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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el objetivo de evaluar la ocurrencia natural de aflatoxinas B, B,, G, y G, en maiz duro proce-
dente de la provincia de Los Rios, Ecuador, aplicando una metodologia previamente validada en el laboratorio de Servicio de Analisis e
Investigacion en Alimentos del INIAP. Para esto se emple6 columnas de inmunoafinidad y Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC) con derivatizacion electroquimica post-columna. La evaluacién de los pardmetros de validacion permitio establecer que el
método analitico propuesto es selectivo y no mostré interferencias para el analisis de los cuatro tipos de aflatoxinas. El método presentd
limites de deteccion de 0,25; 0,36; 0,17 y 0,23 pg/kg, y limites de cuantificacion de 0,83; 1,205 0,29 y 0,75 ug/kg, para aflatoxina B, B,,
G, v G,, respectivamente. La precision y exactitud del método se evalué empleando muestras de maiz artificialmente contaminadas
con tres niveles de aflatoxinas por triplicado en tres dias diferentes, estableciendose que el método aplicado tuvo un porcentaje de des-
viacion estandar de repetibilidad (DSr) entre 1,14 y 2,31%. La reproducibilidad (DSR) fue de 2,66 a 10,90%, con una exactitud como
porcentaje de recuperacion de 71,41; 74,92; 75,82 y 76,87% para aflatoxina B, B,, G, y G,, en ese orden. La evaluacién de aflatoxinas
se realiz6 en 61 muestras de grano tomadas directamente del campo de productores. El 50% de las muestras present6 contaminacién
por aflatoxina B, con rangos de 1,03 a 193,54 ug/kg; el 12% de las muestras estuvé contaminadopor aflatoxina B,, con rangos de 1,24
a 8,26 pg/kg. La incidencia de aflatoxinas G, fue del 5%, con rangos de 1,25 a 7,57 pg/kg. En las muestras evaluadas no se encontrd
contaminacién por Aflatoxina G,.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the natural occurrence of aflatoxins B,B,G, and G, in kernels of maize from the province
of “Los Rios”, Ecuador, applying a previously methodology validated in the laboratory of “Analysis Service and Food Research” from
INIAP. For the purpose, immunoaffinity columns and High Performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical post
column derivatization was used. The evaluation of the parameters of validation stablished that the proposed analytic method is selec-
tive and did not showed interference in analyzing the four types of aflatoxins. The detection limits of the method were 0.25, 0.36, 0.17
y 0.23 pg/kg, and the quantification limits were 0.83, 1.20, 0.29 y 0.75ug/kg, for aflatoxin B, B,, G, and G,, respectively. The precision
and accuracy of the method was evaluated using samples of maize artificially contaminated with three levels of aflatoxins in triplicate in
three different days, showing that the applied method has a Repeatability standard deviation percentage from 1.14 to 2.31%. The repro-
ducibility ranged from 2.66 to 10.90%, with an accuracy as a percent recovery of 71.41, 74.92, 75.82, and 76.87 for aflatoxins B, B, G,
and G,, respectively. The aflatoxins were evaluated to 61 kernel samples taken directly from farmers’ fields. 50% of the samples showed
aflatoxin B, contamination ranged from 1.03 to 193.54 pg/kg; 12% showed aflatoxin B, contamination ranged from 1.24 to 8.26 pg/kg.
The incidence of G, Aflatoxin was of 5% ranged from 1.25 to 7.57 ug/kg. The samples did not show contamination with aflatoxin G,.
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Evaluacion de la contaminacion por aflatoxinas B1, B2, G1 Y G2 en maiz amarillo duro

