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I.- INTRODUOO.IOlif 

1 .. l. OBJETIVO 

E1 objetivo fundamental de este trabajo, consiste en 

1a determinación de aflatoxir..as por cromatografía en pla

ca fina, presentes en el grano de cacao lavado sin fer~en 

tar; establecer la relación q_ue pueda existir entre la 

presencia de aflatoxinas y el porciento d.e grano mohoso. 

1~2 PRESENTAOION DEL TE1W.. 

El enmohecimiento del cacao es u...~o de los defectos -

más graves del grano, no solo por el sabor a hu,~edad que 

causa..~, sino por las toxinas que producen. Entre los hon 

gos que CO'.ml.nrnente causan eDl!Io:1ecimiento del cacao se en

cuentran: Asper~illus ochraceus, A. flavus, A. para.siti

~' !• glaucus, [!. niger y uiversos ?enicilli'U.!1 .. 

Las condiciones ambientales tanto co~o la naturaleza 

del sustrato son factores muy i~portantes para al creci

miento de estos ~ongos. 

Aspergillus flavus es considerado un 'l'licroorganis~o 

cos~opolita presente en el suelo, sobre :nateri~ orgánica 

y sobre alimentos diversos, asi co.no se.:üllas, especial

:nente oleagino-'>t::.s. 



Se ha encontrado que algunas cepas de Aspergillus -

flavus y A. narasiticus son las ~~_s i~portantes product.2_ 

ras de aflatoxinas. (46). 

2 

Las af1atoxinas son un grupo de metabolitos secunda

rios altam.ente t6xicos, que puede.t1 producir daños fisioló 

gicos y estados pato16gicos, en e1 hombre y diversos ani

males. Es"tudios realizados recientemente establecen una 

relación entre la frecuencia de cáncer en el hígado y el 

consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas en cie~ 

tas regiones de Africa. Siendo también capaces de causar 

daiíos a nivel genético como mutagenicidad y teratogenici

dad; esto es, la producción de anomalías y monstruosida

des en el organismo. (30). 

El cacao y el chocolate son artículos de la dieta c,g; 

mún y de lujo en nuchos países. Contiene proteína y gra

sa que proporcionan un al.to contenido energético en rela

ción con su volu..nen y peso. La elaboración de la alaen

dra de cacao durante su ;nanufactur~. tiene como propósito 

principal la producción de chocolate comestible, cacaos 

para bebidas, cocea y manteca de cacao que se usa en la 

elaboraeión de cosméticos y preparaciones farmacéuticas, 

ésta constituye alrededor del 56 porciento de las al~en

::lras de u:l buen cacao • e 5' 11) • 
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En México e1 consumo de productos que provienen del 

cac~o es razonab1e, 25.4 :ni.les ~e toneladas, por lo que 

puede 11egar a ser para la población una fuante de into

xicación. Por esto, considera.:nos necesario que se lle

ven a cabo controles periódicos que deteroinen la prese!! 

cia y el nivel de contaminación en e1 grano de cacao.(20) 



II .- G:&'iERALIDAD33 

2.l EL CAOAO 

El. árbol de cacao Theobroma L. es una planta america 

na típica del trópico, se extiende espontáneamente por 1a 

cuenca Amaz6nica,. la zona d.el Caribe y la del. Pacífico 

Centroa~ericano. Pertenece al estrato inferior de los 

bosques bajos, donde predominan condiciones de calor, so21 

bra y hlEledad específicos.(12, 51). 

Ha sido cu:I.tivado desde tie~pos prehispánicos por 

los indios del Sur y Oentroamérica. Lo.s españoles que 

llegaron a Nféxico en el sigl.o :.CVI encontraron al cacao co 

mo un producto establecido, lo que indicaba Que había si

do cuJ.tivado mucho tiempo atrás.(51). 

Los cacaos cul.tivados se clasifican en dos grandes -

grupos que son: Criollo y Forastero. Esta clasificación 

;nuy justificada tanto por las formas y de!!Iás característ,i 

cas dal f;¡;ato, co~o por el origen inmediato de dichas va

ria:n.tes. 

Crio11o: Es el cacao cul.tivado en Venezuela, el fru -
to es gr~nie, alargado, rugoso, con surcos cicentuados, 

corteza delgada, el color va desde a:narillo dorado al ro

jo obscuro, lo que sirve para diferenciar subtipos. 

4 



El. grano es grande, coti1edón blanco a violeta páli

do, la pulpa es ~ dulce. En este sentido resulta ser -

el grano de mejor calidad. 

Forastero: Pertenecen a este gru.po los c<::.caos co

rrientes del Brasil y Africa Occidental, así como el ca

cao Nacional del Ecuador y variedades cultivadas en A.~éri 

ca Central y del Sur. La mazorca es generalmente amari

lla,. de :formas variables, de cáscara gruesa :¡ difícil de 

cortar. Granos más o l:l.enos aplastados con cotiledones de 

color pÚ-""'f)ura subido. Este tipo de cacao representa el -

80% de la producción mundial. 

Hay ";L."1 tercer tipo de cacao que se deno.nina ºTrinit~ 

rion, que proviene de la hibridación de cacao criollo y -

forastero. El cacao trinitario tiene 6Tan variabilidad, 

su pro:.iucto, la mazorca y el grano presentan caracteres 

que si yor un J.ado 1es hace aproxi..;iarse a los criollos 

por otra a los forasteros. Este tipo de cacao proporcio

na del 10-1.5¡~ de lª producción m1:mdia.J y se cultiva bÉsi

ce~11ente en todos los países donje anterior·nente se culti

vaba el. criollo (;léxico, América \Jentral, Trinidad., Oolo,2 

bia y Venezuela). Su calidad es ~ejor que la d~l forast~ 

ro y su vigor y resistencia mejor 'llle la :le los criollo:::>. 

(4, 35). 



En México se producen ,38.250 miles de toneJ.adas:1 es

to representa el 2.7% de 1a pro1ucción ;;m.ndia1, y se ex

p::>ri;sn 4.31 mil.es de tonel.a:iss,. que representan el 0.40fo 

de is. producción :nundial.,.(2:J}). 

La co:n;posición química a3l cacao tiene, ad.er.i.ás de un 

interés teórico, aplicaciones inmediatas, puesto que con 

su conoci:niento se obtiene una aproximación de los :produ.!:, 

tos extraídos del suelo con la cosecha; de las necesida

des de fertilizantes de una tierra; de las carencias o lÍ 

mites tóxicos de a.lgÜnos al.i_:::.entos.; de la utilización de 

diversos subproluctos para eo4bu.stibles; abonos y .=a~eria 

priIT'.a.. para lri industria de ]:; fermentación,. etc. 

De acuerdo a los datos citados por H:-=.rrison (Cua:ir<? 

I), se puede dedu~ir el al.to poder nutritivo del c.:::.c3.o y 

por 1o tanto!' de su. der.i.va:..a el. chocoia:te, q¿e se ?m:men

tra enriqueci;'.l.o eon a:zúcar~s 7 que le convi.erten en un ali 

mento de gra.~ va:t.or energé~ico. 

La riqueza en vitadinas dé un producto directa=eate 

d.eriV3.do del cacao, co;'!lO GS el. polvo de cacao, en el. ~ue 

se fil reiuc.ido el. contenLio de ¿rasas del. grano al. 22:;, -

duct~ ... (35). 
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c;JADRO I (35}. 

Vite-"'1ina. A ••·•·•·····•·········• 

H 

B
1 

( tianina) ••••••• ., •••.• 

B2 (ribof1~vina) •••••••• 

B
5
{ácido nicotL~ico) ••• 

4l u.i. 

0,09 ~g 

0,25 -~ .. -
~--;: 

0,09 '.!lg 

El gr:m.o i-a cace.O' propi.a.nente iicho tiene cE.ntida

des apreciabl.es de otras vi tamj nas; especial.nente 1.a CÉ: 

tícula contiene de 28 a 35 u.i. de vital!lina J) (cs:.1.cife

ro1) en 1 gr .. 

El gér.:icm del gr&.no, c;ue co:!lv los gér'!lenes de mu

chas se.:i.i].].¿;.3 tiene concentra.ioa ·1.uch.;:,s co::i.puestcs, en

cierra un aceite con un ".1ontenido e..""l Bet:ic~·~roteno {nro

vi ta,:iin~ ¡l} del orden de 1as 800 a 1400 Uo i. en 1 gr; -

ta.nbién contiene este aceite Utla gran cantid::td de caJ..ci 

ferol. 
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CUADRO II ( 35) .. 

