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1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos elaborados por hongos. El-
interés en los efectos de micotoxinas se increment§ después --
del descubrimiento de que las aflatoxinas fueron los agentes -
causantes de la enfermedad " X " en pavos, la cual maté miles-
de ellos en Inglaterra en 1960,

Las aflatoxinas son factores téxicos fluorescentes elabora-
dos por el hongo Aspergillus flavus. Originalmente se obtuvie-
ron dos productos, que fueron nombrados Bj y Gj, los cuales --
mostraron fluorescencia azul y verde, respectivamente. Las to-
<inas tienen estructuras y formas similares; un grupo Gnico al
tamente oxigenado, con compuestos heterociclicos que muestran-
fluorescencia al exponerlos a luz Ultravioleta.

El crecimiento de mohos en productos alimenticios durante -
la desecacién y el almacenamiento da origen a la formacién de-
esas toxinas en el interior del producto en descomposicién. --
Aunque otras micotoxinas han sido y son descubiertas, las afla
toxinas siguen teniendo mayor importancia por su alta toxici--
dad y su natural y comin presencia en alimentos como cereales,
granos, cacahuates y otros, bajo condiciones adversas.

Aunque los efectos en humanos no son muy claros aﬁn, las mi
cotoxinas son potentes cancerfgenos para un gran nﬁmero de ani
males y pueden considerarse potencialmente peligrosos para los
humanos.

Pricticamente todos los productos sufren la produccién de -
aflatoxinas si l2s condiciones son favorables para el creci---
miento de Asp. flavus.

Varios estudios han demostrado la alta incidencia de aflato
xinas en diferentes alimentos de consumo directo en la dieta -
habitual del mexicano. El cacahuate y cacao pueden ser excelen
tes sustratos para el desarrolle de hongos productores de aflag
toxinas, ya que estos después de la cosecha se almacenan un --
tiempo determinado durante el cual es muy posible que se pre--
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senten las condiciones 6pt1m45 para el desarrollo de hongos.-
Estos proolemas se presentan debido a el deficiente control e
higiene observados en el almacenaniento, deaccac1§n al aire -
libre y proceso de los productos agricolas.

Considerando que el dulce de mazapﬁn y el chocolate instan
tdneo son de consumo elevado en todos los estratos sociales,-
se hace necesario conocer la situacién de estos productos en-
lo que se refiere a aflatoxinas. El objetivo de esta tesis es
deteriinar y cuantificar a partir de la cromatografia de capa
fina, la existencia de aflatoxina B, en los alimentos procesa
dos ya mencionados, ya que ésta aflatoxina es la mis téxica y
la mﬁs cancerigena de todas las existentes.

2, OBJETIVO

Identificacién y cuantificacién de la aflatoxina By en -
dulce de mazapén y en chocolate instantineo, elaborados ambos
de cacahuate y cacao, respectivamente.

3. GENERALIDADES, CACAHUATE Y CACAO

3.1 Cacahuate

El cacahuate, de nombre botédnico Arachis hypogaea, pertene
ce a la familia Leguminosae. Es una planta herbdcea, de ori--
gen del centro del Brasil y Paraguay. Su cultivo también se -
realiza en Asia, Cercano Oriente, Africa, América del Norte y
Central.



Los climas de produccién del cacahuate son trépicos semid-
ridos y en los hﬁmedos bajos de Africa, Asia Sudoriental y --
América Central. La distribucién de sus cultivos se limita a-
las llanuras o tierras muy bajas situadas entre los 30°N y --
30°S. Las temperaturas requeridas durante el ciclo vital del-
cultivo son de 20 a 35°C, aunque pueden sobrevivir hasta 45°C
si se mantiene un nivel adecuado de humedad del suelo, siendo
las precipitaciones éptimas para su crecimiento, las compren-
didas entre 250 y 1000 mm.

EL cacahuate en México se cultiva en 25 estados de la repl
blica; en el afio de 1981 se obtuvo una produccién total nacip
nal de 87,381 Ton., en una superficie sembrada de 79,704 la,-
el rendimiento promedio nacional fue de 1,164 Ton./Ha. El ma-
yor productor de cacahuate cn ese afio fue el Estado de Chihua
hua con un total de 21,;49 Ton, (24.4;% de 1la produccién na--
cional) y un 4rea sewbrada de 9,366 Ha. (11.75% de la superfi
cie sembrada nacional). El segundo Estado productor fue Pue--
bla con 12,815 Ton. (14.66%) y una superficie sembrada de ---
22,436 Ha. (28.2%). El Estado de Jalisco produjo 1,545 Ton. -
(1.76%) en un 4rea scmbrada de 982 Ha. (1.2%).

Segﬁn datos (12) de 1975, la produccién de cacahuate se --
destiné mds para la produccibn de mazapdn (400 Ton.) que para
elaborar palanqueta y cacahuate garapifiado (57 Ton.). Lo que-
sefiala la importancia del mazapin como golosina en nuestro --
pais.

El cacahuate que se va a almacenar por un tiempo, inmedia-
tamente después de la cosecha, debe secarse para evitar que -
los dafios causados por insectos y otras plagas, que se dan sg
lamente en el cultivo en crecimiento, provoquen que el cacahua
te sea mds susceptible al ataque por mohos.

Gcnerﬁlmcnte, ya seco el cacahuate entero, para su trans--
porte en gran cantidad, se envasa en sacos de yute. Los pesos
envasados son de 45 u 80 kg por saco.



Comunmente se¢ emplean forros de polietileno para los sacos,
que lo protegen contra posibles dafios debidos al agua y a una-
alta humedad del medio ambiente, por lo que es muy importante-
que el cacahuate antes de ser envasado tenga un contenido de -
humedad seguro (6 - 7%).

. Almacenamiento

. . .

Antes dc ailmacenar el grano, este debe cumplir con ciertos-
requisitos para evitar una contaminacién con hongos y la con--
secuente produccién de aflatoxinas:

- Los cacahuates deben ser inicialmente de alta calidad; deben
estar libres de insectos,. hongos, rancidéz, olores, y poseer-
el olor caracteristico de la variedad a que pertenecen.

- Deben ser almacenados a baja temperatura.

El grado de humedad deberi ser mantenido lo més bajo posible

(10% o menos), si dicho % llegara al 70% el grano podria ser

fcilmente atacado.

- Los cacahuates pucden absorber olores y sabores del drea don

de se encuentran alwacenados, por lo que dicha 4rea debe ser
inodora y con una buena ventilaciénm.

- Se debe evitar 1la condensacién de la humedad sobre los ca--
cahuates, ya sea removiéndolos durante los perfodos de baja;
humedad, o transportando los granos utilizando refrigeracién.

Las condiciones de almacenamiento del cacahuate para almace
nar por mﬁs de un mes son: temperaturas de 1 - 6°C con una hu-
medad relativa de 55 - 70%. Los cacahuates son cosechados, se-
cados e inmediatamente después almacenados. Es necesaria la --
circulacién de aire seco para mantener una humedad de 6 - 7% -
en el cacahuate,.



Al igual que todos los productos agricolas no perecederos, -
el cacahuate esta sujeto al ataque por mohos si: la desecacién
anterior al almaccnamiento ha sido insuficiente; si se ha per-
mitido que el producto absorbiera humedad durante el almacena-
miento o si se produce translocacién de humedad como resultado
de calentamiento localizado. Por lo tanto, puede presentarse -
el deterioro de la calidad, inclusive la formacién de micoto--
xinas.

Un almacenamiento prolongado en condiciones muy secas dard-
por resultado una dureza excesiva que puede dar origen a mayo-
res pérdidas de factores nutritivos durante la coccién o tam--
bién, puede disminuir la digestibilidad y la aceptabilidad. --
Por lo antes mencionado son preferibles estas condiciones, al-
riesgo de dafios por mohos.

Las plagas de insectos pueden eliminarse por medio de pla--
guicidas, si se le 1lleva a cabo en debida forma, pero la rein-
festacién serd probable si no se observa una higiene estricta-
del almacén. La mejor proteccibén contra la reinfestacién se Igo
gra por medio de la aplicacibn directa de mezclas de insectici
das adecuados, espolvoreados o rociados.

