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Resumen:

Se selecciond una muestra de refresco de cola
enlatado conftroldndose las variables de iluminacion,
gasificacion, pH, coloracién y temperatura. La seleccién
se hizo el dia 6 de mayo de 2005. El problema
controlado fue sometido a la prueba de ELISA con
columnas Aflatest dotadas de anticuerpos
monoclonales activos para captar aflatoxinas B. Se
encontré que en dicha bebida existe la presencia de
aflatoxinas que fueron identificadas y cuantificadas con
un fluorébmetro digitalizado VICAM.

Infroduccién:

En México se estd empezando a legislar el contenido de sustancias
toxicas inevitables en los alimentos para normativizar su presencia. Este es
el caso de las aflatoxinas que en el afio 2002 se normativizaron para
leche y cereales de consumo humano (3). Mundialmente no existe
ningun estudio reportado para identificar la presencia de aflatoxinas en
refrescos de cola. Debido a que en México hay un alto consumo de esta
bebida (1), consideramos necesario identificar y cuantificar la presencia
de aflatoxinas en este tipo de refrescos.

Antecedentes:

La contaminacién de alimentos para uso humano o animal por hongos
generadores de aflatoxinas, puede ocurrir tanto en el campo como en el
almacenaje y puede afectar casi cualquier producto que requiera de
secado cuando éste no se readliza adecuadamente. Los principales
productos que se han identificado contaminados son: cultivos de
cacahuate, arbol de la nuez, maiz, trigo, leche y semillas oleaginosas
como el algoddn (5).



Las aflatoxinas tienen efectos téxicos, mutdgenos, hepatocarcinégenos y
teratdgenos (4). Se identifican por el color de la fluorescencia que emiten
al someterse a la luz ultravioleta. Las que fluorescen azul (Blue) se
denominan aflatoxinas B, las que fluorescen verde (Green) se denominan
aflatoxinas G y las que se identifican en la leche (Milk) se llaman
aflatoxinas M (8). Los refrescos de cola utilizan como fuente de cafeina
extractos de la nuez de kola (11). El drbol de la nuez de kola crece en
clima templado y humedo por lo que es altamente susceptible a la
invasion de hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus,
generadores de aflatoxinas (5). Las aflatoxinas son altamente solubles en
agua y alcohol (10), solventes utilizados para producir el extracto
caracteristico de este refresco y por lo mismo es posible que estén
presentes en el producto final.

El refresco de cola seleccionado tiene aflatoxinas.
Obijetivo:

Desarrollar un método que controle las variables de: luminosidad,
gasificacion, pH, coloracion y temperatura que nos permita detectar la
presencia y cuantificacion de las aflatoxinas en refrescos de cola.

Materiales:

= soporte universal

= pinza para bureta

= bureta de 25 ml.

= matraz erlenmayer de 100ml. (v.g. fig. 1)
» matraz kitasato de 100ml. (v.g. fig. 1)

» vasos de precipitados de diferentes

volumenes
» agitador electromagnético : =
*»  mosca magnética Fig. 1 Matraz kitasato y erlenmeyer

» jeringas capilares de 20 a 50 microlitros
» pipetas (v.g. fig 2)

= embudos de vidrio

= guantes

= cubrebocas

= cubrecabello

= |entes de seguridad

= cables de fibra éptica
= papel filtro Watman #1 Fig. 2 Pipeta




filtro de microfibra de vidrio

cloruro de sodio RA

solucion estandar de NaOH 0.1 M

soluciones estandar para calibracién apH 4, 7y 10
agua fridestilada

metanol RA y HPLC

solucién de bromuros 0.03%.

Equipo:

potencidmetro  (pHmetro).
(v.g. fig3)

fuente de luz ultravioleta de
360 nm

espectrofluorobmetro
digitalizado VICAM
campana de extraccion
balanza analitica

balanza granataria Fig. 3 Potenciometro (pHmetro)
bomba pum VICAM (v.g. fig 4)

licuadora

columnas para cromatografia por Fig. 4 Bomba pum
inmunoactividad monoclonal (Aflatest)

set de estandares de calibracion de micotoxinas para el
espectrofluorébmetro digitalizado

blanco para calibracién cero de metanol 20% en agua y solucién
de bromuros

agitador Vortex.

Metodologia:

A. Seleccioén de muestras: De la variedad de refrescos de cola en

México, se eligié la marca de mayor consumo por la poblacién. La
eleccién se hizo al azar, de presentaciones en lata para evitar la
posible afectacion de las aflatoxinas por efecto de la luz (2),
encontradas en expendios de Cuernavaca y Ciudad de México.
Se encontraron latas con una sola fecha de caducidad, sin
indicacién de numero de lote, por lo que se procedié a trabajar
con ellas. La fecha encontrada fue del 27 de abril 2006.

B. Desgasificacion y Fijacidon de temperatura: Colocamos muestras de

100 ml en vasos de precipitados para someterlos a agitaciéon



I

magnética para desgasificarlos y permitimos la estabilizacién a
temperatura ambiente. Trabajamos a 24° C.

. Determinacién de Ph: Medimos el pH de las muestras después de

calibrar un potenciémetro con soluciones reguladoras de biftalato
de potasio a pH 4; fosfatos mono y dibdsico de potasio a pH 7 vy
bicarbonato y carbonato de sodio a pH 10. Encontramos un pH
promedio de 2.5 para las muestras seleccionadas.