Composición del grano fresco de cacao~ según Harrison. 

Dato 

Agtta • • • • •· .. • • • •. • • • • • • .,.. • •· 
Celulosa digestible ••••• 
Fibras leiíosas ........... . 
Albuminoides •••••••••••• 
r.tateria nitrogenada ••••• 
Grasa ..................... . 
Glucosa ................... , • 
Sacarosa •••••••••••••••• 
.Almid6n .................... . 
Ma:t-erias astringentes ••• 
Pectina ••••••••••••••••• 
Rojo de cacao ••••••••••• 
Teobromina. •••••• ,. ••••••• 
Lig?l.ina. ................. .. 
Cafeína • ,. ................ . 
Acido tartárico libre ••• 
Acido acético libre ••••• 
Acido tartárico comb •••• 
Peróxido da hierro ..... .. 
tl.a.g?l.esio ................. . 
c·ai ......................... . 
Potasa •••••••••••••••••• 
Sosa •••••••••••••••••••• 
Sílice •••••••••••••••••• 
Anhídrido sul.fúrico ••••• 
Anhídrido fosfórico ••••• 
Cloro •••••••••••.•••••••• 

aáscara 

'fo 

84,5 
4 
5,3 
1 
o 
0,1 
o 
1 
0,4 
0,2 
l. 
0,6 
0,1 
o 
o 
0,3 
0,1 
0,6 
0,01 
0,1 
0,04 
0,36 
0,07 
0,01 
0,03 
0,1 
0,03 

Cfotiledones 

.¡, 

36,6 
2,8 
o 
4,8 
2,8 

30,6 
0,9 
0,2 
6 
4,9 
1,4 
1, 5 
o 
3,5 
0,2 
o 
o 
0,5 
0,03 
0,45 
0,11 
o,64 
0,07 
0,02 
0,05 
1,05 
0,03 

C.:utícul.a 

y pulpa ~ 

83. 
6,.6 
o 
0,3 
0,05 
0,4 
O,l. 
l 
1.,3 
0,1 
1,l 
0,7 
o 
2,5 
o 
0,6 

indicios 
0,35 
0,01 
0,07 
0,03 
0,25 
0,.01 
0,01 
0,03 
0,01 
0,06 



2~3 ETAPAS DE BENEFICIADO DE.ti aAaAO 

Para qu.e el cacao sea apto pa..T-a su comercialización 

y almacenamiento debe ser sometido a diferentes etapas de 

beneficio que tienen como fin, mejorar su. ca1idl?.d, conve:! 

tirlo en un producto coP..servable, de fácil t~-nsporte y -

que posea las cualidades de aroma y sabor que de dan todo 

su valor comercial, para su posterior utilización en las 

industrias de 1a alimentación, de las grasas y farmacéuti 

cas. (51). 

Estas etapas son: 

a) Recepci6n. El. cacao llega. a los fer~entadores, 

generalmente en bolsas de polieti1eno dentro de sacos de 

yute o henequén que permiten su fácil manejo. 

b) Selección~ Tiene como fin rechazar el cacao, 

que por sus características no este en condiciones de ser 

fermentado así como seleccionar los granos qu.e por su es

tado de madurez, riqueza. de pulpa, antigüedad de corte, -

etc. deban ser :fermentados por separado. 

e) Fermentación. Facilita la eliminación de la PU! 

pa y mejora 1os caracteres orga.'lolépticos del -~,no a CO!! 

s,ecu.encia de una fermentación inte:r.:13. esti:nUlad.a por la -

elevación de tes9eratura exterior. 



c) Secado. Con la disminución de la humedad del -

grano hasta un grado que cree un medio poco susceptible 

al ataque de insectos. 

e) Clasii'i.-eación. Hecha a mano ó en máquinas,. tie 

ne como ~eta presentar co~ercialmente e1 producto de tal 

manera que sea lo más homogéneo posible, tanto en su. fol: 

ma y color como en su tamai:lo. 

Se almacena el grano una vez que ha sido envasado 

en costales de henequén o de polietileno. Las bodegas 

deben ser construidas de manera que J:..a humedad del ~ano 

sea lo más baja posible toillando en cuenta las condicio

nes locales. Los sacos deben colocarse sobre estantes, 

para evitar el contacto con el suelo o 1as paredes del -

edificio, ya que estas deben ser rociadas periódicamente 

con insecticidas. La ventilación de~oe ser perfectamente 

regulable y debe impedirse la entrada de roedores y aves 

al a'.Lnacén. (37) 

2 .4 FAOTORES QUE INFLU-~I EN" EL DESARROLLO DE smmos y 

PRO.DUCCIOIJ uE i.'.fYC01!0XINAS. 

Entre los principales factores, ~u.e influyen para -

el desarrollo de hongos estan: Hu.n:ed.ad~ te'nperatura, ai 

reaci6n, el sustrato y el 9eríodo de i...~cubación en el 

sustrato. 

10 



:u. 

El componente ambiental de mayor control crítico pa

ra el crecimiento de hongos es la humedad. (49) .. 

Los hongos son capaces de desarrollarse en productos 

con bajo contenido de lmmedad, donde .las bacterias re~ui.!!, 

ren ~yores niveles. En base a sus necesidades de hu.::i.e

dad los hongos pueden agrupars.e en tres ~~lias catego

rías.: 

a) Hongos de campo. Son los que :invaden las se:-d

llas en: desarro11o a madurar mientras están en la planta. 

Esta :invasión se presenta en las semillas con 25 y 3~ de 

humedad. Cuando se ha cosechado e1 grano:o estos hongos -

detiee:en su desarrollo, debido a que los niveles de h1x:::ie

dad en el grano film bajado. Entre estos hongos se pu.eden 

citar a Diplodia, Fusarimn,, Nigro.spora, HeL1linthosporium, 

y A1ternaria. 

b) Hongos de al-:nacén. Son aquellos encontrados en 

las semillas a las condiciones de humedad normal!nente en

contradas en grano aJ. nacenado de1 13 al 18~. Estas son -

principaJ.!l1ente las especies de Aspergil1us y Penicill.i':1.~. 

Los mie>:nbros de Aspergillus glaucus,. $enera.1:nente -

predo:ninan a1 l3 6 l.5~ de hu.'!ledad, :ro.entras que por a.rri.

ba del. l.5~ predominan Aspergi11us flavu.s y A.. ochraceus. 
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For'!la.:n sus vegetaciones en los pl.i.egues de les ~ot! 

1edones, cubriéndolos casi siempre de eolor verde grisá

ceo. En vista de esto es recomendabl.e Que el grar.r:: sea 

secado al rrúnid10 contenid.o de hu.nedad dentro de ls~ 24 -

horas después de la cosecha para ret~r-;iar y evitar el cr~ 

ci.:niento de estos hongos. E1 período de a.1!nacena:::5..ent·o -

es otro factor importante para 1a conserva.ci6n deI. ~ano; 

si el período de a1:nacena"!'li.ento es la.rg~, el conte~~uo de 

hu..-:iedad deberá ser bajo. También debe -to::~rse en ·:::lenta 

:ta condición irticia1 del producto en cuanto a su sa'ta.do -

físico y biológico, ya que los granos dañados físiea:;iente 

serán más propensos al ataque por hongos, y su pe~io1o de 

aJ.macenamiento se verá reducido. 

e) Hongos de des·co.:n.posieión ava..'>'!zs.i.a. Requieren 

condiciones Si.mi.la.res de .h.u.nedad co;no 1.os hongos d.e ca¡npo 

pero rara11ente se desarroll.an en se:-ñ.l:Las en el. c~20. 

( 6) .. 

La llu:!teiad relativa y el. conter.d.:lo de ae;ua da:! .s-.::t-s

trato in:fl.uyen de ;nanera i:iport!3.nte en. &1. creci.tlG.:r.:~o y -

producción de mycotoxinas. Las cantid~Aes ópti!ri.as ~ienen 

val.ores si:nil~res para ca~a e~pecie de hongo en s~~ratos 

naturales. 

Aspergil1us flavus, es un hongo .:::esófilo, ya ,;::Y.e sus 
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requerimientos mínimos de agua para crecer está.."l. entre -

80 y 90% de h~edad relativa, teniendo como cant:Liad. ;nÍ

n.i!:la para 1a ger.ninación de l.as espor.:;.s de los :ao=:gos ao~:; 

de HR, y el valor míni:no p;:!.ra la. 
4 

esporu.laci6n 85~; de .:rn.. 

