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I.~ INTRODUCCION

1.1 OBJETIVO

El objetive fundamental de este trabajo, consiste en
la determinacién de aflatoxinas por cromatografia en pla-
ca fina, presentes en el grano de cacao lavado sin fermen
tar; establecer la relacién gue pueda existir entre la -

presencia de aflatoxinas y el poreientc de grano monoso.

1.2 PRESENTACION DEL TEIA

Bl enmohecimiento del cacao es uno de los defectos -
mds graves del grano, no sclo por el sabsr a hunedad que
causan, sino por las toxinas gue producszn. Entre los hon
g08 que commmente causan enmoaecimiento del cacao se en-

cuentran: Aspergillus ochraceus, A, flavus, 4., parasifi-

cus, A. glaucus, A. niger y aiversos Penicilliua.

Las condiciones ambientales tanto como la naturaleza
del sustrato son factores muy iaporbantes para =21 creci-

niento de estos Zonros.

Asvergillus flavus es considerado vn microorganismo

coszopolita presente en el suelo, sobre usteriz orgénica
¥ sobre alimentos diversos, as3i como seaxllas, especial-

nente oleazginosas,.



Se ha encontrado gue algunas cepas de Aspergillus -

flavus ¥y &. parasiticus son las nis importantes producto

ras de aflatoxinas. (46).

Las zflatoxinas son un grupe de metzbolitos secunda-
rios altamente tdéxicos, que pueden producir dafios fisiold
gicos y estados patoldgicos, en el hombre y diversos ani-
males. Estudios realizados recientemente establecen una
relacidén enitre la frecuencia de cZncer en el higado y el
consumo de a&limentos contaminados con aflatoxinas en cier
tas regiones de Afriecz. Siendo también capaces de causar
datios a nivel genético como mubtagenicidad y teratogenici-
dad; esto e=3, la produccidén de arnomalias y monstruosida-

des en el organismo. (30).

El caczo y el chocolate son articulos de la dieta co
min y de Iujo en muchos paises. dJContiene proteina y gra-
sa que promorcionan un alto contenido energético en rela-
¢idn con su wolunen ¥ peso. L2 eiaboracidén de la almen-
dra de cazzo durante su manufacturz tiene como propdsito
prineipal la produceidn de choeslate comestible, caczos -~
para bebidas, cocoz y manteca de cacac gue se usza en la -~
elaboraeidn de cosméiicos y preparaciones farmacéuticas,
ésta constituye alrededor del 56 porciento de las almen~-

dras de uz buen cacas. {5, 11).



Zn México el consumo de productos gue provienen del
¢ac2o 25 razonable, 25.4 miliss de toneladas, pc;r 1o cue
pueds llegar a2 ser para la poblacidn unz fusnte de into-
xicaecidn. Por esto, considerazos necesario gue se lle-
ven = cabo comtroles periddicos gue deberainen la presen

cia 7 el nivel de contaminasidn en el grano de caczo.(20)



IT.- GENERALIDADIES

2.1 EL TACAO

El 4rbol de caczo Theobromz L. es una planta ameriez
ne tipica del trdpico, se extiende espontdneamente por la
cuenca Amazdénica, 1z zona del faribe y la del Pacifico -
Centroznericanc. Pertenece al estrato inferior de los -
bosgques bajos, donde predominan condiciones de calor, som

bra y humedad especificos.(12, 51).

Ha sido cultivado desde tiempos prehispédnicos por -—
los indios del Sur y Centroamérica. Los espafioles que -—
llegaron a déxico en el siglo ZVI encontraron al cacazo co
mo un producto estavlecido, lo gue indicabz gue habia si-

do cultivado mucho tiempo atrds.(51).

Los cacaos cultivados se clasifican en dos grandes —
grupos gue son: Oriollo y Forastero. Estz clasificacidn
muy justificada tantc por las formas y demds caracteristi
ecas dsl fruto, como por el origen inmediatec de dichas va-

rientes.

Criollo: Bs el cacao cultivado en Venezuelz, el fru
to es granie, alargado, rugoso, con surcos «centuados, -
corteza delgada, el color va desde aznarillo dorado al ro—

Jo obscuro, lo gue sirve para diferenciar subiipos.



El grano es grande, cotileddn blanco a violeta pdli-
doy la pulpa es myy dulce, Eun este senbido resulia ser —

el granc de mejor calidad.

Forasteros Pertenecern a este grupo 1los cace0s co-
rrientes del Brasil y Africa Occidental, asi como el ca~
cao Macicnal del Ecuador y variedades cultivadas en Améri
ca Centrsl y del Sur. La mazorca es generalmente amari-
1la, de formas variables, de cdscara gruesae y difiecil de
cortar. Sranos z2d8s o menos aplastados con cotiledones de
color pirpura subido. BEste tipo de cacdo representa el —

80% de 1z produccidn mundial.

Hay un tercer tipo de cacao gue sSe denocaina "Irinita
rio", cue proviene de la hibridacidn de cacao criollo y —
forastero. EL cacao trinitario tiene sgran variabilidad,
su producto, la mazorca y el grand presentan caracteres -
que s8i por un lado les hace aproxiszarse a los criollos -
por otrc = los forasteros. Este tipo de cacao proporcic-—
na del 19-157% de lz produccidn mundial y se culiiva hisi-
camente =n %odos los paises donde aniteriornente se culti-
vaba ¢l criollo (i8xico, América Jenbral, Trinidad, Colox
bia y Venezuelw). Su calidzd es unejor que la dzl foraste
ro ¥y su vigor y resistencia mejor gus la de los criollos.
(4, 35).

A8 1



En México se producen 38.250 miles de toneladas, es-
to representa el 2.7% de iz produccidn mundial, y se ex—
porst=zn 4,31 miles de toneladss, gue representan el 0.404

de 1=z produceidn mundial. (20}.

2,2 COMPOSICION QUINICA D3% GRANO D£ Calal

La composicidn quimicz 321 caeao tiene, adends de un
interds tedrico, aplicaciones inmediatas, puesto que con
su conocimiento se obtiene wma aproximzcidén de los produc
tos extraidos del suelo con 1= cosecha; de las necesida-
des de fertilizantes dz unz tierra; de las carencias o 1i
mites tdxicos de algunos mlirentos; de lz utilizacidn de
diversos subproimeios paraz sombustibles; cbonos y =zaieria

prizma para la industria de 1z fermentacidn, etc.

De acuerdo 2 los datos citados por Hirrison (Guairq
I), se puede deducir el slic poder nubritivo del cuczo ¥
por lo tanto, de sn derivzic =21 chocolate, quz se 2nousn~
tra enriguecidec con azdcarss, tue le convierten en um sli

mento de gran valer energético.

Lz riguerz en vitaainzs de un producio directanzante
derivadc del cacao, coxo &S el polvo de czezo, en 21 Jue

se nz reiucido el contenide de grasas del granoc sl 225, -

Se Sszala 2 contianacidn 5

WA e W LD Y

by

fan?
L=~

by

5 L. R T - - B
irisadose @ 13U gr dei ro-

ducto. (35).



GT&9R0 I (35).

Vitaminag A .eeeevcocsessncsnsasres 4L Wal.
" Bl(tiamina) ctmsmcesnaas 0,09 ==z
n Bz(ribaflavina) cesexnss 0,25 =7
" Bs(écido nicotinico) ... 0,00 =z

El grans de cacad propiasments dicho tiene céntida—
des apreciables de otras vitaminas; especialnente la ci
ticula conbtiene de 28 2 35 u.i. de visamina 0 {caleife-

rol) en 1 gr.