INTRODUCCION

El maiz es uno de los rubros agricolas mas importantes
del Ecuador. Seguin datos oficiales, en el Ecuador se cose-
chan 306 095 ha de maiz duro seco, con una produccién
de 1 091 108 t, siendo Los Rios la provincia que repre-
senta el 40% de la produccion nacional (INEC, 2016). La
produccién de esta variedad de maiz esta destinada en un
70% a la industria de alimentos de uso animal, el 22% del
grano se destina a la exportacion y el 8% restante se desti-
na al consumo humano y semilla. Esta variedad de maiz
constituye entre el 50 a 70% de las dietas para animales,
esto marca su importancia dentro de la elaboracion de
productos como: carne (pollo y cerdos), huevos y la ne-
cesidad de producir con estandares de calidad e inocuidad
para satisfacer la demanda local (Baca-Guerrero, 2016).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos
producidos por algunas especies de hongos que pueden
afectar a la salud de las personas y animales (Abbas et al,
2006; Accinelli et al., 2014). Las aflatoxinas son un tipo
de micotoxinas producidas por algunas especies de hon-
gos del tipo Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus y
Fusarium verticillioides, asi como, hongos de tipo Alter-
naria y Penicillium (Alam y Deng, 2017). Existen cuatro
grupos principales de aflatoxinas: B, (AFB,), B, (AFB,), G,
(AFG)) v G, (AFG)), las B, y B, son producidas por A.
flavus (Bianco et al., 2012; Al-Zoreky y Saleh, 2017). Este
grupo de micotoxinas poseen una estructura similar entre
ellas formando un unico grupo de compuestos heterocicli-
cos altamente oxigenados que presentan toxicidad aguda y
croénica; incluyendo efectos cancerigenos, mutagénicos, te-
ratogénicos en varios organismos (Muscarella et al., 2009;
Atehnkeng et al., 2014; Guo et al., 2017). La Agencia In-
ternacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC)
clasificé a las aflatoxinas B, B,, G, y G, dentro del grupo
I de carcindgenos humanos (Bianco et al., 2012; Frehse et
al., 2015; Al-Zoreky y Saleh, 2017).

Las micotoxinas contaminan productos tales como el ca-
cao, frutos secos, carnes y cereales (maiz, trigo, cebada
y arroz) (Garcia-Villanova et al., 2004; Atehnkeng et al.,
2014). Se ha establecido que el almacenamiento de estos
productos en condiciones de alta humedad relativa y tem-
peraturas (25 a 30°C) genera condiciones ideales para la
ocurrencia natural de aflatoxinas (Lee et al., 2015; Nganga
et al., 2016). El clima y la genética del material del maiz
también influyen en la presencia de micotoxinas (Acuia
et al., 2005). En la actualidad, varios organismos como: el
Codex Alimentarius y la Unién Europea han establecido
criterios para evitar que se comercialicen productos que
puedan ocasionar dafio a la salud, para esto han planteado
limites maximos permisibles para la presencia de este tipo
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de contaminantes en diferentes productos tanto para con-
sumo humano y animal (Atehnkeng et al., 2014; Frehse et
al., 2015; Murashiki et al., 2017).

Los productos que ingresan a la Unién Europea (UE) de-
ben presentar un nivel maximo (MLR) de 2 pg/kg de AFB1
y 4 ug/kg de aflatoxinas totales (B, B,, G,y G,) en frutos
secos, fruta y cereales secos destinados a consumo huma-
no directo. En alimentos para bebe se han establecido limi-
tes mas restrictivos, estableciendose como limite maximo
0,10 ug/kg de AFB, (European Commission, 2004). De
acuerdo a la normativa europea (European Commission,
2003; Italian Ministerial Decree, 2004) en cereales para
consumo animal el limite maximo de residuos es de 20
ug.kg' para AFB, (Chan et al, 2004; Muscarella et al,
2009; Lee et al., 2015; Murashiki et al.,, 2017).

Debido a los riesgos significativos que representa para la
salud la presencia de aflatoxinas en los alimentos y la ne-
cesidad de satisfacer los requisitos legales rigurosos para la
comercializacién de productos secos, es importante contar
con técnicas eficientes para la deteccidn de aflatoxinas en
los alimentos y piensos para animales. Se han desarrollado
varios métodos para la determinacién de aflatoxinas como
los métodos inmunoldgicos, basados en ensayos de inmu-
noabsorcion ligados a enzimas (Molina-Garcia et al., 2012;
Chauhan et al., 2015; Lee et al., 2015), métodos cromato-
graficos basados en RP-HPLC Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion en Fase Reversa, por sus siglas en inglés)
y deteccion por fluorescencia (FLD; por sus siglas en in-
glés) con derivatizacién quimica pre-columna o post-co-
lumna (Holcomb y Thompson, 1991; Chan et al., 2004;
Garcia-Villanova et al.,, 2004; Ibanez-Vea et al., 2011; Ok et
al., 2016) y métodos con derivatizacion electroquimica en
linea (Ok et al., 2016).