Temperatura. La tet:ls;er&tura :!lás :favorable p~r-a su. -

desarrollo esta entre 23 y 21º0, las ue~peratur~~ ~~yores 

de 48°0 matan al ~ongo o lo obligan a producir es~~ras re 

sistentes. 

Aireación. Los hongo·s son org-d.Ili.3.::¡os a.erobiG.21 7 pero 

existen diferencias signifi.cativ&s er:. a-:i.s r..ecesi:l.21iés de 

oxígeno. La co~posición de1 ambiente gsseoso in:f2::.ya en 

las reacciones fisiológicas .:le los hon~.sos y por 1.o ~e.nto 

en la síntesis de metabolito3. Asper,:.::-illus Zl~vus es ~uy 

fl.exib1e en cuanto a su tolerancia a alva~ concen~r&cio-

nea de bióxido ae carbono, oxígeno y ni"tr6geno, tol.eran

do también bajas concentr.?.ciones de oxígeno. 

Sustre.to. Es otro f~c:tcr irrrportan.:~e en el cre~i'")'li eg. 

to del hongo y J.:?.. proJ.ucción. ele .nycoto:-rinas. ::le h.:~ ?:"apo.!: 

tado oue los sustratos natur~ieJ dan =::;.yora3 ren~i.::i.antos 

en 1a producci6n de aflatoxin~s que 1os sustratos a~~ifi-

cial.es. Entre los sustre.tos natur:.!.le3 1.c3 que sop:":r-t'.?~n -

ma¿.ror producción de afla.to:í':i..."'l:.::-.;;:;,. se an~u;:itr~:.n: ave2:.un.~s, 
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semill.as de a1god6n,, id"igo, arraz7' cacahua:te1 soya y maíz 

sustratos con a.J.to contenido de carbohidratos así como 

oleaginosas,.{9). 

2.5 AFLATMINAS 

Las a_'f'l.atoxinas son un grupo de metabolitos secunda

rios, producidos por ciertas cepas de Aspergillus flavus 

y !:.• parasiticus. Esta toxina es una mezcla de diversos 

co:npuestos:r cuatro de l.os cuales pu.dieron ser aislados en 

un estado· puro,. y de!!lOstrar que son. tóxicos en diversos -

anbiales. {Ver cuadro III) • 

La se~~raci6n de 1as cuatro sustancias fué hecha en 

base al. co1or de su fluorescencia y de su rel.ativa movili 

dad cro~tográfica (Rf'), y fuer6n 1.lamada.s: ~_, B2 , G1. y 

G2 , existen además las toxinas M]_ y M2 que son derivados 

hid.roxi1ados de B1 y B2,. y las afia.toxinas B2a y G2a der! 

vados can grupos hidro:i1.os en 1.a posición ü-2 del anillo 

furano, sien:lo hemiaceta1es de B1 y G2 respectivamente. 

Observ.J.das bajo luz u1traviol.eta en un cromatograma 

que contie~e extractos de aflatoxinas, la fluorescencia -

individual. c:ue presentan es! 



- - - - - - Azul. 

- - - - - Azul 

- -· ._;¡ "-!' 

- - Verde 

Verde-si.zul 

- - - - - - Azul-violeta 
Violeta 

15 

Con respecto a ia. toxicidad c:ue presentan,. B1 es la 

más tóxica, siguiendo en orden decreciente: 11\' G1 ., B2, -

M2 Y G 2 • ( 7, 24) • 

Estudios de resonancia magnética nuclear de aflato

xina B11 mostraron que cua:tro mol.éculas de hidrógeno se -

juntarón a dos moléculas de carbono adyacentes ai anil1o 

ciclopentanona; de esta forma se propuso la t.1ue es ahora 

aceptada. co:no la estructura de afl.atoxina 1\ • {29). 

Afl.atoxina ~ 



tiene dos funcione3 

·~ if! t.." ·J1· 

doble 3.: l 

o o 

o 

Af'!~-.--::>:-:i2~·· G ... 
.l. 
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Más tarde se identificarón dos nueva.s afJ.atoxina.s, -

una con fluorescencia azul y otra con fluorescencia. verde 

q_ue en base 2. sus Rf' bajo l.u.z UV, así como a estudios de 

su espectro de resonancia magnética nucl.ea.r se pudo ver -

que eran 2-hidroxy derivados de afl.atoXina B2 y G2, y se 

1es llamo: A:fl:atoxina B2a y G2a. Estos dos Coillpuestos -

son de 60 a 100 veces ;nenos tóxicos que B1 • Sus estructg 

ras son las siguientes: 

HO 



Existen otras dos aflatoxin~s~ pero solo se ~" lo

g-rado identificar su presencia en la leche y estas son: 

?.\ y M2 y co:nunm.ente se les denomina co.no toxinas de 1a 

:Leche.. Su estructura es la sie,1liente: 

I 

Aflatoxirta !\ Aflatoxina M
2 

J.8 



La estructur::-. ,:;;uí'!lic2, de l~s af1atoxi.n:as hace a~a:!'e

cer ~res ele~entos escenciales: 

:t.- Son derivados de la cu.n\::rina., t"'l'oseen una :función 

lae:;ona. Esta función es reJ.ativa:nente frágil y puede :fá

cil.:::ente hidrolisar-aa en un :i.aJ.i.o :.;.lc:.tlino, flor lo c¡ue,. 

lacl .oaléculas que h:::.n perii.l.o esta función. por hidr61isis 

son desprovistas de su actividad. 

2.- Poseen un agrupa.miento bifura.no que asegura una 

gran rigidez en una extre;nidad de la .noJ.éc"J.l.l.a, que prese!!_ 

ta por este hecho una estructura practica~ente plana, pe,!: 

miti.endo interacciones específicas con ciertos co;n-;:ionen

tes tisulares co::io el. hígado principa.J.mente. 

3.- Algu.nz..s de ellas poseen una doble u...""lión a la ex 

tre'-l!dad de los agrJ.pB-'Ilientos furéfnicos.. Es-ta. doble ur.iión 

puede estar oxidcda dando a la ~olécu12 1a posibilidad de 

tral"..Sformar en uniones covalentes las interac~iones con

traídas. Un cierto ?r.b.ero de afl:a.toxitv-'-S~ las del tipo -

dos {32 , G2), no poseen esta do~1e u..tü..ón.{i?~. 
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Introducidas ·en el. orga-ri-T s:no estas moléculas son ob

jeto de nu.~erosas transformaciones metab61.icas, algunas de 

estas provocan la destrucción de 1.a molécula,, por l.a aber

tura de un ciclo donde la hidr6li.sis nos da 1a función 1aE_ 

tona,. y conducen a una detoxif'icación. Algunas de l.as a

flatoxinas ,se :fijan sobre moléculas, por lo que se hi.droXi. 

1an y conduce a l.a formación de ~' que puede ser fácil.me!!; 

te excretada en orina y heces. (1.0) 

Ctra.s transformaciones :oetaból.icas son aquellas que 

afectan la doble ligadura 1,.2 y que conducen a productos 

susceptibles de fijarse a las macromol.écuJ.as (ácidos nu

cléíeos y proteínas) y pueden ser considerados como metabo 

litos activos. (29) ... 

r.!uchos siste::x.is biológicos pueden ser usados para de

mostrar el. al.to grado de toXicidad de las af1atoxinas 7 y 

de todos estos siste:na.s probados, el cultivo de tejidos~ 

embriones de pollo y huevos de molusco son J.os c:nás sensi

bles .. 

En células e~brionarias de pu1:it6n pudo ser estudiado 

el. meca...-U.s:no de acai6n de las af'latoxinas, encontrándose -

que inhibe la síntesis de DNA en l.a :nitosis,, incre:nentand.o 

la fo~~ción de células gigantes y vacuolización. (10}. 
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Esta acci6n específica. de las aflatoxina.s sobre e:i -

DNA merece una gran cot:l.bideración co::no U."l pelie;ro poten

cial a1 hombre, causando a grandes dosis inhibició~ total 

de biosíntesiG y- a dosis bn.ja.s progresivas afecta difereg 

tes sistemas como: 

1.- Interacción con D~A e inhibición de las ~oli~e

r~sas, responsables de la sínte3is de DNA y RNA. 

2.- Supresión de la síntesis de DNA~ 

3.- Reducción de síntesis de RNA e inhibición del -

RJ.1A mer.i.saj ero • 

4.- Altera.cio~as morfológic;is en el. núcleo. 