El gérmeon del grano, cue comd 1os géraencs de au~
chas seaiilas tiene concentradds wekss conpuestos, en-
cierra un zceite con un contenido en Betacurotenc (pro-
vitaaine 4AY del orden de las 800 a2 13400 u.i. en 1 gr; -
tanbién contiene este zceite una gran cantidad de calei

farol.
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CUADRO II (35).

Composicidén del granoc fresco de cacao, segin Harrison.

Dato Cdscara  Cotiledones Cuticula
% % ¥y pulpa %

AGUA seseesmnonsssscnnnea O4y5 36,6 83
Celulosa digestible ecavsee 4 2,8 6,6
Fibras lefioS8S seewecensses 5,3 0 0
AlbuminoidesS sesesesccees L 4,8 0,3
Materia nitrogenada se.ee O 2,8 0,05
Brast cesesssessnsenrsnesnse 0,1 30,6 0,4
Glucosa seserssssss R 4] 0,9 O,l
SECATO0SE eessscusscnvenss 1 0’2 1
AlmMiddn seesecvssesansssn 0,4 6 1,3
HMaterias astringentes ... 0,2 4,9 0,1
PeCting ceesescsosssscses 1 1,4 1,1
Rojo de CBCA0 cervcsssssss 0,6 1,5 0,7
Teobroming secessessscesss 0,1 0 0
Ligning ceeevcssoscaccsss 0 3,5 2,5
Cafein2 seveesvesssncsons O 0,2 0
Acido tartdrico libre ... 0,3 0 0,6
Acido acético 1ibre ...s.. 0,1 0 indicios
Aecido tartdrico comb .... 0,6 0,5 0,35
Perdxido de HierTs seeeses  U,0L 0,03 0,01
MBENESI0 wenvscsssensanes 0,1 0,45 0,07
CBL ssaeennrssnsoncsocncces 0’04 O,ll 0,03
?Otasa FES RSO O GGED T BRSSO 0,36 0,64 0'25
S088 ssvecensssancassnnns 0,07 G,O? 0,0L
S{lice ssaussrress s s ue 0,{}1 0,02 0,01
Anhidrido sulfirico «ese.. 0,03 0,05 0,03
Anhidrido Tosf8rico «ceses 0,1 1,05 0,01
CLOTO sevesssvsasesssenns 0503 0,03 0,06
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2,3 ETAPAS DE BENEFICIADO DEL GACAO

Para gue el caczo Sea apto para su comercializacidn

y almacenamiento debe ser sometide a diferentes etapas Je
beneficio que tienmen como fin, mejorar su calidad, conver
tirlo en un producto conservable, de fdcil transporte y —
que posea las cualidades de aroms ¥ sabor gue de dan todo
su valor comercial, pars su posterior utilizzcidn en las
industrias de la alimentacidn, de Ias grasas y farmacéuti
cas. (51).

Estas etapas son:

a) Recepeidén. EL cacao llegz & los fermentadores,
generalmente en bolsas de polietileno dentro de sacos de

yubte 0 henequén que permiten su fdecil manejo.

b} Seleccidn, Piene como fin rechazar el cacac, -
gue por sus carscteristicas no este en condiciones de ser
fermentado asi como seleccionar los granos que por sSu esS—
tado de madurez, riguezz de pulpa, antigliedad de corts, —

etc, deban ser fermentzdos por sepzrado.

¢) Fermentacidn. Facilita Iz eliminzcién de la pul
na y mejora los caracteres organclénticos del zrano a con
secuenciz de una fermentzeidn internz estimmlada por la -

elevacidn de temperatura exterior.



¢) Secado. Con la disminucidén de la humedad del -
grano hasta un grado que eree un medioc poco suseceptible

al atague de insectos.

e) Clasificacidén. Hecha a mano 6 en mdquinas, tig
ne como amehta presentor comercialmente &3 producie de fal
menera que Sea lo mds homogéneo posible, tanto en su for

ma y color como en su tamaiio.

Se almacena el granc una vez que ha sido envasado -
en costales de henequén o de polietileno. ILas bodegas -
deben ser construidas de manera que 1=z numedad del Zrano
sea 1o més baja posible tomando en cuenta las condicio-
nes locales, Los sacos deben colocarse sobre estantes,
para evitar el contacto con el suelo o las paredes del —
edificio, ya oue estas deben ser rociazdas periddicamente
con insecticidas. La ventilacidn debe ser perfectazmente
regulable y debe impedirse la entrada de roedores y aves

al zlmacén, (37)

2,4 FACTORES QUE INFLUYEX EN BL DESAZROLLO DE HOHRSZO0S Y
PRODUCCICH 9B J¥YCOTOXINAS,

Intre los principales factores, auwe influyyen para -~
el desarrollo de hongos estan: Hunedad, {tenperaiura, ai
reacidn, el susitrato y el neriodo de incubacidn en el -~

sustrato.

10



El componente ambiental de mayor conirol critico pa-—

ra €l crecimiento de hongos es lz humedad. (49j).

ZLos hongos son capaces de desarrolliarse en productos
con bajo contenido de humedad, donde las bacterias reguig
ren mZyores niveles. En base a2 sus necesidades de huze-
dad los hongos pueden agruparse en tres amplias catego-

rias:

2) Hongos de campo. Son los que invaden las semi-—
llas en desarrollio a madurar mientras estdn en lz plania.
BEsta invasidn se presenta en las semillas con 25 y 30% de
humedzad. Cuando se ha cosechado el grano, estos hongos -~
detienen su desarrollo, debido a que los miveles de hume—
dad en el granc han bajade. Entre estos nongos se pusden

gitar = Diplodiz, Pusarium, Nigrospora., Helninthosporium,

¥ Alternaria.

b} Hongos de almacén. Son aguellos encontrados en
ias sexillas a las condiciones de humedad normalinents sn-—
contradas en granc alnacenado del 13 al 18#%. =stas soz —

pringipzalmente las especies de Aspersillus ¥ Peniciliiunm.

Los mienbros de Aspergillus glaucus; Senerzlunenite —

predoxminan al 13 & 15% de humedad, mientras gue por arri-

ba del 155 predominan Aspergillus flavus y &. ochraceus.




12

%,
2

Porman sus vegetaciones en los pliegues de 1eos coti
ledones, cubriéndolos easi sienmpre ds color verds grisd—
ceo, Eﬁ vista de esto es recomendzbls fue el graznmo sea
secado al minino contenido de hunedad fsniro de Iz== 24 -
noras después de la cosecha para reterdar y evitar <1 cre
cimiento de estos hongos. EL pericdo de almacenz—iento —
es otro factor importante para la conservacidén del zrano;
si el periodo de almacesnamiento ez larszo, el contesido de
humedad deberd ser bajo. También debe tomarse ex cuenta
1z condicidn inicial del producto en cu=nic a su =s3Iado —
fisico ¥ bioldzico, ya gue los granos dafindos fisicamente
serdn més propensos @l atague por homges, ¥y su pericic de

alxzcenamiento se verd reducido,

¢) Hongos de desconposicidén avanszzda., Reguisren -
condiciones similares de amzedad como 1os hongos Gs campo
pero rardnente se desarrolisn en sewililss en el czz™io,
(8},

Lz huzedzad relativa y el conteniio fe zguza 43T suas-
trato influyen de manerz importants en 21 creecisie=mlo ¥y -
produceidn de mycotoxinzs. Iazs cantidedes Gptixmas Zienen
wzlores similares para cz2ida especie de acngo en sistratos

naturzles.

