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RESUMEN

RESUMEN
En el presente trabajo se realizé un estudio de inocuidad de los productos a partir de la
pepita verde de calabaza elaborados artesanalmente en México, que permitan evitar

problemas de salud publica.

Las zonas de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de Meéxico fueron
seleccionadas y se tomaron muestras de: pepita verde de calabaza, con cascara, salada,

en botana, garapifiada, en palanqueta (pepitoria), en jamoncillo, en mole y pipian.

Posteriormente, se realizaron pruebas fisicas, quimicas y sensoriales a las muestras. Las
muestras no tuvieron una humedad superior al 14 % (humedad critica). Los resultados de
pH y acidez que presentaron los productos favorecieron la presencia de hongos. La
calidad microbioldgica que presentaron los productos procedentes de las dos zonas fue
minima. Se realizé cuenta de microorganismos como: mesofilos aerobios, coliformes
totales y hongos, estos Ultimos se aislaron y se purificaron para la identificacion
macroscopica y microscopica encontrandose especies de: Aspergillus, Penicillium,

Rhizopus, Alternaria y fusarium.

Todos los productos mostraron aflatoxinas en un rango de 1 a 205 ppb, sin embargo,
solamente los siguientes productos rebasaron los niveles permitidos por la Norma de
Oficial Mexicana, de la zona I: pepita salada 86 ppb, mole 24 ppb; y de la zona Il: botana
y la palanqueta con 205 ppb. Ademas, se identificaron las aflatoxinas presentes en las

muestras de estudio encontrandose la presencia de aflatoxina G..

Se realizé un estudio de campo (San Pedro Atocpan) en una microempresa dedicada a la
elaboracion artesanal del mole verde para ver las posibles fuentes de contaminacién y asi
realizar una propuesta para minimizar los peligros en la contaminacion del producto y

evitar problemas de salud publica.

Se concluye que las condiciones de almacenamiento, las caracteristicas quimicas, y mal
manejo durante su comercializacion hacen que algunos de los productos elaborados

artesanalmente sean un riesgo potencial para la salud publica.







INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.
La pepita verde de calabaza es utilizada y consumida tanto en la comida mexicana
tradicional (mole verde, pipian, aceites y salsas), en dulces tipicos (dulce de palanqueta,
jamoncillo, dulce con oblea), en botanas (pepita horneada, salada ¢ frita). Estos productos
se comercializan en distintos lugares como son: restaurantes, mercados, centros
comerciales, en puestos ambulantes y en ferias. Lamentablemente la materia prima
(pepita verde de calabaza) no siempre se encuentra en condiciones de almacenamiento
adecuados ya que ésta puede provenir de diferentes lugares desde el campo, la central
de abastos y en los mercados, lugares en donde no se tiene un control de la humedad,
contaminacion de insectos, heces de ratas entre otros, esto puede ocasionar una
contaminacion severa ya que podemos contraer enfermedades Illamadas ETAs

(Enfermedades transmitidas por los alimentos) (Orihuel et al., 2003).

Es perfectamente conocido que diversos agentes patégenos y toxigénicos se transmiten
por los alimentos. La contaminacion de los alimentos con estos agentes pueden tener
lugar desde la granja, durante su industrializacion, durante su preparacion en servicios de
comida colectiva o en el hogar, por ello un alimento puede parecer completamente
normal, y estar contaminado por bacterias, hongos o compuestos toxicos (Howard, 1986;
Forsythe, 2003).

Los cereales y las semillas estan sujetos a la invasion de hongos y consecuentemente a
la contaminacion por micotoxinas. Por este motivo, se debe tener un conocimiento amplio
de los efectos toxicos que causan los metabolitos producidos por hongos en los seres
humanos, en los animales y en las plantas. Cada dia se esta en continuo estudio sobre

inocuidad alimentaria y cada vez se cuenta con mayor informacion (Santos, 1999).

Se sabe que el 30% de las cepas de Aspergillus flavus producen aflatoxinas y éste se
aisla en el suelo, encontrandose tanto en las plantas vivas y muertas, como animales de
todo el mundo. El descubrimiento de la toxicidad en higado y actividad cancerigena de la
aflatoxina producida por Aspergillus flavus ha demostrado que basta con una pequena
contaminacion de los alimentos por hongos para hacerlos inadecuados no sélo para el

hombre sino también para los animales (Hayes, 1993; Linder, 1995).
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La pepita verde de calabaza puede adquirir o tener aflatoxinas que son consideradas

como el carcinégeno mas potente producido en la naturaleza. Estos tdxicos son
considerados mutagénicos, teratogénicos y hepatotdxicos para muchas especies vivas
incluyendo los humanos, y se debe proteger al maximo, evitando su consumo o contacto
con estas micotoxinas. La produccion de aflatoxinas es considerada casi inevitable por
encontrarse estos hongos esparcidos en todo el mundo y encontrar faciimente las
condiciones ideales para su produccién, especialmente en paises tropicales y
subtropicales. Ademas estos metabolitos no pierden su toxicidad ni por tratamiento
térmico, ni por accién de enzimas del sistema digestivo (Santos, 1999; Bolet y Socarras,
2005).

En febrero de 2005 en Purina Venezuela, se presentaron problemas de contaminacion en
productos, ya que el maiz ingrediente de Dog Chow y Cat Chow alimento de mascotas se
encontraba contaminado por aflatoxinas y causé muerte a perros, la intoxicacion se

produjo por la presencia de un hongo téxico en una de sus plantas industriales.

La FAO ha estimado recientemente que el 25% de las reservas de grano del mundo estan

contaminadas por micotoxinas (Garcia, 2005).

En la India, EEUU y Kenia se encontraron brotes de aflatoxicosis provenientes del maiz.
En 1974 en el noreste de la India alrededor de 150 poblaciones de los estados de Gujarat
y Rajastan se tuvieron una serie de lluvias que afecté la cosecha de maiz. Posteriormente
se encontré en este maiz presencia de aflatoxinas en un rango de 6 a 15 ug/Kg. Los
primeros sintomas de la enfermedad aparecieron a las pocas semanas de la cosecha y
hasta llegaron a morir perros de la aldea con los mismos sintomas. La ingesta de la
aflatoxina B4 pudo ser de hasta 55 ug/Kg de peso corporal (Peraica et al., 1999; Soriano,
2007).

Tanta es la preocupacion por los efectos que pueden causar estas micotoxinas que se
han realizado estudios en diferentes productos tales como: pescado, cerdo, cacahuates,
pimienta roja, maiz, trigo, centeno, y algunos frutos secos, entre otros productos (FAO,
2003).
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Por dicha razén es de gran importancia identificar los hongos y cuantificar las micotoxinas

que son producidas por estos microorganismos en los alimentos, puesto que al establecer
la cuenta de estos microorganismos y metabolitos, permite su utilizacion como un
indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante la produccion y el almacenamiento

de los productos, asi como el uso de materia prima inadecuada.

La ingestion de un producto contaminado, que contenga cantidades suficientes de
sustancias venenosas o de dichos microorganismos que son patégenos, sera una causa
de alerta para la salud publica. Cualquier alimento apto para el consumo humano debe
ser inocuo, esto implica la seguridad de que lo que consumimos no provoca ninguna

enfermedad ni dafio a los consumidores (Ducar, 1991; ONU, 2002).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la inocuidad de productos a base de la pepita
verde de calabaza elaborados artesanalmente, procedentes de Cuautitlan y la Central de

Abastos de la Ciudad de México que permita evitar problemas en la salud publica.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Generalidades de la comida y dulces mexicanos.

La cocina mexicana ocupa uno de los primeros lugares entre las gastronomias por su
excepcional riqueza y la inmensa variedad de sus ingredientes. Su originalidad esta
intimamente ligada a su historia, ya que es resultado de la fusién de dos grandes culturas,
la mesoamericana y la espafola. Sus origenes se remontan al periodo prehispanico, a la
llamada Cultura del Maiz, ya que en torno a él y complementado con chiles, calabazas,
carne de conejo, armadillo y guajolote se elaboraban los mas variados platillos, que
alcanzarian en ocasiones un caracter ritual al constituir una de las principales ofrendas a
los dioses y muertos. A pesar de que los aztecas vivieron rodeados de lagos, su
alimentacion estuvo constituida en un 75% por organismos terrestres. Dentro de ese
porcentaje también incluian diferentes especies de insectos que abundaban en su
entorno. Algunas especies se asaban o freian, otras se guisaban con ciertos condimentos

y otras se preparaban en tamales o mixiotes (Robles, 2000).