5.- Reducción de biosíntesis de proteínas. 

Ha sido denostrado que las aflatoxin~ pueden unirse 

a D.:N'A cau.st:>ndo un o~mbio en su espectro característi.cc. 
ii.!'.> ..., __ 

o.ne :-:i~s 

aflatoxina B1 ., biológic,?..m.ente J.2. 

fuerte~en~e que G1 ó G~. Basado 

·::.á.::: activa,, se 

esto on la inte-

una rel ~ción pre.f'.:=rencial coa el r~nillo de v-:.irina .. ( 29). 
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ID. enlace de A:flatoxina.-DNA es débil. 7 ya que e1 si!!! 

ple paso a través de una colu;:ma de Sepha'Zi.e.x: disocia el. 

complejo. 

o o 

A...""1.a toxina ~ 

o o 

Oo~1ej o • .i\FLATOXIiiA-BASE 
NIT30GENAJJA. 

Tul. irthi bición de la bíosíntesis de Ae.. nucléicos pu~ 

de ser por inactivación de la. síntesis del .sistema. enzi~ 

tico, o porque 1aS .:no1écu1as de DNA presentes no actúan -

mas co~o modelos adecuaios para. su duplicación.(29) .. 
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La. enfer,;i'.edad causad.a por la acción de eatas 'tax:inas 

es llamada Af1atoxicosis y fué reconocid2 y descri~a en -

a.ni:i:'~l.es de .gra!lja, como pavosir pollos, patos, ete. 

Los pri~eros signos elí~icos de la a...~atoxicosis aon 

inapetencia y pérdida de peso, reducida eficiencia al.i~eB 

ticia, susceptibilide.d al ::ruaguJ..l.a:riento, eo?..gul?.ción san

guínea desigual, respuesta in::iune.altera.d.a; resultan"1o f.§; 

llas en la vacunación y au.'?lenta la suscept:ibilida.d a los 

agentes irtfeccioaos y capacidad dia"!linuída para resistir 

el. stress. Pocos días antes de. su '.nuerte el F..ni.;ia.1. p3.re

ce tor!)e o !JF..ralizado, desarrolle. ata.xi'· ~1 final.:a.eilte :1.Ue 

re. {6, 49). 

El r.rás i:nportante efecto patol6gico e.;:; el da...:.o .h.epá

tico; la lesión aacroscópica conziste en an~ palidez o de 

l .; ::11";/' d . ". .... -:¡-~ co oracion e lllga o y :~c:ro:::;co::iica.nen:.e a"l tl!J:r~ r>ro.:...1: e-

ración de l~s céliuas e~itelia1es de los co~1uctos bili~

res.. 3e h?.. ob3ervs.J.o c:l(;\VO:r' .aen.sibilitl.2~d '-'- l".::.S afiatc::i-



QüA.LJRO III. ( 49) • 

QUE OAITJ~ 20~IGOBI~ 

.Es9ecie 

?erneros 

Jerd.os 

'Jerios 

·Jerdos 

Sdad 

.ilestete 

2 afios 

Recién 
n4cid.os 

Contenido 

d. e P..f'la t o:x: 

( p:p21) 

0.2 a 0.7 

2 se:~~-is 0.17 

4-b se.:ia- 0.4 a. ·J. 7 

;)es cano'"'.' 

ti~~ 

o,8 

0,.3 

llur.ación 

de J.::. al~ 

.ne?:ltaoión 

20 se:n.anas 

7 !193E:S 

6 se~nas 
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3f ectos 

Rs.quitis:no, -

muerte y da

ños en hígado 

Lesio.:ies hep~ 

ticas .. 

Lesiones hep_:! 

tic as. 

Raquitisl'!lo. 

Anorexi:i, ra

c.i:u.i. tiss.o • i e-

tericia. 

Ra.quitis;!lo, 

lesiones hep.!! 

ticsZ!. 

:.taqui &i'2i ::o, 

lesione~ hep~ 

ti ea$,, 

L .. hepáticas, 

'!luerte. 
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E..l el siguiente cua.üro se muestra la clasi=i~aci.ón de 

divers·,ts toxinas-" y sus efectos sobre l.os mamífero::>.. .c?ue-

de not~rse el gran potencial perjudicial que 

Toxii'l?.. o Hongo .AJ..i:iento ~ectos· des-;:>u.és 

1 sínd: .. o:ne productor afectad.o de la ingestión. . ~ 

.¡ ¡ 
Gru-po AS.?3RGILLi!.i3 t 

henátie0> l !1 _,.. 
Af'latoxi:las A. fle.9.ms Gr;;zios, i r.;.~,~er 

A. pa:rasi.ticus · Oleaginosas, ¡ ~ ciertos aru!"'.::,~ 
i 

:frijol.es, ~ l.es posible:::i:en. 

1 
y 

nu.eces. te en humanos. -~ ¡ 
1 '2oxicidad. ~ 

i ii 

Sterigma~ocisti- A. nidul.ans Cereal.es .. l '.::oxicidad, cán.-1 ' I' 

!· versicolor ~ he~átioo 
,,, 

na. C"'-"" en. 
H 

' ratas. ¡ 
! 

Ochratoxinar:; !· ochr-~ceus Jere?.l.es, \ ·.:cxici5.e.d re1~l. 
1 : 

café varde. 1 ~ ratas. 

1 

' 
Hruno PE.HOILLI:J:,;¡ '.~ 

' ; :r,uteoski.:>in~ g. is1.andicu it arroz. 
~ 

':'oz:iciU.ad, po?i-

i 
¡I 

?J-?.e- c~!rCinóg-eno 
' i 
¡ e.:::. ~ .. tr.s. 
: 1: 

' ' 
;P?..tulin~ .;; nrtic?e 141..na~~~ "!.!' s~~7'.'""¿-¡,_ toxicir::.:.: 

1 ;::... • .; 

' li· clavido:::•:ús sus t:roduc I'o.3.'."'_::l en ratr!.s. 
¡ tos. 

ttXi./W:ti¡.! ¡-¡. d..f 
t . ,,., ·'. 
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Toxina o Hongo- A1imento Efectos des1Jués 

síndrome productor afectado a.e 1.a ingestí6n 

I ·%rayo FUSaRitf.t! 
·¡ c:c 

11 

1 Zearal.enona Gibberell.a Maíz Exceso de estr6-

genos en cerdas 

y animal. es de 1~ 

boratorio·. 

Ueuquia tóxi.- E· snorotri Sorgo y Leucopenia debi-

ca alimentaria ·choides .. otros da al. daño 
.. 

a me-

{ATA) :!· poae .. cerea.1es dul.a ósea~ hasta 

60% morta.."'ldad en 

1 

epidemias en hu-
i manos. 

1 

Epoxi-tricot~ 

1 

Fusarium su ma!z y {~ol.apso cardiova~ -
can.os. 12, 13. Trichoder:Ja fil! otros cul.ar, retardo en 

~ 
[ Gl.iocl.ad.i.mi fil;!. cerea1es coagulación san-

1 1 
Tricotehec:ium guínea.~ 1.eucope-

~· nia. Puede rel.a-
~ d cionarse con ATA 

en humanes .. 
. 



2.6 Asuergi1lus :f'lavus. 

Es uno de J.os hongos que atacan a las gramíneas y -

oleaginosas durante su al.m.acenamiento, invadiéndolas fr~ 

cuente.mente. (l,. 44). 

Las siguientes especies del género Aspergillus pro

ductoras de aflatóx.inas, fueron descritas por Raper y 

Fennell en 1965. 

Aspergi11us narasiticus 

Aspergillus tama:rii 

As-nergillus or;z:zae 

As!!ergillus flavus var. co1umnaris 

Asuerrillus Earasiticus var. g]_obosus 

Asnerzj.11us f1avus 
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Son productoras de afl.atoxinas en sustratos natura

les (gran.os, se!!li.l1as, alimentos o pasturas de origen bi,g_ 

lógico). 

Asnergi.llus fiavus. se encuentra clasificado de la -

siguiente manera: 

?hylun 

criase 

Orden 

Fami!.ia 

Género 

Eumyeetes u Hongos verdaderos. 

Deuteromicetos. 

Moni1iaJ.es. 

Moniliaceae., 

Aspergillus.. Existen según 

Raper y Fenne11 14 grupos. 



Oaracterísticas dist.intivas de As-oergi.11u.s (29) : 

Mohos septados. 

No poseen esporas sexuales. 