. Procesamiento de las semillas de cacahuate

Después de recibir e inspeccionar el cacahuate en la planta,
dste se almacena (en condiciones adecuadas) o puede utilizarse
inmediatamente. La primera etapa del proceso es el descascara-
do, durante el cual también se¢ elimina toda materia extrafia, -
esto se hace por medio de rodillos y cribas vibratorias y con-
elutraciﬁn por aire. Posteriormente los cacahuates son almace-
nados en refrigeracién.

La siguiente etapa es el tostado, el cual se realiza a tem-
peratufas cercanas a 145°C, a esta temperatura los aminoécidos
libres y el az@car en el cacahuate, reaccionan para formar pi-
razinas, que son los compuestos responsables del sabor propio-
del tostado.



Al terminar el tostade se procede a una molienda y mezclado
con otros ingredientes (az@car glass y otros), hasta obtenerse
un polvo fino, el cual se prensa en los moldes y se empaca. El
dulce de mazapdn obtenido se-almacena hasta el momento de su -
distribucién. La fig. 3.1 muestra las operaciones en la fabri-
cacién del dulce de mazapén.



cacahuate cosechado
almacén

descascarado
y limpiecza

almacén refrigerado
proceso de tostado
molienda
mezclado——otros ingredientes
noldeado
empuacado
almacén

Figura 3.1 biagrama de flujo del proceso del cacahuate
para la obtencién del dulce de mazapén.



3.2 Cacao

El cacao, Theobroma ‘cacac, es una de las 22 especies que-
constituyen el géncro Theobroma, miembro de la familia Stercu
lacea. El género es nativo de América y la especie se extien-
de por el norte: desde el sur de México, hasta Brasil y Boli--
via en el sur. 56lo Theobroma cacao produce el producto que -
se gome}cia, aunque en ocasiones se utilizan otras especies -

come adulterantes.

Los principales requerimientos climatolégicos del cacao --
son: .
- Precipitacién de 1100 a }OOO mn/aiio y de preferencia entre-
1500 y 2000 wm/afio, con una estacién de no mis de 3 meses.
- Temperaturas que varfan entre 30 - 32°C media mixima y 18 -
21°C de media minima.
- Ausencia de vientos fuertes persistentes.

En México el cacao se cultiva sélo en 3 estados. En 1891 -
se alcanzé la produccién de 30,407 Ton., en un total de 74,353
Ha. de superficie sembrada, obteniéndose un rendimiento prome
dio total de 0.452 Ton./Ha. En la tabla 3.2 se sefiala la pro-
duccién nacional del cacac en el afio de 1931.

Tabla 3.2 Produccién de cacao en 1981,

Estado Produccidn anual Superficie sembrada
(Ton.) ~ (%) (Ha.)

Tabasco 22,000 72 44,000

Chiapas 8,177 27 30,000

Veracruz 85.00 0.28 85.00

Guerrero 74.00 0.24 202.00

Qaxaca 71.00 0.23 68.00
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El cacao se destina principalmente para la elaboracién de-
chocolate de mesa, ya que en el aiio de 1975 (12) se utiliza--
ron 12,125 Ton. de cacao para éste producto y sélo 254 Ton, -
para coberturas de chocelate. Por lo tanto su uso es conside-
rable en este pafis.

La cosecha del cacao comprende cortar las mazorcas del ér-
bol y abrirlas para sacar los granos himedos, los cuales pos-
teriormente son fermentados. El objetivo de la fermentacién -
es producir granos de cacao que al elaborarse produzcan un --
buen chocolate. La ferwentacién significa conservar una masa-
de cacao bien aislada, de tal manera que retenga el calor, al
mismo tiempo que permita el paso del aire a través de ésta, -
La operacién dura hasta 7 dfas y es seguida de inmediato por-
el secado. Para poder alwmacenar los granes con seguridad, el-
contenido de humedad debe ser de 6 - 7%, por lo tanto se re--
ﬁuiere de un secado en un lapso de 24 hrs. méximo después de-
ia fermentacién. E1 secado se puede hacer por exposicién al -
sol o por medios artificiales.

Después del secado, los granos se envasan en sacos de yute
y son almacenados.

Los granos de cacao son higroscépicos y en condiciones de-
mucha humedad 1a absorben; generalwente aquellos con humedad-
mayor del 8% se enmohecen. Por lo tanto, cn los almacenes de-
cacao la huredad relativa no deberd exceder del 80% en ningidn
nomento.

Donde existen condiciones en especial hﬁmedas, o donde es-
probable que se prolongue el intervalo entre el envasado y el
embarque, los granos se pueden proteger utilizando forros de-
polietileno dentro del saco normal de yute, y de ésta forma -
conservar la humedad entre ¢ y 7%.
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Normas Internacionales para el cacao

Se han formulado unas Normas Internacionales para el cacao,

resultado de una serie de reuniones entre productores y consu
midores, patrocinados por la FAO ( Food and Agricultural Orga
nization ).

El reglamento modelo define como sigue al "cacao de cali--

dad comercial":

El cacao de calidad comercial debe estar fermentado, bien -
seca, libre de granos ahumados, de olores ancrmales o extra
fios y libre de muestras de adulteracidn.

Debe estar razonablemente libre de insectos vivos.

Debe ser razonablemente uniforme de tamafio, libre de granos
quebrados, fragmentos y trozos de céscnra y virtualmente 1i
bre de materia extrafa.

Almacenamiento

E1 cacao se debe almacenar en estructuras que permitan man-

tener el contenide de humedad de los granos suficientemente

bajo. El almacenamiento deberd hacerse sobre rejillas o pla
taformas, que dejen al menos un espacio de 7 cm del suelo.

Se deben tomar medidas para prevenir la infestacién por in-

sectos, roedores y otras plagas.

El cacao envasado se debe estibar de tal manera que:

a) Cada marca de clase y embarcador se conserve separada --
por pasillos libres de no menos de 60 cm de ancho, dejan
do un espacio similar entre los sacos y cada pared del -
edificto.

b) Donde se requiera, se debe desinfectar con Eumigacién y/o
el empleo cuidadoso de insecticidas asperjables aproba--
dos (piretrinas).

c

—

Se debe impedir la contaminacién con olores, sabores o -
polvos de otros productos, tanto alimenticios como mate-
riales tales como queroseno, cemento y alquitrin.
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Periédicamente durante el almacenamiento y de inmediato, -
antes del cmbarque, se debe comprobar el contenido de hume
dad de cada lote.

Procesamiento de las semillas de cacao

En la fébrica de chocolate y cocoa, se tuestan las semi--
llas para desarrollar mfs su sabor y color. El tostado redu-
ce el contenido de humedad y ablanda la clscara. El tiempo -
de tostado puede variar de 15 a 70 min, dependiendo de la --
construccién de la miquina y el tamafio de la carga. Los gra-
nos destinadeos para produccién de polvo de cocoa, son usual-
mente tostados a temperaturas de 116 - 121°C; para el choco-
late, temperaturas de tostado de 99 - 104°C, Luego, los gra-
nos se introducen a miquinas separadoras que eliminan la cés’
cara y separan el gérmen por tamices y elutracién por aire.-
Posteriormente 1as semillas se pasan por varios tipos de mo-
linos que las desgarran y trituran, liberando la grasa de --
sus células. El calor generado por la molienda derrite la -~
grasa, y las semillas molidas van adquiriendo una consisten-
cia flufda; para evitar la contaminacibn microbiana se en---
fria con aire seco y frfo. 1 1{quido que sale del molino se
conoce como licor de cacao. La fig. 3.2 indica cl orden de -
éstas y operaciones subsecuentes de la fabricacién.