Los chiles enogada, los moles y pipianes son prehispanicos, sin embargo en el siglo XIX
las religiosas los adecuaron integrandoles semillas: almendras, nueces, cacahuates éstos
ultimos que a pesar de ser prehispanicos no se utilizaban en alimentos (Alfaro, 2002). En
el México prehispanico habia una gran variedad de alimentos elaborados con chiles de
diferentes tipos; las salsas con este ingrediente eran parte del menu mexica. Los aztecas
preparaban para los grandes sefiores un platillo llamado mulli, que era una especie de
potaje o mezcla muy compleja que incluia, entre otros ingredientes, chocolate y varias
clases de chiles. Tras la llegada de los espanoles, a partir del siglo XVI surgié una amplia
gama de recetas culinarias, resultado de la fusion de dos culturas, la espafiola y la
indigena. Gran parte del éxito de la cocina mexicana se debid al gusto que los indigenas
tomaron por las especias que trajeron los espafioles del viejo continente, integrandolas al
tradicional mulli. Asi nacié una inigualable propuesta mestiza: el mole. El origen del mole
se pierde en la leyenda o se ubica en las grandes cocinas de los conventos poblanos de
la Colonia. En dichos conventos se fortalecié y perfeccioné el arte culinario mexicano,
pues se agasajaba frecuentemente a las grandes personalidades civiles y religiosas del
Virreinato. Alli se disfrutaron por primera vez muchos de los platillos que a la postre dieron

fama mundial a la Cocina Mexicana. El mas famoso es el Mole Poblano (Fig. 1), creado
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en 1680 en la cocina del Convento de Santa Rosa. Se cuenta que, con motivo de la visita
del Virrey de la Nueva Espania, la monja dominica Sor Andrea de la Asuncion tenia que
agasajarlo con un guiso de su invencion. Por orden del obispo Manuel Fernandez de
Santa Cruz, se cred un plato tan especial que el Sefor Virrey quedara asombrado. La
Real Academia Espaniola, la palabra mole se deriva del vocablo nahua mulli, que sigifica

salsa (Gonzalez, 2007).

Figura 1. Mole poblano.
Fuente: Gonzalez (2007).

Por otra parte, la dulceria es una aneja tradicidon mexicana con raices tanto autéctonas
como hispanas ya que estan hechos a base de los mas variados elementos como frutas,
nueces, semillas, cactaceas, etcétera. Por ejemplo, las alegrias hechas a base de
semillas de amaranto; las pepitorias (elaboradas con pepita de calabaza); las palanquetas
(hechas con nuez o con cacahuate); macarrones de leche azucarada; las cocadas; los
variados dulces de leche; los jamoncillos de pepita. Los conventos virreinales son la base
de la cocina mestiza, la mayoria de dulces tipicos que se conocen actualmente fueron

ideados por monjas (Sanchez y Barona, 1994; Alfaro, 2002).

2.1.1 Elaboracion y definicion de dulces tipicos.

Un dulce tipico es aquél alimento elaborado de forma artesanal, azucarado y a base de
algun fruto seco o semilla oleaginosa. El actual dulce tradicional mexicano tiene el
encanto de su sabor matizado por multiples ingredientes, pero tiene también, como valor
agregado, su belleza en formas, texturas y colores. En la tabla 1 se muestras los dulces a

base de la pepita verde de calabaza (Martinez, 2003).
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El proceso de elaboracién de la mayoria de dichos dulces se realiza de manera artesanal.

Tabla 1. Dulces tipicos.

Dulce

Definicién

Ingredientes.

Pepitoria.

Producto elaborado a base
de semilla de calabaza
tostada entrelazada con

piloncillo y azucar.

Pepita verde de calabaza.
Piloncillo.

Azucar.

Jamoncillo.

Producto elaborado a base
de la pepita verde de
calabaza molida, mezclada

con leche y azucar.

Pepita verde de calabaza.
Leche.

AzUcar.

Pepita garapifiada.

Producto elaborado a base

Pepita verde de calabaza.

de pepita verde de]Agua.
calabaza encapsulada con]Azucar.
azucar y piloncillo. Piloncillo.

En las figuras 2, 3 y 4 se muestran los procesos de elaboracion de la pepitoria, jamoncillo

y pepita garapifiada.

2.1.2 Elaboracion y definicion de botanas.

Las botanas mexicanas son una tradicién que se practica en el dia a dia. En México se
acostumbra saborear ricas botanas mexicanas para abrir el apetito. Las botanas
mexicanas pueden ser disfrutadas antes de los alimentos, en reuniones con amigos y/o
familiares, o simplemente en alguin momento de antojo (tabla 2). En las figuras 5,6 y 7 se

muestran los procesos de elaboracion de botanas a base de la pepita verde de calabaza.
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Materia

extrafa

Empaque de
celofan

Recepcion
Agua
Mezclado 1 [¢— Azucar
— Piloncillo
Limpieza l
l Calentamiento 80 °C
Mezclado 2 10 min
Moldeado
Enfriado T ambiente
Empacado

Figura 2. Diagrama de proceso de la elaboracién de la pepitoria.
Fuente: Elaborado a partir de Profeco (2004).

Materia =

Recepcién

v

Limpieza

extrana

Empaque de
celofan

A 4

Pepita

Molienda

l«— Leche

v

Mezclado

< Azucar

Leche

v

Moldeado

v

Enfriado

T ambiente

y

Empacado

Figura 3. Diagrama de proceso de la elaboracién del jamoncillo.
Fuente: Elaborado a partir de Profeco (2004).
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Recepcién
Materia Limpieza
extrafia ¢
Calentamiento 1 70°C
Agua ——» 10-15 min
Azlcar l
Pepita de —»| Mezclado
calabaza ¢
: 70°C
Calentfmlento 2 10-15 min
Enfriado T ambiente
Empaque de ¢
celofan Empacado

Figura 4. Diagrama de proceso de la elaboracién de la pepita garapifiada.
Fuente: Elaborado a partir de informacion oral (feria nacional del mole en San Pedro Atocpan) y de

Profeco (2004).

Tabla 2. Botanas a base de la pepita verde de calabaza.

Botana

Definiciéon

Ingredientes.

Pepita con cascara

Producto elaborado con la

pepita de calabaza con

tostada y

cascara

condimentada con sal

Pepita verde de calabaza

con cascara.

Sal.

Pepita salada.

Producto elaborado a base
de pepita verde tostada y

condimentada con sal

Pepita verde de calabaza.
Sal.
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Tabla 2. Botanas a base de la pepita verde de calabaza (Continuacién).

Botana

Definiciéon

Ingredientes.

Pepita en botana.

Producto elaborado a base

de una mezcla de semillas
como cacahuates, pepitas,
habas, garbanzo

adicionando chile en polvo

Pepita verde de calabaza.
Cacahuates.

Habas.

Garbanzo.

Chile en polvo.

Materia

Recepcién

Y

Limpieza

<«

extrana

celofan

Chile en polvo —»

Bolsas de

Y

Mezclado

!

Tostado

Enfriado

!

Empacado

Cacahuate
Habas
Garbanzos

180 °C
10-15 min

T ambiente

Figura 5. Diagrama de proceso de la elaboracidn de la pepita en botana.
Fuente: Elaborado a partir de informacion oral.
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Recepcion
Materia Limpieza
A dl I
extrana v O
Tostado 180 °C
Sal ——p 10-15 min
Aceite l
Enfriado T ambiente
Empaque de Empacado
celofan

Figura 6. Diagrama de proceso de la elaboracién de la pepita con céscara.
Fuente: Elaborado a partir de informacion oral.

Recepcién

'

Limpieza

Materia

extrafia |
- v

0
Sal — )] Tostado 13_205 rgin

!

Enfriado T ambiente

l

Empacado

Bolsas de
plastico

Figura 7. Diagrama de elaboracion de la pepita salada.
Fuente: Elaborado a partir de informacion oral.

2.1.3 Mole y pipian.
El término mole referencia varios platillos de la cocina mexicana. La palabra mole es de

origen nahuatl, viene del término molli o mulli y en su acepcion original hace referencia a

cualquier salsa, aunque en su significado actual se refiere especificamente a un grupo de

10




ANTECEDENTES

platillos que tienen algunos elementos en comun, como el hecho de ser a base de carnes
0 aves, preparados en salsas que pueden ser relativamente simples, hasta bastante

complejas en su elaboracion (Serrano, 2007) (Tabla 3).