Aspergilius flavus, &S un hongo zeadfils, y= Jus sus
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recuerimientos minimos de sgua para crecer estdn enire -
80 y 90% de nuzedad relativa, teniendo como cantiiad ai-
nima para la germinacidén ds la2s esporzs de los nozgos 807

de HR, y el vazlor minimo p=ra 1z espermlacidn 8533 de HR.

Temperaturz. Ia temperzbura =fs favorable pzrz su -
o]
desarrollo estz entre 23 y 27 C, las u93peratur&“ mayores
o . - s
de 48°C matan a1 hongo o Lo sbligan 2 producir eszporas re

gistentes,

Aireacidén. Los honzos son organisnos gerobics, pero
existen diferencias significativas er zus necesiizizs de
oxigeno. Lz composicidn del ambiente gzseoso infliys en

zs reacciones fisioldgicas de los acnzos y por o saanto

en 1z sintesis de mebabolitos. Aspergillius flevus es auy

fiexible en cuznto & su telsrancia a alsas conceniracio-
nes de bidxido de carbono, oxigeno y nitrdégenc, soleran-

do también bzjms concentracicnes de oxigeno.

I:S

Sustrato. Zs otro fzzior importznie en el ecrgeimis

I

to del hongo ¥ 1& produccidzn de aycotoxinas. Se kn rapo
tado oue los susiratos naturzles da mzyores reniliient

en lz produccidn de aflatoxines nue los sustratos arsifi-
cigles., Bnftre los sustraios naturules los que sozori=zn -~

mavor produccidn de aflatoxinss se snsusnirun: avellonAas,
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semillas de algodbn, irigo, arros, cacahuate; soya y maiz
sustratoz con alto canienido de czrbohidratos asf como -

oleaginasas.{9).

2.5 AFLATCXINAS

Las zflatoxinas son un grupo de metabolitos sSecunda-
rios, producidos por cierias cepas de Aspergillus flavus

¥ A+ parasiticus. Esta toxina es una mezcla de diversos

compuestos, cuairo de los cuales pudieron ser aislados en
un estado puro, y derosirar cue son t6xicos en diversos -

animales. {Ver cuadre III).

Lz sep=racién de las cuatro sustancias fué hecha en
base 2zl color de su fluorescencia y de su relativa movili
dad cromatogriafica (RF), y fuerdn llamadas: Bl’ }32, G-'l ¥y
G,, existen ademds 1azs toxinas N, y M, que son derivados
hidroxilzdos de Bj. ¥ 32, ¥y las afiztoxinas Baa h'd GZa deri
vados cor grupos hidroxilos en iz posicidn G-Z del znillo
furano, siendo hemizcetzles de Bl ¥ Gz respectivamente.

Observadss bajo Iuz ultravioleta en un cromatograma
gue contiene extractos de aflatoximas, la flucrescencia -

individual Cue presentzn es:



i5

Bl === = ~ ~ Azul
32 ~~~~~~ Azul
G, = = - - - ~ Verde
GZ - - = - - - Verde-szul
Mi ------ Azul~violeta
Mé - = =~ - = Viglela
Gon respecto a l& toxicidad cue presentan, B, es la

1
més t8xica, siguienioc en orden decreciente: Mi, Gi’ B,y -

Mg y Gz ° (?, 24”)'

Esfudios de resonancia magnéiica nuclear de aflato-
Xina Bi, mogtraron gue cuatro moléeulas de hidrdgeno se —~
juntardén a dos moléculas de carbonc adyacentes &l anillo
ciclopentanona; de estz forma se propuso la gue es ahora

aceptada como 1z estructura de aflatoxina‘al .{29).

OQH3

Aflatoxin= Bl
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Mds tarde se identificardén dos nuevas aflatoxinas, -
ung con fluoresceneiz agul y otra con flusrescenciz verde
que en base & sus Rf bajo luz UV, asi como & estudios de
su espectra de resonancia magnética nuclezr se pudo ver -
gque eran Z-hidroxXy derivados de aflatoxina B_. y Gz, ¥ Se

2

les llamo: Aflatoxina 32 o ¥ G Estos dos compuestos -

2a°
son de 60 a 100 veces menos tdéxicos cue B,. Sus esiruciu

ras son l2s siguientes:

Aflatoxina B Afiztoxina G

22 2a
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Bxisten otras dos aflatoxinss,; pero solo se hz lo-
grado identificar su presencia en le leche y esias sons
E-Tl 7 M2 ¥ comurmpente se les denoaina como toxinas de la

leche. O8u estructurz es l2 siguiente:

Aflatoxina M‘.L Aflatoxina 212
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Lz estructurs suinice de las aflatoxim=s hace anare-

cer Ltres elementos escencisles:

1.~ BSon derivados de 1= cuazrinz, gosesn una funeidn
laciona. Esta funcidn es relativamente £rizil y puede F4-
citrente hidrolisarss en un n2iio wleuslino, por lo cue, -
las moléculas gue han perdide esta funcidn por hidrélisis

son desprovistas de su actividad.

2«— DPoseen un agrupamiento bifurano gue asegurz una
gran rigidez en una extrenmidad de la amoléculz, que presen
ta por este hecho unz estructura practicamente planz, per
mitiendo interaceiones especificas con ciertos conpcnen-

tes tisulares como el higado princinalimente.

3.~ Algunas de ellas poseen uma doble unidn a 1z ex
tremidad de los agrupzuientos furdnicos. Zsta doble wmidn
puede estar oxidadz dando a2 12 moléculza 1z posibilidad de
transformar en uniones covalentes las interzcaziones con—
traidas, Un cisrto minero de aflztoxinzs, las del tino —

dos {3,, G,)}, no poseen estza doole unidn, (1L71.
>
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Ah

FETABOLISHMO DR LAS AFLATUXINAS.

Imsroducidss en el organismo estas moléeulas son ob—
jeto de numerosas transformzciones metapdlices, algunss de
estas provocan 1z destruccidn de la molécula, por la aber—
tura de un ciclo donde la hidrdlisis nos da la funcidn lac
tona, ¥ conducen = mna detoxificacidn. Algunzs de las a-
flatoxinas se fijan sobre molédculas, por lo gue Se hidroxi
lan y conduce a 1z formacidn de ¥, , que puede ser fécilmen

te exerstada en orina y heces.{10)

Ctras transformaciones metabdlicas son zguellas que -
afectan 12 doble ligadura 1,2 y que conduecen = productos -
susceptibles de fijarse a las macromoléculas {dcidos nu-
eléicas y proteinss) y pueden ser considerados como meizbo

lites zeiivos.(23).

duchos sistenss bioldgicos pueden ser usados para de-
mostrar 1 alto gradoe de toxicidad de las aflatoxinas, ¥y —
de todos estos sisiemzs probzdos, el cultive de tejidos, -
embriones de pollc ¥ huevos de molusco son los mds sensi-

bles.

= células smbrionarias de puludn pudo ser estudizde
gl mescanismo de zczidn de lzs aflaioxinzs, encontrdndose -
que inhibe 12 sintssis de DNA =n 1z mitosis, inerementande

lz formzcidn de eélulas gigentes y vacuolizacidn. (10).
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Esta aceidn especifica de las aflatoxinss sobre el -
DNA merece una gran consideracidn como un pelisgro poten—
cial al hombre, causando a grendes dosis inhibicidn total
de biosintesis y = dosis bajas progresivas afecta diferen

tes sistemas como:

il.~ Interaceidn con UJA e inhibicidn de las polize-

rzsas, responsables de la sintesis de DNA y RUVA.
2.- Supresidn de la sintesis de DN¥A&.

