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RESUMEN

En esta investigacion se determind la concentracion de aflatoxinas B1, B2, G1y G2 en huevos de gallinas
ponedoras comercializados en el Mercado de Bazurto de la ciudad de Cartagena (Colombia) y, se comparé
con los valores maximos permitidos en Colombia. Se analizaron 6 huevos diarios tomados al azar durante
10 dias procedentes del principal centro de abastos de la ciudad. Fue utilizada la técnica analitica de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para determinar el contenido de aflatoxinas. Se detect6 la
presencia de aflatoxinas G1 (0,27 a 0,76 ppb) y G2 (25,49 a 125,67 ppb) en algunas muestras de huevos y
no fueron encontradas cantidades de aflatoxinas B1 y B2. Las cantidades de aflatoxina G2 superaron en la
mayoria de las muestras los valores permitidos en la norma NTC 3581.

Palabra claves: Aflatoxinas; Consumo humano; Huevos; Salud publica; Seguridad alimentaria.
ABSTRACT

In this investigation the concentration of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 was determined in egg-laying hens
commercialized at the Bazurto Market of the Cartagena city (Colombia) and it was compared with the
maximum values allowed in Colombia. 6 eggs, from randomly chosen main food market of the city and 10
days provided, were analyzed. The analytical technique of high pressure liquid chromatography (HPLC)
was used to determine the content of aflatoxins. The presence of aflatoxins G1 (0.27 a 0.76 ppb) and G2
(25.49 a 125.67 ppb) in some samples of the eggs were detected and amounts remains of aflatoxin B1 and
B2 were not found. The amounts of aflatoxin G2 exceeded the permitted values in NTC 3581 in most
samples.
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1. INTRODUCCION

Las aflatoxinas son unas de las micotoxinas mas peligrosas [1-2]. Consideradas por la agencia del gobierno
de los Estados Unidos FDA (Food and Drug Administration), entidad responsable de la regulacion de los
alimentos y farmacos tanto para seres humanos como para animales; un contaminante inevitable de los
alimentos [3].

La contaminacion de cereales como el maiz debido a ellas, es un gran problema en muchos paises,
especialmente bajo condiciones tropicales y subtropicales de temperatura y humedad donde la reproduccion
del hongo del género Aspergillus se ve favorecida [4]. Las toxinas que pueden llegar a generar algunas
especies son: aflatoxina B1, B2, G1 y G2 cuyos efectos bioldgicos pueden ser carcinogénicos, mutagénicos
y teratogénicos [5-7]. Un estudio elaborado en Paquistan durante el afio 2008, identificé contaminacién de
aflatoxinas en maiz en mas del 80 % de las 40 muestras analizadas. Sus valores superaron los 20 ppb [1].
Colombia no es ajena a esta problematica, un estudio demuestra la elevada presencia de hongos Aspergillus
en piensos utilizados para la alimentacion animal [8]. En el afio 2001 en este pais, se present6 una incidencia
de aflatoxinas en maiz en el municipio de Cereté, departamento de Cordoba. Todas las muestras analizadas
se hallaron contaminadas en niveles cercanos a 300 ppb [9]. De hecho, la situacién en Colombia es compleja
dada la falta de investigacion en el area de las micotoxinas [10]. La incidencia reportada de aflatoxinas en
este pais suramericano oscila entre el 9-30%, con niveles promedios cercanos a 20 ppb y niveles maximos
alrededor de 100 ppb en muestras aisladas [9].

Colombia dispone de una norma técnica, NTC 3581, que establece un valor de 10 ppb como contenido
méaximo de aflatoxinas totales, sumatoria de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en los alimentos para consumo
humano directo. Siendo en los alimentos a granel no destinados para consumo humano directo un nivel
méaximo de 20 ppb [9-10]. En este pais se ha evaluado la incidencia de la aflatoxina B1 en harinas de arroz.
Los resultados indican que el 33,3% de las muestras presenta esta aflatoxina y sus valores oscilan entre 2,7-
52,8 ppb. También existe un reporte de un estudio elaborado en alimentos de consumo infantil donde no se
detectd en ninguna muestra la presencia de aflatoxinas B2, G1y G2. Sin embargo, se registré una incidencia
del 10 % de la aflatoxina B1 con niveles que oscilaron entre 18,42-71,25 ppb y que superaron los 10 ppb
como valor maximo permisible por la legislacion colombiana [11].