Tabla 3. Mole y pipian a base de la pepita verde de calabaza.

Alimento. Definicion. Ingredientes.

Mole verde. Producto alimenticio de color y|Pepita verde de calabaza.
aspecto variable segun su] Galletas.

composicion, que contiene como]Cilantro, perejil.
ingredientes basicos: chiles, agua,]Chiles.

aceites y/o grasas comestibles,
harinas, féculas, almidones, sal,
especias, condimentos, asi como
otros ingredientes opcionales (cacao,
chocolate, cacahuate, nueces, pasas,
almendras, avellanas, tortillas, pan,
consomé, jitomate y platano macho).
(MNX-F-422-1982) (apartado 5.6.2).

Pipian. Producto alimenticio de color y|Pepita verde de calabaza.
aspecto caracteristico, con especias, | Chiles.
chiles, semillas de calabaza y grasa. | Especias.

Grasa.

En la figura 8 se muestra el proceso de elaboracion del pipian.

2.2 Pepita de Calabaza.
La Calabaza pertenece a la familia de las Cucurbitaceas, dentro de ella, se destaca cinco
variedades (Saade y Montez , 2002)

¢+ Cucurbita argyrosperma Huber,

C. Ficifolia Bouche,

7
0.0

’0

C. Moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Pair.,

-,

¢

» C. Maxima Duchesne ex Poir.,

L)

¢

» C. pepo L.

L)

11
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En este proyecto se trabajé con la variedad Cucurbita pepo (Fig. 9).

Recepcion <+— Pepita verde
¢ chiles

Materia Limpieza
extrana < v
Molienda 1

v

Molienda 2

Grasa ¢
vegetal —¥ Empastado

v

Enfriado T ambiente

y

Empacado

Frasco de
vidrio

Figura 8. Diagrama de proceso de elaboracion del pipian.
Fuente: Elaborado a partir de Profeco (2004).

Figura 9. Pepita de Calabaza (Cucurbita pepo)
Fuente: Saade y Montez (2002).

Las semillas son el producto mas importante, principalmente por su alto contenido de aceite
(39 %) y proteina (44 %), y su consumo en zonas urbanas de México y otros paises de
América Central es bastante comun. Contiene acido linoleico que puede proporcionar bajos
niveles de colesterol. Ayuda al metabolismo celular y, en caso de sobrepeso, ayuda

perder grasa corporal. La necesidad diaria de acido linoleico es de 6 a 10 gramos y debe

12
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ser consumido a través de la alimentacién. También es bueno para problemas de la
préstata y para los musculos de la vejiga. Contiene minerales como: fésforo, calcio potasio,

magnesio, hierro, zinc; vitaminas A, B, y E (FAO, 1993; Instituto Nacional de Nutricién, 1996).

2.2.1 Composicion quimica.

La composicion quimica de las semillas (Fig. 10) esta determinada por varios factores
tales como la genética, los factores ambientales, el tipo de suelo (la presencia de los
nutrientes minerales y clima). Se puede hablar por un lado de un conjunto de compuestos
que esta presente en todos los tejidos y por el otro de un conjunto de compuestos de
almacenamiento de reserva. En la tabla 4 se muestra la composicion quimica de la pepita

de calabaza.

Como se puede observar la pepita verde de calabaza contiene tanto en proteina y en
grasa casi el 50 % de su composicién quimica, por ello se debe tener en buenas
condiciones de almacenamiento debido a que la grasa puede sufrir enranciamiento. Y el
contenido de humedad es muy bajo, esta semilla no deberia tener problemas de

contaminacion por hongos.

Figura 10. Pepita verde de calabaza (Cucurbita Pepo).

2.3 Alteraciones en los alimentos.

El deterioro de los alimentos puede originarse por el ataque de insectos y otros animales
(roedores), accion de enzimas, reacciones quimicas, accidn de agentes fisicos,

proliferacién y accion de microorganismos (Cheftel, 1999).
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Tabla 4. Composicion quimica de la pepita verde de calabaza.

Componente %
Humedad 4.3
Proteina 36.9
Grasa 44
Carbohidratos. 10
Cenizas 4.8

Fuente: Instituto Nacional de la Nutricidon (1996).

La ingestion de un producto contaminado, que contenga cantidades suficientes de
sustancias venenosas o de dichos microorganismos que son patdégenos, sera una causa
de alerta para la salud publica. Cualquier alimento debe de ser inocuo y ser apto para el
consumo humano y esto implica la seguridad de lo que consumimos no provoque alguna
enfermedad y tener perjuicio a los consumidores. Es muy importante separar un alimento
que esté descompuesto o que no sea apto para el consumo humano (Ducar, 1991; ONU,
2002).

La contaminacion puede producirse en cualquier momento desde su cosecha, pasando
por la elaboracion a nivel industrial, hasta cuando se prepara la comida en el hogar. La
contaminacion puede ser:

« Fisica.
Consiste en la presencia de cuerpos extrafios en el alimento. Estos son en general
mezclados accidentalmente con el alimento durante la elaboracién por ejemplos vidrios,
metales, polvo, fibras, pelos, entre otros.

% Quimica.
Se debe a la presencia de elementos o sustancias quimicas provenientes de desechos de

actividades humanas, de la adicion deliberada de sustancias a los alimentos, o sustancias
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téxicas de origen natural, que convierten a un alimento en peligroso para la salud como

residuos de algun medicamento en animales, pesticidas, aditivos (Brownsell ef al., 1993)
% Bioldgica.

El deterioro por la accion microbiana es la causa mas significativa en los alimentos ya que

el crecimiento de estos organismos en los alimentos puede llevar a una posible

produccion de toxinas o venenos. Esta alteracion puede deberse a la presencia de

bacterias, hongos, virus y levaduras (Brownsell et al., 1993; Rumbado y Aluffi, 2004).

2.4 Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos causadas por peligros microbioldgicos

constituyen un problema de salud publica importante y creciente.

La mayoria de los paises que cuentan con sistemas para la notificacién de casos de
enfermedades transmitidas por los alimentos han documentado durante las ultimas
décadas aumentos significativos en la incidencia de enfermedades causadas por

microorganismos en los alimentos (FAO, 2002).

Un brote por ETAs se da cuando dos o mas personas sufren una enfermedad similar
después de ingerir un mismo alimento y los analisis epidemiolégicos sefialan al mismo
como el origen de la enfermedad. Las enfermedades transmitidas por los alimentos es
causada por la contaminacion fisica, quimica o bioldgica del alimento que provocan una

tasa elevada de fallecimientos (Nicholas, 1999).

La intoxicacion alimenticia es un tipo de enfermedad, que puede ser ligera o severa, que
va desde una irritacidon en la piel, hasta provocar vomitos, diarreas, entre otros. Esta suele
ser causada por bacterias, virus o toxinas presentes naturalmente en peces o vegetales
(Nicholas, 1999).

2.5 Micotoxinas.

La alimentacion humana y animal se basa en el consumo de granos y sus derivados,
estos son frecuentemente invadidos por hongos, causando diferentes problemas, entre

ellos la contaminacién con sustancias toxicas, las micotoxinas (Moreno, 1988).
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por diferentes géneros y
especies de hongos, dentro de los cuales los principales son Aspergillus spp., Fusarium
spp. y Penicillium spp, éstos colonizan y contaminan sustratos que son utilizados en la
alimentacion humana y animal, se estima que el 25 % de la produccién mundial de
cereales se encuentra contaminada. Las micotoxinas son de bajo peso molecular y son
sustancias toxicas que se originan por el crecimiento del hongo sobre productos (Duarte-
Vogelt y Villamil, 2006; Bolet y Socarras 2005)

Los mas susceptibles al ataque de micotoxinas son: el cacahuate, maiz, trigo, cebada,
avena, sorgo, arroz, almendra, frijoles, semillas de algodén, girasol, soya, seguidos de
frutos secos, frutas deshidratadas, leche y productos lacteos, hierbas, especias, café,
cacao, piensos, aceites vegetales, cerveza entre otros; produciendo dafio en el organismo
del animal y humano, por lo general, suelen formarse en la etapa final de la fase
exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del hongo como se

muestra en la figura 11 (Bolet y Socarras, 2005; Soriano, 2007).