Oonidi6foros libres que surgen del ?Ucelio irregul~..r

mente. 

tüce1ío claro o sin col.oración. 

Son muy abundantes. 

Yrricelio ramificado, sin colorear general.~eate. 

Las hifas aéreas son fértiles. 

Las hifas su.~ergidas son vegetativas. 

aolonias a menudo circuleres. 

28 

E1 conidióforo. o pedí.cul.o pue1:ie ser septado o no y sur 

ge de la célu:J..a basal .. 

El. conidiÓforo en la ~orción distal se hinchA. for~ando 

una vesícula rn.te sirve de soporte a los esteri~s de 

los que se desprenden los canidios. 

Conidios generalmente en cadenas, de color verde, ~a

rrón o negro. 

Entre las característic9.s m9'.s i:nportt?..ntes que disti,!! 

gu.en a AsnerP¿illus flP..vus, se e!J.cUent:rqn l~s sigui.en-tes: 

El esterigma es típioame:ite bis.eriado .. 



Conidios a1ta~ente ramificados. 

Oonidióforos con paredes fuertes~ 

Conidióforos muy ásperos y rugosos. 

Presenci~ de esclerocia. 
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III.- MATERIALES Y :JETODOS 

-Materiales: 

Calador de mano. 

Bolsas de polietileno. 

Separador cónico. 

-;.!étodo: 

30 

De un 1.ot e de 2:JD sacos, se to:!lan gr<:mos al. azar de -

una. tercera parte del lote (66 sacos), ayudad~s de un cala 

dor de ~ano, el cual se inserta pri~ero por l~ ~arte suue

rior, central e inferior. 

Se co:nbina esta '!r:.lestra de aproxi 11ada:nente 1:J Kg.. y -

se mezclan cUidadosa.~ente. ?ara obtetler un::-~ ::::;.estra final 

del lote, se reduce por cuarteo con un sepa:t>P..d.·:l!r c6nico, -

bP2ta tener ~~roxi~Rda~ente J. Kg. {32). 

3.2 J?Rffi:BA DE COH.TZ .&.L G'lANO. 

-~Taterial.es: 

Tabla de -:ladera.. 

Guantes de '?l.ástic :•. 

NavajF.S cutter. 

Lá"l'l.~::>r~ de luz de 6J w. 



-Método: 

Reducir la. r:m.estra de laboratorio de l. Kg, por cuar

teo o por medio de un separador adecuado a 300 granos,. y 

desechar los granos restantes de 1a muestra. 

aortar longi:tmUnalmente esos 300 granea por el. een

tro, con objeto de que se exponga aJ. máximo la superficie 

de los cotiledones. 

Una vez abierto el grano se analiza bajo una lámpara. 

de l.uz de 60 w, examina:ndo visualmente las mitades de ca

da grano. 

Se cuantifican visualmente los siguientes defectos: 

1..- Granos con moho. 

2.- Granos dañados por insectos. 

3.- Granos germinados. 

4.- Granos aplastados o pachas. 

5.- Granos rotos,., 

Este orden de gravedad se toma en cuenta cuando un...:. 

grano esta defectuoso en más de un aspecto. Tomándose en 

cuenta solo el defecto- más grave. {34). 
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-~tTat erial. es: 

Mortero qu.e permite el !!!nlic!o de los granos sin ca-

1.entamiento •. 

Horno venti:lado (Marca 2rgnsite Oven Bl:u.e M single 

Wall.), temperatura J.03 .:t 2QO. 
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Cajas con tapadera de vidrio c-0n una SU!lerficie e!'e_2 

ti'V'a mínima de 35 cm
2

• 

Desecador,. 

Balanza anal:ftica (Marca Sa.uter K (; lil1470) con. prec! 

sión de o.coni gr. 

-:fétodo: 

¿ezclar cuida~osamente el. lote de muestra, y obtener 

por cu.a_-rteo aproxi'.:'.lE!damente 10 gramos de granos de ca.ca.o. 

Mol.er estos granos en un mortero du..-rante un ""inuto, de 

ta1 ::na.nera que las dimensiones de las partícW.as mayores 

no excedan de 5 ~, evitando l..a f'ormaci6n de una pasta .. 

Es convenien"te moler los granos indivi:lU'iil.::iente, co

l.ocánd.o1')s en el ~':lrtero uno a u.~o y pasar1.cs una vez ::a

l.idos, a un reci1:'1r:ie!].te herm~ticlZ1l .. 

Pesar la c2j?. vacía y Gtt ta?adera, es~2~io perfecta

mente li~nias y secas, se colo~é:...~ rápida~e~~e dentro de -

ella J.a. porción de 1)rueba que d.ebe abarcar 'teda. J.a su::;ier-
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ficie. GUbrir l.a caja con su tapadera y pesar con aproxi 

mación de 0.0001. gramo. 

La caja conteniendo 1.a muestra se col.oca en e1 horno 

a J.03 ± 2°0 junto con J.a tapadera,. mantelliéndo1a durante 

16 .± J. hora, procurando no abrir e1 horno. 

Después de este tiempo, sacar la caja y cubrirla in

mediatamente con su. tapadera y col.ocarla en un desecador. 

Pesarla aún cubierta con aproximación de 0.0001 gr cuando 

haya enfriado a temperatura ambiente. 

El contenido de hum.edad de 1.a muestra ex~resada como 

porciento es igual a : 

1:00 

Donde: 

PO = peso en gramos del.a caja 
, 

vacia con su tapadera. 

p]. = peso en gramos de 1a caja,. tapadera y porción de 

prueba antes del. secado en e1 horno. 

P2 = peso en gramos de la caja, tapadera y porción de 

pru.eba después del. secada en e:t horno .. 

Se efeetuan dos determinaciones y se toma co.no r~ 

sul.tado 1.a ::i.edia aritmética de 1.as dos. {33). 

.. 
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También se empleó una determina.ci6n rá~ida, por 10 

cual tiene ciertas limitantes en cuanto a precisión. Es 

una balanza de humedad,, conocida como OENCO, la cual fua· 
ciona a base de una lámpara de rayos infra-rojos, conti~ 

ne un platillo interior,. donde se coloca el. cacao previ! 

mente mol±do1 dejando a exposición la muestra ante los -

rayos infra-rojos durante 8 minutos a una intensidad de 

120 en 1a escaJ.a del (}EffCO. Tiempo después del. cual se 

registra la lectura directamente como porciento de hume

dad. La precisi6n del aparato es de ± 0.2% • 

3.4 PREPARACION DE LA l'4UESTRA Y OBTENOION DEL EXTRACTO. 

-Reactivos: 

n-hexano. 

So1uci6n de Agi.~o3 al. 25%. 

Oloroformo (CH 01
3
). 

-:ifateriaJ.es: 

Espátula. 

Probetas de 25 y 250 :ni. 

Vasos de preci~itados de 400 ml. 

Cartuchos de papel filtro para extracción. 

ráa.troces Erlenmeyer de 250 y 500 ml con tapón esme

rilado. 

Embudos para polvo y estriados. 



Er!Lbudos de separación de 125 y de 250 m1 con 11ave 

de teflón. 

Papel filtro de filtración rápida. 

Pipetas de 10 :mJ. graduadas. 

-Apara.tos e instrumentos: 

Refrigerador conge1ador. 

Licuadora a prueba de explosiones. 

Bal.anza. 

Aparato extractor SoXh1et. 

Agitadora m.ecánica. 

-Iiiétodo: 

Se pulverizan l.00 gramos de grano en l.icu.adora a -

prueba de explosiones, mezclando bien para homogeneizar 

el polvo y tomar rma muestra para el ané.l.isis. 

Para efec.tuar l.a extracci6n se toma una muestra de 

50 gramos de cacao pulverizado, y se coloca dentro de un 

cartucho para extra.cci6n, desengrasando con n-heY..ano du

rante 3 horas an e1 aparato Soxh1et, con una velocidad -

de sifón de 4 a 5 por hora. 

El. contenido del cartucho se invierte a un matraz -

de 500 ml. con tapón de vidrio es~erilado raspando el re

siduo con una espátula, y se deja secar durante una no

che. 

35 
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Se adicionan 25 mJ. de sol.ución de Ag N0
3 

al 25% mez

clando hasta quedar uniforme y se agregan. 250 .:il de c1or~ 

formo. Se coloca el ta'l_Jon al. matraz y se agita durante -

30 minutos en una agitadora mecánica a velocidad baja. 