El objetivo de la investigacion fue validar una metodologia
analitica para determinar los contenidos de aflatoxinas B,
B,, G,y G, en maiz duro seco utilizando purificacién con
Columnas de Inmunoafinidad (IAC) y cuantificacién por
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) aco-
plada a detector de fluorescencia y derivatizacion electro-
quimica post-columna; y evaluar la ocurrencia de aflatoxi-
nas B, B,, G, y G, en maiz duro producido en la provincia
de Los Rios-Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectud en dos fases; en la primera se
realiz6 la adaptacion de la metodologia analitica para la
determinacion de aflatoxinas B, B,, G, y G,, utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) aco-
plada a un Detector de Fluorescencia (FLD) y derivatiza-
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cion electroquimica post-columna. Para realizar la adapta-
cién y posterior validacién de la metodologia analitica se
tomo como referencia al método desarrollado por Ok et al.
(2016), trabajando con estandares certificados de aflatoxi-
nas y muestras de maiz contaminadas artificialmente. La
segunda fase consistio en la evaluacion y cuantificacion de
la contaminacién por aflatoxinas en muestras de maiz co-
lectadas en campo de agricultores. Los analisis se realizaron
en el Laboratorio de Servicio de Andlisis e Investigacion
en Alimentos del Departamento de Nutricién y Calidad
en la Estacion Experimental Santa Catalina del Institu-
to Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Metodologia analitica

Los estandares de aflatoxinas B, B,, G, y G, de pureza >
98% se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis Missouri,
USA), los solventes acetonitrilo y metanol grado HPLC
fueron obtenidos de Merck (KGaA, Darmstadt Germany),
los reactivos Cloruro de Sodio, Hidréxido de Sodio
(299%), Bromuro de Potasio (>99%), Cloruro de Potasio
(299%), Hidrogeno fosfato disodico dihidratado (=99%),
se obtuvieron de Merck (KGaA, Darmstadt Germany). Se
utiliz6 en todo el procedimiento agua purificada de con-
ductividad 18,2 MQ. Cm a 25°C. Para el analisis se prepa-
ré una solucion stock de 2500 pug/mL inyectando 4 mL de
solucion de Tolueno: Acetonitrilo (9:1, v/v) en los viales
que contenian 10 mg de cada aflatoxina y se agit6 hasta
disolucién completa, esta solucion se almaceno a tempera-
tura de -20°C por un afo. La solucién estandar de trabajo
(2500 ng/mL) y la solucién de calibracién (10 ng/mL) se
prepararon por dilucién de la solucién stock en metanol
grado HPLC y se almacenaron a -20°C por 1 mes. La so-
lucion Buffer Fosfato Salino (PBS) se preparé disolviendo
0,2 g de Dihidrogeno fosfato de potasio, 1. g hidrégeno
fosfato disddico dihidratado, 8 g de cloruro de sodio, 0,2
g de cloruro de potasio en un litro de agua purificada.

Extraccion

Para la extraccion se pes6 50 g de muestra (maiz molido) y
se licué con 100 mL de solucién de metanol: agua (80:20,
v/v) por 3 minutos a alta velocidad. El extracto fue centri-
fugado durante 10 minutos a 4000 rpm y filtrado a través
de papel filtro cualitativo y membrana de fibra de vidrio.
Se tom¢ una alicuota de 2 mL de filtrado y se diluy6 con
25 mL de solucion buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas
en inglés).

Purificacion de la muestra

Lamuestradiluidaen PBS (25 mL) fue purificada en colum-
nas de inmunoafinidad (EASI-EXTRACT AFLATOXIN,
R-Biopharm Rhoéne Ltd. UK) a un flujode 2a 3 mL/min. La
columna fue lavada con 20 mL de PBS y las toxinas se elu-
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yeron desde la columna con 3 mL de metanol grado HPLC.
Cuantificacion por HPLC