Los hongos pueden generarse desde el campo o bien después de la cosecha en el
almacenamiento o en el procesamiento de los alimentos. Debido a su amplio rango de
efectos toxicos, las micotoxinas pueden causar severas pérdidas econdmicas a los
productores pecuarios y representan un riesgo para los consumidores de los alimentos
que se obtengan de estas explotaciones pecuarias. Por lo tanto, se hace necesario
realizar ensayos rutinarios para tener idea del nivel de contaminacién por estas toxinas
(Medina y Castillo, 2003).

Muchas de las micotoxinas provocan lesiones graves en un solo tejido o en varios y

determinan efectos secundarios en otros tejidos (Derache, 1990).

Existen alrededor de 150 especies de hongos que son capaces de producir micotoxinas
cuando se desarrollan en condiciones favorables. En el afio de 1977 la FAO report6 las
micotoxinas de mayor importancia: aflatoxinas, ocratoxinas, citrinina, zearalenona,

patulina, tricotecenos y esyerigmatocistina (Bolet y Socarras, 2005).
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Es importante hacer un analisis detallado y meticuloso de los alimentos sospechosos. Los

efectos toxicos con bajos niveles de contaminaciéon puede tardar varias semanas en

aparecer (Perusia y Rodriguez, 2001).

Log biomasa

‘\‘ J |\

Fase de retraso

Sintesis de micotoxinas

I| f

' =
Fase exponencial  Fase estacionaria

Tiempo

Figura 11. Fases de crecimiento fungico y localizacién de la sintesis de micotoxinas

FUENTE: Soriano (2007).

2.5.1 Principales micotoxinas y su clasificacion.

Las micotoxinas mas estudiadas y

al mismo tiempo, con una accidon conocida en

mamiferos y peces son: aflatoxinas, ocratoxina A, patulina, acido peniciclinico, citrinina,

zearanelona, alcaloides de ergot y tricotecenos. Su efecto ya conocido en mamiferos hace

que su presencia en los alimentos y en los piensos pueda ser importante (Castro, 1994).

En la tabla 5 se resumen los principales metabolitos téxicos producidos por hongos

comunes en la contaminacion de los alimentos y en la tabla 6 se muestra la clasificacion

general de las micotoxinas.
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Tabla 5. Algunos de los principales metabolitos téxicos producidos por

hongos contaminantes de los alimentos.

Hongos Principal metabolito téxico
Aspergillus flavus Aflatoxinas B, M, G; acido kojico
A. parasiticus Aflatoxinas B, M
A. ochraceus Ocratoxina A
Fusarium tricenectum T-2 toxina
F. roseum T-2 toxina
F. moniliforme Fumonisinas (F-2 toxina)
Gilerella zeac 2-Deoxinivalenol (Don)
Penicillium viridicatum Ocratoxina A
P. vyclopium Ocratoxina A

Fuente: Carrillo (2003).

Tabla 6. Clasificacion general de micotoxinas.

Micotoxina Clase
Aflatoxina B1, Bz, G1, Gz, My, My,
Ocratoxinas A, B, C, A metil éster, B metil éster, B etil

éster, 4-hidroxi ocratoxina A

Fumonisinas B4, By, B3, B4, Cq, Cy, C3, Cy, P
Patulina Patulina.
Zearalenona a-zearalenol, a-zearalanol, B-zearalenol,
B-zearalanol
Otras T-2, TH-2, Citrina,

acidonciclopiazonico,deoxinivalenol

Fuente: Soriano (2007).
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El autor japonés Yoshio Ueno, ha clasificado a las toxinas mas importantes de acuerdo

con su afinidad con los organélos celulares, definiendo entonces, caracteristicas

toxicologicas y transformaciones. Segun este criterio las micotoxinas se clasifican en
(Castro, 1994):

R/
0‘0

X3

%

X3

%

X3

%

Inhibidores de la produccion de energia. Actuan inhibiendo la actividad de los
adenosintrifosfatasa (ATPasa), inhibiendo en consecuencia, la fosforilacion
oxidativa celular. Ej.: citreoviridinas; luteoskirina, ergocromos.

Modificadores de citoesqueleto. Actian modificando las funciones de los
microfilamentos y microtubulos celulares. Ej.: griseofulvina, citocalasinas,
cloropeptido.

Inhibidores de sintesis de proteinas: Actuan inhibiendo ya sea al inicio de la
sintesis, tricotecenos tipo | (ej.: verrucarina A, fusarenona-X, nivalenol, etc.), o
inhibiendo la elongacién y término de la proteina, tricotecenos tipo ET (ej.:
deoxinivalenol, crotocina, verruvarol, etc.). Otras micotoxinas inhiben en forma
competitiva la actividad de la fenilalanil-t RNA sintetasa (ej.: Ocratoxina A).
Micotoxinas estrogénicas. Provocan respuestas de crecimiento de masa en el
utero y de alteracion de niveles circulantes de hormonas. Ej.: zearalenona.
Generadores de temblor (tremorgenos) Actuan sobre el sistema nervioso central
induciendo temblores generalizados en animales. Ej.: penitrem A.

Micotoxinas cancerigenas. Provocan desarrollo de tumores en higado y en corteza

renal. Ej.: aflatoxinas, esterigmatocistina.

Los factores que pueden influir en la produccién de hongos toxigénicos son (Gonzalez,

1997):

R/
0.0

X3

%

Factores biolégicos: son aquellas cosechas compatibles y susceptibles al
desarrollo de hongos productores de micotoxinas.

Infestacion por insectos y pajaros: Tienen influencia en el desarrollo de
micotoxinas como la humedad, temperatura y los danos ocasionados por los
insectos y pajaros.

Cosecha caracterizada por su temperatura, humedad, madurez del grano, dafio

mecanico, su deteccion y diversificacion.

19




ANTECEDENTES

<+ Almacenamiento: Se deben considerar varios factores como la infraestructura,
temperatura ambiental, humedad, ventilacion, condensacion, presencia de

insectos o plagas, limpieza, tiempo de almacenaje, deteccién y movimiento.

4

Procesamiento y distribucién: Proceso de removimiento de cascaras y aceites,

o
%

condiciones de humedad en el proceso de peletizado, empaque adecuado y
pruebas de determinacion de presencia de micotoxinas, factor importantisimo para
el adecuado control de los niveles de micotoxinas, es el muestreo en los
embarques y el analisis de las muestras, siendo los principales puntos criticos en
el proceso de la recepcién del grano, su movimiento, el lavado de la muestra y la
representatividad y peso de la muestra segun los estandares oficiales del
USDA/GIPS.

>

La formacién de micotoxinas depende de la composicidn del sustrato, la capacidad

o
%

genética de los hongos para producirlas y de factores ecoldgicos (Bolet y
Socarras, 2005)

2.6 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos toxicos producidos por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Penicillium puberulum. Las mismas se hallan contaminando los
granos almacenados, sobre todo cuando éstos estan en area de excesiva humedad
durante un largo tiempo. Los productos mas frecuentemente contaminados son el sorgo,
maiz, algodon y mani. Dentro del grupo de aflatoxinas la de mayor importancia en salud
publica es la aflatoxina B; (AFB1), ésta se relaciona con el desarrollo de carcinoma
hepatocelular en poblaciones que consumen alimentos contaminados. El cacahuate es el
alimento mas afectado cominmente, también se ha descubierto en frutas secas,

particularmente en el higo (Duarte-Vogelt y Villamil, 2006 y Nicholas, 1999).

2.6.1 Clasificacion.

Las principales aflatoxinas son cuatro: B4, B,, G4, G, siendo la M, y la M, derivadas del
metabolismo de AFB. La AFB, se encuentra en concentraciones mayores con respecto a
las otras, y se le considera la mas potente, siendo carcinogéna, teratdgena, y mutagena.
Para identificar a las principales aflatoxinas producidas por el Aspergillus flavus, se realiza

principalmente por la fluorescencia ya que al tener una exitacién con la luz ultravioleta
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presentan fluorescencia azul (Aflatoxina B1, B2) o verde (Aflatoxina G1, G2) (Moreno,
1988; Derache, 1990).

2.6.2 Factores gue afectan la presencia de aflatoxinas

El crecimiento se ve afectado por la termohigrotropia, es decir que responde al estimulo
de la temperatura y la humedad relativa de la atmédsfera y del sustrato. El crecimiento del
hongo se ve favorecido si los granos estan danados por insectos o roedores. Pero, aun en
ausencia de estas condiciones, si ya han germinado algunas esporas en el sustrato, se
pueden formar "nichos ecoldgicos" que favorecen el desarrollo de sectores con micelios
generadores de aflatoxinas porque al crecer produce agua por respiracion aumentando

asi la humedad de algunas semillas o granos (S.E.C, 2006).

