todos los argumentos antes mencionados, y asi, generar
respuestas efectivas ante el problema que representa la deteccion de tal
toxina y de esta manera evitar problemas de salud de los canes; la presente
investigacion pretende profundizar en el tema a través de la siguiente

interrogante:

PROBLEMA

¢ Los principales alimentos concentrados para perros que se expenden en la

ciudad de Mérida presentan contaminacién con aflatoxina B1?



ANTECEDENTES DE HIPOTESIS

Antecedentes de investigaciones previas

De acuerdo con las muestras tomadas al maiz usado en la materia prima
para el procesamiento o mezclado del alimento de uso canino, los expertos
realizaron los estudios microbiolégicos que tardaron aproximadamente 15
dias. Estos analisis fueron realizados por el laboratorio del Instituto Nacional
de Higiene "Rafael Rangel" (INH), del Ministerio de Salud y Desarrollo Social
(MSDS), para los productos Purina Chow de la empresa Nestlé, arrojaron

resultados positivos a la presencia de Aflatoxina (14).

En la ciudad de Santa Cruz de la Sierra, entre los meses de febrero a
marzo del 2008 se procedié a analizar muestras de alimento balanceado
para canes de diferentes marcas y procedencia que se expende en la ciudad,
las mismas que fueron procesadas a través del método del alflatest; lo que
permitié la deteccion de aflatoxinas en el laboratorio de patologia aviar de la

asociacion departamental de avicultores (ADA) (15).

El dia 6 de febrero del 2005 fue publicada en prensa un comunicado de
Purina de Venezuela donde anunciaba el retiro de los productos DogChow y
CatChow del mercado debido a “Reportes de Veterinarios que
aparentemente relacionan problemas de salud al consumo de alimento
procesado”. El comunicado fue seguido de otro comunicado mas detallado y

una guia de preguntas frecuentes (16).



Segun Purina los analisis realizados en un laboratorio independiente
indican que el problema puede estar limitado a dos lotes de produccion de
DogChow y CatChow. Ademas hacen una solicitud formal al gremio
comercial la continua colaboracion en la suspension temporal de la venta de
la referida marca. Pero no hay de parte de la empresa una explicacion
técnica sobre el problema en si. Al parecer los alimentos fabricados por
Purina de Venezuela fueron creados a base de maiz contaminados con

hongos por lo que nuestras mascotas fueron perjudicadas esta vez (16).

En la Universidad de Pamplona 1991, Norte de Santander, Facultad de
Ciencias Basicas Departamento de Microbiologia se evalué la presencia de
aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) en muestras de alimentos de consumo infantil
comercializados en la Ciudad de Pamplona se aplicaron técnicas analiticas
especializadas en el laboratorio de Toxicologia (Facultad de Medicina
Veterinaria) basadas en técnicas reconocidas por la Asociacion Oficial de
Quimica Analiticas de los Estados Unidos (AOAC) para andlisis de alimentos.
Se detectaron Aflatoxinas en el 10% de las muestras, con niveles de
18.42ug/Kg y 71.25ug/Kg de AFB1 estos niveles superan el valor maximo
admisible por la legislacion colombiana (10ug/Kg) y por la Unidn Europea
(0.10ug/Kg) para alimentos infantiles y alimentos elaborados a base de

cereales para lactantes y nifios de corta edad.(17)
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Etiologia

BASES TEORICAS

Existen por lo menos 200.000 especies de hongos y entre ellas, 300

tienen efecto toxico para los humanos y los animales (2).

Maiz

Aspergillus

candidus

Wallemiasebi

Aspergillus

terreus

Avena Arroz Trigo
Penicillium Aspergillus Fusarium spp
viridicatum parasiticus

Aspergillus terreus Aspergillus Alternaria
versicolor alternaria

Aspergillus terreus | Aspergillus
candidus

Tabla: 1 principales especies de hongos productores de aflatoxina.
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Aflatoxinas

Las aflatoxinas son altamente toxicas y se clasifican en 4 tipos: B1, B2,
G1, G2; el carcindgeno natural mas potente que se conoce es el B1 por sus
efectos toxicoldgicos agudos en animales y seres humanos. Los efectos de
su accion dependeran de la cantidad ingerida, el tiempo de exposicion, la
edad, y el estado nutricional del animal. Los animales jovenes son mas
susceptibles que los adultos. Las aflatoxinas son toxinas hepaticas que
afectan a todos los seres vivos. Elevados contenidos de toxinas en el

alimento pueden producir la muerte de los animales (10)

Figura. 1 estructura de aflatoxina B1
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Tipos de aflatoxinas y sus metabolitos

Al menos 13 diferentes tipos de aflatoxina son producidas en la
naturaleza. La aflatoxina B; es considerada la mas téxica y es producida
tanto por Aspergillus flavus como Aspergillus parasiticus. La aflatoxina Gy y la
G2 son producidas exclusivamente por A. parasiticus. Aunque la presencia de
Aspergillus en productos alimentarios no significa siempre indicacion de
niveles dafinos de aflatoxina, pero si implica un riesgo significativo al

consumir ese producto.
« Aflatoxina B; & B,: producida por Aspergillus flavus y A. parasiticus.
« Aflatoxina G; & G,: producida por Aspergillus parasiticus.

o Aflatoxina M;: metabolito de la Aflatoxina B; en humanos y en

animales (exposicion en ng que puede provenir de la leche materna).

La designacion de aflatoxinas B1 y B2 viene dada porque bajo la luz
ultravioleta éstas exhiben fluorescencia azul, mientras que las designadas
como G se refiere a que muestran en sus estructuras relevantes
fluorescencia amarilla verdosa bajo la luz ultravioleta. Ademas, dos de los
productos metabdlicos, aflatoxina M1 y M2, son contaminantes directos
significativos de alimentos y piensos. Estos fueron los primeros en ser
aislados de la leche (milk) de animales alimentados con preparaciones de
aflatoxina; de ahi la designacién de M. Estas toxinas tienen estructuras muy
parecidas y forman un grupo Unico de compuestos heterociclicos altamente

oxigenados, de forma natural (18).
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Caracteristicas generales de la micotoxicosis.

Las caracteristicas de una micotoxicosis son las siguientes:

e No es una enfermedad transmisible.

e El tratamiento con drogas o antibiéticos tiene poco o ningun efecto.
e Los brotes observados son debido a las condiciones climaticas.

e El brote esta comunmente asociado a un alimento o forraje especifico.
(19).

Caracteristicas quimicas

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras. Quimicamente, son
estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos

de coccion normales. Es dificil eliminarlas una vez que se producen (20).

Propiedades generales de las aflatoxinas

e Resistente al calor

¢ No los destruye el proceso de coccion
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¢ No son antigénicas, por lo contrario disminuyen la resistencia de los

animales a las enfermedades.

e Los propionatos previenen el crecimiento del hongo pero no tienen

efecto sobre las micotoxinas.

e Son carcinégenas, mutagénicas, teratogénicas y embriotoxicas (20).

El crecimiento de Aspergillus

Se optimiza con una humedad préxima al 22%, una temperatura entre 25
y 30 °C, ademas de una buena ventilacién. Un déficit de oxigeno limita su
crecimiento y su ausencia genera esporulacion (por eso no suelen abundar
en suelos con alto contenido en arcilla y su desarrollo no es coincidente con

la actividad de la nitrificacion) (21).

Condiciones ambientales que favorece la proliferacion de Aflatoxinas.

Los Aspergillus son muy comunes; la acumulacion de Aflatoxinas
depende de las condiciones del medio ambiente. Antes de la cosecha, el
riesgo para el desarrollo de Aflatoxinas es mayor durante los periodos de
sequia. Cuando la humedad esta debajo del valor normal y la temperatura es
alta, el numero de esporas en el aire de Aspergillus se incrementa. Estas

esporas infectan las cosechas a través de los insectos. Una vez infectada
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una planta, la produccion de aflatoxinas se favorece. Durante la fase de post-
cosecha, la proliferacion de hongos y produccion de Aflatoxinas puede
exacerbarse en lugares de almacenamiento con alta temperatura y humedad.
El habitat de Aspergillus es el suelo, donde se encuentra en vegetacion,
heno, granos deteriorados microbiolégicamente e invadidos por todo tipo
de sustratos organicos, mientras las condiciones ambientales sean

favorables para su crecimiento (22).