La identificacién y cuantificacion se realizé en un siste-
ma HPLC (Agilent technologies 1100/1200 series. Wal-
dbronn, Germany), constituido de una bomba binaria
(G1312A), detector de fluorescencia (FLD G1321A) (A
excitacion 362 nm y A emision de 425 nm), auto-inyec-
tor (G1329A), derivatizador electroquimico post-co-
lumna tipo KOBRA CELL (R-Biopham Rhone. Ltd,
Glasgow, Scotland) y controlado por el software Chem-
station (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).
La separacion fue realizada en una columna de fase re-
versa C18 (150x4.6 mm, 5um) (Agilent Zorbax SB C18,
United States). Para la determinacién se inyect6 20 pL de
extracto en la columna a un flujo de 1 mL/min. La fase
movil estuvo constituida por una mezcla de agua/metanol/
acetonitrilo (60:20:20, v/v/v) con 119 mg de bromuro de
potasio y 350 uL de acido nitrico 4M. La cuantificacién
se realizd por comparacion de areas obtenidas para las
muestras en una curva de calibracion de cada aflatoxina.

La linealidad del método se evalué relacionando la fun-
cion de respuesta del equipo con la concentracion de es-
tandares certificados de aflatoxinas, para lo cual se pre-
paré un set de estandares con concentraciones de 0,42;
0,84; 1,67; 5,00; y 10,00 ng/mL, en triplicado durante
tres dias. Las muestras se inyectaron en el HPLC (Agi-
lent technologies 1100/1200 series, Waldbronn, Ger-
many) y se registro la respuesta para cada concentracion.

Con los resultados obtenidos se realizo el estudio de
regresion lineal, y se evalué los siguientes pardme-
tros: coeficiente de correlacion (r?), pendiente (a),
intercepto (b), desviacion de la pendiente (Sa), des-
viacion del intercepto (Sb), error tipico (Syx) y los li-
mites de conflanza para el intercepto y la pendiente.

Limite de deteccion y cuantificacion

El Limite de Deteccién (LD) y Limite de Cuantificacién
(LC) se calcularon en base a la curva de calibracién pro-
medio obtenida del estudio de regresion lineal (Ecuacién
1), utilizando el valor del intercepto (b) y la pendien-
te (a) mediante las relaciones LD= 3b/a y el LC=6b/a

y=ax+b (1)
Precision (repetibilidad y reproducibilidad)

El estudio de repetibilidad y reproducibilidad del método
se realizo utilizando muestras artificialmente contamina-
das con aflatoxinas en niveles de contaminacién de 1,25,
5,01 y 30,00 ug/kg, por triplicado y en tres dias diferen-
tes. Los resultados se evaluaron mediante un andlisis de
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varianza; determindndose la desviacion estindar de la
repetitividad (RSD)) y la desviacién estandar de la repro-
ducibilidad (RSD,) en porcentaje. La validacion de resul-
tados se realizd en base a los criterios establecidos en el
Diario Oficial de las Comunidades Europeas y la ecuacion
de Horwitz, estableciéndose valores de RSD < 20%y RSD,
< 30% para métodos de analisis de micotoxinas.

Exactitud

La exactitud se calculé como porcentaje de recuperacion
de cada aflatoxina en cada uno de los tres niveles de conta-
minacion evaluados (Ecuacién 2).

%R=C C x100 (2)
Dénde:
%R: es el porcentaje de recuperacion

Co: es el resultado obtenido en el andlisis de la muestra
contaminada

Ce: es el valor tedrico de contaminacion de la muestra

Para la validacion del método se aceptd valores de recupe-
racion entre 70 y 110% en los tres niveles de contamina-
cion para cada Aflatoxina.

Evaluacion de la contaminacion por aflatoxinas en maiz
duro

En el mes de mayo y junio, durante la cosecha de maiz co-
rrespondiente a la época lluviosa del 2015, se colectaron
61 muestras de grano en campo de productores escogidos
aleatoriamente, antes de su comercializacién en los centros
de acopio. Las muestras fueron obtenidas en los siguientes
cantones de la provincia de Los Rios: Mocache, Ventanas,
Vinces, Pueblo Viejo y Quinsaloma. El muestreo se reali-
z6 mediante toma de muestras incrementales de 100 a 200
gramos por saco y se formd una muestra compuesta. Lue-
go de esto se homogenizé y se tomé 2 kg para los analisis
en el laboratorio. En cada sitio de muestreo se tomo6 los
datos de latitud y longitud geografica mediante un Sistema
de Posicionamiento Satelital (GPS, por sus siglas en ingles)
para facilitar su referencia y ubicacién posterior.