La contaminacion directa de cualquier cereal debido a la presencia de micotoxinas puede ocurrir en
cualquier punto de la cadena alimenticia, desde la cosecha, pasando por la recoleccion, almacenaje,
transporte, elaboracion y conservacién [12-13]. Reportes del afio 1969 del Reino Unido sefialan a las
aflatoxinas como las principales culpables de la muerte de 100.000 pavos debido al consumo de cacahuates
importados contaminados [14]. Cuando el hongo toxicogénico que contaminé el alimento ha desaparecido
y su micotoxina aun persiste se habla de contaminacion indirecta [12,15].

En la alimentacion de las aves de corral se utilizan cereales y otros granos, los cuales se pueden contaminar
con hongos [10]. La presencia de micotoxinas en la produccion de estos animales, representa uno de los
mayores problemas que preocupa a este importante sector agroproductivo [16]. Un estudio elaborado en
Irag durante los afios 2005-2007 dio a conocer la presencia de aflatoxinas en alimento para aves de corral.
De 45 muestras analizadas, 41 dieron positivas y 34 de ellas sobrepasaron los 100 ppb [17]. Las aves de
corral son muy susceptibles a la accion de estas toxinas debido a la rapidez con que son absorbidas en sus
tractos gastrointestinales y depositadas en sus higado [18-19].

El dafio producido por las micotoxinas en los seres humanos puede ser variable [12,20]. Durante el afio 1974
en la India, aproximadamente 400 personas contrajeron fiebre e ictericia después de comer maiz
contaminado de aflatoxina B1, con valores que oscilaron entre 250-15000 ppb. Ademas, en este suceso se
presentaron més de 100 muertes. La dosis letal media de la aflatoxina B1 son 360 ppb [21]. Enfermedades
como el cancer hepatico se le atribuye en muchas partes del mundo al consumo de alimentos contaminados
con aflatoxinas [22]. En los Estados Unidos, se reporté un hombre de Missouri que tuvo carcinomas de recto
y de higado, al que le detectaron aflatoxinas en la biopsia de higado [11].
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El andlisis de la presencia de aflatoxinas en los huevos de gallinas ponedoras comercializados en el Mercado
de Bazurto de la ciudad de Cartagena en Colombia es fundamental ya que los hongos del género Aspergillus,
una vez invaden el alimento de estas aves, producen estas toxinas que se transfieren al huevo [23], cuyo
producto alimenticio es de gran importancia para la nutricion humana. Una investigacion elaborada en
Cameruan dio como resultado que el 45,2% de las muestras de huevo recogidas durante los afios 1991-1995
estaban contaminadas con aflatoxinas. Sin embargo, sus valores maximos no alcanzaron los 7,7 ppb [24].
Actualmente, Africa busca durante los proximos 10 afios la mitigacion de las aflatoxinas mediante estudios,
legislacion, tecnologia de prevencion y control; con la finalidad de aumentar la comercializacion de sus
productos [25]. Ademas, teniendo en cuenta que Colombia aumenté en los Gltimos afios su produccion de
aves de corral y huevos, es imprescindible saber y conocer como consumidores que los huevos se encuentren
en perfectas condiciones de sanidad e inocuidad. Por tal motivo, este estudio incentiva a realizar nuevas
investigaciones en Colombia que muestren los avances de los Ultimos afios en esta area de la agroindustria.

2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Para determinar la presencia y cuantificar la concentracion de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en las muestras
de huevos de gallinas ponedoras comercializados en el Mercado de Bazurto de la ciudad de Cartagena en
Colombia, se llevaron a cabo inicialmente visitas a 30 almacenes agropecuarios que son distribuidores de
huevos en la ciudad de Cartagena, Departamento de Bolivar. Se escogid dicho lugar para llevar a cabo la
investigacion debido a que es el centro de acopio y de venta masiva desde donde se distribuyen los huevos
a las tiendas de los barrios de esa ciudad, segn lo manifestaron las personas encuestadas de los almacenes
agropecuarios.

Posteriormente, se llevd a cabo un muestreo durante 10 dias, entre los meses de junio y julio de 2008, donde
los huevos analizados hacen parte de la presentacion de anaqueles de 30 unidades comercializadas en el
mercado de Bazurto de Cartagena. Segun datos suministrados por su administracion, el Mercado de Bazurto
adquiere el total de huevos que se distribuye semanalmente: 125.000 anagueles, con un contenido por
anaquel de 30 unidades de este producto alimenticio.