Aflatoxinas en alimentos.

La presencia de la Aflatoxina ha sido detectada, a nivel biol6gicamente
significativos, en una gran variedad de productos agricolas, como los granos
en gran cantidad de aceite como el mani, trigo, cebada, avena, y sorgo.
Probablemente, ningln producto agricola puede ser considerado libre de
Aflatoxina (23).

Figura: 2 Maiz y trigo contaminados con aflatoxinas
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Efectos de las Aflatoxinas

Los efectos de su accion dependeran de la cantidad ingerida, el tiempo de
exposicion, la edad, y el estado nutricional del animal. Los animales jévenes
son mas susceptibles que los adultos. Las Aflatoxinas son toxinas hepaticas
que afectan a todos los seres vivos. Elevados contenidos de toxinas en el
alimento pueden producir la muerte de los animales. Son metabolizadas a
nivel hepatico, a medida que la concentracion de toxina aumenta puede
ocurrir hepatomegalia, la estructura de este 6rgano se ve mas firme en
funciébn de la fibrogénesis, la vesicula biliar aumenta de tamafio, hay
alteraciones parenquimatosas, con necrosis, hay desaparicion de hepatocitos
y reducciéon somatica del 6rgano (10).

Las aflatoxinas influyen sobre las resistencias a las infecciones en el
desarrollo de inmunidad adquirida, en concentraciones bajas (250 — 500
mg/kg.). Se ha demostrado un descenso en la resistencia de las aves a
ciertas enfermedades producidas por bacterias y protozoos entre ellas se
tienen: salmonelosis, candidiasis, coccidiosis, pastereolosis y enfermedad de
Marek (10).

Patologia

La exposicion a altos niveles de aflatoxina produce una aguda necrosis,
cirrosis, y cancer de higado (carcinoma de higado), con hemorragia, hepatitis
aguda, edema, alteracibn en la digestion, en la absorcibn o en el

metabolismo de los nutrientes, el cuadro clinico incluye higado graso y
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edema cerebral severo; a largo plazo se presentan efectos carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos, inmunotoxicos, nefrotoxicos y

neurotoxicos (24).

Ningun animal es inmune a los efectos toxicos agudos de las aflatoxinas;
sin embargo, los humanos tienen una extraordinaria alta tolerancia a la
exposicion de aflatoxinas y raramente sucumben a una aflatoxicosis aguda.
Las exposiciones cronicas, subclinicas no lideran tan draméticamente los
sintomas como la aflatoxicosis aguda. Los nifios, sin embargo, son
particularmente afectados por la exposicién a aflatoxinas con detencién del
crecimiento. La exposicion crénica también da un alto riesgo de desarrollar
cancer de higado, debido a que el metabolito Aflatoxina M1 puede
intercalarse quimicamente en el ADN y en la alquilacion de bases a través de

su metabolito epoxido (25).

La causa de la exposicion a aflatoxinas es principalmente la ingestion
de comidas contaminadas. La inhalacién de estas toxinas también puede
suceder ocasionalmente debido a exposicion laboral. Se han encontrado
casos de dafio agudo del higado que puedan ser atribuidos a aflatoxicosis
agudas. Un brote de hepatitis aguda en distritos adyacentes en la India, que
afectaron a varios cientos de personas, aparentemente estaban asociados
con la ingestion de maiz altamente contaminado. Algunas de estas muestras
contenian niveles de aflatoxina en el rango de mg/kg, en el que el mayor

nivel registrado fue de 15 mg/kg (26).

El cancer de higado es mas comun en algunas regiones de Africa y del
sudeste asiatico que en otras partes del mundo, y cuando se considera la

informacion epidemiologica junto con los datos de experimentacion en
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animales, parece que una mayor exposicion a las aflatoxinas puede
incrementar el riesgo de cancer primario de higado. Existe una correlacion
positiva entre la ingesta diaria de aflatoxina con la dieta (en el rango de 3.5 a
222.4 ng/kg de masa corporal por dia) y la tasa bruta de incidencia de cancer
primario de higado (en el rango de 1.2 a 13.0 casos por 100 000 personas
por afo (27).

En vista de la evidencia de los efectos, particularmente el carcinégeno, de
las aflatoxinas en varias especies animales, y de la asociacion entre los
niveles de exposicion y la incidencia en humanos de cancer de higado, la
exposicion a aflatoxinas deberia mantenerse tan baja como sea posible. Los
niveles de tolerancia para los productos alimenticios establecidos en varios
paises deberian entenderse como una herramienta para facilitar el desarrollo

de los programas de control de dicha toxina (28).

Signos Clinicos

La toxicosis aguda en perros aparecen entre los dos y catorce dias y se
caracteriza por muerte subita 0 signos como: anorexia, depresion, disnea,
tos, descarga nasal, anemia, epistaxis, heces sanguinolentas, orina de color
biliosa, posibles convulsiones y muerte rapida. En la toxicosis subaguda los
animales pueden presentar ictericia, hipoprotrombinemia, hematomas vy
enteritis hemorragica una alteracion similar a la producida por la warfarina. La
toxicosis crénica se manifiesta después de uno a dos meses, se caracteriza
por un descenso gradual de la eficacia del pienso, productividad y ganancias

de peso, pelo basto, anemia, abdomen dilatado, ligera ictericia, depresion y
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anorexia. También pueden presentarse abortos y ocasionalmente edema de
los miembros. En otras especies los signos son similares cuando son
reconocidos en la mayor parte, estan relacionados a interferencias en la

funcién hepética (15).

Las siguientes especies animales son listadas en orden aproximado de
susceptibilidad decreciente: patos, conejos, pavos, pollos, ratas, gatos,
cerdos, truchas, conejillos de indias, cobayos, monos, ganado vacuno y
ovino. Sin embargo, la raza animal y su condicién alimenticia pueden tener
un profundo efecto en la respuesta. La sintomatologia de la intoxicacion por
aflatoxinas depende de los siguientes factores: la cantidad de la micotoxina
presente en la racion, el tiempo de exposicion, el estado nutricional, la edad

de los animales y la composicion de la dieta (29).

Prevencion y control

La primera actitud defensiva seria cuidar la humedad del grano, sea
propio o comprado debiendo tener como limite de humedad maxima de 12 a
14 % ya que niveles mas altos estimulan el crecimiento de hongos. Limpiar
bien los silos y los lugares donde se almacenan los granos ya que la
presencia de los hongos en estos lugares, contaminaran el grano
almacenado en ellos. Cuidar y controlar los insectos y roedores ya que el
grano una vez dafiado es 5 veces mas susceptible al ataque de hongos. Un
periodo largo de almacenaje eleva hasta 4 veces la contaminacion de

aflatoxinas (30).
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Realizar analisis de laboratorio a la materia prima a ser usada en la
granja, programar la compra con anticipacion para no tener problemas, no
dejar las compras cuando se estd encima de una cosecha, pues en esta
época donde se limpian los silos de los cereales remanentes y viejos y
algunos productores de balanceados pueden usar estas materias primas en
forma inescrupulosas. Tratar de moler los granos en los establecimientos
para no facilitar a los hongos un medio favorable de desarrollo. Se debera
sospechar que puede haber contaminacion cuando los granos no cumplan
con buenos pesos electroliticos, ya que los hongos se desarrollan a partir del
germen y el bajo peso estard marcando una disminucién en la calidad del

grano (31).