3.~ Reduccidn de sintesis de RNA e innibicidn del -

RNA mensajero.
4.~ Alterzcioanss morfoldgicus en el nificleo.

5.~ Heduceidn de biosintesis de proteinas,

THTERACCION 20N DNA,

Ha sido denosirado que las aflatoxinns pueden unirse
a DNA caussndo un cunmbic san su esSpectro caracteristice.

Lz aflatoxine B, bioldgicamente la =ds activa, Se —

une m¥s fuertemente cue G, 6 &, . Bzsaioc csto ea la inte-
raccidn de aflatoxinas con nurinas y derivaios de purinzas
detectadas esaectrasodnicanente. Je ha vizto gue existe

a rel.cidn prefersencial coa el @nillo de purina. (2q},

§
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Bl enlace de Aflatoxina-DHA es débil, yz= que el sim

ple paso a través de una colum= de Sephzdex disocia el

complejo.

Ny o7 oo ‘ ocH,
A ‘

Afiatoxina Bl Compilejo AFLATOXINA-BASE
NITROGENADA,

Lz inhibiecidn de la biosintesis de Ac. nucléicos pue
de ser por inzctivzeidn de la sintesis del sistema enzimd
tico, © porque las xolédculas de DNA presenies no actfzn -

mas como modelos zdecuzdos parz su duplicacida, (29).
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La enferaedad causadz por 1la acciln de estas $oxzinas
es llamada AflztoxXicosis y fué reconocidz y descrizs en -

&nimales de granja, como paves,; pollos, patos, ete.

Los primeros signos clinicos de la aflatoxicosis son
inepetencia y pérdida de peso, reducida eficienciz =Ilinmen
ticiz, suscentlnlllded gl meguilaniento, cozzulacidn san-
guines desigual, respuesta inmune alterada; resultazando fz
1las en la vacunacidn y aunenta la suscepiipilidod z Iss
agentes infeceiosos y capacidad dizninuidz para resistir
el siress, Pocos dias antes de su muerte =1 aAninel psre-
ce torpe o paralizado, desarrolls atexi. y finslaeate mue

re.{6, 49).

B imy +te efe patoldgico es =1 dalio hepdi-
El mds importante efecto patolds P
tico; 1= lesidn nacroscdénica consiste en unan palidez o de

c¢oloracidn del nizado ¥ aicrosadaicanentz en unn prolife~

o

racidn de 1as células epiteliales de los coadjuctos biliz-

H

g3, JSe hz obServado mayor Sensibilidad & Izs aflatendi-

H

- p - » o'_{-_ P "
23, =n los aniwslez ds granjin aas jévenss. Lo siguwiznte

o]

aple ofrece urne revisidn de 10 zoscensracioszes de n5lia-

ok

e s e %

toxin=s, cue nwoducen toxieozis. {Jusndro IIXj.



GUADRO III. (49).

COUTEITRATION I8 AFLAPOAINAS IN LA OISTA

QUE CAUS: TOLISOSES
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- harzeidn

Isgecie Sdad - Combtenido Afectos
| de Aflatox | de 1= aly
{ppa) mentacidn
Derneros Destete D2 a2 2.2 16 senanas | Resquitismo, -
muerte ¥y da—
\ | fios en higado|
Novillus 2 a¥os 0.2 2 0.7 20 semanas | Lesiones hepd
ticas. _
Vieas 2 uilss 244 7 nesesS Lesion=s hepd
ticas.
Jerdos Recién 0.23 4 dizs Raguitismo.
nicidos
Jerdos 2 senanas| 0.17 23 dfes Anorexim, re-
guitisiso, ic-
tericia.
werdos et Sp38~] G.4 8 9.7 i~b zsses Raouisisgo,
nus lesiones hend
ticzz,
P2llss 1 4 =fs 0,8 10 sezznas | Raguiwiazo,
82 1na3 lesiones hepid
tLicas.
2rLas deszono— | 0.3 6 semanas L. hepdticas,
e muerie.




B2 el siguiente cusdiro se muestrz la clasifipzeidn de

diversis toxinas, v sus sfectos sobres los mamiferss.

fue—

de notirse el gran potenecizl verjudicial que tisrnan,

CUade IV.

Lol e

Toxina o Hongo Alimento Efectos despuds
sind:~ome productor afectano ds 1z ingestién
Grupoe ASPERGILILIS
8 -~
Afiatoxizas A, flevus Grances, | Jfncer hevndtaeo
4, parasiticus | Oleaginosas, ! == ciertos animz
frijoies, izs y posiblezen
nugces, f2 en humanos.
! i
| J— . = :
Toxicidad. i
iSterigmatocisti- |A. nidulans Jerezles. “pxicidad, cfn- |
i "
na. A. versicolor zsr hepdtico em
¢ rETES.
t0chratoxinas A. ocehrzgeus Jeranles, Toxipidad rensl
café verde, | an ratas,
{ -
: i
Grupo PEIICILLIST :
‘Tuteoskirins | £, islandicua | krro=z. i Tomieidad, posi-
i " BRe eircindsend
H "
i C en TREAs,
1 ) '
,Patuliing 2. articze Iapzonss ¥ | Zuzmn, doxicldex
| 2« clevidormis | sus mroduc , rs=l en ragas.
[ : - I
i ! Loz, i
i § |
Ry
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Tricotkehecium

Sp.

Toxina o Hongo Alimenio Efectos después
sindrome productor | afectado de la ingestién
3rugo FUSARITH |
Zearalenonz Gibberellz Maiz Exceso de esiri-
genos en cerdas
¥y animzales de 1a |
boratorio.
Aleuquia téxi-~ | F. sporoiri Sorge ¥ Leucopeniz debi-~-
c2 alimentariz | choides. otros da 2l dafio a mé-
(ATA) F. poae. cerezsles dula Ssea, hasta
60% mortandad en
epidemias en hu-
N2nos.
Zpoxi~-tricote Fusarium sp | mafz ¥ Colapso cardiovas|
canos. 12, 13. Trichodernz sp! otroes cular, retardo en
Glioglediuzn spl cereales coagulacién san-

guinea, Ieucope-
Puede rela-
cionarse con ATA
en humanoes,

nia,




2.6 Aspergillus flavus.

Bs unc de los hongos

27

que atacan a las gramineas y -

oleaginosas durante su almacenamiento, invadiéndolas fre

cuentemente. (1, 44).

Las siguientes especies del género Aspergillus pro—

ductoras de aflatoxinas, fueron descrilas por Raper y -~

Fennell en 1965.

Asvergillus parasiticus
Aspergillus tamarii

Asperzillus oryzae

Aspergillus flavus var. columnaris

Aspergillus

parasiticus var. globosgus

Aspergillus

flavus

Sonn productoras de aflatoxinas en susiratos natura-

les (granos, semilias, zlimentos o pasturas de origen bio

1dgico).

Aspergillus £lavus se encuentra clasificado de la -

siguiente maneras
Phylua
Zlase
Orien
Familiag

Género

FBumycetes u Hongos verdaderos.
Deuteromicetos.

Monilieles,

Moniliizceae,

Aspergillus. Existen segin
Raper y Fennell 14 grupos.
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Caracteristicas distintivas de Aszergillus (2¢) :

Nohos septados.