La capacidad de produccion de aflatoxinas esta condicionada por (Moreno, 1988):
1. Eltipo de hongo
2. Las caracteristicas del sustrato
3. Las condiciones externas tales como humedad, temperatura y luz.
4

La microflora asociada

Las condiciones térmicas para que se produzcan las aflatoxinas son:
12° C temperatura minima,
27-30° C la 6ptima,

40-42° C la maxima.

Aspergillus flavus y el Aspergillus parasiticus estan considerados como hongos
termotolerantes y microtermofilicos. Las temperaturas de crecimiento para Aspergillus

flavus son:

Minima de 6- 8° C,
Optima de 36-38° C,
Maxima 44-46° C

La composicion quimica de las aflatoxinas varia con las cepas, el sustrato o materia

organica sobre el cual crece y las condiciones ambientales del crecimiento del hongo.
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2.6.3 Estructura quimica de las aflatoxinas

Todas las aflatoxinas tienen una estructura especifica que es la cumarina con dos grupos
hidrofuranos en una configuracion cis. Quimicamente las aflatoxinas son derivados
difuranocumarinicos. Son estables al calor por lo que se pueden encontrar en alimentos

completamente procesados (Fig. 12).

I 4\) P

AFLATOXINA G; AFLATOXINA G,

Figura 12. Estructura quimica de las aflatoxinas.
Fuente: Urrego y Dias (2006).

2.6.4 Caracteristicas quimicas y fisicas de las aflatoxinas.
Las principales caracteristicas quimicas y fisicas de las aflatoxinas son las siguientes
(Castro y Ahumada, 1994):

+ Baja solubilidad en agua (10-30 ug/ml)
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X3

%

Solubles en cloroformo, soluciones acuosas de metano, acetonitrilo, acetona,

debido a que los cristales de aflatoxinas no tienen las mismas propiedades de la

aflatoxinas naturales.

« Relativamente inestables al estado de sustancia pura, a la luz y al aire.

« Susceptibles a la hidrdlisis alcalina.

+ Son afectadas al tratarse con amoniaco o con soluciones de hipoclorito de sodio
(pH>10.5)

% Son termorresistentes.

+« Estables en un rango de pH entre 3 y 10.

En la tabla 7 se muestran las propiedades fisicas de las aflatoxinas B1, B2, G1y G2.

Tabla 7. Propiedades fisicas de las aflatoxinas.

Peso
Punto de UV max | Molécular | Formula
Forma | Fusion (°C) | Fluorescencia (nm) (g/mol) molécular
B, | cristales | 268-269 Azul 362 312.06 C7 Hy2 Og
B, | cristales | 286-289 Azul 363 314.08 C17H1406
G, | cristales 244-246 Verde 362 328.06 Ci7 Hy2 Og
G, | cristales 237-240 Verde 363 330.07 Ci7 Hys Oy

Fuente: Castro y Ahumada (1994).

2.6.5 Toxicidad.

Desde hace siglos el hombre ha utilizado los hongos que se desarrollan en los alimentos
para obtener otros alimentos (quesos roquefort) con caracteristicas organolépticas
diferentes al original. No obstante algunos hongos crecen sobre materiales vegetales
producen toxinas con efectos indeseables para plantas y animales. Se debe de tener en
cuenta que la presencia de micotoxinas en los alimentos puede ser individual o
simultanea con otras, lo que puede provocar efectos sinérgicos en su acciéon sobre el

organismo aumentando asi su toxicidad (Soriano, 2007).

El estudio de los hongos como toxicos se inicid en los afnos 60 con una intoxicacion

masiva que provoco la muerte de 100000 aves de Inglaterra por la ingesta de pienso
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preparado con harina de maiz contaminada con Aspergillus flavus, detectandose un
metabolito altamente téxico al que denominaron Aflatoxina, que poco tiempo después

caus6 la muerte a 106 personas de 397 que se intoxicaron (Bolet y Socarras, 2005).

Los efectos toxicos de las aflatoxinas dependen de las dosis y del tiempo de ingestion.
También la especie y la edad son importantes. La dosis letal 50 (DL 50) esta establecida
en la intoxicacién aguda para patos y perros que es, aproximadamente 1 mg/kg. Los
efectos adversos pueden afectar a distintos érganos, aparatos o sistemas, siendo el
higado el mas afectado sin olvidar que también producen tumores en el rifidn, colon y

pulmon (Soriano, 2007; Bolet y Socarras, 2005).

Se ha demostrado una estrecha relacién entre la ingesta de aflatoxinas y la aparicién de
cancer al higado en diferentes especies animales. El tdxico puede penetrar a través de la

mucosa intestinal sobre todo si es liposoluble (Castro, 1994; Derache, 1990).

La toxicidad de las aflatoxinas se puede clasificar en tres categorias (Adrian et al., 2000):
% Mutagenicidad: es la capacidad de ciertos factores fisicos y de numerosas
sustancias quimicas para provocar mutaciones en el ambito celular, es decir,
confiere a la célula nuevas caracteristicas biologicas y metabdlicas por

modificaciones genéticas

X3

%

Teratogenecidad: son aquellas sustancias que a consecuencia de una exposicion
inhalatoria, oral, o cutdanea pueden producir o aumentar las posibilidades de
alguna alteracién genética en las células embrionarias.

¢+ Cancerogenicidad: son aquellas sustancias que a consecuencia de una exposicion
inhalatoria, oral, o cutdnea pueden producir o aumentar las posibilidades de

contraer cancer.

El hombre con una dieta deficiente nutricionalmente es mas susceptible a los efectos
téxicos de las aflatoxinas, que pueden ejercerse directamente y provocar toxicosis aguda
o toxicosis crénica subletal que tiene como manifestacion el cancer. Estudios recientes
reportan aflatoxinas en celebro y pulmones de nifos fallecidos por Kwashiorkor y en nifios

controles que habian muerto por otras enfermedades. Esto podia deberse a un
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desequilibrio metabdlico o al fracaso de los mecanismos excretorios en los nifios con
enfermedades como el sarampién (que precede al Kwashiorkor en 25% de los casos) ,
insuficiencia renal, estenosis pilérica o gastroenteritis, y a menor depuracién de las

aflatoxinas en las neuropatias (Bolet y Socarras, 2005).

Se considera a la aflatoxina B1 como el mas poderoso agente cancerigeno conocido, ya

que en dosis muy pequenas (15 pg/kg), produce hepatomas en ratas.

La Comision Especial de las Naciones Unidas (United Nations Special Commission,
UNSCOM) en Irak menciond el posible uso como arma a una aflatoxina. En su informe
sinoptico de enero de 1999, afirmd que la “pregunta sigue abierta en relaciéon con los
objetivos y las razones de la seleccién de la aflatoxina como un agente”. Sin embargo,
continud y reportd que un documento iraqui se refiere a los requisitos militares para
producir cancer hepatico usando aflatoxinas y la eficacia contra blancos militares y civiles.
Se argumento el uso de los tricotecenos como armas (lluvia amarilla) en Kampuchea y

Laos durante 1975-1984, lo cual fue posteriormente desvirtuado.

Los efectos nocivos de la intoxicacién por aflatoxinas en los animales (y presumiblemente

en humanos) ha sido clasificada en dos formas generales:

1. Se produce la aflatoxicosis aguda cuando se consumen niveles medios a altos de
aflatoxinas. Los efectos de esta intoxicacion pueden incluir hemorragia, dafio agudo del
higado, el edema, la alteracion en la digestiéon, la absorcién y/o el metabolismo de

alimentos, y posiblemente la muerte.

2. La aflatoxicosis cronica resulta del consumo de niveles bajos a moderados de
aflatoxinas. Los efectos son generalmente subclinicos y dificiles de reconocer. Algunos de
los sintomas comunes son una dificil y deteriorada absorcién de los alimentos e indices

de crecimiento mas lento (Bolet y Socarras, 2005; Soriano 2007).
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La aflatoxicosis en humanos se asocia con el consumo de aflatoxina de comida
contaminada con el hongo Aspergillus flavus. Los sintomas asociados con la aflatoxicosis

son ictericia, fiebre, ascitis, edema de los pies y vomito.