El licor de cacao se comprime en prensas hidrdulicas. En-
el prensado se reduce el contenido de grasa en la torta de -
35 a 22% y en 30 min a 14%. Aqui se separa la manteca del ca
cao que sale de la prensa y dentro de ella queda la torta de
cacao,

La pasta prensada que queda después de exprimir gran par-
te de la manteca de cacao del licor, es la materia prima pa-
ra la fabricacién de 1la cocoa. Obtenida la torta de cocoa, -
se pasa a través de unos rodillos quebradores para reducirla
de tamafio y después a través de un molino de martillos en --
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combinacién con cribas o selectores rotatorios. La torta a la
salida de la prensa tiene una temperatura de 43 - 45°Cy a la
salida del molino debe ser de 21 - 24°C y la temperatura en -
la molienda no debe sobrepasar los 34°C con el fin de que --
los glicéridos de la manteca de cocoa no se fundan y provo---
quen apelmazamientos. Esto requiere aire de enfriamiento, el-
cual debe ser seco y tener una humedad relativa no mayor de -
50 - 60% en el molino, ya que a un alto contenido de humedad,
se producen problemas microbianos, principalmente en los duc-
tos del molino. '

La propledad mis importante de la cocoa, ademis de sabor -
y color, es la fineza de las partﬁculas, ya que ésta mejora -
la solubilidad en 1{quidos y en confiterfa, mejora la disper-
sién y pigmentacién.
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semillas fermentadas y secadas

limpieza
tostado
quebramiento[y separacién
mezcla dc¢ semillas semilla mondada céscara
mondadas y céscaras r————————‘separacién del gérmen

semilla mondada sin el gérmen

molienda

masa de cacao
(licor de cacao)

fabricacibén de cacao fabricacién de chocolate
o cocoa
LI . LY .
alcalinizacién otros ingredientes

eliminacién’del excedente mezclado

dé humedad
prensado de grasa refinacién

pasta de cacao mantea de ———————, conchado

cacac
pulverizacién templado
cernidura moldeado trampado
cacao en polve o cocoa chocolate artfculos
sencillo cubiertos de
. chocolate

manteca de cacao

Fig. 3.2 Diagrama de flujo en la fabricacidn del cacao en
: polvo (cocoa) y chocolate,



4. AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son productos téxicos producidos por hon-

gos: Asp. parasiticus y Asp. flavus principaluente.
El sustrato natural para los hongos productores de aflatoxi
nas son principalmente semillas, y otros alimentos y materia--

les aliinenticios de origen biolégico. Estos sustratos compren-
den cacahuates, arroz, mafz, trigo y otros productos de agri--
cultura. Las aflatoxinas llegan a constituir grandes problems,
tanto de salud humana como econémicos.

El grupo de Asp. flavus es un constituyente de la microflo-
ra en aire y suelo, y se encuentra en plantas o animales vivos
o muertos por todo el mundo, La presencia de este hongo en el-
almacenamiento contribuye al deterioro de los productos agrico
las. Ademds es considerado patégenc al hombre, animales y espe
cialiulente para los insectos, as{ como también para todas las -
plantas.

. Factores que influyen en la produccién de aflatoxinas en sus
tratos naturales

Se ha encontrado que las tierras donde no se varfa la cose-
cha tienen una wmayor contaminacidén con el hongo, conteniendo -
mis aflatoxinas gue las cosechas cultivadas en campos con rota
cidén de cultivos. A rafiz de esto se ha concluido que los agen-
tes téxicos puros son componentes del suelo, aire, semillas y-
forrajes de la microflora en todo el fundo.

La producciﬁn de aflatoxinas en algunos sustratos depende-
de varies factores como: especie de hongo, temperatura, aerea-
cidény perfodo de incubacién. Es ampliamente reconocido que el-
factor m@s importante en el crecimiento de Asp. flavus y en su
producciﬁn de aFlatoxinas, es la humedad relativa contenida en
los sustratos naturdles.
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Asp. flavus estf clasificado cowo un hongo mesofflico que -
requiere de las siguieites temperaturas para su desarrollo: --
winima 6 - 8°C, 6ptima 36 - 38°C y wdxima 44 - do°C. las tempg
raturas wixima y minima de crecimiento son afectadas por: hume
dad, concentracibn de ox{geno, sustancias nutritivas y otros -
factores. Asp. flavus tiene un alto Ifwite de temperatura mixi

ma para el crecimiento sobre sustratos naturales pero éste dis
minuye en nedios sintéticos.

Bampton (2) descubri6 en cacahuates que cuando la semilla o
fruto llega a su limite de maduréz Y no se cosecha, hay un au-
wento en la produccién de aflatoxinas. As{ mismo, denostré --
que en el caso de scwillas almacenadas, Asp. flavus invade con
wayor facilidad a las wmiswas, en relacién a su tieuipo de enve-
jecimiento.

El crecimiento del hongo durante el almacenamiento en sus--
tratos naturales, tamoién Jepende de las condiciones atiosféri
cas en el microclima que rodea al sustrato. Ll hongo es alta--
mente acréblco y requiere una cierta cantidad de oxigeno para-
la formﬂciﬁn y germinacién de esporas, y crecimiento vegetati-
vo.

Se ha visto que el hongo puede crecer y producir esporas, -
pero la cuncentracién de aflatoxina se reduce con cada aumento
sucesivo de diéxido de carbono en la atmésfera, y no hay pro--
duccién de las misias cuando hay un 100% de Co,.

Asp. flavus frecuentemente s¢ cncuentra asociado con otros-
iicroorganismos en granos, semillas y frutos almacenados por -
lo que, depido a 1la competicién microbiana por el sustrato, ba
jo condiciones favorables para su desarrollo, se reduce la con
centracién de aflatoxinas formadas. Aproximadamente 1000 micro
organismos incluyendo bacterias, actinomicetos, levaduras, al-
gas, mohos y esporas de hongos, tienen la habilidad de degra--
dar las aflatoxinas, y si se encuentran creciendo en el mismo-
sustrato que Asp. flavus, disminuird la concentracién de las -

inisnas.
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. Factores que influyen en la produccién de aflatoxinas em
cultivos sintéticos

En la produccién de aflatoxinas en medios sintéticos, las-
concentraciones obtenidas son diferentes a las que se produ--
cen en medios naturales, probablemente por la superficie ex--
puesta a la contaminacién. La aereacibn y el pH, son dos fac-
tores muy importantes para obtener un buen crecimiento del --
hongo; siendo el pH éptimo de 8. El tiempo de incubacién y la
temperatura estén dircctamente relacionados con la produccibn
de aflatoxinas, siendo la temperatura &ptima de 24°C para By-
y 30°C para G, con un periodo de incubacién de 12 dfas. La -
esterilizacién del medio se realiza en autoclave para evitar-
cambios indeseables en la composicién de las soluciones nu--
trientes. Ademés, se pueden producivr materiales téxicos, par-
ticularmente cuando hay altas concentraciones de carbohidratos.

4,1 Aspectos que Regulan el Problema de Micotoxinas en los
Alimentos

A continuacidn se sefialan algunos aspectos importantes del
problema de micotoxinas:

a) La contaminacién de alimentos con micotoxinas puede ocurrir
en plantas en crecimiento en el campo, pero otras fuentes-
mayores son secado y almacenamiento inadecuados.

b) La presencia de hongos en un alimento no es una evidencia-
de que cl producto téxico esté presente. Por lo tanto, los
métodos para determinar micotoxinas en alimentos deben ser
directamente aplicados a estas toxinas y no al heongo pro--
ductor de las mismas.

c) Con excepcién de productos quimicos, la contaminacién de -
alimentos con micotoxinas es altamente localizada dentro -
de un lote, por tanto son posibles mirgenes de error en el
muestreo y andlisis de un lote.
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d) Las micotoxinas son relativamente estables a solventes orgd
nicos de diversos tipos de estructuras. La mayorfa puede so
brevivir a las operaciones de procesamiento comﬁnes de ali-
mentos.

e} Los niveles de micotoxinas relacionados con efectos téxicos
agudos en humanos no son cncontrados en alimentos, pero sf-
en aquellos para animales. Dc mayor interés son los posi---~
bles efectos a largo plazo y bajos niveles de ingestifn ---
(efectos de toxicidad subagudos y crénicos tales como muta-
génesis, teratogénesis y carcinogénesis).

f) Las micotoxinas han sido encontradas en alimentos para ani-
males en niveles que pueden producir efectos téxicos agudos
en animales de granja. Existiendo la posibilidad de encon--
trar residuos de sus metabolitos téxicos en carne, leche y-

huevos (13).