Preparacion de la muestra y analisis

Las muestras se molieron utilizando un molino ultra cen-
trifugo Restch modelo ZM, 200 (Haan, Germany) hasta
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obtener un polvo fino de tamafio de particula < 1 mm y
se almacenaron en un congelador a -20°C hasta la fecha de
andlisis. Los andlisis de contaminacién por aflatoxinas B ,
B,, G, y G, se realizaron utilizando la metodologia previa-
mente indicada.

Analisis estadistico

Se determind el porcentaje de incidencia de cada aflatoxi-
na, mediante la Ecuacién 3.

2 i : cantaminadas
Yeincidencia = N2 Muestras ——————— = 100
Ni total de muestras (3)

Posteriormente, seleccionando el grupo de muestras que
presentaron contaminacion, se estimé la media, minimo
y maximo para establecer el nivel de contaminacién de las
muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion de la metodologia analitica

La curva de calibracion se realiz6 inyectando soluciones
estindar en 5 diferentes concentraciones de cada
aflatoxina (0,42; 0,84; 1,67; 5,00 y 10,00 ng/mL) por
triplicado en 5 dias diferentes. Se grafico el area de los
picos correspondientes a cada concentracion y se realizd
un estudio de regresion lineal. Como resultado se obtuvo
un coeficiente de correlacion lineal (r?) entre 0,99 a 1. Se
demostrd que existe una alta correlacion lineal entre la
concentraciéon de cada micotoxina y el drea de los picos
correspondiente a cada concentracién. De igual manera,
se comprob6 que existe una correlacion lineal significativa
aplicando una prueba t-student a dos colas con un nivel de
confianza (a) del 5%. Con los resultados obtenidos durante
las cinco repeticiones se estableci6 la curva promedio y se
procedio a calibrar el equipo. Estos resultados concuerdan
con el trabajo desarrollado por Ok et al. (2016), quienes
reportaron coeficientes de correlacién entre 0,9966 y 1
para este método.

Limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de detecciéon (LD) y cuantificacién (LC) se
calcularon en base a la curva de calibracién promedio
obtenida del estudio de regresién lineal (y=ax+b),
empleando estindares puros de cada aflatoxina.
Posteriormente se evalud estos parametros con muestras
artificialmente contaminadas para evaluar el efecto matriz,
los resultados se presentan en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Limites de Deteccién (LD) y Cuantificacion (LC)
de aflatoxina B, B,, G,y G, en maiz utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion
acoplados a un detector de fluorescencia y
derivatizacion electroquimica.

AFLAB, AFLA B, AFLA G, AFLA G,
nglkg ug/kg ug/kg ug/kg

Pardametros

LLD 0,20* 0,225 0,23* 0,36** 0,19* 0,17 0,21* 0,23**
LLC 0,66* 0,83 0,77 1,20 0,37 0,29** 0,69* 0,75**
* LD y LC: Calculado con curva de calibraciéon

**LD y LC: Calculado con muestras contaminadas

El LD y LC en todos los casos se incrementan al realizar
los ensayos con muestras artificialmente contaminadas,
observandose un efecto matriz por las interferencias que
acompanan a los analitos. Los limites de deteccion obte-
nidos concuerdan con los resultados presentados por Lut-
fullah y Hussain (2012), quienes reportaron valores de LD
obtenidos en andlisis de varios cereales de 0,5 pg/kg para
AFLA B,y AFLA G, y de 1,0 ug/kg para AFLA B, y AFLA
G,
Precision

La repetibilidad y reproducibilidad del método se realizo
utilizando muestras de maiz amarillo artificialmente con-
taminadas con aflatoxinas B, B,, G, y G, en tres niveles
(1,26; 5,01 y 30 ug/Kg), con tres repeticiones y en tres dias
diferentes. Se calcul6 el % DSr (Desviacion estandar de re-
petibilidad) y el % DSR (Desviacién estandar de reprodu-
cibilidad), observandose que los valores obtenidos por ni-
vel en todos los casos fueron inferiores al 11% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados del estudio de precision para el mé-
todo de analisis de aflatoxinas en maiz utili-
zando cromatografia liquida de alta resolucion
acoplado a un detector de fluorescencia y deri-
vatizacion electroquimica.