Las Aflatoxinas también reducen la resistencia organica a ciertas enfermedades
infecciosas. Esta demostrado que alimentos con 0.25-0.50 ppm reducen en pollos la
resistencia a algunas bacterias (Salmonella, coccidios, candidiasis), protozoarios y
hongos. Hay reduccion de la resistencia de los pavos (vacunados) a Pasteurella multocida
con un no aparente descenso de sus anticuerpos; pero la exposicion a la aflatoxina debe
ser simultdnea o anterior a la vacunacion. Este efecto inmunoldgico de las aflatoxinas
parece ser una depresién humoral no especifica y en parte produce una alteracién en los

anticuerpos tisulares (Perusia y Rodriguez, 2001).

Por trabajos experimentales se determind que las aflatoxinas incrementan los
requerimientos de vitamina D en pollos. En ratas y cerdos las aflatoxinas inducen al
carcinoma hepatico y al hepatoma. También hay otras micotoxinas tumorigenas vy

cancerigenas.

Las micotoxicosis son las intoxicaciones provocadas por micotoxinas. La incidencia de
micotoxicosis aguda es un problema de salud animal, mientras que para el hombre tiene

mayor importancia en la intoxicacion crénica (Soriano, 2007).

En la tabla 8 se presentan algunos efectos fisioldgicos producidos por las micotoxinas.

En 397 pacientes que se calculdé habian consumido 2 a 6 mg de aflatoxina diariamente
durante un mes, se presentaron 106 muertes. También se presentaron muertes después
de la ingestion calculada de 12 mg/kg de aflatoxina B1. Los seguimientos a cinco afios de
sobrevivientes de intoxicacion aguda (incluso con biopsias de higado) mostraron una
recuperacion casi completa. La principal preocupacién con la aflatoxina (particularmente
B1) es la posibilidad del cancer hepatico asociada con el consumo crénico de comida

contaminada con hongos (OMS, 2004)
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Tabla 8. Principales efectos fisiopatologicos producidos por las micotoxinas.

Micotoxinas

Efectos fisiopatoldgicos

Esterigmatocistina

Hepatotdxica, nefrotoxica, causa alteracion
pulmonar y diarreas; mutagenas in vivo,

inductoras de tumores y teratégenas.

Aflatoxinas By G

Dafo hepatico agudo, cirrésis, induccion de
tumores, disminucion de la eficacia del
sistema inmunitario, teratogénesis,

excrecion por la leche, acumulacion en

tejidos.
Citrinina Nefrotdxica. Toxicidad renal en
monogastricos (poliuria, proteinuria,
creatinuria, glucosuria, enzimuria y
aumento de nitrégeno ureico en sangre),
temblores corporales, inmunosupresion.
Fumonisinas Neurotéxicos (leucoencefalomalacia),

nefrotoxicos, edema pulmonar y cerebral,
hepatotoxicos y lesiones cardiacas. Los
organos afectados son: cerebro, pulmon,
higado, rindn y corazon. Excrecion en

leche.

Ocratoxinas

Nefropatia endémica de los Balcanes,
acumulacion en rifién, tubulonefritis, higado
y musculo, vomitos, teratogénesis,

mutagénesis, embriotoxicas.

Zearalenona

Sindrome estrogénico, problemas
reproductivos, excrecion por leche junto con

sus derivados a y -zearalenol.
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Tabla 8. Principales efectos fisiopatoldgicos producidos por las micotoxinas

(Continuacion).

Micotoxinas Efectos fisiopatoldgicos

Rubratoxina Gran congestion (con hemorragias) de
higado, riAdn, glandulas suprarrenales,
pulmén, bazo, tracto gastrointestinal y
congestion vascular en los tejidos
subcutaneos y hemorragias en viscera

abdominal, inmunosupresion.

Tricotecenos: toxina T2, nivalenol, ] Vémitos, taquicardia, diarrea, pérdida de
deoxinivalenol y diacetoxiscirpenol la atencion, hemorragias, edemas,
necrésis de los tejidos cutaneos,
destruccién de los tejidos
hematopoyéticos, disminucién de los
glébulos blancos y plaquetas circulares,
meninges hemorragicas (cerebro),
alteracion del sistema nervioso, rechazo
del alimento, lesiones necréticas en
diferentes partes de la boca,
degeneracion patolégica de las células de
la médula 6sea, noddulos linfaticos e

intestino.

Patulina Trastornos gastrointestinales y
neurologicos, temblores corporales,

mutagénesis, embriotoxicas.

FUENTE: Soriano (2007).

En la tabla 9 se muestran las principales aflatoxinas detectadas en diversos alimentos

para consumo humano.
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Tabla 9. Principales aflatoxinas en los alimentos de consumo humano.

Tipo de aflatoxina

Alimento Referencia
Bi, G Yy G, Aran et al. (1994)
Pistache

Leche liquida Bagocsi et al. (2000)

M Barros et al. ( 2003)

Blanco et al. ( 1989)
Hernandez y Sanz (1990)

Cacahuate Barros et al. (2003)

B,y Gy Stoloff y Trucksess (1996)

Jiménez et al. ( 1991)
Vifias et al. ( 1999)

Frutos secos Gonzalez (2001)
B1, B2, Giy G, Barros et al. (2003)
Queso Blanco et al. ( 1989)
Bi1y B>

Bécquer et al. (2003)
Medina et al. (1998)

Huevo M;y M, Casanova (1995)

M 4 Dobson et al. (1998)
Dominguez et al. (1994)

Formulas infantiles

Trigo Gy G; Barros et al. ( 2003)
Hernandez y Sanz (1990)
Semillas de algodon B Doyle et al. (1997)
Leche en polvo M, Dobson et al. (1998)
Yogurt M Dobson et al. (1998)
Embutidos B Barrea et al. (1992)
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Tabla 9. Principales aflatoxinas en los alimentos de consumo humano.

(Continuacién).

Tipo de aflatoxina

Alimento Referencia
Pescado B1, B2, G1y G2 Barros et al. ( 2003)
Maiz B,y B> Bagocsi et al. (2000)

Lee y Hagler ( 1991)
Castillo et al. ( 2004)
Molina y Giannuzz ( 2002)
Lumbreras et al. ( 1997)
Hernandez y Sanz (1990)

2.6.6 Dosis letales.
Las dosis letales para las micotoxinas son: Aflatoxina 2.5 pug/Kg; Ocratoxina A 50 ug/Kg;
Citrinina 6 ug/Kg; Zearalenona 80 pg/Kg; T-2 280 pg/Kg; Patulina 150 ug/Kg. En la tabla 10

se muestran las dosis letales de diferentes aflatoxinas.

La patologia y/o la respuesta de cada persona depende de factores como: dosis, toxicidad
del compuesto, factores intrinsecos del huésped como: edad, sexo, estado endocrino,

factores nutricionalesy periodos de exposicion de la aflatoxina (Dvoradcova, 1990).

2.6.7 Mecanismos de accion.

El descubrimiento de la toxicidad para el higado y actividad cancerigena de la aflatoxina
del Aspergillus flavus ha demostrado que basta una pequefia contaminacién de los
alimentos por hongos productores de estas sustancias para hacerlos inadecuados no sélo

para el hombre sino también para los animales (Linder, 1995).

En 1966 se demostrdé que el mecanismo de accién de las aflatoxinas incluia la inhibicién
del DNA y el RNA, (mediante la union covalente) la inhibicion de la mitosis y la produccién

de alteraciones cromosomicas, lo que evidencid su efecto como agente carcinogénico,
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teratogénico y mutagénico. Por esto, se ha planteado que las aflatoxinas son un factor de

induccion de neoplasia en el hombre (Bolet y Socarras, 2005).

Tabla 10. Dosis letal de aflatoxina.

LD50 (mg/ Kg peso)
Aflatoxina
B1 0.364
G1 0.784
M1 1.228
B2 1.696
G2 3.450

Fuente: Pérez (1991)

La aflatoxina una vez absorbida en el intestino delgado es transportada por los glébulos
rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado via portal, donde es metabolizada por
las enzimas oxidasas que las biotransforman en metabolitos, algunos altamente reactivos
que tienen la capacidad de unirse covalentemente con centros nucleofdlicos de
macromoléculas celulares como el DNA, RNA, y proteinas. Esto implica un riesgo

biolégico para la célula (Bolet y Socarras, 2005).