En 1960, la FDA (Food and Drug Administration) comenzé a in
vestigar sobre un hongo contaminante de cacahuates que podrfa-
contener un componente altamente t@xico, b4 después con el bro-
te de la famosa enfermedad "Turkey X', en Inglaterra, Poste---
riormente se concluy$ que estos t6éxicos son las aflatoxinas, -
potentes hepatocarcinégenos en animales experimentales,

Claramente la presencia de un cancerigeno en cualquier ali-
asento representa una situacién extremadamente indeseable. En -
1965 la FDA publicé una norma de tolerancia de 30 ppb total de
aflatoxinas, pero aitos mfs tarde ésta fue reducida al nivel de
20 ppo. Picha norma csté'sujeta a cambios dependiendo de los -
nuevos descubrimientos e informacién, relacionando los efectos
téxicos de aflatoxinas y el grado en que su presencia en ali--
stentos puede ser evitada.

Después que se reconocié la susceptibilidad de los cacahua--
tes a la contaminacién por aflatoxinas, la FDA y la industria-
establecieron un acuerdo que inclufa un plan de muestrco, and-
lisis y certificacién de todos los cacahuates destinados para-
el consumo humano, Este acuerdo fue disefiado para eliminar --
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los lotes de cacahuates crudos contaminados por aflatoxinas -
antes de Finalizar la manufactura del producto. Los productos
finales no deben contener un total de wds de 20 ppb de aflato
xinas.

Respecto a la presencia de residuos de aflatoxinas en ali-
aentos de origen animal, como en leche, huevos, etc., se ha -
determinado y wmantenido el mismo nivel de aflatoxinas en ali-
mentos para animales.

4.2 Quinica de las aflatoxinas

El término aflatoxinas, normalmente se refiere al grupo de
metabolitos de bisfurano cumarina aislada de especies de hon-
gos Asp. flavus.

Los tipos més importantes son Bl’ BZ, G1 Yy Gz. Las aflato-
xinas muestran una alta fluorescencia bajo luz Ultravioleta;-
B, v B, producen una fluorescencia violeta-azul y la G ¥ GZ-
una fluorescencia azul-verde, Estas propiedades facilitan les
procedimientos de purificacién y forman las bases para andli-
sis qu@micos. Ctras 4 aflatoxinas My, My, BZA y G,A las cua--
les se producen en cantidades mencres, fueron aisladas de cul

tlvos de Asp. flavus y Asp. parasfticus, Otros compuestos re-
lacionades son paratisicol, aflatoxicol y aflatoxina GM;, .que
también son producidos por hongos del grupo Asp. flavus.

En algunas especies animales, por ej. el ganado lechero, -
las aflatoxinas B, y B, son particularmente metabolizados y-
producen los derivades hidroxilados: las aflatoxinas M; y Mz-
respectivamente, La aflatoxina Pl' la cual esta conjugada, es
el principal metabolito urinario de la aflatoxina B3, en monos
y no ha sido aislada en cultivos,

Las estructuras de las aflatoxinas y de los derivados se -
muestran en las figuras 4.1, 4.2 y 4.5,

Las aflatoxinas B, y G, son dihidroderivados de las aflato
xinas Bl y G;. La sintesis en el laboratorio de la aflatoxina



Fig. 4.2 Estructuras de las aflatoxinas Ml’ My, BoA y GyA.
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By ¥y B, confirman estas estructuras (fig. 4.1). Algunas de --
las propiedades quimicas y ff{sicas de las aflatoxinas y sus -
derivados mis importantes estén resumidas en la tabla 4.1.

. Aflatoxina By

Aflatoxina By (C;5H;,04) de nombre quimico: 2,3,63ex, 9a%-
tetrahidro-4-metoxiciclopentalc}furo(3',2':4,5}furo[2,3-h][1]
benzopiran-1,11-diona, exhibe una fuerte fluorescencia azul -
cuando se expone a luz Ultravioleta. Forma cristales incolo--
ros, con punto de fusibén de 268°C - 269°C (descomposicién),

. Reacciones quimicas de las aflatoxinas

Las siguientes reacciones de aflatoxinas han sido estudia-
das extensivamente por la posible aplicacién para la destoxi-
ficacién del material contaminado por aflatoxinas.
- Calor. Las aflatoxinas secas son muy estables al calor arri
ba de su punto de fusién. No obstante, en presencia de hume
dad y a temperaturas elevadas hay una destruccién de aflato
xinas en cierto tiempo. Tal destruccién puede ocurrir en ha
rinas oleaginosas y en cacahuates tostados.
Alcalis. En solucibn alcalina ocurre la hidrélisis de la mi
tad de la lactona. Esta hidrélisis parece ser reversible, -
ya ha sido mostrado que la reciclizacién ocurre después de-
una acidificacién a altas temperaturas (100°C).
Acidos. En presencia de 4cidos minerales las aflatoxinas By

y G; son convertidas a aflatoxina BZA y GZA debido a una --
adicién de agua catalizada por 4cido.
- Agentes oxidantes. Muchos agentes oxidantes como el hipoclo
rito de sodio, el permanganto de potasio, cloro, perbxido -
de hidrégeno, ozono y perborato sédico, reaccionan con la -
aflatoxina y cambian su molécula de varias formas, perdien-
do fluorescencia.
Reduccibn, Una hidrogenacién cuidadosa de la aflatoxina By~
y G1 produce las aflatoxinas BZ Y Gy, respectivamente. Re-~
ducciones de la aflatoxina B1 por 3 moles de hidrégeno pro-
duce tetrahidroxiaflatoxina. La reducci@n de las aflatoxi--



Tabla 4.1 Propiedades quimicas y ffsicas de las aflatokinas
y sus derivados
Férmula Punto de  Absorcién  Emisién de
Aflatoxina Molecular ebullicién uv fluorescencia
(°c)
Bl Cl7“2206 268-269 21,800 425
B, Cy7H1404 286-289 23,400 425
Gl cl7H1207 244-246 16,100 450
G, Cy7H1407 237-240 21,000 450
M C.-H,,0 299 19,000 425
1 1771277 . (35; nm)
“2 Cl7“1407 293 - -
BZA C17H1407 240 20,400 -
GZA C17H]-40s 190 18,000 -
RO CL7H1606 23_:0-2:74 14,100 425
B§ C16Hl406 2}}-234 9,700 -
GMy Cy7H; 204 276-277 12,000 -
(358 nm)
P, Cy6H10% 320 14,900 -

(342 nm)
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nas B1 Yy BZ con borohidruro sédice produce las aflatoxinas-
RB, y RB,, respectivamente. Esto es resultado de la apertu-
ra del anillo de la lactona seguida por una reduccién del -
grupo 4cido y una reduccibn del grupo ceto en el anillo del
ciclopentano.

Radiacibn. La irradiacibn de la aflatoxina By ¥ G, en pla--
cas con sflica gel con luz Ultravioleta a 365 nm, convierte

ambos compuestos a dos nuevos fotoproductos fluorescentes,-
el producto de 1a alfatoxina B1 es significativamente menos-
téxico que el compuesto original. También se observan cam--
bios en el espectro de absorcién UV e IR en soluciones de -
B1 b4 G1 en buffer de fosfato (pH 7) expuestas a la luz UV -
de baja longitud de onda, produciéndose toxinas menos téxi-
cas.

El anillo de la lactona de las aflatoxinas no se abre por -
la exposicibn a la luz UV, y el motivo de la disminucién de la
toxicidad puede ser debida a la falta del doble enlace en el -
anillo de furano o a la pérdida del anillo. La radiacién UV de
aflatoxina B; en metanol produce una adicién de metanol a tra-
vés del doble enlace del anillo furédnico obteniendo dos isbme-
Tos.

Las aflatoxinas secas son muy resistentes a las radiaciones-
gama; sin embargo en soluci6én se destruyen.

. Biosintesis

Las aflatoxinas son probablemente sintetizadas de unidades-
de acetatos y moléculas similares pequefias. A partir de algu--
nos estudios de biosi{ntesis de micotoxinas se ha demostrado la
participacién de malonato y coenzima A (CoA), y también que --
fracciones de acetato 1-14C Y (metil-lAC) metionina son incor-
porados a la aflatoxina B;. Asf el acetato es el precursor bi-
sico de una o mis hidroxilaciones de hidrocarbonos policicli~--
cos, y estos a su vez de aflatoxinas y compuestos relacionados.