Los métodos de control de la enfermedad deberan forzosamente y por el
momento pasar por una prevencion tanto en la contaminacion a nivel de
campo, como en los distintos pasos de la comercializacion o depdésito.
Recordar que la toxina son altamente resistente a todos los medios usados
hasta el momento para su desactivacion y a pesar de que en algunos
estudios se mencionan nuevo agentes secuestrantés, se debera ser muy
cauto y utilizar los granos menos contaminados en las especies con menor
susceptibilidad a dichas toxinas. El consumidor de alimento balanceado
debera tener presente que la materia prima contaminada por ser de bajo
valor se presta a que se le utilice la fabricacién de alimento para el ganado.
Por lo tanto, debera solicitar al fabricante la especificacion de los niveles de

toxinas en el alimento terminado (31).
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Tratamiento de la micotoxicosis por aflatoxinas

En primer lugar, no hay un tratamiento especifico para curar este tipo de

intoxicaciones lo Unico que se puede hacer es:

e Eliminacion del alimento téxico y reemplazarlo con comida sin
contaminar. La recuperacion de los animales de casi todas las
micotoxicosis es posible poco tiempo después de administrar
productos libres de toxinas fungicas.

e Administrar una terapia de soporte a base de vitaminas, aminoacidos,
minerales, etc.

e Suministrar Carbon activado via oral para que impida la absorcion

intestinal de las micotoxinas presentes en la comida(19)

Toxicocinética

Las aflatoxinas poseen una alta liposolubilidad, por eso son absorbidas en
el tracto gastrointestinal, son biotransformadas en el higado por enzimas
microsomales de la superfamilia del citocromo P450, entre las que se
encuentran CYP1A2, 3A4, 3A5 y 3A7. Las dos enzimas mas importantes son
CYP3A4, que interviene en la formaciéon de la forma exo-epoxido y el
metabolito AFQL, y | a CYP1A2, que forma, en su mayoria, la forma endo-
epoxido y la AFM1. En humanos se producen ademas otros metabolitos:
aflatoxicol, AFP1, AFB2a y AFB1-2,2 dihidrodiol (24).
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La vida media plasmética para la AFB1 es de 36.5 minutos, su volumen
de distribucion es 14% del peso corporal y el aclaramiento renal 1,25 I/kg/h.
Aproximadamente el 80% de la dosis total de AFB1 se excreta en una
semana. La AFM1 se excreta en las 48 horas siguientes a la ingestion y

representa un 1-4% de la AFB1 ingerida (24).

Toxicodinamica.

La aflatoxina B1 (AFB1) esta entre los mas potentes carcindgenos
conocidos. Su accién carcinogénica se basa en la biotransformacion por el
sistema hepético microsomal P450 a AFB1-8,9-epOxido, un metabolito
altamente reactivo capaz de unirse a las proteinas, al ADN y al ARN;
formando un compuesto estable con el N7 de los residuos guanil que puede
causar mutaciones en el codén 249 del gen p53 supresor de tumores. Esta
alteracion es caracteristica de varios carcinomas, especialmente del
carcinoma hepatico en el hombre. AFB1-8,9-epOxido forma uniones
covalentes con los residuos de guanina del ADN, que se excretan por via
urinaria y pueden utilizarse como biomarcadores de exposicion en los grupos

con riesgo de cancer de higado (24).

Cromatografia.

La cromatografia es un método fisico de separacion para la

caracterizacion de mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las
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ramas de la ciencia. Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de
retencion selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes de
una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades de dichos
componentes. Diferencias sutiles en el coeficiente de particion de los
compuestos da como resultado una retencion diferencial sobre la fase
estacionaria y por tanto una separacion efectiva en funcion de los tiempos de

retencién de cada componente de la mezcla (32).

En este mismo sentido, la cromatografia se refiere a una técnica
empleada para la separacion de los componentes de una mezcla por medios
fisicos, para aislar cada uno de estos y proceder a su identificacion y

cuantificacion (32).

Se fundamenta en hacer pasar la mezcla a través de un lecho o fase fija
semipermeable, cada componente dependiendo de su naturaleza y de la
afinidad que tengan con la fase fija, se desplazaran con mayor o menor
velocidad a través de esta, por lo cual a cada componente de la mezcla
inicial le correspondera un tiempo especifico atravesarla, a estos tiempos se

les conoce como tiempos de retencion. (32)

Debido a este diferencial en las velocidades de desplazamiento, pueden
separarse los compuestos constitutivos de una mezcla si se hacen pasar por
una fase fija lo suficientemente larga, obteniéndose primeramente los
compuestos que ofrecen menos resistencia al desplazamiento, asi
sucesivamente hasta llegar al que ofrece mayor resistencia a fluir en la fase

fija seleccionada para la realizacion del ensayo (32).
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Esta técnica aparte de ser utilizada analiticamente, puede ser empleada
en la purificacion de algunas sustancias, debido a esto tiene multiples usos
en la quimica, biologia y en el area de farmacologia. La cromatografia se

clasifica en varios tipos dependiendo su método de aplicacién (33).

Tipos de cromatografia.

e Cromatografia liquida.
¢ Cromatografia plana (En papel y de capa fina).
e Cromatografia de fluidos supercriticos.

e Cromatografia de gases (33).

Cromatografia en Capa Fina.

Fundamento: La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer
chromatography o TLC) es una técnica analitica rapida y sencilla, muy

utilizada en un laboratorio de Quimica Organica. Entre otras cosas permite:

e Determinar el grado de pureza de un compuesto. Se puede
determinar asi, por ejemplo, la efectividad de una etapa de

purificacion.
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e Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa
podrian ser idénticas. Si, por el contrario, corren distinto

entonces no son la misma sustancia.

e Realizar el seguimiento de una reaccion. Es posible estudiar
como desaparecen los reactivos y como aparecen los
Productos finales o, lo que es lo mismo, saber cuando la

reaccion ha acabado (34)

La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una lamina de
plastico o aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa de
adsorbente (fase estacionaria). Entonces, la lamina se coloca en una cubeta
cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados (eluyente o fase
movil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por capilaridad a
través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los productos
presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente. La cromatografia

en capa fina es la combinacién de todos los colores en un papel (34).

Adsorbentes y eluyentes de CCF

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son
la gel de silice (SiO2) y la alumina (Al203), ambas de caracter polar. La
alimina anhidra es el mas activo de los dos, es decir, es el que retiene con
mas fuerza a los compuestos; por ello se utiliza para separar compuestos
relativamente apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y

cetonas). El gel de silice, por el contrario, se utiliza para separar sustancias
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mas polares (alcoholes, aminas, &cidos -carboxilicos). El proceso de
adsorcion se debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o
enlaces de hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. El adsorbente debe ser
inerte con las sustancias a analizar y no actuar como catalizador en
reacciones de descomposicion. El adsorbente interacciona con las
sustancias mediante interaccion dipolo-dipolo o mediante enlace de

hidrogeno si lo presentan (34).

El orden de elucibn de un compuesto se incrementa al aumentar la
polaridad de la fase movil o eluyente. Este puede ser un disolvente Unico o
dos miscibles de distinta polaridad. En el siguiente recuadro se recoge por
orden creciente de fuerza eluyente los disolventes méas comunmente

empleados.

Hexano < tetraclorometano < cloroformo < diclorometano < acetato de etilo <

acetona < 2-propanol < metanol <agua (34)

En general, estos disolventes se caracterizan por tener bajos puntos de
ebullicién y viscosidad, lo que les permite moverse con rapidez. Raramente
se emplea un disolvente mas polar que el metanol. Usualmente se emplea
una mezcla de dos disolventes en proporcion variable; la polaridad de la
mezcla sera el valor promediado en funcion de la cantidad de cada
disolvente empleada. El eluyente idoneo para cada caso ha de encontrarse

por "el método del ensayo y del error"(34)
Determinacion del Rf

La retencion se puede explicar en base a la competencia que se

establece entre el soluto a separar y la fase moévil por adsorberse a los
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centros activos polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de soluto
se encuentran adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se produce
la elucion van siendo desplazadas por la fase movil. La retencién y la
selectividad en la separacion dependen de los valores respectivos de las
constantes de los diferentes equilibrios quimicos que tienen lugar, que estan

en funcién de:

e La polaridad del compuesto, determinada por el nimero y naturaleza
de los grupos funcionales presentes. Los solutos mas polares
guedaran mas retenidos puesto que se adsorben mas firmemente a
los centros activos de la fase estacionaria, mientras que los no

polares se eluiran con mayor facilidad.

e Naturaleza del disolvente. Asi, para un mismo compuesto, un aumento
en la polaridad del disolvente facilita su desplazamiento en la placa
(34)

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente
desde el origen de la placa se conoce como Rf, y tiene un valor constante
para cada compuesto en unas condiciones cromatograficas determinadas
(adsorbente, disolvente, tamafio de la cubeta, temperatura, etc.). Debido a
que es practicamente imposible reproducir exactamente las condiciones
experimentales, la comparacion de una muestra con otra debe realizarse

eluyendo ambas en la misma placa (34).
Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion:

Rf = distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por el
eluyente (Y) (34)
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La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la
mancha. Si ésta es excesivamente grande se obtendra un valor erréneo del
Rf. Se recomienda elegir un eluyente en el que los componentes de la
mezcla presenten un Rf medio en torno a 0.3-0.5. Para compuestos poco
polares, se debe utilizar un disolvente apolar como el hexano. En el caso de
compuestos con polaridad media, se aconseja utilizar mezclas
hexano/acetato de etilo en distintas proporciones. Los productos mas
polares, requieren disolventes mas polares como mezclas de

diclorometano/metanol en distintas proporciones (34).