Neutralizacién: Las muestras desgasificadas y a temperatura
ambiente se llevaron a un pH 7 con una solucién de hidréxido de
sodio 0.1 M.

Extraccion de la muestra: Se colocé en el vaso de la licuadora una
dlicuota de 50ml de refresco de cola con 5gr de Cloruro de Sodio
RA y 100ml de solucién de metanol al 20% en agua y se agité en la
licuadora durante un minuto. : :
Filtrado: En la campana de extraccion se prepard un |
fitro con papel Watman #1 en un embudo y se &
procedid a filfrar la muestra extraida en donde se B
separd el color del refresco y se tomaron 10 ml del !
fillrado ajustandose a 50ml con agua destilada para |
filtr arse nuevamente ahora con filtro de microfibra de |
vidrio. Con esto la muestra qued?é lista para pasarse
por la columna de inmunoafinidad Aflatest. (v.g. fig 5)

. Columna de Inmunodfinidad (técnica ELISA): Fig. 5 Filtrado

Se tomaron 10ml del filtrado y se pasaron por
la columna Aflatest (v.g fig é) con una
velocidad de 2 gotas cada 15 segundos con
la ayuda de la bomba pum para garantizar
la reaccién especifica antig eno anticuerpo
de los monoclonales con las aflatoxinas. Fig. 6 Columnas Aflatest
Lavado: La columna Aflatest se lavd con 10 ml de agua destilada
por duplicado para eliminar residuos ajenos a la reaccion
inmunolégica. Finalmente se pasé aire para garantizar la
eliminacién del agua destilada.

Recuperacion de las aflatoxinas: Se pasé a través de la columna
un militro de metanol grado HPLC a una velocidad de una gota
por segundo y en un tubo de ensayo se recogid la solucién con las
aflatoxinas.

Revelado: Se agregd al tubo de ensayo un mililitro de revelador
Aflatest (solucidn de bromuros al 0.03%) para resaltar la
fluorescencia de las aflatoxinas y se sometié al agitador Vortex
durante un minuto.

Medicion: Se colocé el tubo de ensayo en el fluorébmetro calibrado
y se leyd la concentracion de aflatoxinas en sesenta segundos.




Resultados:

Con el método desarrollado obtuvimos
muestras de un refresco de cola donde las
variables de temperatura, iluminacion,
acidez (pH), gasificacién y coloracion
fueron controladas. Obtuvimos productos
con actividad en el espectro ultravioleta
que nos mostré que las aflatoxinas si estan Fig. 7 Espectrofluorometro VICAM
presentes en el refresco de cola analizado con una concentracién de 1.0
ppb 6 1000 ppt. (v.g.fig7)

Discusién:

El resultado de nuestro trabajo muestra que los productos elaborados con
materia prima susceptible a contaminarse con hongos pueden tener en
su presentacion final aflatoxinas. Siendo éstas altamente toxicas, en
cantidades infinitesimales, tanto para el ser humano como para 1os
animales debe tenerse un control dentro de las normas que se
establezcan como razén de salud publica y animal.

Debido a que este trabagjo no tiene antecedentes, lo dimensionaremos
comparando nuestro resultado con estudios previos hechos en cerveza y
con las normas establecidas para la leche. Existen en la literatura tres
estudios en la cerveza (Estados Unidos, Japén y Sud Africa) (6,7.9) que
analizaron, entre ofras, cervezas mexicanas encontrando una marca
contaminada con 49 ppt y otras cuatro con menos de 10 ppt.
Comparando con los 1000 ppt que nosotras encontramos en el refresco
de cola vemos que éste se encuentra 20 veces por encima del valor de
la cerveza mds contaminada y 100 veces mdas alto que el de la menos
contaminada. Comparando con la norma para la leche tenemos que en
Estados Unidos se aceptan 0.5 ppb, en la Unién Europea 0.05 ppb y en
México se establecidé una norma de 0.25 ppb. (3) Aqui vemos que el
refresco se encuentra también con una concentraciéon de aflatoxinas 4
veces mayor que el limite establecido en México, el doble del limite
mayor de tolerancia de la norma estadounidense y 20 veces por encima
de la norma europea que es mds exigente.

Dado que la distribucion de daflatoxinas en las muestras problema es
imegular ya que depende de diferentes factores vinculados a la
humedad, temperatura, ciclos de sequia y atagque de insectos asi como
factores genéticos vinculados a la materia prima, es necesario hacer un
muestreo minucioso por lo menos durante un ciclo anual para determinar
una estadistica del contenido de aflatoxinas en el refresco de cola



seleccionado completdndolo con un muestreo de otfras marcas de
bebidas similares.

Conclusiones:

El muestreo para identificar aflatoxinas es particularmente dificil dado
que la distribucién de esta toxina en los diferentes productos depende de
muchas variables vinculadas a la genética de la materia prima, clima,
manipulacién y almacenamiento por el hombre asi como la presencia
de conservadores y otras sustancias adicionales para desarrollar un
producto final.

Por motivo de recursos y tiempo nuestro estudio es un andlisis de caso, sin
embargo, sus resultados abren la posibilidad de continuar con esta linea
de investigacion para obtener resultados concluyentes apoyados en una
esladistica vdlida para todo el universo de estudio con un muestreo
significativo.

Creemos que la validacién de nuestro trabajo con estudios futuros podria
conftribuir para establecer una norma para este tipo de bebidas.
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