Ko poseen esporas sexuzles,

Gonidiéforos libres aue surgen del micelio irregular—
mente. -

Micelio elaro o sin coloracidn.

Son muy =2bundantes.

Ficelio ramificado, 8in colorezr senerslmnente.

Las hifas aéreas son fértiles.

Lzs hifas sunergidas son vegetativas,

Colonias & menudo circulsres.

El conidiéforo o pedfcule puede ser septado o no y sur
ge de 1la célulz basal.

Bl conididforo en la poreidn distal se hincha formando
una vesiculz aque sirve de soporie 2 los esterignzs de
logs que se desprenden los conidios.

Conidios generalmente en cadenas, de color verde, un-—

rrén 0 negro.

tre las caracteristicas mds imporiantes que distin

guen a Asvergillus flavus, se encuentran 125 siguientes:

El esterigmz es tipicaments biseriado.



Conidios altamente ramificzdos.
Conididforos con paredes fuertes.
Conididforos muy &speros y rugosos.

Presenciz de esclerocia.

29
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IIXl.~ MATERTALES ¥ ZIETODOS

3.1 HU=S3TREC

~Materialess
Galador de ma2no.
Bolsas de polietileno.

Separador cbénico.

-#étodo:
De un lote de 220 sacos, se toxn=n granes al azar de -~
una tercera parte del lote (66 sacos), ayudadcs de un cala
dor de mano, el cual Ss= inserta primero por 1z =azrte sune—

rior, ceniral e inferiocr.

Se combina estz muestra de aproxinadanente 19 Kg. ¥ -
se mezclan cuidadosznente, Para obtener unz usstra final
del lote, Se reduce por cuarteo con un separador cénico, ~

hasta tener syroximadsmente 1 Kg. (32).

3.2 DPRUZSZA DE COHZZE &L GRANO.

~iaterizles:
Tablz de nadera.
Busntes de 7ldstics.
Favajirs cutter.

Léwners de 1uz de 5D w.
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~-#é&todos

Reducir lz cmesira de laboratorio de 1 Xg, por cuar-
teo o por medio de un separador adecuado a 300 grancs, ¥y
desechar los granos restantes de la muestra.

Cortar longitudinalmente esos 300 granes por el cen-
tro, con objeto de que se exponga al mdximo la superficie

de los cotiledones.

Una vez abierto el grano se analiza bajo una ldmpara
de luz de 60 w, examinando visualmente 1as mitades de ca-

da granoc.

Se cuantifican visualmente los siguientes defecioz:

le= Granos con moho.

2.~ Granos dafiados por insectos.
3.~ Granos germinados.

4.~ Granos aplastados o pachas.

S5¢~ Granos rotos.

"Este orden de gravedad se tomz en cuenta cuando un -
grano esta defectuoso en mis de un aspecto. Tomdndose en

cuenta solo el defecto mds grave. (34).
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3.2 DETERNMINASICH DE HUMEBAL.

=Xateriales:
Hortero qus permite el molido de los graznos sin ca-
lentamientoe
Horno ventiiado (Marcz Transite Oven Slue M single
¥all), temperatura 103 + 2°¢,
Cajas con *4zpadera de vidrio con unza superficie efeg
tiva mfnims de 35 cmo.
Desecador.
Balanze anztiftica (iarca Sauter K & D7470 }' con preci
sifn de 0.0021 gr.

~Aétodo:

Jdezclar cuiZzdosamente €L lote de muesira, ¥y obtener
por cuzrteo aproximadamente 12 gramos de granos de casao,
Moler estos granos en un moriers durante u=n minubto, de -
tal manera que 18s dimensiones de las pariicnlas mayores

no exXcedan de 5 m1, evitande Iz formacidn de una pasiz.

Es convenients moler los grancs individmzlimente, co-
logdndolos en el morterc une 2 W0 ¥ PESAricS una vez mo-—
lidos, a2 un reciniente herudiico.

Pesar la cajm vaecia y cu izpadera, esiznio perfecia-
meats limmias y sec=ms, se ¢colossa rédpidamentse deniro de —

elia 12 porecidn 3e wmrueba qgue debe abarcar Scda la super-
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ficie. OCubrir la caja con su tapadera y pesar con aproxi
macidn de 0.0001L gramo.

La caja conteniendo laz muestra se colocaz en el horno
a 103 + 2°¢ junto con 1= tapadera, manteniéndola durante
16 + 1 hora, procurandoc no abrir e1 horno.

Después de este tiempo, sacar la caja y cubrirla in-
mediatamente con su tzpadera y coloecarlia en un desecador.
Pesarla ain cubiertz con aproximacién de 0.0001 gr cuando
haya enfrizdo a temperatura ambienie. .

El contenido de humedad de la muestra ex:presada como

porciento es igual & :

1480
=%
Dondes:
I’O = pesSo en gramos de la caja vacia con su tapadera,
P, = pesc en gramos de la caja, iapadera y porecidn de
pruebz antes del secado en el horno,
P, = peso en gramos de 1a caja, tapadera y poreidn de

prueba después del secado en 1 horno.

Se efectuan dos determinaciones y se toma comno re

sultado la media aritmética de las dos. (33).
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También se empled una determinacidn rdpida, por lo
cuzl tiene ciertas limitantes en cuanto a precisién. Es
una balanzz de humedad, conocida como CENCO, la cual fun’
ciona z base de una ldmpara de rayos infra-rojos, contie
ne un platillo interior, donde se coloca el caczao previa
mente molido, dejando a exposicidn la muestra anfte los -
rayos infra-rojos durante 8 minutos a una intensidad de
120 en la escala del CENCO, Tiempo después del cusl se
registra 1a lectura directamente como porciento de hume-

dad. La precisién del aparato es de + 0.2% .

3.4 PREPARACION DE LA HMUESTRA Y OBTENCION DL =XTRACTO.

~Reactivos:

n-hexano.

Solucidn de AgNO3 al 25%.

Cloroformo {CH 013}.
~fateriales:

Bspatula.

Probetas de 25 y 250 ml.

Vasos de precipitados de 400 ml.

Cartuchos de papel filtro parz extraccidn.
atraces Erlenmeyer de 250 y 500 ml con tapdn esme—
rilado.

Embudos para polve y estriados.



35

Embudos de separacidn de 125 y de 250 ml con llave
de teflén. .

Papel filtro de filtracidn ridpida.

Pipetas de 10 ml gradu=zdas.

-Aparatos e instrumentost
Hefrigerador c¢ongelador.
Licuadora a prueba de explosiones.,
Balanza.

Aparato extractor Soxhlet.
Agitadora mecénica.

-iétodo:
Se pulverizan 100 gramos de grano en licuzdora a -
prueba de explosiones, mezclando bien para homogeneizar

el polvo y tomar unz muestra para el andlisis.

Para efectuar la extraccidn se toma una muestra de
50 gramos de cacao pulverizado, y se eolocza dentro de un
cartucho para extrzccidén, desengrasando con n-~hexano du-
rante 3 horas en €1 aparato Soxhlet, con una velocidad -

de sifén de 4 a 5 por hora.

81 contenido del cartuchs se invierte a un matraz -
de 590 ml con tapdn de vidrio esmerilado raspando el re-
siduc con una espdiulz, y se deja secar durante una no-

che.



Se adicionan 25 ml de solucidn de Ag N03 al 25% mez—
clando hasta quedar uniforme y se agregan 250 a1l de clorc
formo. =Se coloca el tanon 21l matraz y se agita durante -
30 minutos en una agitadora mecdnica a velceidad baja.