La Ecuacion 1 se utiliz6 para determinar el nimero de muestras necesarias para este estudio, donde n es el
tamafio de la muestra cuyo valor es 66, es decir, el nimero de huevos que se deben analizar durante el
periodo de investigacion. De esta variable se concluyé que se deben escoger seis huevos diarios tomados al
azar durante 10 dias; N es el total de la poblacién objetivo; Z es una constante que varia segun el grado de
confiabilidad, en este caso su valor es 1,65 porque a los estudios de control de calidad se les aplica un grado
de confiabilidad del 90%; p es la proporcion esperada del parametro que queremos medir. Se utiliz6 el valor
de 0,50 que es equivalente al 50% y que maximiza el tamafio muestral; E es el error muestral equivalente al
10% en esta ocasion;

__ Z’p{-p)N
E*(N-1)+p(l-p)Z°

M)

En los laboratorios de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Cartagena,
se llevaron a cabo los analisis quimicos que determinaron el contenido de aflatoxinas en las muestras. La
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) fue la técnica analitica empleada. Se utiliz6 un cromatdgrafo
liquido de alta resolucion modular marca BAS con las siguientes especificaciones: con inyector manual CC-
5, de 20 mL el loop de inyeccion, bomba reciprocante PM-80 con desgasificador en linea, interfase DA-5,
controlador de temperatura LC-22C, detector UV-VIS de longitud de onda variable UV-116. También se
empled una centrifuga de alta resolucién marca Microservall, de capacidad 12000 rpm, con programacion
de temperatura y tiempo de centrifugacion. Ademas, se us6 como dispositivo para filtracion un cartucho de
extraccion en fase sélida (SPE) RP-Cis acompafiado de una jeringa de vidrio de capacidad 10 mL y filtro
de membrana Micropore k con poro de 0,45 pum.
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Inicialmente, 10 g de yema de huevo se pesaron y después se le agregaron 20 mL de acetonitrilo grado
HPLC/agua de 6smosis inversa (85:15), la mezcla resultante se agité por 5 minutos. El liquido sobrenadante
fue filtrado con papel Whathman y el liquido filtrado se pas6 por un cartucho de extraccion de fase sélida
(Lichrophe C-18 de 300 mg) acondicionado de la siguiente manera: activado con 10 mL de metanol grado
HPLC y 10 mL de agua de 6smosis inversa. Luego secado al vacio; la muestra liquida se pasé a través del
cartucho y se dejo secar; luego fue lavada con 10 mL de agua de 6smosis inversa y eluido con 2 mL de
acetona en cloroformo al 5%. El eluido fue secado y retomado con fase movil para su posterior inyeccion
en el cromatografo liquido. Lo anterior se realizé a cada uno de los huevos analizados por dia.

Las condiciones cromatograficas fueron: una columna Phenomenex C-18 de tamafio de particula 5 pym y
tamafio de poro 300 A con dimensiones 30x4,60 mm; una fase movil conformada por
acetonitrilo/agua/metanol en la siguiente proporcion 32,50:35,00:32,50 respectivamente; un flujo de 1,50
mL/min; con una inyeccion de 20 uL; y un detector de fluorescencia, emision 365 nm y excitacion 435 nm
[26]. Para determinar las proporciones adecuadas de la fase movil con su respectivo flujo, se inyecto al
cromatografo una solucién de aflatoxina estandar 100 ppm, ademas se realizaron diferentes ensayos en
elusion isocratica, es decir, una separacion con disolvente de composicién constante. Por medio de estos
ensayos se llego a las condiciones de fase mdvil adecuadas. Igualmente se evaluo la resolucion del método
para aflatoxina y riboflavina, ésta Gltima es la interferencia mas referenciada en las investigaciones sobre
analisis por HPLC de aflatoxina en liquidos [27]. De acuerdo con los resultados obtenidos en el andlisis
cromatografico, se identificaron las cantidades de aflatoxinas presentes en las muestras.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de los huevos de gallinas ponedoras comercializados en el Mercado de Bazurto de la ciudad
de Cartagena en Colombia, fueron agrupadas en 6 lotes segln las fechas en que fueron tomadas. Cada lote
lo conforman 10 muestras donde se analizaron las concentraciones de aflatoxinas G1 y G2 expresadas en
ppb (ug/Kg) y representadas en las Tablas 1, 2 y 3 como aflatoxG1 y aflatoxG2, respectivamente. Tanto los
niveles de estas toxinas hallados en los lotes 5 y 6, como los valores de las concentraciones de aflatoxinas
B1y B2 encontrados en todos los 6 lotes; estan por debajo del limite de deteccion del cromatdgrafo utilizado
(< 0,10 ppb). Estos ultimos resultados son muy satisfactorios porque aunque todas estas micotoxinas son
altamente peligrosas [5,11], la Agencia Internacional para Investigacion en Cancer, es decir, la IARC
(Internacional Agency for Research on Cancer), considera altamente cancerigena para el hombre la
aflatoxina B1 [3,20,28-29], la cual no se presenté en las muestras analizadas.