Revelado de las placas

La mayor parte de las placas de cromatografia llevan un indicador
fluorescente que permite la visualizacién de los compuestos activos a la luz
ultravioleta (254 nm). El indicador absorbe la luz UV y emite luz visible. La
presencia de un compuesto activo en el UV evita que el indicador absorba la
luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado es la
visualizacion de una mancha en la placa que indica la presencia de un

compuesto (34)

En el caso de compuestos que no absorben luz UV, la visualizacion (o
revelado) del cromatograma requiere utilizar un agente revelador. Este tiene
que reaccionar con los productos adsorbidos proporcionando compuestos

coloreados (34).

29



Cromatografia de gases.

En este tipo de cromatografia como su nombre lo indica es necesario que
la muestra a evaluar se encuentre en estado gaseoso, es por ello que para la
evaluacion de solidos o liquidos por este método la muestra debe ser diluida
en un solvente determinado, y se procede a vaporizarla una vez ha sido
inyectada al cromatégrafo, el equipo viene provisto con un vaporizador para

estos casos (35).

Debido a que la muestra debe ser sometida a altas temperaturas para su
vaporizacién, esta técnica cromatografica presenta ciertas restricciones para
muestras de interés bioldgico ya que muchas de estas se degradan por
efecto de la temperatura. Una vez que la muestra ha sido inyectada al
cromatografo, es necesario mantener la velocidad de flujo y garantizar su
desplazamiento o movilidad a través de toda la columna o fase fija, y a su
vez debe mantenerse una presidn constante durante la realizaciéon del
ensayo para esto se utiliza un gas portador que debe reunir unas

caracteristicas especificas (35).

Caracteristicas que debe tener el gas portador en la cromatografia de

gases.

Debe ser inerte, esto con la finalidad de evitar que reaccione
quimicamente con la muestra o con los componentes de la columna
cromatografica. El gas portador debe tener una buena capacidad para

minimizar el efecto de difusibn gaseosa. Poseer un alto grado de pureza,

30



para evitar cualquier tipo de interferencias en la determinacion. Otro factor
importante es que sea econdémico. Debe ser acorde al tipo de detector
empleado por el cromatdgrafo. Por lo general los gases empleados para esta
funcién son el Nitrégeno, Argén, Helio o hidrégeno, en algunos casos puede
utilizarse Dioxido de carbono pero esto estara sujeto al tipo de detector que
utilice el equipo (35)

Volviendo a la descripcion del ensayo. La muestra previamente
vaporizada se hace pasar a través de la fase fija compuesta por la columna
cromatografica, que en este caso es un capilar el cual por lo general es
selectivo al tipo de analito que se desee determinar y a su vez posee
caracteristicas propias de didmetro y longitud, esta columna se encuentra
dispuesta en una especie de horno que garantiza las condiciones de

temperaturas predefinidas al método de ensayo empleado (35)

Durante el recorrido por el capilar ocurrira la separacion de los
componentes de la muestra, quedando rezagados los que presentan mayor
afinidad con la fase fija o estacionaria, aquellos que presentan menos
afinidad recorreran la columna en menos tiempo por lo cual sus tiempos de
retencibn seran menores a los demas componentes, cada sustancias
presente en la muestra tiene un tiempo de retencion caracteristico a su

naturaleza fisicoquimica (35).

Al terminar el recorrido por la columna, cada componente de la muestra
pasara por un detector en cual emitira una sefial que sera procesado por un
computador, informacion con la cual se puede identificar y cuantificar dicha
sustancia dependiendo de la intensidad de la sefial emitida y del tiempo de

retencion respectivo (35).
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ANTECEDENTES HISTORICOS

El interés general por las micotoxinas aumento en 1960, cuando se
declar6 en animales de granja de Inglaterra una micotoxicosis transmitida por
el pienso y denominada enfermedad X del pavo, de la que mas tarde se
comprobd que era causada por aflatoxinas, la cual causo la muerte repentina
de 100 mil pavos alimentados con mani infectado con AF. Se descubrio
ulteriormente que estas son hepatocarcinogénicas en animales y seres
humanos, lo que fomentd la investigacion sobre las micotoxinas. La
aflatoxicosis ha sido reportada y descrita en pollos de engorde, asi como
sus consecuencias en la salud y capacidad productiva del ave como una
alteracion generalizada que conlleva a la pérdida de peso, alteracién de la
conversion alimenticia e inmunosupresion, esta Ultima aumenta la

susceptibilidad del ave a sufrir enfermedades virales y bacterianas (36).

Durante el afio 1999 en los Estados Unidos también se presentaron casos
similares donde varias marcas de alimentos estaban contaminadas con
toxinas que causaron la muerte de un numero elevado de perros. Al parecer
el maiz de estos alimentos estaba contaminados con hongos cuya
produccion de toxinas puede causar en el mejor de los casos vOmitos,
pérdida de apetito y diarrea, pero en el peor de los casos pérdida de peso,
dafio severo en el higado, cojera e incluso la muerte. En esas fechas se
retiraron miles de toneladas de alimento del mercado que causaron pérdidas
sobre los 20 millones de Ddlares solo a una empresa “Nature’s recipe” y

fueron 55 marcas en total las afectadas (15).
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En Bolivia (2001) estudios de contaminacion con aflatoxinas producidas
por Aspergillus flavus en la castafia y el mani se determindé que el mani
presenta una mayor contaminacion por la aflatoxina producida por
Aspergillus flavus. Los factores posibles son, tiempo de exposicion y
manipulacion de éste producto, constituyéndose en un riesgo epidemiologico

para la salud de la poblacion (15).

En Venezuela en el afio 2005, se reporto un caso en alimentos de la
division PURINA®, de NESTLE VENEZUELA, S.A., para los productos DOG
CHOW® y CAT CHOW®, ocasionando la muerte de cientos de mascotas
caninas. De acuerdo a las muestras tomadas al maiz usado en la materia
prima para el procesamiento o mezclado del alimento de uso canino
permitieron detectar la presencia de aflatoxinas (toxina producida por el
hongo Aspergillus Flavus). En febrero de ese mismo afio fue publicada en
prensa un comunicado de Purina de Venezuela donde anunciaba el retiro de
los productos DogChow y CatChow del mercado debido a “Reportes de
Veterinarios que aparentemente relacionan problemas de salud al consumo

de alimento procesado” (14).

Para el afio 2008, entre los meses de febrero a marzo se procedié a
analizar muestras de alimento balanceado para canes de diferentes marcas y
procedencia que se expende en la ciudad de Santa Cruz de la Sierra del total
de muestras analizadas, solamente en una de ellas se encontrd presencia de
aflatoxinas con niveles superiores al nivel maximo permitido, fijado por la
Union Europea (UE) (15).
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A finales del afio 2008 se notific6 extrafias muertes de etiologia
desconocida en venados, principalmente con marcador dafio hepético y
fuertes hemorragias. Este tipo de fauna se encuentra en el parque zoologico
Gustavo Rivera-MARAVEN (Punto Fijo-Venezuela). Es un pequefio zooldgico
orientado hacia la fauna venezolana, con un departamento educacional muy
bien preparado. Posee una organizacion ejemplar, cumpliendo ademas con
todas las exigencias de un zoologico moderno. Con estos datos se inicio un
proceso de investigacion en el laboratorio de Toxicologia Forense (GITAEF)
paralelamente con el Instituto de Investigaciones Quimicas (IIQ) de esa
Facultad. Se iniciaron ensayos analiticos para identificar y confirmar la

presencia de aflatoxinas (37).