Aflatoxina congirgeilniiién Re%egiti;/idad Repro duciobilidad
(e . (%) DS, (%)
AFLAB* 1,26 1,55 2,66
5,01 1,39 6,08
30,00 1,79 9,37
AFLA B 1,26 1,35 3,78
5,01 1,65 5,17
30,00 1,75 5,01
AFLA G* 1,26 2,31 10,85
5,01 1,14 10,90
30,00 1,58 8,10
AFLA G* 1,26 2,29 7,16
5,01 2,24 9,17
30,00 1,84 5,66

*Numero de muestras (n) = 9 por nivel.

Samaniego et al.,

Los resultados reportados para las cuatro aflatoxinas en el
cuadro 1 se ajustan a la precision y exactitud establecida
para métodos de analisis de micotoxinas en productos ali-
menticios. Los valores de % DS y % DS, establecidos son
<20% y < 30%, respectivamente. De igual manera, la esti-
macion del coeficiente de variacién en funcién de la ecua-
cion de Horwitz permiti6 determinar que el método tiene
la precision establecida para una concentracién medida en
ug/kg (European Commission, 2002; European Commis-
sion, 2006).

Exactitud

En cada nivel de contaminacién propuesto se determiné
la exactitud como porcentaje de recuperacién, estable-
ciéndose que el método presenta un promedio de 71,41;
74,92; 75,82y 76,87% de recuperacion para el analisis de
aflatoxina B, B,, G, y G, respectivamente (Cuadro 3). Los
resultados obtenidos se ajustaron a la exactitud (70-100%)
establecida para métodos de analisis de micotoxinas en
productos alimenticios (European Commission, 2003; Eu-
ropean Commission, 2004).

Cuadro 3. Resultados del estudio de Exactitud para el
método de andlisis de aflatoxinas en maiz uti-
lizando cromatografia liquida de alta resolucion
acoplado a un detector de fluorescencia y deri-

vatizacion electroquimica.

Aflatoxina conljai‘r/filnisién Nivel medido Recupoeracién Pror;iedio
(10 (hg/kg) (%) (%)

1,26 0,91 72,22

AFLA B1* 5,01 3,52 70,26 71,41
30,00 21,32 71,73
1,26 0,97 77,30

AFLA B2* 5,01 3,79 75,73 74,92
30,00 22,57 75,24
1,26 1,01 80,16

AFLA G1* 5,01 3,61 72,06 75,82
30,00 22,26 74,20
1,26 1,01 80,41

AFLA G2* 5,01 3,81 75,99 76,87
30,00 23,13 77,09

*Ntmero de muestras (n) = 9 por nivel.

Evaluacion de la contaminacion por aflatoxinas en maiz
duro

Se analizaron en laboratorio 61 muestras tomadas en dife-
rentes localidades de la provincia de Los Rios, establecién-
dose los porcentajes de incidencia de las aflatoxinas y los
niveles de contaminacidn de cada una de ellas (Cuadro 4).

El andlisis de incidencia realizado en las muestras de maiz
duro permitié establecer que el 50% de las muestras pre-
sentaron contaminacién por aflatoxina B , con un prome-

-
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dio de 22,61 pug/kg, y de estas, el 30% (4 pg/kg) y el 5% (50
pg/kg) de las muestras superaron el limite maximo permi-
tido por la Unién Europea para contaminacion por aflato-
xinas en alimentos para consumo humano y animal, res-

pectivamente. La mayoria de las muestras procedentes de
Mocache, Ventanas y Vinces presentaron niveles de con-
taminacion por aflatoxina B, superiores a 20 pg/kg (datos
no mostrados).

Cuadro 4. Cuantificacion de la contaminacion por aflatoxinas en muestras de maiz procedentes de cinco cantones de la pro-
vincia de Los Rios.

Muestras Nivel promedio de Rango de Muestras contaminadas Muestras contaminadas
Aflatoxina contaminadas contamilr)lacién (o) contaminaciéon que exceden normativa que exceden normativa
(%) HE3 (ug/kg) (4 ug/kg)* (%) (50 ug/kg)** (%)

AFLA B, 50 22,61 1,03 - 193,54 30 5
AFLA B, 12 3,08 1,24 - 8,26 3 0
AFLA G, 5 357 1,25 -7,57 2 0
AFLA G, 0 0,00 0,00 - 0,29 0 0
Totales 50 23,97 1,03 - 201,80 30 5

* Limite maximo permitido de contaminacion con aflatoxinas en cereales para consumo humano, seglin normativa de la Unidn Europea,
Comision de Regulacion No. 1126/2007.
** Limite maximo permitido de contaminacion con aflatoxinas en cereales para consumo animal, segin normativa de la Unién Europea,

Comision de Regulacion No. 1126/2007.