En seguida se filtra la capa de clorofor~o a travéa 

de un papel filtro plegado y recolectar los primeros 25 -

1I1l del extracto clorofórmico. 

Este extracto se agita en un matraz Erl.enmeyer de 

250 ml conteniendo 7 .5 mJ. de Ag rm
3 

al 25~& durante 15 mi

nutos en una agitadora mecánica. 

Verter la mezcla a través de un e:nbudo de separación 

de 250 mJ. dejando que las dos capas se formen bien y se -

recolectan 50 m1 de la fase clorofórmica.(2)c 

3. 5 PURIFICACION DEL EXTRACTO DE AFLATOXEf.Af> ?OR ORO :A.TO 

GRAFIA EN COLU!:?fü"A. 

-Reactivos: 

Sulfato de sodio anhidro. 

Ol.oroformo. 

Gel de sílice para cro~atografía en col.u.:m...~. 

n-hexano. 

Eter anhidro. 

Liezcla metano1-clorof ormo ( 3 : 97). 
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-Ma.t eriales : 

Lana de vidrio. 

Columna para cromatografía de 2.2 cm de diámetro por 

30 cm de longitud con llave de teflón y reservorio -

de 250 mi. 

Cuerpos de ebu11ici6n. 

Soporte universal. 

Anillo • 

.Frascos viales de 10 m1. con tapon de hule. 

-Aparatos e instrumentos: 

Balanza con 0.1 gramos de sensibilidad. 

-:.iétodo: 

Se prepara 1a columna para cromatografía co1ocando -

en el fondo una capa de J.ana de vidrio con 1 cm de espe

sor aproximadamente, no muy compacta. Se adicionan 5 gr 

de sul.f'ato de sodio anhidro y se agrega. cloroformo hasta 

la mitad de J.a. coJ.umna. Se añaden en seguida 10 gramos 

de gel. de sílice para cromatografía en col:umna., se deja a 

que asiente drenando algo de cJ.oroformo. 

Se adicionan lentamente 15 gramos de sulfato de so

dio ~u1'hi dro y se drena e1 cloroformo hasta este nivel .. 

Una vez preparada así J.a col.u:nna se agregan los 50 

ml del extracto c1orof6rmico obtenidos anterior¡nente, y 

se procéde a e111.i.r a velocidades de 10 a 20 ml por minu-
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ta con 150 m1. de n-hexano,. después con 150 ml de éter anhi 

dro desechando ambos. 

Se el.uye :finalmente las aflatoxinas con 150 m1. de la 

mezcla metanol.-cloroformo ,(3 : 97). Esta fracción se re

coje en un matraz y se agregan cuerpos de ebullición para 

evaporar casi hasta sequedad en un baño de vapor y una c,g_ 

rriente suave de nitr6geno. 

Este residuo se transfiere cuantitativamente a un 

frasco via1 con pipeta Pasteu.r adicionando olorof'or.:10. 

Se ~vapora a sequedad cuidadosamente bajo una corriente 

de nitrógeno suave, dejando en seguida. a que esté a tero.pe 

ratura a.'Ilbiente :para sellar eJ. frasco vial con tapon de -

hule y debe conservarse en congeJ.ae:ión y -;irotegido de la 

luz, para la crok"'lato~fía en capa fina.(2). 

3.6 PRE.PARAOION DE PATROLf.33. 

-Reactivos: 

Af'latnY""i ~ Qua.1.i ta'ti ve Ki.t t 4X: 10 :fil J * La Jolla S cien 

tific Oo~any. 

li'Iezcla benceno-acetonitrilo O.~Oii l98 : 2). 

Clorofor::."D lOnJ1
3

J. 
:.retanol. { .:eoH'.) • 

-Aparatos e instru'l'!entos: 

\!ortex. 
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Refrigerador. 

-Método: 

Se usa como guía l.a declaración de la etiqueta del 

Kit de afiatoxinas~ sobre la masa de estas. Agregar al re 

cipiente de aflatoxinas B
1

, B2 , Gl. y G2 secas el volumen 

de mezcl.a. benceno-aH
3

CEt (98 : 2), calculado para dar una -

concentración de 10 microgramos por mi1ilitro. 

Agi. tar vigorosamente la solución durante un :ninuto en 

el. vortex. 

Diluir para la aplicación, una alícuota de cada una -

de las sol.uciones de ~..fl.atoxinas de 10 ~icro~3s por mi

lilitro, hasta l.a concentración de 1.0 microgracos de afl~ 

toxinas B1~ G1 por mi1i1itro y 0.5 mi.crogramos de aflatoxi 

nas B2 , G2 por mililitro. 

Para preparar l.a. sol.ueión patrón de trabajo~ ~ezclar 

soluciones de los patrones de afl.atoxinas B
1

, B
2

, G
1 

y G
2 

de 10 microgramos por cililitro, diluyendo con !!!ezel.a ben 

ceno-OH
3

0N {98 : 2) hasta. dar la concentración de 1..0 y -

.1 .. 5 rnícrogra.":Ios de afia.toxinas B1 , G1 " y B2 y G2 ;:ílr mil,! 

1itro respectivamente. 

Uti11zar esta Solución para la aplicación e!l p1aca. 



3. 7 CRO-<lá.TOGRAFIA <:~~ GA?A FINA. 

-ReE>.cti vos : 

:uezela benceno-acetonitrilo (98 : 2} º 

f.•Iezcla acetona-clorofórmo \1 : 9). 

So1aciones patrón de aflatoxinas Bl, B2 , Gl y G 
2 

Af:la.toxin Qu.a.1itative Kit (4.l 10.iG). La Jolla Scien 

tific Oompany. 

-:.~teriaJ.es: 

Pipetas de 200 microlitros. 

Jeringas de 10 mcrolitros. 

?robetas de 50 ml.. 

TF..nque para cr,~Matografía en capa fina de 23x23x9 cl:l 

con tapa. 

Oro.:ria.tof olios AL :para cro:na.tografía en ca~a fillc.~ de 

2:Jx20 c:n. con espesor de 0.1 m"U activada durRnt:e una 

hora ?. 110°0. 

-Anaratos e instr..L~entos: 

Lá~para de i~z uf de 15 w de onda lsrga. 

2orno para te~neratura de 80 a 119°J • 

. ~o1de !!larca'ior para fa.cili -tar la :::i.plic::¡ción. 

Vortex. 
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-rúétodo: 

Al. frasco vial. que contiene el extracto de aflatoxi

nas purificado por cromatografía en columna de la muestra 

problema se le adicionan 200 microlitros de ~ezcla bence

no cloroformo (98 : 2) y se agita bien para disolver el -

contenido en el vortex. 

Se to:na con una jeringa de 1.0 micro1itros de muestra, 

se colocan alícuotas de 2, 5 y 10 microlitros sobre una 1Í 

nea que. diste 4 cm del borde inferior de la placa para ero 

matografía. 

En la misma placa se aplican alícuotas de un patrón 

de trabajo de aflatoxinas (B1 , B2 , G1 , G2) de 2, 5 y 10 ID! 
crolitros. 

En la cubeta de 1.a cámara para cro~atografía se colo

can 50 m1 de mezcla acetona cloroformo {l : 9), saturando 

aJ.rededor con agua de modo que provea 2 cm de profundidad 

a la cá11ara, como se indica en 1.a :figura sig.rlente:. 

Agua 

Disolvente (acetona-cloroformoj 
Fig. 1 
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Des~ués de hacer las aplicaciones en la placa se in

troduce inmediata.mente a la cá,nara. y sel1ar1.a, mantenién

dola protegida de la J.uzo 

• El. cromatograma. se deja correr durante 40 minutos a 

tei!lperatura de 23 a 25º0, debe desplazarse el disolvente 

14 cm aproximadamente por encima del origen. Después de 

este tiempo se saca l.a placa dejando evaporar el disolven 

te a temperatura ai!lbiente. 

Se col.oca la placa dentro de una cámara obscura y se 

ilumina por J.a parte superior con una lámpara de luz UV -

de onda larga. 

Se obs.ervan las !!lE.nchas fluorescentes de los patrones 

de afJ.atoxinas. Jil. orden de Rf es decreciente y va de B1 7 

B2 , G
1

, Y G2 (0.7, 0 ... 6, 0.5, 0.4 7 respectiva.':!lente}. 