HIPOTESIS

En la deteccibn de la presencia de aflatoxina Bl en alimentos
concentrados para perros utilizando el método de cromatografia de capa fina
y posterior confirmaciéon con cromatografia de gases es necesario plantarse

las siguientes hipétesis:
Hipotesis Alternativa

Se detecto la presencia de aflatoxinas B1 en alimentos concentrados para
perros a través de los métodos de cromatografia de capa fina 'y

cromatografia de gases.
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Hipodtesis Nula

No se detect6 la presencia de aflatoxinas B1 en alimentos concentrados
para perros a través de los métodos de cromatografia de capa fina y

cromatografia de gases.

De esta manera, se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Detectar la aflatoxina B1 en alimentos concentrados para perros que se
expenden en la ciudad de Mérida, utilizando el método cromatografia de

capa fina.

Objetivos Especificos:

e Confirmar por el método de cromatografia de gases en masas la
presencia de aflatoxina B1 en alimentos concentrados para perros.

e Establecer los niveles de aflatoxinas B1 en alimentos concentrados
para perros que se expenden en la ciudad de Mérida.

e Comparar las diferencias entre los resultados obtenidos por los

métodos usados en cada una de las marcas de alimentos para perros.
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JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El grado de importancia que puede llegar a tener la presencia de
metabolitos fangicos en los alimentos, esta relacionado con su toxicidad, con
la naturaleza e incidencia economica de los productos contaminados, su
proporcion en la dieta del hombre y de los animales, el tipo de efecto toxico
producido y la posibilidad de que este sea acumulativo con graves efectos

alargo plazo, como la oncogénesis o muta génesis.

Debe tenerse en cuenta que usualmente cuando los alimentos se
deterioran, no son consumidos por el hombre o al menos se descartan las
partes afectadas, que muchas veces son destinadas al consumo animal.
Esto explica que la incidencia de las micotoxicosis agudas es
fundamentalmente un problema de sanidad animal, en tanto que para el ser
humano la de mayor importancia es la toxicidad crénica, asociada con el

consumo de pequefias cantidades de toxinas durante periodos prolongados.

En general las micotoxicosis agudas son mas facilmente detectables, por
la intensidad y especificidad de los sintomas y también por la posibilidad de
identificar el material contaminado y toxicidad responsable. En cambio en la
toxicidad crénica, muchas veces es dificil establecer una relacion causa —
efecto por que los sintomas se producen a largo plazo y pueden confundirse
con los de otras enfermedades. Es por lo antes expuesto que este trabajo de
investigacion radica principalmente en la deteccion de la aflatoxina B1 en

alimentos para perros que se expenden en la ciudad de Mérida y por ende
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evitar problemas de salud de los canes que son alimentados con estos
productos.

El problema es muy complejo, porque existe una cantidad de factores
gue pueden modificar las respuestas toxicas. Hoy sabemos que la naturaleza
e intensidad de los efectos varia con el sexo, la edad, el estado nutricional, la
composicion de la dieta, la exposicion simultanea a otros agentes tales como
pesticidas, drogas, etc. Los animales jovenes son mas susceptibles que los
adultos. Las aflatoxinas son toxinas hepaticas que afectan a todos los seres
vivos. Elevados contenidos de toxinas en el alimento pueden producir la

muerte de los animales.
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MATERIALES Y METODOS

Variables de estudio:

e Aflatoxina B1

e Alimentos concentrados para perros

Definicion de variables:

e Aflatoxinas B1: Representan el grupo de toxina mas conocido y
estudiada hasta el presente. El grupo de hongos que las produce es
de la especie Aspergillus y las dos especies mas importantes son el
A. flavus y el A. parasiticus. Se conocen 18 tipos de toxinas dentro de
este grupo, los mas conocidos son la B1, B2, G1, G2. La aflatoxina B1
es fluorescente a la luz ultravioleta de onda larga a concentraciones
de 1 X 10 a la cuarta por microgramo. La aflatoxina B1 es un
hepatocarcin6geno potente conocido y que solo basta ingerir 15
microgramo/kg para producir cancer, (en perros de 1 microgramo/kg
dia) siendo excretada como aflatoxina M1 en leche u orina al
hidroxilarse el Carbono 4, otra forma de transformacion de la B1 es

como aflatoxina P1 la cual se elimina como glucurénio. La aflatoxina
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B1 induce cambios en la composicidn de la proteina sérica, disminuye
la actividad de complemento y causa una interferencia del interferon.
La aflatoxina B1, inhibe la sintesis de los lipidos en varias especies de

animales como ratas, pato, pollo y el hombre.

e Alimentos concentrados para perros: Los animales domeésticos,
principalmente los perros son alimentados con productos de origen
natural, a base de cereales como el maiz, tal es el caso de los
alimentos concentrados que se expenden en el mercado nacional,
tales alimentos son procesados utilizando aditivos no naturales pero
gue cuentan con pruebas validadas por instituciones encargadas de la
supervision de los mismos. Pero su fabricacion, depésito, temperatura
y tiempo de caducidad pueden afectar la calidad del producto,
provocando en ellos ciertas contaminaciones, entre la mas comun se
encuentra la aflatoxina B1, cuya presencia esta dada por el hongo del

género Aspergillus.

Operacionalizacion de las Variables.

Esta investigacion se realiz6 usando muestras de alimentos concentrados
para perros con el fin de detectar en ellos la presencia de aflatoxina B1,
utilizando los métodos de cromatografia de capa fina y cromatografia de

gases. Es asi que las variables se operacionalizan de la siguiente manera:
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Variable

Independiente

Variable Dependiente

Variables

Intervinientes

Alimentos concentrados | Aflatoxina B1

para perros

Factores que influyen
en el desarrollo de los
hongos  (temperatura,
humedad, tiempo de

almacenamiento).

Tabla: 2 operacionalizacion de las variables.
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METODOLOGIA

A continuacibn se describe detalladamente los aspectos
metodoldgicos que se emplearon en el desarrollo de este estudio, referida a
detectar aflatoxinas B1 en alimentos concentrados para perros que se

expenden en el estado Mérida, y de esta manera lograr el objetivo deseado.

TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental ya que se utilizé la
metodologia empleada para este tipo de estudio, es decir, los resultados
obtenidos se alcanzaron a través del anailisis de las muestras problema por
medio de técnicas de laboratorio. En efecto, dentro del caracter experimental
de este trabajo, se encuentra que es una investigacion analitica, ya que se
busca analizar el comportamiento del fenbmeno objeto de analisis, en este
caso, la aflatoxina B1 en muestras de alimentos concentrados para perros
que se expenden en la ciudad de Mérida, ademas la investigacion es de la
modalidad expofacto haciendo alusién a que primero se produce el hecho,
es decir, primero esta la produccion de la micotoxina aflatoxina y después se
analizan las posibles causas y consecuencias, llevandolas al laboratorio para
su posterior analisis, para establecer posibles relaciones de causa-efecto.

Significa entonces que se recolectaron las muestras de alimentos

41



concentrados para perros que se expenden en diferentes locales comerciales
de la ciudad de Mérida, el criterio de inclusion de tales muestras se enmarco
en la demanda de venta que presentaba el alimento concentrado, esto quiere
decir que las muestras seleccionadas fueron aquellas que mas se consumen
por los canes en la ciudad, estas muestras se prepararon siguiendo un
protocolo de andlisis para luego ser estudiadas en el laboratorio de
toxicologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, tales muestras fueron sometidos al protocolo adecuado para este tipo
de andlisis, tal procedimiento se explicara con detalle en los incisos
siguientes, el estudio experimental y analitico se desarrollé utilizando los
métodos cromatograficos con el objetivo de detectar la presencia de la

Aflatoxina B1 en la muestras problema.

POBLACION Y MUESTRA

Poblacién:

Una poblacion es un conjunto finito o infinito de elementos con
caracteristicas comunes para los cuales seran extensivas las conclusiones
de la investigacién. Por lo tanto, en este trabajo la poblacion estuvo
conformada por los diferentes s tipos de alimentos concentrados para perros

gue se comercializan en el estado Mérida. Se tomo este tipo de producto ya
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gue la Aflatoxina B1 puede ser detectada en el mismo bajo condiciones antes
expuestas, por lo tanto, se justifica el uso de los diferentes tipos de alimentos

para canes.