De acuerdo a la regulacion Europea para el control de
niveles de aflatoxinas en cereales, se admite un limite
maximo entre 2 y 4 ug/kg para AFB, y aflatoxinas totales,
respectivamente. En paises como Rusia (5 pg/kg), China
y Japon (10 ug/kg) se aceptan limites superiores para este
tipo de micotoxinas.

La incidencia para aflatoxina B, fue del 12%. El 3% de las
muestras contaminadas por AFB, presentaron niveles de
contaminacion superiores al maximo permitido por la
Unién Europea para consumo humano, mientras que nin-
guna de las muestras contaminadas superd el limite maxi-
mo de contaminacién permitido para consumo animal.
Las muestras que presentaron contaminacién por aflato-
xina B, provienen de los cantones Mocache, Ventanas y
Vinces.

El analisis de laboratorio establecié que el 5% de las mues-
tras presentaron contaminacion por aflatoxina G, con un
promedio de 3,57 pg/kg, y de estas, el 2% super6 el limite
maximo permitido por la Unién Europea para contamina-
cion por aflatoxinas en alimentos para consumo humano,
mientras que ninguna muestra superd el limite maximo
permitido para alimentos destinados para consumo ani-
mal. La muestra que presentd la mayor contaminacion por
aflatoxina G, proviene del cantén Vinces. Los anilisis rea-
lizados permitieron establecer que no existi¢ aflatoxina G,
en las muestras de maiz evaluadas.

Estos resultados confirman estudios realizados por Soria-
no (2007) quien reporto niveles de incidencia de aflatoxina
Bl de 12 al 90% en maiz proveniente de la India, Nige-
ria, Brasil, Uganda, Chile, Costa Rica, Estados Unidos y
México con niveles de contaminacion en el rango de 0,2

I

a 700 pg/kg. En el Ecuador existen reportes de aflatoxinas
encontrados en maiz almacenado que superan los 20 pg/
kg (Sandoval, 2013; Fon-Fay et al., 2016), lo que confirma
la presencia de aflatoxinas con niveles elevados en el grano
de maiz que se comercializa, existiendo incluso reportes de
aflatoxinas en productos derivados como la harina de maiz
(Vallejo, 2012 ).

En funcién de los resultados obtenidos se puede establecer
que la presencia de aflatoxinas constituye un problema im-
portante en la inocuidad del maiz amarillo de la provincia
de Los Rios,-Ecuador, pues los niveles obtenidos superan
a los establecidos por varios paises en el mundo (El tawila
etal., 2013).

CONCLUSIONES

El estudio permitié adaptar una metodologia analitica
para la determinacion de la contaminacion por aflatoxi-
na B, B, G,, G, utilizando derivatizacion electroquimica,
método que no utiliza reactivos altamente toxicos en el la-
boratorio.

La validaciéon del método analitico demuestra que la técni-
ca desarrollada es sensible y robusta, alcanzando limites de
cuantificaciéon < a 1,2 pg/kg. La exactitud del método esta
en el rango de 71 a 77% de recuperacion para los cuatro
tipos de micotoxinas y la precision estuvo entre el 2 al 11%
en los tres niveles de concentracion (bajo, medio y alto)
validado para cada aflatoxina, cumpliendo con las exigen-
cias para técnicas de analisis de micotoxinas en productos
alimenticios.

Existe contaminacion por aflatoxinas en el maiz duro que
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se produce en la provincia de Los Rios. E1 50% de las mues- como limite maximo para consumo humano y animal. De
tras analizadas presentaron contaminacién, con un nivel igual manera, el estudio demostré que existe incidencia
promedio de aflatoxinas totales de 23,97 ug/kg, siendo menor de aflatoxinas AFLA B,y AFLA G,. No se detect6
AFLA B, quien presenta el mayor nivel de contaminacion, la presencia de aflatoxina AFLA G, en esta zona del Litoral
superando en ciertos casos, lo establecido en varios paises Ecuatoriano.
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