Tabla 1. Concentraciones de aflatoxinas presentes en huevos de consumo de los lotes 1y 2.
Table 1. Concentrations of aflatoxins present in eggs from batches 1 and 2.
Muestra  AfltoxGl  AfltoxG2

(ppb) (ppb)

No. 1 0,35 168,60

No. 2 0,35 154,30

Lote 1 No. 3 0,58 76,98
_ No. 4 0,74 82,83
primera No. 5 0,32 84,24
Semana No. 6 021 105,70
No. 7 0,32 111,05

No. 8 0,26 103,28

No. 9 0,26 18,10

No. 10 0,38 16,18

Muestra  AfltoxG1l AfltoxG2
(ppb) (Ppb)
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No. 1 0,35 168,60

No. 2 0,35 154,30

Lote 2 No. 3 0,58 76,98
No. 4 0,74 82,83

segunda No. 5 0,32 84,24
sémana No. 6 0,21 105,70
No. 7 0,32 111,05

No. 8 0,26 103,28

No. 9 0,26 18,10

No. 10 0,38 16,18

Fuente: Autores.
Source: Authors.

En muchos estudios se han detectado la presencia de aflatoxina B1 en huevos de gallinas ponedoras. Una
investigacion elaborada en la India durante el afio 2010, determiné que las gallinas alimentadas con comida
contaminada con aflatoxinas B1 producen menos huevos, ademas se presentan en estos un 0,04-0,06%
respecto a la cantidad ingerida [24]. En el afio 1976 los investigadores Lotzsch y Leistner informaron que
al huevo se trasfiere un 0,004-0,01% de aflatoxina B1 cuando las gallinas consumen alimento contaminado.
En el afio 1989, Kosutzka et al., analizaron los huevos de gallinas provenientes de animales que habian
consumido aflatoxina B1 presente en su alimento. Estos autores concluyeron que en el huevo se deposita un
0,002-0,1% de la cantidad de aflatoxina B1 ingerida inicialmente. Sin embargo, Kan et al., reportaron en el
afio 1989 que no se observa ningun efecto adverso sobre la produccién de huevos en gallinas que ingieren
aflatoxina B1 [30]. Un estudio realizado en Egipto durante el afio 2009, concluyé que las aves de corral
alimentadas con comida contaminada de aflatoxina B1 trasfieren a los huevos un porcentaje de la misma,
que varia entre un 0,09-0,2%. Ademas se encontrd que gallinas que consumen concentraciones de 25 ppb
de aflatoxinas B1 en su dieta, son capaces de transferirla al huevo [31]. Esta situacién muestra la posibilidad
de riesgo para la salud de los seres humanos que consuman estos productos avicolas [30].

Tabla 2. Concentraciones de aflatoxinas presentes en huevos de consumo de los lotes 3 y 4.
Table 2. Concentrations of aflatoxins present in eggs from batches 3 and 4.
Muestra AfltoxGl  AfltoxG2

(ppb) (ppb)

No. 1 ND 105,06

No. 2 ND 110,84

Lote 3 No. 3 ND 105,93
No. 4 ND 85,07

tercera TN 5 ND 10,61
semana. N5 g ND 10,91
No. 7 ND 6,63

No. 8 ND 58,08

No. 9 ND 61,04

No. 10 ND 55,58

Muestra AfltoxG1l  AfltoxG2

(ppb) (ppb)

No. 1 ND 30,00

No. 2 ND 32,97

Lote 4 No. 3 ND 55,33

No. 4 ND ND
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cuarta No. 5 ND ND
semana No. 6 ND ND
No. 7 ND ND
No. 8 ND ND
No. 9 ND ND
No. 10 ND ND

ND significa No Determinado, lo que indica que el valor se encuentra por debajo del limite de deteccion del equipo. Por debajo de
0,10 ppb (0,10 png/Kg).

Fuente: Autores.

Source: Authors.