Biollaz et. al., (2) fueron los primeros en formar hipotéti-



camente un esquema de la conversién biolégica de hidrocarbo--
nos polihidroxipoliciclicos en aflatoxinas y compuestos rela-
cionados. Todo ésto se compone de una secuencia interrelacio-
nada, Cualquicra de las dos, una polihidroxinaftacena o una-
polihidroxibenzantraceno podrian tedricamente ser el punto de
inicio para la biosfntesis de aflatoxinas. Alternativamente,-
un polihidroxibenzantraceno isomérico puede servir como un --
precursor de aflatoxinas. En la fig. 4.4 se muestra una proba
ble secuencia de la biosintesis de aflatoxinas y compuestos -
relacionados.

4.§ Metabolismo y Efectos Bioquimicos de Aflatoxinas

. Metabolismo de aflatoxinas

Se ha puesto mucho énfasis en el metabolismo de las aflato
xinas, en el probable mecanismo bioquimico y en los efectos -
patofisiolégicos de la toxina, por su gran potencia carcinogé
nica.

La molécula de aflatoxina tiene su biodegradacién al menocs
por 6 formas:
Ataque por moléculas de hidrégeno o agua en el vinil éter &
2,3-doble ligadura.
- Apertura o degradacién de la estructura bisfuranoide.
Dimetilacién de la estructura metoxicumarina.
Fisién hidrol{tica de la 7,8C-0, ligadura en la lactona cu-
marina.
Reduccifn de la ciclopentanona.
Hidroxilacién en uno o mis puntos de la melécula.

Es importante sedalar la formacién de los metabolitos hi--
droxilados por dos razones: primero, los derivados de las al-
tamente tdxicas aflatoxinas B, y G, son también muy téxicos,-
y segundo, la aflatoxina Ml’ siendo el metabolito de la afla-
toxina Bj mis comiin, es algunas veces un contaminante acciden
tal de la leche de vaca y asi se introduce en los alimentos -

del humano.



20

acetato
policétidos

trihidroxinaftaceno substituido\\
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averufin \écido
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versicolorin A
5 hidroxiesTerigmatocina avetsin
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Fig. 4.4 Probable camino biosintético para aflatoxinas y --
compuestos relacionados. 1, averufin mutante; 2,re
sultado de la inhibicién por dicloros; 3, mutacién
inducida del nitrosoguanadina.
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Se ha establecido una relacién entre la ingestién total --
diaria de aflatoxina By y la concentracién de aflatoxina My -
en la leche. Para calcular esta relacién se utiliza la £érmu-
la 0.637X-0.044, expresada en #gr/lt, donde X es la cantidad-
diaria de aflatoxina (mg) ingerida por la vaca. De estos ecstu
dios se concluyé que cuando la ingestién diaria de aflatoxina
B, cae bajo 0.07 mg, la aflatoxina M; no es detectada en la -
leche.

Los estudios reportados por Nabney et. al. (13) determina-
ron que solamente el 8.1% de una dosis oral de una mezcla de
aflatoxinas Bl' BZ' G1 y GZ (1 mg/kg) fue recuperado en sus -
formas identificables en la leche, orina y heces de la oveja-
lechera. Posteriormente Allcroft obtuvo una conclusién simi-
lar en las vacas lecheras, solamente un 4.5% de una dosis ---
oral de 300 mg de una mezcla de aflatoxinas fueron encontra--
das como aflatoxinas no metabolizadas.

En resumen, la aflatoxina es convertida en uno o mﬁs meta-
bolitos activos bioldgicamente en el hfgado. Antes de ingre-
sar la toxina a las células hepdticas debe pasar la membrana-
del plasma, un proceso que difiere de especie a especie. Des-
pués de esto, la susceptibilidad animal a los efectos agudos-
y crénicos por envenenamiento con la aflatoxina estd relacio-
nada al destino de la toxinma; asi, la manifestacién toxicolé-
gica de ingestién de aflatoxinas depende:del balance entre ac
cifn hepatocelularj la ruta y tipo de metabolismo hepiticoiy,
la rapidez y forma de eliminacién del cuerpo. Se ha conside-
rado que las rutas de exposicién peligrosas son la inhalacién,
absorcién o ingestién de aflatoxinas.

Una representacién esquemftica de el metabolismo y mecanis
mo de accién téxica de la aflatoxina B, por medio de células-
hepéticas, su conversién a 6 metabolitos y las probables vias
de ByA y el epﬁxido, como toxinas de efectos agudos y crdni--
cos, respectivamente, puede ser observada en la fig. 4.5.
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depbsito metabélico productos de degrada
(formacién reversible de afla cién
toxicol)

ByA——— toxicidad aguda (inhi
' bicién no especffica-
de enzimas hepdticas)

By By
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de metabolitos no transfor-
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Fig. 4.3 Metabolismo y mecanismo de accién téxica de 1la
aflatoxina B,.



. Eféctos bioquimicos de aflatoxinas

Diversas investigaciones han dado como resultado la exis--
tencia de una interaccién de aflatoxinas con constituyentes -
celulares que tienen varias manifestaciones segln la activi--
dad de la aflatoxina, demostrando su toxicidad y cancerogeni-
cidad en animales y en cultivos de células, entre otros,

No existe una completa informacibn para definir la secuen-
cia de los efectos bioquimicos, teniendo solamente referen---
cias de manifestaciones de cancerigenicidad y toxicidad, ya -
que los cambios bioquimicos ocurren inmediatamente después de
la exposicién de animales y cultivos de células a las aflato-
xinas; las reacciones involucradas en estas respuestas son al
teraciones con el 4cido nucléico y metabolismo protdico. La -
interaccién con el DNA ocurre en la transcripcién, pudiendo -
resultar una comunicacién imparcial en la sintesis de DNA y -
RNA, por virtud de la inhibicién de las polimerasas responsa--
bles de sus respectivas sintesis.

En los animales tratados con aflatoxinas, los efectos son-
virtualmente especificos a un tejido, afectando solamente al-
higado, con raras excepciones. Esta generalizacién es aplica-
ble a la toxicidad debida a la dosis y a la cancerigenicidad-
resultante de una exposicién crénica.

Un resumen de la informacién sobre el tema indica que una-
gran proporcién de una dosis sencilla de aflatoxina B, es ré-
pidamente excretada por las ratas.

4.4 Efectos Patofisiolégicos de Aflatexinas

Existen interacciones entre la toxina y varios sistemas me
tab8licos y fisiolégicos que incluyen efectos en protefnas, -
lipidos y metabolismo de carbohidratos; interaccidn con A4ci--
dos nucldicos y enzimas; interrupcién del transporte de elec-
trones en el intercambio respiratorio terminal; accién en cé-
lulas y membranas subcclulares y muchos otros efectos biolégi



cos, que hacen muy notables las actividades cancerfigenas, mu-
tagénicas y teratogénicas de las aflatoxinas.

. Efectos en membranas celulares

En las primeras investigaciones sc encontraron concentra--
ciones de aflatoxinas de 4X10 M en membranas aisladas de or-
ganelos in vitro. Mis adelante, Bababunmi y Bassir (13), estu
diaron los cfectos de aflatoxinas en mitocondrias y demostra-
ron un significante grado de expansién en las del hfgado; --
cuando fueron expuestas a la toxina en concentraciones simila
res a 3X10'6M. Las mitocondrias susceptibles a los efectos de
la aflatoxina son las del hf{gado y del rifién, y no asfi las --
del corazén,

Las aflatoxinas también reaccionan con el reticulo endo---
plésmico, causando répidamente alteraciones en su apariencia-
granular. La desgranulacifn del reticulo endoplfsmico ocurre-
en la zona peritoneal del higado, 4rea en la cual se presenta
la necrosis. La interaccién entre aflatoxinas y varios organe
los puede ser explicada sencillamente, de este modo as es--
tructuras similares pueden existir entre las aflatoxinas y --
los ocupantes normales de los sitios de enlace, incluyendo mo
léculas relacionadas con la aflatoxina By y la esterigmatocis
tina. Es posible que haya interacciones similares entre la cu
marina y la mitocondria del hfgado debido a la relacién es---
tructural con la aflatoxina.

. Efectos generales en el hfgado

Uno de los efectos primarios en cl metabolismo de la rata-
es la inhibicibén del DNA dependiente del RNA en los nficleos -
celulares del hfgado. Las aflatoxinas primero son metaboliza-
das antes de ejercer su efecto en el RNA polimerasa y la sin-
tesis de protefnas, este efecto no es sensitivo a esteroides.