Muestra:

La muestra es un subconjunto representativo y finito que se extrae de
la poblacion accesible, en este sentido, la muestra permite hacer inferencias
0 generalizar los resultados al resto de la poblaciéon con un margen de error

conocido.

En este caso, la muestra sometida a analisis estuvo representada por
seis tipos de alimentos concentrados para perros, tales muestras fueron:
Purina Dog Chow, SuperCan Carne, Purina K-nina, ProPlan, Nutrican y
Perrarina. Resulta oportuno indicar que la muestra seleccionada se expende
en el estado Mérida, con altos nimeros de ventas, por lo que se consideran
tales marcas de alimento para perros, las mas vendidas y las mas
consumidas por lo canes, por las propiedades que ofrecen en la alimentacion

de los animales.

En tal sentido, los productos que componen la muestra cuentan con
caracteristicas comunes que son fundamentales para obtener la informacién
necesaria y desarrollar la investigacion, estas caracteristicas se detallan a

continuacion.
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Descripcion de la muestra

Los alimentos concentrados para perros sometidos a estudio
presentan caracteristicas comunes entre si, tales son descritas por la casa
comercial que fabrica el producto, y se pueden observar en la etiqueta de
informacion nutricional del empaque del alimento, todas ellas coinciden en
que son alimentos nutritivos y ofrecen al animal una dieta balanceada,
brindando nutricién, digestibilidad y seguridad a los animales. Se presentan
como un alimento completo, rico en vitaminas y proteinas de alta calidad, con
ingredientes saludables que satisfacen totalmente todos los requerimientos

nutricionales diarios de los perros de cualquier raza.

A cada muestra se le otorgé un valor numérico, esto con el fin de
identificarlo en el proceso analitico del laboratorio. Las muestras de
alimentos concentrados usados se encontraban dentro del tiempo de uso
estipulado por la casa comercial, con referencia al tiempo de caducidad, ya
que ellas debian estar en condiciones Gptimas para el momento del analisis,

es por ello que se expresan los datos siguientes:
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Nombre del alimento Fecha de Fecha de

concentrado elaboracion vencimiento
1 Purina Dog Chow 31/12/2017  01/06/2019
2 SuperCan Carne 04/01/2018 04/01/2019
3 Purina K-nina 12/04/2018 01/10/2019
4 ProPlan 15/02/2018 15/02/2019
5 NutriCan 20/04/2018 12/06/2018
6 Perrarina 10/10/2017 15/01/2019

Tabla: 3 descripcidon de la muestra.

Procedimiento de analisis

Dias previos al analisis se procedi6é a recolectar las muestras que fueron
sometidas al protocolo analitico, consistido de 1 kilogramo de alimento para
perros de cada marca antes mencionada, es decir, fueron 6 kilogramos de
alimento concentrado, cada kilogramo representé una marca distinta, entre
las que se tienen: Purina DogChow, SuperCan Carne, Purina K-nina,
ProPlan, NutriCan y Perrarina; cada muestra se identific6 con un namero (1,
2, 3, 4,5y 6). Al momento del muestreo se anota la marca del producto su
fecha de fabricacion y de vencimiento, el producto se adquiri6 de distintos
mercados de la ciudad de Mérida; en este punto del trabajo, se contaba con
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las seis muestras representativas, mismas que cumplian con los criterios de

inclusién requeridos para el estudio posterior.

La preparacion de la muestra se baso en técnicas adecuadas para los
tipos de cromatografias que se usaron (Cromatografia en Capa Fina y
Cromatografia de Gases), tal procedimiento fue absolutamente necesarios
para determinar las aflatoxinas. Luego se procede a la extraccion de la AF
con solventes organicos utilizados para realizar la cromatografia, luego se
somete a la luz UV, se revela y se procede a confirmar el positivo por
cromatrografia de gases.

Debido a que las micotoxinas, se encuentran en pequefias cantidades y
no tienen una distribucion homogénea, tanto el muestreo como el analisis de
los diferentes sustratos son claves a la hora de su control. Las legislaciones
son estrictas pues es necesario detectar niveles mas bajos con métodos
cada vez mas sensibles. Es por esto que existen distintos métodos
diagnésticos para su identificacién. Los mas utilizados son cromatografia en

capa fina y cromatografia de gases.

Métodos de analisis de aflatoxina en alimentos concentrados para

perros.

Método de Cromatografia de Capa Fina (CCF).

Este método proporciona varias ventajas, debido a que permite analizar

gran cantidad de muestras por analisis, lo cual lo hace un método econémico
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y facil de aplicar, debido a que so6lo es necesaria para su determinacion la
ayuda de luz ultravioleta, o luz visible. Los compuestos usados en este tipo
de andlisis son faciles de conseguir y no son de gran costo, por lo cual se

podria indicar que es otra ventaja econdémica del uso de este método.

Es una técnica cromatografica utilizada, entre otros posibles usos, para
separar los componentes puros que forman parte de una mezcla. Se
utilizaron placas de aluminio precubiertas, Merck. # 5721. D.D. de 20 x 20
cms, activadas durante 60 min a 1000 C, es entonces que se esperaba
observar a LUV onda larga, la fluorescencia azul caracteristica de la
Aflatoxina B1, con Rf de 0,50.

Método de Cromatografia de Gases.

Esta técnica es muy usada en la industria alimentaria debido a su
capacidad de deteccion en muestras como semillas y cereales. En la
Cromatografia de Gases, el cromatografo a utilizar es Hewlett Packard Hp
6890series Gc systenm, se emple6 para cuantificar y confirmar las
micotoxinas aflatoxinas presentes en la muestra a estudiar. En la
Cromatografia de Gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elusion se produce por el flujo de una
fase movil de un gas inerte; esta fase no interacciona con las moléculas del
analito, su unica funcién es la de transportar el analito a través de la

columna.
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Equipos y materiales a utiliza

e Balanza digital

e Tanque y placa de Cromatografia Silica gel F-254
e Estufa

e Bafio de Maria

e Campana de Extraccion

e Columna para purificacion

e Material Vidrio: cilindro graduado, fiola, tubo de ensayo Beaker,
capsula de porcelana, varilla de vidrio

e Embudo de separacion
e Lampara UV

e Vacio con Quitaste

e Agitador Mecanico

e Cromatografo Hewlwtt Packard Hp 6890 series
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Reactivos
e Cloro
e Metanol
e Cloruro de Sodio al 10 %
e N - Hexano
e Cloroformo
e Silica gel 60 para Cromatografia en columna
e Sulfato de Sodio Anhidrido
e Diclorometano
e Eter Etilico

e Cetona

Preparacion de Reactivos

e Solucién de Metanol-Agua: Mezclar 170ml de metanol con 30ml de

agua.

e Cloruro de Sodio al 10 %: disolver 10g de Cloruro de Sodio en 100ml

de agua.

e Soluciéon Cloroformo-Acetona:; Mezclar 9ml de cloroformo con 1ml de
Acetona.
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Preparaciéon de la muestra.

Pesar 50 gr de alimento concentrado

Agregar 200ml de una solucion metadona-agua (170ml de metanol-
30ml de agua) y luego agitar por 30min, en agitador mecénico

Luego de agitar, tomar 40ml de la solucion (sobrenadante) y agregarlo
a un embudo de separacion, colocar 40ml de Cloruro de Sodio al 10 %
y mezclar, agregar 25ml de N-Hexano y agitar por 10min.

Se dejan separar las dos fases, colocar la fase inferior en otro embudo
de separacion y descartar la fase superior.

Extraer de la fase inferior, de estar presente, la aflatoxina, en doble
extraccion con 25ml de cloroformo cada una agitando por 10min, dejar
separar las fases, recolectar la fase organica (inferior) en una fiola con
tapa, luego agregar nuevamente 25ml de Cloroformo al embudo ( fase
acuosa). Agitar por 10min, nuevamente y dejar separar las fases,
recolectar la fase organica (inferior) mezclarla con la porcién

recolectada anteriormente y evaporarla a sequedad en bafio de maria.

Figura 3. Muestras de alimento y su filtrado
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2.) Preparacion y acondicionamiento de la columna. (usando una

inyectadora de 12 o 15 cc).

e Colocar algododn cristalizado en la parte inferior de la columna.

e Adicionar: 2gr. Sulfato de Sodio Anhidrido, en la parte superior
y 2gr de silica para Cromatografia en columna (70-230 mesh).