Con una confiabilidad del 95%, se afirma que los valores verdaderos de los promedios de las aflatoxinas
G1ly G2 presentes en los lotes 1-4 oscilan dentro del intervalo indicado en la Tabla 3. Las cantidades de
estas toxinas son muy distintas. Al comparar el contenido maximo de aflatoxinas totales de la norma técnica
Colombiana, NTC 3581, de 10 ppb en los alimentos para consumo humano directo como el huevo, con las
concentraciones de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 cuantificadas en estos lotes; aunque se observa la ausencia
de las dos primeras aflatoxinas, la suma de las dos ultimas sobrepasa la horma lo que puede acarrear
problemas de salud en los consumidores. Mientras las concentraciones de aflatoxina G1 son bajas respecto
a ese valor de referencia, los niveles de aflatoxina G2 son elevados. Teniendo en cuenta que las dos
principales especies del hongo del género Aspergillus que producen aflatoxinas son A. flavus, que origina
Unicamente aflatoxinas B1y B2; y A. parasiticus que puede producir aflatoxinas B1, B2, G1y G2 [2,22,32-
33]; los resultados obtenidos en los lotes 1-4, demuestran que los piensos utilizados para alimentar a las
aves de corral estaban colonizados por la especie A. parasiticus; o estuvieron por un tiempo invadidos,
dejando la presencia de aflatoxinas, principalmente G2, como huella transfiriéndose a los huevos. Lo
anterior es debido a que los hongos cuando generan la aflatoxina G2 impiden la produccion de la aflatoxina
G1 porque una via metabdlica inactiva la otra [34].

Tabla 3. Niveles de aflatoxinas presentes en los lotes analizados.
Table 3. Levels of aflatoxins present in the analyzed batches.
Lote 1
Micotoxina Rango Media Oscilacién
(ppb) +SD  de Medias

AfltoxG1 0,21 0,38 0,27
a + a
0,74 0,15 0,48
AfltoxG2 16,18 92,12 58,56
a + a
168,60 46,91 125,67
Lote 2

Micotoxina Rango Media Oscilacion
(ppb) +SD  de Medias

AfltoxG1l ND 0,63 0,49
a + a

1,18 0,18 0,76

AfltoxG2 29,48 59,09 35,94
a * a

111,38 32736 82,83
Lote 3
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Micotoxina Rango Media Oscilacion
(ppb) +SD  de Medias

AfltoxG1l
ND

AfltoxG2 6,63 60,97 33,20
a + a
110,84 38,81 88,73
Lote 4
Micotoxina Rango Media Oscilacion
+SD  de Medias

AfltoxG1l
ND
AfltoxG2 ND 11,83 -1,83
a * a

55,33 19,10 25,49
ND significa No Determinado, lo que indica que el valor se encuentra por debajo del limite de deteccion del equipo. Es decir, menor
a 0,10 ppb (0,10 pg/Kg).
SD indica la Desviacion Estandar.
Fuente: Autores.

Source: Authors.

Lo anterior implica revisar todos los puntos de la cadena alimenticia del concentrado para aves; desde la
cosecha, recoleccion, almacenaje, transporte de sus componentes, como su elaboracion y conservacion, tal
como lo sugieren algunos investigadores [4,20,22,33,35]. Siempre con la finalidad de mejorar en todas sus
etapas las condiciones de los concentrados de las gallinas ponedoras previniendo los problemas de salud
publica que se puedan presentar.

4. CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de aflatoxinas G1 y G2 en algunas muestras de los huevos de gallinas ponedoras
comercializados en el Mercado de Bazurto de la ciudad de Cartagena en Colombia. Las cantidades de estas
toxinas son muy distintas. Al comparar el contenido maximo de aflatoxinas totales de la norma técnica
Colombiana, NTC 3581, de 10 ppb en los alimentos para consumo humano directo como el huevo, con las
concentraciones de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 cuantificadas; aunque se observa la ausencia de las dos
primeras aflatoxinas, la suma de las dos Gltimas sobrepasa la norma lo que puede acarrear problemas de
salud para consumidores. Mientras las concentraciones de aflatoxina G1 son bajas respecto a ese valor de
referencia, los niveles de aflatoxina G2 son elevados. En ninguna muestra se identificaron cantidades de
aflatoxinas B1 y B2 porque sus valores siempre se encontraron por debajo del limite de deteccion del
cromatografo utilizado (< 0,10 ppb); por lo cual estas toxinas no representan un peligro para la salud publica
de los consumidores de este producto alimenticio. Los resultados anteriores demuestran que se debe tener
en cuenta las Buenas Précticas Agricolas (BPA), las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM) y un buen
almacenamiento del alimento para las gallinas ponedoras.
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