La aflatoxina B; tiene un efecto diferente en el metabolis
mo de los carbohidratos: la administracién intraperitoneal de



la toxina en pollos reduce, en el higado, la actividad de glu-
cosa-gluc6geno transglucosilasa, y aumenta la actividad de la-
hexosa monofosfato deshidrogenasa, La reduccién de la enzima -
puede ser el resultado de una inhibicién no especifica por --
aflatoxina.

Kato et. al. (13) observé que una simple dosis intraperito-
neal de la toxina inhibia marcadamente la biosintesis del co--
lesterol en el higado. Por otro lado, Clifford y Rees observa-
ron una inhibicién similar de la sintesis de fosfolfpidos. La-
sintesis de Acidos grasos hepiticos es afectada en los.pollos-
que consumen alimentos contaminados con aflatoxinas. La inhibi
cibn de la sintesis de 4cidos grasos resulta de la reduccién -
de la formacién de enzimas.,

. Efectos agudos de aflatoxinas

Asociado con su efecto inhibitorio en la sintesis de protel
nas, las aflatoxinas han mostrado tener propiedades inmunosu--
presivas, En bajas concentraciones en alimentos de aves de co-
rral (0.25-0.5 gr/gr) la aflatoxina reduce la resistencia a la
infeccién con Pasteurella multocida, Salmonella sp., virus, --

Coccidia {Eimeria tenella) y Cdndida albicans. Reduce la resis
tencia a la enfermedad por virus Newcastle y Asp. fumigatus lo
que no ha sido demostrado., Sea o no sea reducida la sintesis -

de anticuerpos por aflatoxinas, la funcién del sistema retfcu-
loendotelial, es marcadamente afectado en cuanto a su habili--
dad de limpiar la circulacibén del carbdn coloidal.

Las aflatoxinas By, B,, G, y G, son capaces de retardar la-
hipersensibilidad de los cerdos de guinea. Los compuestos es--
tructuralmente relacionados, tales como la esterigmatocistina,
cumarina, D-metoxifuraleno y cloruro de furazolio son igualmen
te o mds actives que las aflatoxinas y exhiben una reactividad
cruzada en las pruebas de alergia de piel.



. Efectos crénicos de aflatoxinas

En los efectos crénicos de aflatoxinas en animales, se ha -
observado desarrollo de higados grasosos, anemia, supresién -
de la inmunidad a enfermedades infecciosas, alteracidn del --
creciwiento, y reduccibén del tiempo de vida en aves. En el ca
sc del ganado, hay pérdidas por reduccibn en la produccibn de
leche y alteracién del crecimiento de animales j6venes. Los -
efectos mutagénicos se pueden desarrollar en grandes lapsos -
de tiempo, presumiblemente por la alquilacién del DNA nuclear
por un metabolito de la aflatoxina. De este modo, la aflatoxj
na ha sido identificada como un potente teratégeno y un extre
madamente potente cancerigeno.

Aspectos metabblicos de la cancerigenicidad de las aflato-
xinas:

1) El 2,3-epbxido puede ser el metabolito activo, un canceri-
geno proximal derivado de la aflatoxina By.

2) El1 mismo agente mUtagénico es producido metab§licamente en
los higados de muchas especies de diversos animales, inclu
yendo el hombre. El 2,§-ep6xido de la aflatoxina B; parece
ser extremadamente reactivo e igualmente formado por el hi
gade como un metabolito.

53) En comfin con otros cancerfgenos, la aflatoxina y compues--
tos relacionados inducen la s{ntesis de reparacién del DNA
necesario para reemplazar el DNA destruido por cancerigeno.

. Aflatoxicosis humana

Durante muchos afios se han realizado estudios en varios --
paises, principalmente en Africa y el Sureste de Asia, los --
cuales han demostrado que una ingestién frecuente de alimen--
tos contaminados con aflatoxinas, provocan cirrosis y céncer-
hepdtico en humanos, presentfndose principalmente en hombres-
con edades entre 35 y 45 afios. Se determiné que las fuentes -
de aflatoxinas més comunes fueron: arroz, ajo, chile, pimien-
to seco y pescado seco.
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4,5 Contaminacién por Micotoxinas

Las micotoxinas son sustancias téxicas producidas por hon--
gos que crecen en alimentos humanos y para animales. Es posi--
ble prevenir la produccién de la toxina evitando el crecimien
to de hongos. Los insecticidas diclorados, por ej., inhiben la
sintesis de aflatoxinas,

. Asp. flavus desarrollada en el campo

Asp. flavus, junto con otras especies de Asgergillué y Peni
cilljum, ha sido considerada como un problema solamente en pro
ductos almacenados. Sin embargo el Asp. flavus ha sido detecta
do en el mafz antes de la cosecha.

No se conocen exactamente qué factores determinan el desa--
rrollo y crecimiente de Asp. flavus en el campo. Su distribu--
cibn geogréfica en maiz, algodén y cacahuate indica que estén-
involucrados climas calientes y/o altas temperaturas. Marsh y-
Taylor (2) observaron que el Asp. flavus fue abundante en --
drecas con temperaturas extremadamente altas, en el botén del -
algoddén apenas abriéndosec.

En zonas de alta humedad relativa, se han observado un ma--
yor nGmero de casos de formacién y crecimiento de Asp. flavus,
que en las zonas de baja humedad.

Son muchos los factores fisicos y biolégicos que afectan la
epidemiclogia de Asp. flavus en algodén, cacahuate, mafz y --
otros cultivos. Algunos de los factorés que afectan el grado -
de infeccidn en cacahuates son niveles de inoculacién, apertu-
ra de las vainas, competicidén microbial, temperatura y humedad
Aunque Asp. flavus esta generalmente en el suelo y limitada su
existencia en vainas maduras, un gran crecimiento de hongos y-
acumulacién de aflatoxina ocurren después de que los cacahua--
tes son cosechados y antes del secado. La contaminacién es mis
fuerte en cacahuates que tienen dafiada su vaina y aquellos que
no han sido secados répidamente.



. Contaminacibn por Asp. flavus durante el almacenamiento

Especies de Asp. y Penicillium son capaces de crecer répidg
mente en granos, nueces y otros productos almacenados, si el-
contenido de humedad es alto,

Son comfines bajos niveles de contaminacién antes de la cosg
cha, por Asp. flavus y otros hongos de almacenamicnto, més la-
inoculacibn puede venir del aire, suelo, almacenamiento y equi
po de manejo. Por lo tanto, los factores criticos en el creci-
miento de los hongos en cosechas almacenadas son: el contenido
de humedad y la temperatura.

Asp. flavus requiere de condiciones calientes y humedad re
lativa arriba de 85% para el desarrollo y formacibén de la toxi
na. En el mafz, la humedad correspondiente es arriba de 16%. -
Los contenidos de humedad bajo los cuales el hongo no se puede
desarrollar varfan con las especies de granos, pero generalmen
te corresponden a una humedad relativa de 65% a 70%. En semi--
1las de cereales como maiz, trigo y sorgo, humedades del 13% -
al 14% son las méximas para un almacenaje seguro; en semillas-
con alto contenido de aceites las humedades correspondientes -
son bajas. La soya debe ser almacenada debajo de 12.5% y las -
semillas de lino debajo del 9%. Aunque las micotoxinas no pue-
den ser producidas en bajos niveles de humedad, estos si permi
ten el crecimiento de hongos, lo cual hace riesgoso el almace-
namiento.

Durante el almacenamiento la humedad puede incrementarse de
‘bido a goteras que permitan la entrada de 1luvia y nieve, por-
la respiracibn de insectos, o por hongos en el grano. Los gra-
dientes de temperatura son comfnes en el almacén de granos y -
producen migracién de humedad hacia el grano mis frio. Esto --
provoca que tales humedades localizadas favorecen el crecimien
to de hongos y desarrollo de micotoxinas.

Actualmente es posible un almacenamiento seguro de granos a
diferentes temperaturas. Distintos lotes de granos pueden ser-
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en distinta forma almacenados a causa de la variabilidad en --
los dafios meclnicos, en la humedad de equilibrio, poblaciones-
iniciales de hongos y almacenamiento previo.