3.) Acondicionar las columnas.

e Lavar la columna, con 3ml de N-Hexano y 3ml de

Diclorometano utilizando vacio.

e Retomar la muestra evaporada anteriormente con 3ml de

Diclorometano y adicionar a la columna, sin vacio.

e Lavar la fiola que contenia la muestra con 2 porciones de 1ml

c/u de Diclorometano y adicionar la columna.

e Lavar la columna con 3ml de N-Hexano, 3ml de Eter etilico y

3ml de Diclorometano, utilizado vacio.

4.) Extraer la Aflatoxina.

e Apagar el vacio, extraer las aflatoxinas con 3 porciones de 3ml de
Cloroformo- Acetona c/u (9ml de Cloroformo + 1ml de Acetona),

recolectandola en un tubo de ensayo.
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Evaporar la sequedad en bafio de Maria.

5.) Retomar con 0.5 ml de Cloroformo (CHCL3) y sembrar en la placa

Cromatografica T- 254.

Para

Colocar la placa de cromatografia en el sistema para las

aflatoxinas (9 ml de cloroformo y 10 ml de acetona). La placa
cuenta con un frente de recorrido, este es de 15 cm, con un
tramo de recorrido de 15 cm, el soporte donde se coloca la
muestra es de 0,5 cm de altura, alli se sembrara 20ul de cada
muestra. En este punto se esperaba el recorrido de la aflatoxina

B1 sobre la placa.

Introducir la placa en un tanque que tiene papel filtro, éste
ayuda a saturar mas rapido el tanque y de esta manera lograr el
recorrido de la aflatoxina sobre a placa, este debe ser horizontal

y paralelo.

Sacar la placa del tanque, dejar secar y luego llevar al

ultravioleta.

Procedimiento de cromatografia de gases

la separacidon mediante cromatografia de gases, se realizd en el
instituto de investigacion de la facultad de Farmacia y Bioanalisis. Se
inyectaron los 3 mil que se recolectaron de la extraccion de aflatoxina a

separar en una corriente de un gas inerte a elevada temperatura; esta
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corriente de gas, atraviesa una columna cromatografica que separa los
componentes de la mezcla por medio de un mecanismo de particion
(cromatografia gas liquido), de adsorcién (cromatografia gas solido) o, en
muchos casos por medio de una mezcla de ambos. Los componentes
separados, emergeran de la columna a intervalos discretos y pasaran a
través de algun sistema de deteccion adecuado, o bien seran dirigidos hacia

un dispositivo de recogida de muestra
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ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El presente segmento muestra los resultados obtenidos en el estudio
destinado a la deteccion de Aflatoxinas B1 en alimento concentrado para
perros, mismos que se expenden en el estado Mérida, tales resultados
surgieron de los métodos empleados en el laboratorio, asimismo este
apartado describe las deducciones de la investigacion, su debida

interpretacion y posterior analisis.

Cabe destacar que la muestra fue de seis diferentes tipos de
alimentos concentrados para perros, estos cumplian con los criterios de
inclusion que exigid la investigacion. Vale destacar que esas seis muestras,
aunque en principio parecian pocas, son consideradas como muestras
representativas del resto de la poblacion, es decir, las seis marcas de
alimentos concentrados para perros fueron suficientes para el analisis,
puesto que en la ciudad de Mérida no existe gran variedad de este tipo de
alimento, es por eso que se seleccionaron las muestras mencionadas en los
incisos anteriores, a razén de ser las mas consumidas por los canes y las

que se encontraban con mayor facilidad.

También resulta oportuno mencionar que, en efecto, en el mercado
existen otras marcas de alimento para perros, mismas que demanda poca
venta, asimismo conviene resaltar que no se tomaron en cuenta para los
objetivos de este trabajo por no cumplir con los criterios de exclusiéon que

exigia la investigacion.
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Seguido de la obtencion de las muestras sometida a estudio y luego de su
clasificacion relacionada con la fecha de caducidad, disposicion en el
mercado, depdsito y condiciones de temperatura y humedad, se procedié a

hacer el analisis detallado.

Es importante sefalar que los resultados se disponen en tablas con
informacion cualitativa, puesto que el analisis estadistico numérico no fue
necesario, esto en busca de confirmar las hipétesis propuestas en esta
investigacion. Es asi que los resultados quedan expresados de la manera

que a continuacion se presenta:

Determinar la presencia de aflatoxina Bl con el método de

cromatografia de capa fina.

Con respecto a la determinacion de la aflatoxina B1 en las muestras
de alimentos examinadas, a través del método de cromatografia de capa

fina, se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 4. Resultado de la cromatografia de capa fina a la cual

fueron sometidas las muestras

Muestra Alimento Cantidad Cromatografia de
concentrado de muestra Capa Fina

1 Purina 20 ul No hubo

DogChow desplazamiento de

ninglin compuesto
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2 SuperCan 20 ul No hubo
Carne desplazamiento de

ninglin compuesto

3 Purina K-nina 20 ul No hubo
desplazamiento de

ninglin compuesto

4 ProPlan 20 ul No hubo
desplazamiento de

ningdn compuesto

5 NutriCan 20 ul No hubo
desplazamiento de

ninglin compuesto

6 Perrarina 2 ul No hubo
desplazamiento de

ningdn compuesto

Fuente: Chacén y Valero, 2018

En este sentido, la cromatografia de Capa Fina, fue el primer método
de separacion usado para buscar la presencia de aflatoxinas B1,
encontrandose que no hubo desplazamiento de ninguno de los componentes

de la muestra.

Tal como se evidencia en la tabla 4, se deposité 20 ul de cada
muestra en el extremo de la lamina (fase estacionaria), se introdujo en la

cubeta (fase movil), se espero el tiempo necesario de reaccion pero aun asi
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el resultado fue negativo con respecto a la obtencion del componente a
estudiar (Aflatoxina B1), esto se constatd en presencia de la luz UV donde se
esperaba la aparicion de las marcas de desplazamiento hecho por la

aflatoxina revelando un color azul fluorescente.

Esto se fundamenta en el apartado tedrico que establece que, en la
fase fija semipermeable, la muestra, dependiendo de su naturaleza, debi6
tener afinidad con la fase fija para que sus componentes, en este caso, la
aflatoxina se pudiera desplazar con cierta velocidad por la fase fija, en esa
ocasion, tal desplazamiento se corresponderia con un tiempo especifico que
seria el tiempo de retencion, evento que no ocurrié ya que no hubo presencia
de desplazamiento de ningdn componente, mas especificamente la
aflatoxina B1, con esto se puede deducir, en un primer momento, que
ninguno de los tipos de alimentos para perros presentaba contaminacion por
aflatoxina B1, por lo tanto, se trataba de muestras limpias.

Asimismo, resulta oportuno indicar que la prueba se repiti6 para
obtener un resultado confiable, se cuidé el protocolo y las muestras estaban
preparadas para ser sometidas a estudio. Por lo tanto, los resultados que se
obtuvieron cuentan con veracidad, sin embargo, fue indispensable usar el
método de Cromatografia de Gases para confirmar el resultado obtenido por

el método cromatografico de Capa Fina.

Confirmar por el método de cromatografia de gases la presencia de
aflatoxina B1 en alimentos concentrados para perros.

Se emple6é el método de cromatografia de gases para confirmar la

veracidad del resultado anterior. Es decir, se buscaba la deteccion de la
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alflatoxina B1 con el objetivo de cuantificar y confirmar la presencia de la
micotoxina en las muestras. El resultado se presenta en la siguiente tabla, en

la cual se dejan ver las muestras examinadas.

Esta técnica es muy usada en la industria alimentaria debido a su
capacidad de deteccion en muestras como semillas y cereales es por eso
que se hizo uso del método ya que se trata de un alimento concentrado
preparado a base de maiz y con esta técnica se comprueba la presencia de
la micotoxina aflatoxina B1 y de esta manera con la Cromatografia de Gases
se buscaba cuantificar y confirmar las micotoxinas presentes en la muestra a
estudiar. Cabe destacar que en esta técnica la muestra se volatiliza y se
inyecta en la cabeza de una columna cromatogréfica. La elusion se produce
por el flujo de una fase movil de un gas inerte; esta fase no interacciona con
las moléculas del analito, su Unica funcién es la de transportar el analito a
través de la columna. Es asi que los resultados obtenidos por la

cromatografia de gases fueron los siguientes:

Tabla 5. Resultado de la cromatografia de gases a la cual fueron

sometidas las muestras.