Las aflatoxinas son eliminadas por la leche, orina y materia fecal. Su eliminacion completa
puede precisar de varios dias, no obstante que estas micotoxinas no se almacenan en
ningun tejido en particular. También pueden actuar sobre el metabolismo de glucidos y
lipidos. Sobre el metabolismo de los glucidos actuan la ocratoxina A, citrinina, aflatoxina
B+ y rubratoxina, mientras que en los lipidos actuan las aflatoxinas, ocratoxinas, citrinina y

tricocentenos (Soriano, 2007).
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La quimica y el metabolismo de las aflatoxinas estan bien descritos. La AFB1 es
metabolizada por los sistemas microsémicos a un rango de metabolitos. El metabolito
activo se supone que es el 8-9 epoxido de la AFB1. La inactivacion depende de la
conjugacion del glutation y la susceptibilidad a la intoxicacion aguda depende de la
actividad de la enzima glutatién-S-transferasa. El epoxido B1 se une en forma covalente a
un rango de proteinas que tienen tanto actividades estructurales como enzimaticas. La
fosforilacion de las proteinas también se altera con la aflatoxina B1. Todas las aflatoxinas

son genotdxicas. (OMS, 2004). En la figura 13 se muestra el metabolismo de la AFB;.
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Figura 13. Metabolismo de la aflatoxina Bj.
Fuente: Soriano (2007).

2.6.8 Detoxificacion y descontaminacion.
La detoxificacion se refiere a los procedimientos para reducir o eliminar las propiedades

téxicas y la descontaminacion son los métodos por los cuales las micotoxinas son
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eliminadas o neutralizadas en los alimentos. Los métodos deben de ser faciles de usar,
econdmico, no tiene que formar compuestos mas toxicos que el original y sobre todo no
deben de alterar las propiedades organolépticas ni nutricionales de los alimentos. Algunos
métodos tradicionales de elaboracion son utiles para separar fisicamente las toxinas o
para desactivarlas quimicamente. Sin embargo, la eficacia de cada método de
elaboracion debera evaluarse para el producto en cuestion y para la toxina presente en el
sistema. Entre los criterios especificos para la evaluacion y aceptacion de determinados
procedimientos de reduccién de las micotoxinas o de descontaminacién, se incluyen los
siguientes (Soriano, 2007; Abecia, 2005):

% Inactivar, destruir o eliminar las toxinas.

% No producir ni dejar residuos toxicos en los alimentos/piensos.

«+ Conservar el valor nutritivo y la aceptabilidad del producto para alimento o pienso.

% No alterar de modo apreciable las propiedades tecnolégicas del producto. Si es

posible, destruir las esporas de los hongos.

Los métodos de descontaminacién son (Marquez y Vera, 2000; Millan y Martinez, 2003):
% Quimicos: plaguicidas, fungicidas, nixtamalizacion, amonio y bisulfito de sodio, uso
de &acidos (propionico, sorbico y formico), alcalis o agentes oxidantes (ozonos
peroxidos), sustancias inertes (carbon activado, polimeros de pirrolidona,
aliminosilicatus, bentonita) amonificacién (reduce la toxicidad de AFB, mediante su

conversion en aflatoxina D;.

X3

%

Bioldgicos: adicion de bacterias, levaduras (Saccharomyces cerevisiae), enzimas,
otras cepas de hongos.

% Fisicos: radiaciones como: rayos x y cobalto.

2.7 Métodos para la determinacion de aflatoxinas.
La importancia del andlisis de micotoxinas en alimentos reside en el cumplimiento de las
reglamentaciones y en la verificacion de los sistemas de control de seguridad alimentaria

con el fin de preservar la salud de la poblacion (Soriano, 2007).

Desafortunadamente los ensayos para micotoxinas encierran diferentes problemas que

abarcan desde contar con un laboratorio perfectamente bien equipado, en cuanto a
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instrumentacion y capacidad analitica y personal con la suficiente experiencia en el
manejo de muestras y estandares de referencia por ello es necesario plantear un método

rapido para lo cuantificacion de las aflatoxinas (Medina, 2003).

Actualmente 56 paises han estado buscando y considerando la introduccion de nuevas
regulaciones que controlen la cantidad de aflatoxinas que entra en la cadena alimenticia
(Bradburn, 1994).

Los anadlisis de micotoxinas requieren un alto grado de exactitud, precision y
reproducibilidad. Las técnicas analiticas mas empleadas en el analisis de micotoxinas se
dividen en tres bloques (Soriano, 2007):

1. Extraccién y purificacion:
La alta complejidad de los alimentos, donde se encuentran cantidades importantes de
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, agua y otros componentes minoritarios, se
requiere una purificacion para eliminar las sustancias interferentes. Algunas técnicas se

muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Técnicas de extraccion y purificacion.
Extraccion con columnas Mycosep JEs una mezcla de varios absorbentes

(carbén, celita, resinas, entre otras)
empaquetadas en un tubo de plastico.
Estas son introducidas a la muestra y se

lleva la separacion en 10 a 30 segundos.

Extraccion en fase solidajLas micotoxinas son disueltas en una
convencional matriz acuosa al atravesar un soporte
solido, son retenidas y se eluyen con

disolventes.
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Tabla 11. Técnicas de extraccion y purificacién (Continuacién).

Técnicas. Fundamento

Dispersiéon de la matriz en fase]La muestra se dispersa con una fase sdélida
solida como Cqg octilsilice (Cg), aminopropilsilice
(NHy)), etc., para conseguir una mezcla
homogénea, se introduce en una columna

de vidrio y se purifica la muestra.

Microextraccioén en fase sdlida La absorcidn de las micotoxinas sobre una
fase absorbente emplazada en el extremo
de una microgeringa, las cuales se
desorben posteriormente en el inyector de
un cromatografo de gases o de liquido. La
extraccidn se realiza por inmersion directa
de la fibra en la muestra liquida o por un
sistema cerrado, donde la fibra se

encuentra suspendida sobre la muestra.

Extraccion asistida por microondas |Se basa en la absorciéon de energia de
microondas por disolventes y la muestra,
produciéndose un incremento en la
temperatura que facilita la difusién de

compuestos desde la matriz al disolvente.

Extraccion con columnas de]La micotoxina se une a anticuerpos
inmunoafinidad monoclonales fijados en la columna de
inmunoafinidad y mediante un lavado se

eliminan restos de la muestra.

Fuente: Soriano (2007).
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2. Técnicas de presuncion

0 screening:

La finalidad de ésta técnica es la de descartar, de manera rapida, las muestras negativas

y reducir al maximo el numero de analisis. Estos métodos son relativamente sensibles,

pero poco selectivos. Las técnicas mas empleadas son: inmunoensayos y Biosensores

(tabla 12).

Tabla 12. Técnicas de presuncion o screening.

Técnicas.

Tipo.

Fundamento.

Inmunoensayos jRadio Immuno Assay (RIA)

Es un método que se basa en la
formacion  especifica de los
complejos Antigeno-Anticuerpo (Ag-
Ac) lo que le dota de una gran
especificidad unido a la sensibilidad

de los métodos radioldgicos.

Assay (ELISA

Enzyme Linked ImmunoSorbent

)

Se basa en la reaccion especifica
antigeno-anticuerpo y puede ser de

tipo competitivo directo o indirecto

Biosensores Optico

Se basa en la medicion de las
variaciones que se producen en las
propiedades de la Iluz como
consecuencia de la interaccion fisica
0 quimica entre la micotoxina a
detectar y el elemento bioldgico de

reconocimiento del biosensor

Piezoeléctrico

Estos miden cambios directos de
masa inducidos por la formacién del

complejo antigeno-anticuerpo.

Fuente: Soriano (2007).
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3. Técnicas de confirmacion:

Estas pruebas tienen como objetivo verificar y confirmar los resultados. La eleccion de la
técnica utilizada para la confirmacién depende de la disponibilidad, el tiempo y costos.

Pueden ser cuantitativos y/o cualitativos (Fig. 13).

Tabla 13. Técnicas de confirmacion.

Técnicas Fundamento.

Cromatografia en capa fina. Se basa en la diferencia entre las fuerzas de adhesion
de las moléculas de los componentes a una fase movil
(normalmente, un disolvente) y a una fase estacionaria
(la llamada capa fina, que puede ser papel o gel de
silice). Esta diferencia se traduce en un mayor o menor
desplazamiento o movilidad de cada componente

individual, lo cual permite su separacion e identificacion.

Cromatografia liquida de altajEs un método fisico de separacién basado en la
resolucion. distribucion de los componentes de una mezcla entre
dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra mavil.
La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
son los mas utilizados en la actualidad. Se caracterizan
por (Docon et al., 2003): gran sensibilidad, capacidad
para proporcionar determinaciones cuantitativas exactas,
gran utilidad a la hora de separar sustancias no volatiles,

o termolabiles.