La :fluorescencia que presentan estas !üa!lchas, es azul 

-para l.as que corresponden a BJ. y B2 y un verde pálido las 

de G
1 

y G
2

• 

Una vez identificadas J.as cuatro manchas del patrón 

de aflatoxina.s, en ~se a su H.f' y a la fluorescencia, se 

co~ara.n directa.~ente con las manchas de los extractos de 

las ~uestras ~roble~as 7 en la mis~a p12oa. (2). 
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Expresión de resultados: 

El contenido de la aflatoxina Bl.~ expresado en micro 

gramos por kilogramos, se caJ.cul.a mediante la siguiente -

fórmula: 

e= 

Donde: 

(S} X (Y) X (V) 

{X) x (W) 

O = 1ficrograrn.os por kilogramos de la a.f1atoxina B
1

• 

S = Zificroli t.ros del patrón de aflatoxina B
1

, de intensi

dad de fluorescencia igual a la mancha de la muestra 

probl.ema .. 

Y = croncentración de la af'latoxina B1 en el citado patrón 

en microgra~os por mililitro. 

V = Volúmen en microlitros de la dilución :fina.1 del. ex

tracto de ? .. :flatoxinas de la muestra. 

X = !J:i.croli~ros aplicados del extracto de 1a muestra de = 

a:f1atoxinas, que proporcionan una intensidad de fluo

rescencia igual a la S (patrón de af1atoxinas B
1

). 

W = r.:asa de la ~uestra, expresada en g:ra::nas 1 aplic~da a 

l.a coltunna (1.0 gramos si se utilizaron 50 ml. de ex

tracto de cl.oroformo). (2) 



44 

IV.- PARTE EX.PERii'ilENTAL 

4 .1 DETERMINAJION DE AFLATOXTiíAS A GR..riJW D3í CACAO AL!t'.fAC'ª 

UADO. 

El. cacao que llega a la bodega de la Comisión Nacio

nal del C!acao, proviene de]. Estado de Chiapas (Región No.!: 

te y Sur}. Este: cacao y el producido por el 3stado de T~ 

basco, son los que proveen de materia pri:na a toda la In

dustria chocolatera en ••Iéxico. .De ahÍ la importanc:ia de 

realizar un análisis de aflatoxina.s a este grano. 

A) l'/Iuestreo. Se muestree.ron 10 lotes (un lote cons 

ta de aproximadamente 200 sacos). ve cada lote, se mues

trea la tercera ~arte de los sacos, se,gt~.n sea el nú~ero -

de sacos que forme dicho lote. El rauestreo se realizó en 

la bodega Jiié:x:ico ?antitlán de 1a C:omisión Nacional del. Ja 

cao de 1.a Ciudad de ;aéxico. 

Se revisa de cuantos sacos consta el lote (esta ano

tado en cada 1.ote y ert la orden de ~uestreo}. von ayuda 

del calador se va recogiendo el grano de cada uno de los 

sacos e..~ U."l.a ~isma bolsa de polietileno (?ig. 2), ~ue co~ 

tendrá nor lo ta..~to la muestra revresentativa ~e dicho lo 

teo 



Fig. 2 

Bolsa de 

polietil.eno 

GaJ.ador de mano 

Se inserta :presionando 

sobre el saco. 
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Saco de yute con 

grano de cacao. 

Se tomaron ouestras de 10 1otes? a continuación se 

da una tabla de e1 número de sacos de cada lote y los sa 

oos :miestreados .. 

Lote !Iúmero de sacos Sac.os muestreados. 

1 225 67 
2 185 55 
3 l.97 59 
4 210 63 
5 206 6J. 
6 l.92 57 
7 218 65 
8 212 63 
9 204 61. 

l.O J.95 59 



Oada bolsa contiene a-;>roximadamente l l{g. de grano 

de cacao, y son llevadas aJ. laboratorio 9ara hacer la 

prueba de corte al grano. 
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B) .Prueb2 de corte. " Se reduce la ~uestra por cuar

teo•:r hasta llegar a tener a.~roxi;ill?.da'!l:en.te 300 granos. La 

re~ucci6n por cuarteo se efectúa for;!Ian1o círculos, 3ig.3 

Fig. 3 

1. y 3 se 

cuartean 

de nuevo 

2 y 4 se desechan 

4 

l y 3 se 

cuartean. de 

nuevo, e-te. 

2 y 4 se desechan 

Se cuartea 2~ muestra hasta obtener 300 ernnos, y 

los q~e sobran ze desec~.n. 

'Sobre U.".ri.""~ ~?.bla de ::ra.::lera y bajo u.ns lá:;i'.)!'.lra de luz, 

se c~rtan los :ranos lon~itadinal~ente ryo~ la '?tita~, con 

a.yu:is de la navaja cutter, se observa.a. -,risual-:iente l·~3 de 

f ec~os de cada u..~o dG los granos. 
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a) Determinación de fu.~atoxinas. A cada una de J.as 

muestras se le determinó J.a presencia de aflatoxinas como 

se indica en la parte 3 .. 4:t aquí mencionaremos J.os pasos -

"9rincipales: 

l.- Preparación de la muestra y obtención del extracto. 

2.- Purificación del extracto vor cromatografía en co111!!! 

na. 

3.- Oromatografía en capa fina. 

4. 2 DETEIWIIMAC!IO:N DE AFLATOXDfAS. EN GRAUO DE CACAO :umu
BADO A 27ºC Y 85% DE HR. 

A) Ifuestreo. Se muestreo J..a terc~ra parte de un lo

te de 200 sacos, de la manera que se indicó en la parte -

3 .. J. pero la muestra obtenida de este lote fué de aproxima 

damente l.8 Kg. 

B) Inducción a la formación de moho. Para tener gra 

nos con diferentes porcentajes de moho se indujo su form~ 

ción saturando 5 cámaras de plástico con hu.~edad re1ativa 

de 85%, a temperatura de 27°0. Cada cámara contenía 3 Kg 

de grano de cacao perfect~ente homogeneizado. 

Se tomaron :nuestras cada tercer día durante 60 días, 

a las cuales se les hizo prueba de corte y determinación 

de hu.:Iedad. 
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O) Análisis Iúicrobiológi.co. Al hacer la prueba. de 

corte, se observó detenidanen."'::;.e el desarrollo de hon:ros 1 

en narticular colonias características de ~.snerp.illuz fla J.; . _,_. 

Cuando co:nenz6 e1 desarro1J.o de dic:fr·~s colonias!' se 

aisla.ron sembrando el grano en. ':1!'l medio Jza:;i;ek con 2:<; de 

sacarosa, es-pecífico para el. desarrollo de As;:ierf.illas 

f1avus incubando a 27°c durante una semf:tr'.a.. 

Desr.raés de este tiempo se hizo la ob3ez-vación -ro.eros - -
c6pica, usando COi?lO colorante Azul de alf:"oJ.ón. 

lfiltre las características nás im:¡;iortr:?ntes que dis"tin 

guen a este grupo se encontraron J.as siljU.ientes: 

Los tallos relativamente 1.a.rgos, conidi.R.s redortü?..S o 

en :forma de pera, se :f orm.a.n aisladas o en cadena en 12 e,! 

tre!ñdad del esterigma, al. ta~ente rr-i.:~ificRd.as. l?resencia 

de esterigm.."'ts pri:mrios y secun:iarios. 

4.3 

del. :ñs.mo lote, de 1{10 q-re.~os ~".:'.d.r>.. un;:::.t q7Áe se inom.üt:a:r;)n 

con U.."l~ cen!". conocidq de Asner1S"~llus fJ..RV'.lZ Lin~t:, pro:'::::i.c

tora. de nflatoxin?s, donada. '9~!" el. De"I)?-:-"':;-::: ":en:to is 1i tO"l),f!: 
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tol.ogía del Instituto de Biología de la U.N.A.ff., con el. -

fin de ver si el. cacao es un sustrato que el hongo pueda 

utilizar para la producción de aflatoxinas. Se colocan 

los granos de cacao en un frasco de 3 litros Fernbach con 

75 m1 de agua. Se esteriliza todo a 120 lb de presión du

rante 15 minutos y a u.na temperatura de 1J.0°c. Después de 

es-te tiempo se agitan bien l.os granos :procurando que no 

qued~n.~egados para que cada uno absorba toda el agua • . '" ___ ,.:: ~ 

Aparte se prepara una suspensión de esporas, haciendo 

una inocul.ación masiva de 100,000 esporas/ml de Asnergi-

11.us f1avus. (42). 

Se inocuJ.an aproximadamente 30 m1. en el frasco mante

niendo una agítaci6n suave pero contínua. Se incuban-du

rante 30, 45, 60 y 75 días a 27°0. 