BEn seguida se filtra la capa de cloroforzo a trevés
de un papel filtro plegado y recolectar los primeros 25 —
ml del extracto clorofdrmico.

Este extracto se agita en un matraz Erlenmeyer de -
250 ml conteniendoc 7.5 ml de Ag NO3 al 25% durante 15 mi-
nutos en una agitadora mecdnica.

Verter 1la mezcla a través de un embudo de separacidn
de 250 ml dejando gue las dos capas se formen bien y se —

recolectan 50 ml de la fase clerofdrmica.(2]).

3.5 PURIFICACION DEL EXTRACTCO DE AFLATOXINAS PCOR CRO TATQ
GRAFTA EN COLUMNA,

~Reactivos:
Sulfato de sodio anhidro.
Cloroformo,
Gel de silice para cromatografia en coluwma.
n=-Rexano.,
Eter anhidro.
ilezcla metanol~-cloroforma (3 : 97).
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~Hateriales:
Lana de vidrio.
Columna para cromatografia de 2,2 cm de didmetro por
30 cm de longitud con llave de tefldn y reservorio —
de 250 ml.
Cuerpos de ebullicidn.
Soporte universal.
Anillo,
Frascos vieles de 10 ml con tapon de hule.

—Aparatos e instrumentos:
Balanza con (0.1 gramos de sensibilidad.

~k&todos:

Se prepara la columna para cromatografia colocando —
en el fondo una capz de lana de vidrio con 1 cm de espe-~
sor aproximadamente, no muy compacta. OSe adicionan 5 gr
de sulfato de sodio anhidro y se zgregs cloroformo hasia
lza mitad de la columna. Se afaden en seguida 10 gramos -
de gel de silice para cromatografia en columna, se deja a
que asiente drenando algo de cloroformo.

Se adicionan lentamente 15 gramos de sulfato de so—
dio zzmhidro y se drena el clorcformo hasta este nivel,

Unz vez preparada asi lz eoclumna se zgregan los 50
ml del extracto clorofdrmico obtenidos anteriormente, ¥y

Se proteéde a eluir a velocidades de 10 a 20 ml por minu—
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te con 150 =l de n-hexano, después con 150 ml de Ster anhi
dro desechandc ambos,

Se eluye finalmente las aflatoxinas con 150 ml de la
mezcla metansi-eloroformo (3 : 97). Bsta fraccidn se re—
coje en un mairaz y se 2gregan cuerpos de ebullicidn para
evaporar casi hasta sequedad en un baiio de vapor ¥ una cQ
rriente suzave de nitrdégeno.

Este residuo se transfiere cuaniitativamente z un -~
frasco vial econ pipeta Pasteur adicionando cloroferao.

Se evapora =z seauedad cuidadosamente bzjo una corriente —
de nitrégenoc suave, dejanio en seguida a que esté a tempe
ratura ambiente para sellar el frasco vial con tzpon de -
hule y debe conservarse en congelacidn y protegide de la

lnz, para la cromatografia en capa fina. (2).

3.6 [PREPARACION DI PATRONES.

-Reactiveos:

Aflatoxin Qualitative Xit (44 10 %G}, La dolilz Scien

$ifie Coxnony.
lezelz henceno-acetoniirilo GHBQI {38 = 2).
Jloroforza (GHJl3).

Jdetanol {.Je0H).

—Aparatos e insirumentos:

Yortex.
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Refrigerador.

~Método:

Se usa como guia la declaracidn de la etigueta del -
¥it de aflatoxinas, sobre la masa de estas. A&zregar al re
cipiente de aflatoxinas Bl’ Bz, Gi ¥ 82 secas i volumen
de mezcla benceno—cﬁiﬁﬁ (g8 : 2), calculado pars dar una —
concentracidn de 10 mierogramos por mililitro.

Agitar vigorosamente la solucidn durante uzm minuto en
el vortex.

Diluir para la aplicacidn, una alicuota de cade una -
de las soluciones de 2flztoxinas de 10 apicrogramoss por mi-
1ilitro, hasta la concentracidén de 1.0 microgramoes de afla

%oxinas B, , Gi por mililisro y 0.5 microgramos de aflabtoxi

1
nas 52’ 62 por mililitro.
Para preparar lz solueidn pairédén de trabajic, mezclar
soluciones de los patrones de aflatoxinas Bl’ 32, Gi h'd 62

de 10 mierogramos por mililitro, diluyendo con mezcla ben
ceno—ﬁﬂﬁcﬁ {G8 : 2) hastz dar lz concentrzcidn de 1.0 y -

3.5 microgramos de afiatoxinas B

4 7 G., ¥ 32 y GZ ror mili

1litro respectivamente.

Utilizar esta solumeidn para la aplicacidn enx placa.



3.7 CROJATOGRAFIA =V TAPA FINA.

-Reagtivos:
Mezela benceno—acebonitrilo (98 : 2).
lfezela acetonz—cloroformo (1 : 9).

Soluciones patrén de aflatoxinas Bl’ 32, Gl ¥ G,

40

Aflatoxin Qualitative Xit (44 10.1¢). La Jolla Scien

tific Company.

-¥ateriales:
Pipetas de 23D microlitros.
Jeringas de 1{ microlitroes.
Probetas de 50 ml.

Tznoue para ecromabtografiza en capa fina de 23x23x9 em

con tapa.
Sromatofolios AL para croxatografig en cava fina
23x20 cn. con espesor de 0.1 mm activada dursnte

e

X SR>
hora g2 1107C.

-Anaratos e instrumentos:
Linpara de Iuz UV de 15 w de onda lorgs.
Gémara chbseura.
Horno para termneratura de B0 a 119°3.
f5lde marcador para faciliitar la aplicaecidn.

Yortex.

de

una
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~if&todos

Al fraseo vial que contiene el extracto de aflatoxi-
nas purificado por cromatografiz en columna de la muesira
problema se le adicionan 200 mierolitros de mezela bence—
no cloroformo (98 : 2} y se 2gitz bien para disolver el -
contenido en el vortex.

Se tona con mma Jeringa de 10 microlitres de muestra,
se colocan alicuotas de 2, 5 y 10 microlitros sobre una 1i
nea que diste 4 cm del borde inferior de la placa para cro
matografia. ’

En 1la misma placa se aplican alicuotas de un patrdn

de trabajo de aflatoxinas (Bl’ B., & G2) de 2, 5 y 10 mi

2 1’
crolitros.
En la cubeta de la cdmara pzrz cromatografia se colo-
gan 50 ml de mezcla acetona cloroformo (1 : 9), saturando
alrededor eon agua de modo que provea 2 cm de profundidad

a la cdmara, como se indica en la Figura siguiente:

Tangue——-i
4 ——3lacza de vidrio

L___Cuba para disolvente

3

Ll

oformo

|
;

Disolvente {aceto

£

|



Después de hacer las aplicaciones en lz placa se in-
troduce inmediatamente & la cdnzara y sellarla, mantenién-

dola protegida de la luz.

El cromatograma se deﬁa correr durante 40 minutos a
tenperatura de 23 = 2596, debe desplazarse el disolvente
14 ca aproximadamente por encima del origen. Después de
este tiempo se saca la placa dejando evaporar el disolven

te a temperatura zabiente.