Las siguientes sugerencias podrian ayudar a un almacenamien
to seguro del grano manteniéndolo libre de hongos y micotoxi--
nas:

- Asegurar que todo el grano este a una humedad baja pdra evi-
tar el crecimiento de hongos.
Asegurar la humedad requerida.
Inspeccionar el grano regularmente al menos una vez bor sema

na.
La inspeccién semanal debe incluir temperaturas y buscar in-
sectos, moho y manchas de humedad.

Cualquier incremento de temperatura que no pueda ser explica
do, por condiciones climiticas, debe ser considerado un indi

cador de que un problema esté desarrollindose,

Una inspeccibn regular puede eliminar problemas en los gra-
nos. Los remedios son mis efectivos y las pérdidas son minimas
cuando los problemas son detectados a tiempo.

Un medio de mantener temperaturas bajas y eliminar los gra-
dientes de temperaturas en el almacén es usar ventiladores pa-
ra aereacidén. Mantener tempervaturas uniformes previene la mi--
gracibén de humedad. Durante los meses de invierno, cuando no -
se usan los ventiladores, se debe inspeccionar el olor y la --

temperatura del grano.

. Secade de granos

Una de las formas de lograr un almacenamiento seguro de --
los granos consiste en el secado de los mismos, con varios ti-
pos de secadores de aire caliente, los cuales trabajan a altas
temperaturas. Tales seccadores requieren grandes cantidades de-
combustible como gas natural o gas LP, lo cual hace muy caro -
el secado, y para muchos incosteable.
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El secado de los granos también puede efectuarse de manera
natural en el campo, pero ocupa mis tiempo y las pérdidas de-
grano atribuidas a insectos, hongos, p4jaros, etc., 1o hacen-
tan caro como el secado artificial.

En vista de 1a alta humedad del grano cosechado y las cre-
cientes limitaciones del uso de combustibles en los secadores,
hace necesario la bﬁsqueda Ge sistemas. Estas alternativas in
cluyen el incremento de la eficiencia de los secadores de al-
ta temperatura, secados a baja temperatura, y almacenamiento-
con altas humedades.

El secado a bajas temperaturas se efectfia forzando aire ca
liente a pasar a través del grano. Este proceso de secado re-
quiere varios dfas o semanas, dependiendo principalmente de -
la cantidad de ellos. Uno de los problemas del secado a bajas-
temperaturas es que no todos los granos son secados simultf--
neamente; el aire forma un frente de secado que se mueve gra-
dualmente a través del grano. El1 granmo bajo la zona de secado
se seca; el grano sobre esta zona aproximadamente mantiene su
contenido de humedad original. Algunos granos pueden ser inva
didos por hongos de almacenamiento y contaminarse con micoto-
xinas, dependiendo de 1a humedad inicial del grano, la canti=~
dad del dafic por el tratamiento mecénico, la uniformidad del-
flujo de aire, y las temperaturas promedio. El frentc de seca
do puede ser eliminado por la mezcla periédicz o la rotacién-
del grano durante el perfodo de secado.

El secado a bajas temperaturas requiere atencibén cuidadosa
y alerta por parte del operador.

« Almacenamiento de granos a alta humedad

Como una alternativa al secado, el grano puede ser almace-
nado a alta humedad (20%-30% o més) y usado como alimento. El
grano con alta humedad puéde ser almacenado bajo condiciones-
herméticas tratados con quimicos tales como 4cido propiénico.



Estos sistemas protcgen el grano contra los hongos y micotoxji
nas.

Varios tipos de estructuras son usadas para el almacenaje-
o ensilamiento. Debido a que muchos hongos pueden desarrvollar
se a muy bajas concentraciones de ox{geno, pequefias cantida--
des de aire en los silos de grano de alta humedad pueden pro-
vocar grandes problemas. Los silos mis satisfactorios en tér-
minos del minimo dafio, son los llamados unidades de acero ce-
rradas. Representan una inversién de gran capital, pero gene-
ralmente produce una alta calidad de alimento con perdidas mf
nimas por dafios o fermentacién.

El uso de preservativos quimicos en granos es un reciente
desarrollo en almacenaje de los granos con alta humedad. El -
Acido propibnico es el material mis usado, aplicado como fci-
do propiénico al 100% o en mezclas con Acido acético, 4dcido -
isobutirico y formaldehido.

Propiamente tratado, el grano con cualquier contenido de -
humedad puede ser almacenado por al menos un afo sin dafios --
por hongos. El grano tratade con 4cido no es afectado por ex-
posicién al aire y no requiere de ninglin tipo particular de -
estructura de almacén.

La cantidad de conservador requerida depende principalmen-
te de la humedad del grano, y en menor cantidad de la tempera
tura y duracién del almacenamiento.

El grano tratado con 4cido debe ser inspeccionado regular-
mente durante el almacenaje. Como cualquier sistema de alma--
cén, el tratamiento por 4cide tiene ventajas, desventajas y -
riesgos. Los dafios pueden ocurrir si la taza de la aplicacién
es baja o no uniforme, de tal manera que existen granos no --
tratados. La migracién de humedad puede causar manchas donde-
el hongo crece. Al igual que el secado de grano, la aereacién
puede ser usada para eliminar los gradientes de temperatura -
que causan la migracién de humedad, Los hongos también pueden
desarrollarse en el grano 4cido tratado que estd en contacto-



con el concreto o acero no protegidos. Tales superficies de--
ben ser cubiertas por pléstico o con pintura resistente a 4ci-
dos.

La tabla 4.2 muestra las cantidades de #4cido propibnico re-
queridas para preservar los granos con varios contenidos de hu
medad. Un rango del tratamiento esta dado para cada contenido-
de humedad.

‘fabla 4.2 Acido Propiénico requerido para
prevenir el crecimiento de mohos
en granos de alta humedad.

Contenido de

numedad (%) 3 1b/ton kg/ton
18 O.§-0.6 6-12 2.7-5.4
22 0.5-0.8 10-16 4.5-7.2
26 0.6-1.0 12-20 5.4-9.0
@0 .0.8-1.2 16-24 7.2-10.8



5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para identificar y cuantificar la aflatoxina By presente
en chocolate instanténeo y mazapédn de cacahuate, se tomaron 8
muestras de cada uno de los productos comerciales, al azar, -
que se expenden en la zona Metropolitana de Guadalajara, Jal.

Las muestras recolectadas se trasladaron y se analizaron -
durante los meses de mayo ¥y junio en la Escucla de Ciencias -
Quimicas de la Universidad Autbnoma de Guadalajara.

Para el anflisis cualitativo y cuantitativo de 1la aflatoxi
na, primeramente se realizé la extraccién y purificacién de -~
la toxina, de acuerdo a procedimientos ya establecidos. La de
terminacién de aflatoxinas en productos agricolas presenta di
ficultades y problemas caracteristicos asociados con el andli
sis de cada uno de ellos., En esta determinacién se hizo de --
igual forma la extraccifén de la toxina del mazapfn y del cho-
colate, habiéndose hecho primeroc una prueba para verificar si
el método era aplicable a ambos productos.

Es importante sefialar que la cantidad de toxina en alimen-
tos frecuentemente e¢s pequefia y gencralmente su distribucién-
en una muestra no es homogénea.

Los métodos usados para el andlisis cualitativo y cuantita
tivo de las aflatoxinas no son altamente especfficos. En gene
ral, estos se basan en cromatografia de capa fina, usando --
muestras auténticas de toxinas como estandares de referencia,
los cuales se comparan con los extractos obtenidos de las --
muestras analizadas.

Las aflatoxinas que se emplean como estandares se deben ma
nejar cuidadosamente por su alta toxicidad, comservindolas ta
padas herméticamente y teniendo precauciones particulares --
cuando las toxinas se encuentran en forma secao liofilizada,-

por su natural electrostitica y tendencia a dispersarse en --
4reas de trabajo.
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.+ Separacifn y purificacién de aflatoxinas

La separacién y purificacién de aflatoxinas implicé el uso
de un solvente de extracciéu, el cloroformo. El extracto cru-
do luego fue purificado usando cromatograffa en columna.

El procedimiento (4) para la determinacién de la aflatoxi-
na comprendié las siguientes etapas:

Preparacibén de la muestra {disgregar y homogenizar).