Muestra Alimento Cantidad Cromatografia de
concentrado de gases
muestra
1 Purina 3ul No hubo transporte
DogChow del analito
2 SuperCan 3ul No hubo transporte
Carne del analito
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3 Purina K-nina 3ul No hubo transporte

del analito

4 ProPlan 3ul No hubo transporte
del analito

5 NutriCan 3ul No hubo transporte

del analito

6 Perrarina 3ul No hubo transporte

del analito

Fuente: Chacén y Valero, 2018.

Haciendo referencia al resultado que se muestra en la tabla 5, la
cromatografia de gases que se realizé con las muestras problema arrojé que
todas las muestras de alimentos concentrados para perros que se expenden
en la ciudad de Mérida sometidas a estudio no detectaron la presencia de la
micotoxina Aflatoxina B1, ya que no hubo transporte del analito que se

pretendia detectar.

Esto se basa en el fundamento de la prueba que establece que una
vez que los componentes de la muestra fueron separados por la columna, se
hizo preciso disponer a la salida de éste de un sistema de deteccién, capaz
de sefalar la elucion de un componente de la muestra y ofrecer al mismo
tiempo, una sefial proporcional a la cantidad de sustancia que pasa a través
de él; este sistema de deteccion se compone de detectores que son de tipo
diferencial, es decir, no ofrece sefal cuando pasa por ellos solamente el gas
portador, es por eso que la sustancia eluida contenia la muestra en la
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columna para de esta manera poder obtener la deteccion de la aflatoxina B1,
ofreciendo un resultado negativo, por lo tanto, en este apartado se confirma
gue no hubo presencia de la micotoxina, o que permitié, hasta ese momento,
deducir que las muestras utilizadas se encontraban en condiciones 6ptimas

para su uso, libres de micotoxinas Aflatoxinas B1.

Establecer los niveles de aflatoxinas B1l en alimentos concentrados

para perros que se expenden en la ciudad de Mérida.

En este caso, no hubo cuantificacion de las aflatoxinas B1 para las
muestras ya que con la cromatografia de gases se confirmé que las muestras
se encontraban limpias de las micotoxinas, por lo tanto no se establecieron

niveles de las mismas.

Esto concuerda con las teorias enunciadas que afirman que al obtener la
presencia de las Aflatoxinas B1, a través de la cromatografia de gases se
cuantificarian y de esa manera establecer un estudio estadistico en el que se
expresarian los niveles de la Aflatoxina y de tal forma obtener un resultado

numérico en cuanto a concentraciones de la misma.

Comparar las diferencias entre los resultados obtenidos por los

métodos usados en cada una de las marcas de alimentos para perros.

Al comparar los resultados obtenidos entre las técnicas empleadas para la

deteccién y cuantificacion de la Aflatoxina B1 presentes en las muestras
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analizadas se logré determinar que, al momento del analisis, las muestras se

encontraban libres de contaminacion por micotoxinas de tipo Aflatoxinas B1.

Por lo tanto los resultados quedan establecidos de la siguiente manera:

Tabla 6. Comparacion de las técnicas de cromatografia de capa fina y

cromatografia de gases empleadas en la deteccion de Aflatoxinas B1

Muestra Alimento

concentrado
1 Purina
DogChow
2 SuperCan
Carne
3 Purina K-nina
4 ProPlan

Cromatografia

de Capa Fina

No hubo
desplazamiento
de ningun

compuesto

No hubo
desplazamiento
de ningun

compuesto

No hubo
desplazamiento
de ningun

compuesto

No hubo
desplazamiento

de ningun
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Cromatografia

de Gases

No hubo
transporte del
analito

No hubo
transporte del
analito

No hubo
transporte del
analito

No hubo
transporte del
analito

Presencia
de
Aflatoxinas
B1l

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO



compuesto

5 NutriCan No hubo No hubo
: transporte del
desplazamiento o—e NEGATIVO
de ningun
compuesto
6 Perrarina No hubo No hubo
: transporte del
desplazamiento Analito NEGATIVO
de ningun del
analito

Fuente: Chacén y Valero, 2018.

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos en el estudio destinado a
la deteccion de aflatoxinas B1 en seis muestras distintas de alimentos para
perros que se expenden en la ciudad de Mérida; se permite inferir que tales
muestras se encontraron libres de la aflatoxina B1. La tabla deja en evidencia
que el resultado fue negativo, luego del tratamiento que se le realiz6 a las
muestras y de las pruebas de cromatografia de capa fina y de gases, bajo la
supervision de expertos y del protocolo minucioso que se tuvo con respeto a
las muestras y las técnicas, se llegd a la conclusion que las marcas de
alimentos para perros examinadas no detectaron presencia de la micotoxina,
lo que concuerda con la teoria que explica que, la prevencién de este tipo de
contaminacion depende del tratamiento que se le da a los lotes de alimentos,
es decir, estos lotes contaban con el depésito adecuado, libre de humedad y
de contaminacion cruzada con otros elementos, en este sentido, también se
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puede establecer que los alimentos se encontraban, para el momento del
analisis, en buen estado, referente a su tiempo de caducidad y temperatura.
Por lo tanto, se puede decir que son productos que garantizan a los animales
una alimentacion segura, por lo tanto, se puede expender en el mercado

como alimento seguro que brinda al can calidad en su alimentacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Luego del estudio destinado a la deteccién de micotoxinas Aflatoxinas

B1 en alimentos concentrados para perros que se expenden en la ciudad de

Mérida, hecho a partir de andlisis de laboratorio empleando las técnicas de

Cromatografia de Capa Fina y Cromatografia de Gases, se pudo concluir lo

siguiente:

Se establecid el protocolo de extraccidn, purificacion y determinacion
de aflatoxinas mediante el uso de las técnicas de cromatografia de
capa fina y cromatografia de gases
Entre las muestras de alimentos para perros que se expenden en la
ciudad de Mérida, se determind que todas las muestras se
encontraban en buen estado para su consumo, libre de contaminantes
como la micotoxina Aflatoxina B1.
De acuerdo con el estudio realizado basandose en la técnica de
cromatografia de capa fina, utilizando las seis muestras de alimentos
objetos de estudio, entre las que destacan: Purina DogChow,
SuperCan Carne, Purina K-nina, ProPlan, NutriCan y Perrarina, se
obtuvo que no hubo recorrido del analito a estudiar sobre la placa, en
este caso la Aflatoxina Bl. Esto se verific6 en camara UV
presentando ausencia de las bandas azul fluorescente indicativas de
la Aflatoxinas B1 (BLUE)
Con respecto a los resultados obtenidos en la técnica de
cromatografia de gases, se logr6 confirmar la ausencia de la
64



Aflatoxina B1, ya que no hubo transporte del analito en el sistema
empleado para esta técnica, lo que permitio inferir que en efecto las
muestras estaban limpias de contaminantes como esta micotoxina.
Las marcas de aliemntos para perros examinadas se encuentran en
condiciones oOptimas para ser vendidas en el mercado, por lo tanto son
muestras limpias y libres de contaminantes, garantizando a los canes
una alimentacion de calidad. Ademas se pudo confirmar que cumplen
con las medidas de higiene necesarias para mantener su calidad,
como su depdsito, humedad y composicion.

Las muestras examinadas arrojaron informacion de importancia para
el mercado que expende estos productos ya que son productos de
calidad y que no constituyen una amenaza para la salud de los canes

gue se alimentan con estar marcas de alimentos.

Recomendaciones.

Es importante realizar un analisis mas completo y exhaustivo de
aflatoxinas en alimentos para perros que se expenden en la ciudad de
Mérida, ya que son elaborados con materia prima como el maiz,
siendo este es un alimento de primera necesidad el cual tiene varios
derivados y a su vez sirve como materia prima para fabricar otros
productos.

Se recomienda un estudio en el que se incluyan otras técnicas de
detecciéon como ELISA para mayor seguridad de presencia o ausencia
de aflatoxinas B1.

Es necesario utilizar muestras control positivo para comparar los

resultados negativos arrojados por las técnicas de laboratorio.
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