Se coloca 12 placa deniro de una cdmara obscura y se
iluminz por 1la parie superior con vma ldmpara de luz UV -
de onda larga. 7

Se observan lzs manchas fluorescentes de los patrones
de aflatoxinas, =l orden de Rf es decrecienie y va de 31,

Byy 6,5 ¥ G, (0.7, 0.6, 0.5, 0.4, respectivanente).

27 "1

La fluoorescenciz gque presentan estas manchas, es azul
para las que corresponden & Bl ¥ B, y un verde pdlido las
de Gl 'S G2.

Unz vez identificadas las cuatro manchzs del patrén —
de aflatoxines, en bzase a su Rf y a la fluorascencia, se -
comparan directamente con las manchas de los extractos de

las muestras problem=s, en la mista plaea. {2},
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Zxpresidn de resultados:

Bl contenido de la aflatoxina B , expresadc en micro

gramos por kilogramos, se calcula mediante la siguiente -

formuias
- 8y x () x (V)
(X) x (w)

Donde:

C = Hicrogramos por kilogramos de la afiatoxina Bl.

S = HMicrolitres del patrdn de aflatoxima B, de intensi-
dad de flmorescenciz igual a la mzncha de 1z muestra
problema.

Y = Concentracidn de la aflatoxina B, en el citado patrdn
en microgramos por miililitro.

¥V = Voldmen en microlitros de la diluecidn final del ex-
tracto de afiatoxinas de la muesira.

X = Iiicrolitreos avlicados del extracio de la muesira de -
aflatoXinas, que proporcionan una intensidad de fluo~-
rescencia igual a 1a S (patrdén de aflatoxinas Bl).

W = Iasa de 1z muestra, expresada en granos, apliezda a

i1z columnz {10 gramos si se utilizzron 50 ml de ex—

tracto de cloroformo). {2)
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iV.~ PARTE EXPERIMENTAL

4,1 DETERMINACION DE AFLATOXZINAS A GRANO DZ CACAQ ALMACE
HADO. :

El cacac gue llega 2 la bodega de la Comisidn Hacio~
nal del Cacao, proviene del Estado de Chiapas (Regidn Nor
te y Sur). GEste cacao y el producido por el Zstado de Ta
basco, son los que proveen de materis prima a2 toda la In-
dustria chocolatera en :léxico. De ahi la importancia de

realizar un andlisis de aflatoxinzs a2 este grano.

4) Tuestreo. Se muestrearon 10 lotes (un lote cons
ta de azproximadamente 200 sacos). Je czda lote, se mues-—
trea la tercera oarite de los sSacos, Segin sea el ndmeroc -
de sacog que forme dicho lote. El smestreo se realizd en
la bodega iMéxico Pantitldn de la Comisidn Nacionzal del Ja

cao de la Ciupdad de Wéxico.

Se revisa de cuantos szcos consta el lote {(estz zno-
tado en cada lokte ¥y en la orden de muestreo). <Con ayvpda
del calador se va recogiende el grano de cada uno de los
s2cos en wuna misma bolsa de polietilenc {Fig, 2), nue con
tendréd vor lo tanto la muesirz revresentativa de dicho lo

tes
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Pig. 2

Caizdor de mano

Se inserta presionando {/ Saco de yute con

sobre el saco. grano de cacao,

Bolsa de
polietileno

Se tomaron muestras de 10 lotes, = continuacidn se
da unz tabla de el ndnero de sacos de cada lote y los sa

cos muestrendos.

Lote Nimeroc de sacos Sacos muestreados.
1 225 67
2 185 55
3 197 59
4 219 63
9 206 61
& 182 57
7 218 65
8 212 63
g 204 61.

in 195 59
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Tada holsa contiene aproximadamente 1 Kg. de grzno -~
de c=cao0, y son llevadas al laboratorio mara hacer la -

prucek= de corte &1 grano.

3) Pruebz de corte. ' Se reduce 1z muestrz por cuar-
teo, hasta llezzr a tener anroxissdamente 300 grancs. Ia

R

reiuccién por cuzrteo se efectia formanio circulos, Fig.3

_2\\ 1y 3 se

X cuartean de

nuevoy, e%8.

2 v 4 se desechan 2 ¥ 4 se desechan

Se cuaritez 1a muestra hasta obtener 300 grancs, y -
los aue sobran Se desechan.

Sobre wnrt I=2bls de mzdera y bzjo unz ldmpars de luz,
Se goritan los Tranos lonsgitudinalmente wor la =mitad, con
ayuizn de la naveje cuiter, se observaa visuzlaente los de

fectoca de cadz uno de los granos.
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C) Determinacidn de aflatoxinas. A cada upa de las
muestras se le determind la presencia de aflatoxiness como
se indjca en la parte 3.4, a2qui mencionaremos los pasos -

oprincipales:

l.= Preparacidén de la muestra y obtencidn del extrzeio.
2.~ Purificacidén del extracto por cromaiografia en colum
na.

3.~ Cromatografia en capa fina.

4.2 DETERVINACION DE AFLATOXIVAS EN GRANC DE CAGAO INCU-
BADO A 27°C Y 85% DE HR.

A) iluestreo. Se muesireoc la tercera parte de un lo-
te de 200 sacos, de 1a manera que se indicd en la parie -~
3.1 pero la muestra obtenida de este lote fué de aproxima

damente 18 Kg.

B} Induccidn a la formacidn de moho. Para tener gra
nos con diferentes porcentajes de moho se indujo su formg
cidn saturando 5 cdmaras de pldstico con hunedad relativa
de 85%, a2 temperztura de 27°¢. Cada cdmara conteniz 3 g
de grano de cacao perfectamente homogeneizado.

Se tomaron muestras cada tercer diz durante 80 dias,
2 las cuales se les hizo prueba de corte y determinacidn

de bhumedad,
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@) Anflisis Microbioldgizo. Al hzcer la pruekz de —
corte, se observd detenidanente el desarrolloc de homros,

en particular colonias caracteristicas ds fsSpergillus fla

VUS. .
Cuando comenzd el desarrollo de dichk=s colonias, se
aislaron sembrando el grano enx un medio Jzapek con 29 de

sacarosa, espvecifico vpara el desarrollo de Asnerzilius -

flavus incubzando a 27 i durante uns senan=,

Después de este tiempo se hizo la observacidn niero

la

cépica, usandc como colorante &zul de alseidn,

Satre las caracteristicas mds importsmies que distin

guen a este grupo se encontrarcn las sisuientes:

Los tallos relativamente izrgos, conizdizs redonuas o
en forma de peraz, se foraan aisliadas o en cadens en 12 ex
tremidad del esterigma, altsmenie ranificza=ms., Presenciz

de esterigmas priusrios y secuxndarios.

4.3 ITERALNASION D3 AFLATOALTCAS 2N RALC ILOGJLAIC 304

UsA CHEPA U9 Asmergillus Fiaras Lin«s

Sara esta determinseidn se tomaron cuntro mmesiTas -
del mismo lote, dz 100 premos e2ds un=, oue sSe inccul=z=ron

con unz cens conocida de Asnergillus flayus Ding, proine-—

tora ds aflatoxinrss, donada por el Deosri==snto 42 Fitonz



tologia del Instituto de Biologia de la U.N.A.¥., con el —
fin de ver si el cacao es un sustrato que el hongo pueda

utilizar para la produccidn de aflatoxinas., Se eolocan -
los granos de caczo en un frasco de 3 litros Fernbach con
75 ml de aguz. Se esteriliza todo 2 120 1b de presidn du—
rente 15 minutos y a una temperatura de 110°C. Despuds de
este ftiempo se agitan bien los granos procurando gue no -

queden pegados para que cada uno absorba toda el agua.