Cada muestra se preparó para llevar a cabo l.a extrac

ci6n y purificación de a.flataxinas de acuerdo a los m~to

dos .nencior...ados an.terior11ente, determinando las a.flataxi

nas nor cromatografía en capa fina. 

Este trabajo se llevo a cabo bajo condiciones de asee.E 

cia Ill'..ty estrictas, desinfectando y elimin::.ndo las toxinas 

en e1 material utilizado con hipoclori to de sodio a]. 5¡~. 
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V.- RESUL'r.ADO.S. y DIScmsro:¡. 

5 .l DETER~illfAC!IOM DE .+lFLA.l'OXL"\fAS EN GRA.l."10 DE OA\!A.O ALirIAO.!J 

NADO. 

En 1a prueba de cor-te y en la determinación de e..f'lat~ 

xi.nas se obtuvieron los resul.tados siguientes, co.:::o se .in

dica én la Tabla I. 

Lote 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1 

8 

9 

10 

.irom.edio 

(-) no 

:!oho 
% 

2.3 
1.6 

3 .. 6 

J_ .6 

,:'l. '"'i _ .. .t .. 

4.J 

3 .. 0 

2.6 

4.3 

.!>.3 

3.0 

.Jai:ados por 
:insectos íj 

0.33 
o 
o 
1.0 

;) .. 66 

0.33 
o 
~.66 

J 

0.33 

J.33 
detact~ble .. 

Germinados Pachas Rotos 

2 .. 0 6.6 1.3 

4.3 4.6 1.6 

3.3 6.3. 3.6 

2 .. 3 1.6 3.3 
3.0 5.3 l.3 

1.6 6.6 2.3 

4.0 5.0 2.6 

l.3 4.3 1.0 

2.ti 6.6 2 .. 3 

2.0 1 .. 0 3.6 

2 .. bb o.O 2.3 

A:fle.tox • 
(ppb) 



5. 2 ..!JETER:~IINACION' D:3 AFLÁTOXTI-7AS A GRiuiiO D?i CACAO INt.mi3ADO A 

27°c Y 85% DE HR. Los resu.l:tados obtenidos se indican -

en 1a Tabla !I .. 

Tiempo de in cu ~de .. J:oho Contenido de C:ol.-onias de Produce. 
baoión en días hUI:ledad 1' !· flavu.s Af.latox. 

l. 3 6 .. 0 No detect. 
3 5 6.2 u n 

6 7 6 .• 6 n jf 

9 8 6 .. 6 - .. 
12 9 7-.2 'l!f n 

15 ].~ 7.4 • ... 
18 1.2 7.8 tt " 
21 13 s.o Poco desarr.E,. + 
24 l.5 a.o 11.o. u + 
27 16 8.2 + + 
30 1.9 8.4 + + 
33 2l. 8.5 + + 
36 28 8.8 + + 
39 36 9 .. 0 + + 
41 45 9.4 No detect •. 
44 52 9.7 'l!I' u 

47 64 J.Q.2 " " 
50 70. 10.5 = ;; •-" 
53 83 lJ.5 u H 

56 91 l.0.8 ,. rt 

59 91 11..5 ft n 

60 100 J.2.iJ ,. 
" 

Tabla II • 



Como se puede observ-c:r en l.a Tabla IE2 las muestras 

1Jositivas corres9onden a un porcie:rto de ~o inohos~ eg 

tre 13 y 36~;r lJOr lo cua.1. estas muestras f::i.eron som.et-:i

·ias a un a.nál.isis cuan ti ta.ti vo para conocer el conteni.d.o 

~e eflatoxin..~E. Tebla III. 

Grano mohoso Af1a.toxin!':>E: {:ppb) 

% ug/..{g. 

J.3 8 

15 20 

16 33 

19 40 

2J. 32 
28 25 

36 20 

Table III. 
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5 .3 .iJETERi'IIINA-1IOH :UE AFLATOXIiiiAS A GRANO IlWCOLADO CON -

m-lA CEPA DE Asnergill.us fiavus Link a 27ºc. Tabla IV 

If ú:nero de 
muestra 

1. 

2 

3 

4 

nrsmrsrow: 

Tiempo de 
incubación 

30 
~ ,, 
a.ias 

45 dÍas 

60 días 

75 días 

Producción de 
aí'l.atoxi...".l.as. 

Tabla IV. 

Ju:J.atoxinas (ppb) 
ug/Kg .. 

l.00 

130 

100 

Como se ~uede observar en la Tabla I, la prueba de -

corte que se real.izó en el grano de cacao almacenado en -

las 3odegas de la Ooillisi6n Nacional del Oacao, se conside 

ra d-3ntro de los 1ínites aceptables con res!lecto al ¡; de 

moho {21). La determinación de ~flatoxinaB fué negativo 

3.'l la ~abla II, se encontró que hasta. U..."l deter;ninado 

porciecto de moho (13~) el hongo desarro11a y produce efla 

toxin.-r:s, '9ero cuando J.os niveles de :noho son :nás elevados, 
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la producción desaparece. Esto nos indica. que puede exis

tir u...."la posible co~petencia por nutrientes con las otras -

especies de hongos que tienen U.."1.a vel.oci.dad de metabo1isJlo 

y de crecimiento ':layares. , 

Respecto a ia cusntifi~ación de aflatoxinas (Tabla III) 

se observa que las cantidades -producidas son bajas con ras

pee-to a J.as encontrfl.das en otros -¡;>reductos co.no inaíz y caca 

huate. 

3n lo que corres~onde a los era.nos inoculados con esP.2 

ras de una cep<:>. de Asper;ti.ll.us flavus (~2b1:::. IV), se obser

va oue el nivel de afl.E'.toxin:~.s f'ué :na;¡or oue el obte!'lido en 

los granos con crecimiento nztura1 de hon~os. A los 75 días 

la ~roducción de aflatoxinas fué negativa. Estas determina

ciones se realizaron por triplicado en todos los casos. 
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VI.- OO:N"aLUSIONES Y RECOI'r'lENDAJIOUES. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir 

lo siguiente: 

l.- El cacao aue almacena la. CONADECA., puede conside-

ro.roe aceptable yara su cor.zumo ya ~ue ia8 conni~io-

nes de almacenaje son las adecuadas para que e1 gra

no no sea atacado por hongos productores de aflatox! 

nas. 

2.- En el experimento que se llevó a cabo para compr~ 

bar si existía aJ.guna. relación entre el porcient~ de 

moho y la producción de a:tl.atoxinas se pudo observar 

co~o el desarrol.lo avanzado de mohos redujo en vez -

de increment2r los niveles de aflatoxinP_s presentes 

en el grano. Esto puede deberse a la presencia de -

otros hongos como Penicillium.:u? ó AsnerJ;illus niger 

que crecen en competencia. con A. fla.v-J.S aunque. aÚ."'l. 

no se determina si es por 1a competencia del sustra

to o por ~ue destruye las ~flatoxinas. (23). 

3 .- Asímismo l)Udirnos perca:ta."""?lOS qu.e inocm.l.ando grano 

de cacao con u.."la cepa de €:· flavus (cuJ.tivo puro) 7 

l.r:i. ¿reducción de aflatoxir..:-~ eo :nás el.evado que en 

mezclas de hongos. 
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Es recomendable que la temperatura. y el grado de hu~ 

::rtedad de almacenaje sean sie:npre las adecuadas, ya que 

las condiciones ambiental.es tanto co~o la natura1eza. del 

sustrato san factores muy 'i._.~ortantes pRra el crec2::ri.ento 

de hongos. 

Para combatir los hongos de alm~cén, deben ta~arse -

~edidas desde que el gra"lo se encuent~- listo para eose~ 

cha.r. Una cosecha san..~ y vigorosa es el primer ~eso para 

evitar la far.nación eventual. de mycotoxinas. Deberá redu 

cirse el maltrato al grano y dar un !!l.áxi.no de limnieza, 

así como la aplicación periódica de micoticidas co:'!lo el 

Tiabendazol. 

Es i~porta.."lte señalar que un grano contaminado no d~ 

be ser utiliza.do co.=io ~teria '.Prima en le:t elabore-ci6n de 

nroductos derivaaos del cacao. 

En base a la. import~mc:La indu.stri~l y aconómie::. aue 

representrt estR :~a.teria 9ri'.jja, es indispensable llev?r ~. 

cabo un an,_ilí:::iis rutin.'1ri•'.l' '9?.r:?. la deter-ninación de e.f1:3; 

toxinas. 
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