Extraccién de la toxina usando cloroformo.

Purificacién del extracto para eliminar materiales fluores-

centes interferentes o, a la grasa, empleando columna de --

cromatografia empacada con sulfato de sodic anhidro y sfli-

ca gel (2:1).

- Determinacién de la concentracién de aflatoxina en el ex---
tracto por cromatograf@a de capa fina, utilizande sﬁlica -~
gel con indicador de fluorescencia, eluyente cloroformo-ace
tona (90:10 V) y como disolvente del extracto, benceno-ace-
tonitrilo (33:2 V).

6. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 6.1 seftala los resultados obtenidos de la determi
nacién de aflatoxina 3, en nuestras de dulce de mazapdn. La -
tabla 6.2, los resultados del an@llsis de las muestras de cho
colate instantfneo. En dichas tablas se indican las muestras-
que presentaron en las placas crcmatogrﬁficus fluorescencia -
en luz UV, asi como las que presentaron manchas azules de  --
aflatoxina B1 y las observaciones correspondientes.

De las 16 muestras analizadas en total, 8 de mazapén y 8 -
de clhocolate instant{neo, sélo la muestra 2 de mazapin conte-
nia aflatoxina Bl’ ésta presenté una mancha fluorescente simi
lar a la del estandar de Bl (azul), la cual tuvo un Rf de --
0.26 y la muestra de 0.23. La concentracién de esta toxina en
la nuestra es muy pequefia, si la comparamos con el limite dado
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por la FDA, siendo éste de 20 ppb.

Algunas muestras presentaron fluorescencia pero no forma--
ron una mancha propia, sin embargo esta fluorescencia llegd a
la altura de la mancha del estandar, por lo que es posible la
existencia de trazas de aflatoxina By; tal es el caso de las-
muestras 7 y 8 de dulce de mazapén y de las muestras 3 y 7 de
chocolate instantdneo.

Otras muestras si mostraron manchas fluorescentes, pero --
sus Rf eran muy pequefios, como las muestras 4 y 8 de chocola-
te instantdneo, cuyos Rf fueron de 0.05 a 0.09, lo que indica
posiblemente la presencia de trazas de aflatoxina B; o de de-
rivados de la misma.

Las 8 muestras de chocolate instantineo, al observarse las
placas bajo luz UV, presentaron manchas color viocleta fuerte.
Al parecer estas manchas corresponden a la aflatoxina M,, de-
rivado de My, las cuales exhiben una fluorescencia violeta y-
azul-violeta, respectivamente (6). Los valores de Rf de las -
manchas de M, fueron de 0.03 a 0.58, lo que confirma la pre--
sencia de la toxina, ya que los valores de Rf de las aflatoxi
nas estin dentro de este dmbito (0.4 - 0.7). Estos resultados
manifiestan que todos los chocolates instantdneos analizados-
probablemente estén contaminados por el derivado de By (MZ);-
ya que esta contaminaci6én no proviecne del cacao utilizado pa-
ra su elaboracidn, sino de la leche que se le afiade. Las afla
toxinas Ml y MZ son llamadas toxinas de la leche y esto gene-
ralmente se origina en cl alimento contaminado que ingiere la
vaca lechera, metabolizando ésta la aflatoxina Bl a Ml Y su -
derivado M,, acumuldindosc éstas en la leche que posteriormen-
te es consumida por el hombre.

Asp. flavus Alimento

aflatoxina By balanceado —— * Vaca———leche

HOMBRE
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Tabla 6.1 Resultados de la determinacién de aflatoxina B, -
en Dulce de Mazapin

No. de muestra Fluorescencia Aflatoxina B1 Observaciones

azul Helkg

1 - - -

2 + 0.22 mancha fluores-
cente.

3 - - -

4 - - -

5 - - -

6 - - -

7 + trazas fluorescencia -
llegd a la altu
ra del std.

8 + trazas fluorescencia -~

llegé a la altu
ra del std.
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Tabla 6.2 Resultados de la determinacién de aflatoxina B, -
en Chocolate instanténeo
No. de muestra Fluorescencia Aflatoxina By Observaciones
azul He/kg
1 - - manchas vieleta:
2 - - manchas vicleta
3 + trazas manchas violeta
fluorescencia -
1legd a la altu
ra del std.
4 + trazas
o derivados manchas violeta
mancha fluores-
cente azul
5 - - manchas violeta
6 - - manchas viocleta
7 + trazas manchas violeta
fluorescencia -
llegd a la altu
ra del std.
8 + trazas

o derivados

manchas violeta
mancha Fluores-
cente azul
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7. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos, se concluye que la-
materia prima del mazapin y chocolate instanténeo, cacahuate-
y cacao, respectivamente, presentan un minimo nivel de conta-
minacién.

En las determinaciones realizadas no se encontré aflatoxi-
na Bl como se esperaba; sin embargo, la contaminacién por to-
xinas en los productos analizados no es totalmente nula.

La presencia de aflatoxina B; o derivados puede considerar
se como un fndice de toxicidad, afin cuando la concentracién -

de ellos sea muy pequefia.

Por las concentraciones trazas y derivados de aflatoxina -
B, encontradas en algunas muestras, existe un deficiente con-
trol higiénico durante el almacenamiento y proceso de elabora
cibn.

Para evitar el crecimiento de Asp. flavus y su produccién-
de aflatoxinas, es necesario guardar adecuadas pricticas de -

almacenamiento.

Durante el proceso es importante mantener un 6ptimo con---
trol higiénico, que evite 1la contaminacién de los alimentos.

El chocolate instantfneo y el dulce de ma:apén, siendo pro
ductos que se consumen ampliamente por toda la poblacién mexi
cana, requieren de un adecuado programa de nuestreo y anfli--
sis para determinar la presencia de aflatoxinas en ecllos.

Es conveniente sugerir como un pardmetro de control de ca-
lidad, la determinacién de aflatoxinas en las empresas que --
procesan productos agricolas.
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Es recomendable que las autoridades sanitarias mexicanas -
legislen apropiadamente la presencia de aflatoxinas en produc
tos alimenticios,
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RESUMEN

Las aflatoxinas son compuestos téxicos producidos per --
hougos, principalmente por Aspergillus flavus, los cuales cre
cen y se desarrollan durante el almacenamiento y desecacién -
de productos agrfcolas, como el cacahuate, arroz, mafz, trigo
y otros. La produccifn de estas toxinas depende de la tempera

tura, hunmedad y aereacidn.

Dichas aflatoxinas son consideradas potentes cancerfgenos-
para un gran ndiwero de animales e lncluso para el ser humano,
ya que interaccionan con varios sistemas metabSlicos y fisio-
légicos. De estas, la aflatoxina B, es la mds téxica de todus
las existentes.

Para determinar la aflatoxina B, se analizaron 3 muestras-
de dulce de mazapﬁn y 8 muestras de chocolate instanténeo. A-
las muestras preparadas se les extrajo la toxina con clorofor
mo, posteriormente se purificaron los extractos en columna --
cromatogréfica y por cromatografia de capa fina se cuantificd
la toxina.

Del anﬁlisis efectuado se encontré que 1 muestra de maza--
pdn contenf{a.22 pg/kz de aflatoxina B, y varias muegtras, tan
to de mazapdn cono de chocolate instantdneo, contenian trazas
de la toxina.

Todas las muestras analizadas de chocolate instantdineo con
tenfan aflatoxina M,, derivado de B,. Ll origen de esta conta
minacidén es posible provenga de la leche que se le adiciona -
al chocolate instantdneo durante su elaboracién, ya que a es-
ta aflatoxina (MZ) se le encuentra en la leche de vaca,

Se concluyé que el cacahuate y cacao, con los cuales se -~
elabora el mazapdn y el chocolate intantdneo, respectivamente,
presentaron un minimo nivel de contaminacién por la aflatoxi-

na Bl.
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Sin embargo, la presencia de trazas o derivados de esta --
toxina puede considerarse como un Indice de toxicidad; por lo

cual, es factible que existe un deficiente control durante el
almacenamiento y proceso de elaboracidn de estos productos. -
As{ pues, se recomienda que las autoridades sanitarias mexica
nas, legislen apropiadamente la presencia de aflatoxinas en -
productos alimenticios.
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