Aparte se prepara una suspensidén de esporas, haciendo
una inoculacidn masiva de 100,000 esporas/ml de Aspergi-

lius flavus. (42).
Se inoculan aproximadamente 30 ml en el frasco mante-

niendo una agitacidn suave pero continuz. Se incuban-du~
rante 30, 45, 60 y 75 dfas a 27°C.

Cada muestra se prepard para llevar a cabo lz exirac-
cidn y purificacidn de aflatoxinas de acuerdo 2 los méto-
dos mencionsdos anberioruente, determinando las aflatoxi-
n2s nor cromatografia en capa fina.

Este trabajo se llevo 2z cabo bajo condiciones de ascep
cia muy estrictas, desinfectzando y eliminzndo las toxinas

en ¢l material wtilizado con hipoclorito de sodio 21 5%.



V.~ RESULTADCS Y DISCUSION.

5.1 DATER IINACION DE AFLATOXINAS EN GRANWO DE CACAC ALMACE

NADQO.

Bn lz prueba de corie y en la determinacidn &e aflato

xinas se obiuvieron los resuliados sizuientes, coxo Se in-

dica en 1a Tablz I.

Lote [loho IzZados por Germinados Pachas Rotos Aflatox.
% insectos % % & g {ppb)

1 2.3 0.33 2.0 6.6 1.3 -
2 1.0 2 4.3 4.6 1.6 -
3 3.6 0 3.3 .3 3.6 -
4 1.6 1.0 2.3 T«6 3.3 -
5 4.0 3.66 3.0 5.3 1.3 -
& 4.2 0.33 1.6 6.6 2.3 -
i 3.0 g 4.0 5.0 2.6 -
8 2.b .66 1.3 2.3 1.0 -
g 4.3 P, 2.5 B.6 2.3 -

19 33 D.33 2.0 T0 3.6 -

fromedio 3.0 J.33 2.bb el 2.3

{~) no delcetzble.

Tebla I.
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5.2 DETSRAINACION DE AFTATOXTNAS A GRANO DE CACAO INCUZADO A
27°¢ v 85% DE HR. Los resuwliados obtemidos se ingican —

e 1a Pabla II.

Tiempo de incu % de .loho Conbenido de Colonias de Producc.

bacidén en dias humedad % A. fiavus Afiatox.

1 3 6.0 - Ko detect,

3 5 Ge2 - b "

& F 6.5 - ) "

g 8 6.6 - * w
i2 g Ta2 _ » "
15 o T4 - » "
18 12 T8 - *  o»
21 13 8.0 Poco desarre +
24 15 8.0 llo. ™ +
27 15 8.2 + +
33 21 8.5 + +
36 28 8.8 + +
39 35 8.9 + +
41 £5 G.4 — o detect.
44 52 2.7 - L
47 64 10,2 - . on
50 72 1o, - = &
53 83 13.% - = oon
56 g1 10.8 - * n
59 g7 1l.5 - = ow
60 100 12,0 - m on

Tablz IX .



Como se puede observar en la Tabla XX, las muestras
gositivas corresnonden a um porciento de zZrano mohosz en
tre 13 y 363, por lo cual ssias muestras Tueron Someti-
das 2 un andlisis cuantikztive para conocer el conbenido

de =flstorinas,., Pabla IIX.

Grano mohoso Aflztoxinzs (ppb)
% ug/ig.
13 8
15 20
16 33
i3 AD
21 32
28 25
36 20

Tabla III.
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5.3 JETERMINAZION DE APLATOXINAS A GRANO INOCULADO CON —
THA CEPA DE Aspergillus flavus Link = 2703. Tablzs IV

Nimers de  Tiempo de Produceidn de  Aflatoxinas (ppb)
miestra incubacién aflatoxinas, ug/Xg.
il 30 dias - 100
2 45 gias - 130
3 69 dias - 100
4 75 dias - , -
Tabla IV.
DISTUSION:

Como se puede observar en la Tabla I, 1la prueba de -
corte gue se realizd en el grano de cacao almacenado en —
las 3odegas de 1a Comisidn Hacional del Jzeczo, se conside
ra demiro de los Linites zcepiables con respecto 2l ¥ de
mohe {21)., La determinacidn de =flatoxinzs fué negativo

parz ftadzss lags mumestras gnslizadas,

EZn la Tabla II, se encontrd gue hastz wn determinado
porciento de moho {13%) =1 hongo desarrollz y produce afla

toxinms, pero cuzndio los niveles de :moho son mds elevados
| L)



1z produccidn desaparece. =sio nos indiea que puede exis-
tir una posible competenciz por nutrientes con las gfras -
especies de honzos que tiener una velocidad de metabslismo

¥ de erescinmiente mayores. ,

Respecto a2 la cuantifizscidn de aflatoxinas (Pabla III)
se observa aque las cantidades producidas son bajsis con res-
pecto a las encontradas en o%ros producios coxo amaiz ¥ caca

huate,

Zn lo que corresnonde a 1os granos inoculados con espo

ras de una cepa de Aspergillus flavus (Tebls IV), se obser—

va oue el nivel de aflatoxinns fué mayor nue el obtenido en
los graznos con crecimiento nztural de honzos. A los 75 dias
la mroduccidn de aflatoxinas fué nepativa. Estas determina-

ciones se realizaron por triplicado en todos los casos,
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SONCLUSIONES Y RECOMENDAZIONES.

De acuerdc a los resulitzdeos obtenidos se puede deecir

lo siguiente:

lc—

24—

Bl cacao oue almacena 1z JONADECA, puede congide-
rarse acceptnble para su eonsumo ya gpe 1as condicio-
nes de almacenzaje son las zdecuadas para que el gra-
no no sea atacado por hongos productores de aflatoxi

nas.

En el experimento que se llev$ 2 czbo. para compro
bar si existia alguna relzcidn entre el porciento de
moho ¥ la produccidn de afiatoxinas se pudo observar
cono el desarrollo avanzado de mohos redujo en vez —
de incrementar los niveles de aflatoxin=ss presentes
en el grano. 2sto puede deberse 2 la presencia de -

otros hongos como Penieillium sp 6 Asmergillus niger

que crecen en coapetenciz con A, flavus aungue, aun
no se determinz si e8 por Iz competencia del susira-

to o por oue destruye las zflatoxinas. {23).

LAsimismo nudimos pereztzrnos gue inoculando grano
de cacao con una cep2 de 4. flavus (eultivo puro}, -
1z wroduceidn de aflatoxinzs es 2ds elevado gue en —

mezclas de hongos.
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s recomendable ague lz femperatura y el grade de hu-
zedad de almacensje sean sSiempre las sdecuadas, F= gque -
las condiciones ambientales tanto come la naturalezs del
sustrato son factores muy importantes para el crecimiento

de hongos.

Para. combatir los homzos de almacén, deben tonarse -
medidas desde gue el grane se encuenitrz listo parza cose-
char. Una cosechz sana y vigorosa es el primer pasc pars
evitar la formacién eventuzl de mycotoxinas. Deberd redu
cirse el malbrato 2l granc ¥y dar un mSxino de limpieza, -
asi como la aplicacidn periddica de micoticidas como el -

Tiahendazol.

s importante sefialar nue un grano contaminado no de
be ser utilizadec como materis prima en 1 elaborzcidn de

nroductos derivados del caczo.

cabs un andlicis rutinaris nzra la deberzminacidn de afla

texinss,
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