Electroforésis capilar. Se basa en la migraciéon de las moléculas polares en el
interior de un capilar en cuyo interior fluye disolucién
tampén, cuando se le aplica una corriente eléctrica. La
migracién de un determinado ion depende de la relacion

carga-tamafo

Cromatografia de gases. Se basa en la separacion de compuestos en funcion de

su volatilidad y afinidad por la fase estacionaria.

Fuente: Soriano (2007).
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2.8 Regulacion del contenido de aflatoxinas.

En todo el mundo existen regulaciones importantes sobre la presencia de aflatoxinas en el
alimento para consumo humano y animal. En la tabla 14 se muestran los limites

permisibles de aflatoxinas en diferentes paises.

El nivel de accién del gobierno federal de los Estados Unidos para aflatoxinas en

alimentos para el consumo humano o en alimento es de 20 ppb.

Tabla 14. Limite maximo permisible en distintos paises del mundo para

aflatoxina B1 y aflatoxinas totales.

Pais Limite maximo permisible

Dinamarca, Gran Bretana,
5 ppb de B,
Finlandia, Polonia, Suecia.

Francia 30 ppb en general

10 ppb como totales
Alemania Federal

5 ppb de B,

20 ppb como totales
Canada

5 ppb de B;

20 ppb como totales
E.E.U.U.

(sumade By + B, + G4 + Gy).
México. 20 ppb totales

Fuente: Castro (1994).

En México la NOM 188-SSA1-2002 sobre control de aflatoxinas en cereales para
consumo humano y animal, tiene como limite 20 ppb para consumo directo o como parte

de alimentos procesados (Secretaria de salud, 2002).
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La Comision europea tiene niveles de accién para las aflatoxinas en cereales para el
consumo humano directo o para ingredientes en productos alimenticios son de 4 ppb de
aflatoxinas totales y 2 ppb de AFB1 (tabla 15). Los limites maximos en pg/Kg (ppb) se

refieren a alimentos con una humedad de 12% (Gimeno, 2004).

Tabla 15. Limite maximo permisible en distintos alimentos para AFB; (Union

Europea).
Alimento. Limite.
Todas las materias primas para alimentacion animal 20 ppb
Alimentos completos para cerdos, aves de corral, 20 ppb

bovinos, ovinos y caprinos (excepto los animales de

produccion lechera y animales jovenes)

Alimentos completos para ganado lechero 5 ppb
Alimentos completos para terneros y borregos. 10 ppb
Alimentos complementares para cerdos, aves de 20 ppb

corral, bovinos, ovinos e caprinos (excepto alimentos
complementares para ganado lechero, terneros,

borregos y otros animales jévenes.

Otros alimentos complementares 5 ppb

Otros alimentos completos 10 ppb

Fuente: Gimeno (2004).

Con respecto a las micotoxinas en alimentos para humano, la UE tiene legislacion para

las aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1, ocratoxina A y Patulina.

% Cacahuetes, frutos de cascara, frutos secos y productos derivados de su

transformacion, destinados al consumo humano directo o usados como
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ingredientes en los productos alimenticios: 2 ppb (aflatoxina B1) y 4 ppb (total

aflatoxinas).

X3

%

Cacahuetes destinados a ser sometidos a un proceso de seleccidon, u otro
tratamiento fisico, antes del consumo humano directo o de su uso como
ingredientes de productos alimenticios: 8 ppb (aflatoxina B1) y 15 ppb (total
aflatoxinas).

% Frutos de céascara y frutos secos destinados a ser sometidos a un proceso de
seleccion, u otro tratamiento fisico, antes del consumo humano directo o de su uso
como ingredientes de productos alimenticios: 5 ppb (aflatoxina B1) y 10 ppb (total

aflatoxinas).

X3

%

Cereales (incluido el alforfén, Fagopyrum sp.) y productos derivados de su
transformacion, destinados al consumo humano directo o a ser usados como
ingrediente en los productos alimenticios: 2 ppb (aflatoxina B1) y 4 ppb (total
aflatoxinas).

% Cereales (incluido el alforféon, Fagopyrum sp.), salvo el maiz destinado a ser
sometidos a un proceso de seleccion, u otro tratamiento fisico, antes del consumo
humano directo o de su uso como ingrediente en los productos alimenticios: 2 ppb

(aflatoxina B1) y 4 ppb (total aflatoxinas).

X3

%

Maiz destinado a ser sometido a un proceso de seleccion, u otro tratamiento fisico,
antes del consumo humano directo o de su uso como ingrediente en los productos

alimenticios: 5 ppb (aflatoxina B1) y 10 ppb (total aflatoxinas).

X3

%

Para los siguientes tipos de especias: - Capsicum spp. (frutos desecados, enteros
o triturados, con inclusion de los chiles, el chile en polvo, la cayena y el pimentén),
Piper spp. (frutos, con inclusion de la pimienta blanca y negra), (Myristica fragans
(nuez moscada), Zingiber officinale (jengibre), Curcuma longa (curcuma): 5 ppb

(aflatoxina B1) y 10 ppb (total aflatoxinas).
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3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.
Establecer los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos relacionados con la calidad
de productos a base pepita verde de calabaza que permita realizar una propuesta, que

contribuya a mejorar la inocuidad de los productos elaborados artesanalmente en México.

3.2 Objetivos particulares

1. Realizar un muestreo en la zona de Cuautitlan y en la Central de Abastos de la
Ciudad de México para evaluar la calidad de los productos obtenidos de la pepita

verde de calabaza.

2. Evaluar las caracteristicas fisicas en la pepita verde de calabaza y de los
productos procedentes de la zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la

Ciudad de México.

3. Determinar los parametros quimicos, fisicoquimicos y fisicos de la pepita verde de
calabaza procedente dela zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad

de México.

4. Determinar los parametros quimicos, fisicoquimicos y fisicos a los productos
procedentes de zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de

México.

5. Establecer la calidad microbiolégica de la papita verde de calabaza y sus
productos procedentes de la zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la
Ciudad de México.

6. Determinar el contenido total e identificar a las aflatoxinas presentes en la pepita

verde de calabaza y sus productos procedentes de la zona de Cuautitlan y la

Central de Abastos de la Ciudad de México.
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7. Realizar un estudio de campo en la elaboracién de un producto elaborado
artesanalmente (mole) a base de pepita verde de calabaza para determinar la

posible fuente de contaminacién con aflatoxinas.
8. Realizar una propuesta para mejorar las condiciones de almacenamiento de la

pepita verde de calabaza y de sus productos que eviten problemas de salud

Publica.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.
4.1 Cuadro metodologico.

OBJETIVO GENERAL.
Establecer los parametros fisicos, quimicos y microbiologicos relacionados con la
calidad de productos a base pepita verde de calabaza que permita realizar una
propuesta, que contribuya a mejorar la inocuidad de los productos elaborados
artesanalmente en México.

\4

OBJETIVO PARTICULAR 1.
Realizar un muestreo en la zona de Cuautitlan y en la Central de Abastos de la Ciudad de
México para evaluar la calidad de los productos obtenidos de la pepita verde de calabaza.

\ 4 A 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2.
Seleccién de zona. Seleccién de productos.
v/ Cuautitlan. v' Pepita cruda.
v' Central de abastos de la v" Con céascara.
Ciudad de México v'  Salada.
v"  Botana.
v' Palanqueta.
v" Jamoncillo.
v' Garapifiada.
v" Mole verde.
v" Pipian
[

A 4

OBJETIVO PARTICULAR 2.
Evaluar las caracteristicas fisicas en la pepita verde de calabaza y de los productos procedente de
la zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de México.
de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de México.

A 4 A 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2.
Realizar una evaluacion fisica: Realizar pruebas sensoriales por
v' Sabor. panelistas no entrenados:
v' Color. v/ Sabor.
v" Olor. v" Color.
v Textura v' Olor.
v' Textura
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OBJETIVO PARTICULAR 3.
Determinar los parametros quimicos, fisicoquimicos vy fisicos de la pepita verde de calabaza
procedente dela zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de México.

A 4 \ 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2.
Determinacion de parametros Determinar los parametros
quimicos de la pepita verde: fisicoquimicos de la pepita
v' Proteina verde de calabaza
v Humedad v pH.
v' Grasa. v' Acidez.
v" Cenizas.

A 4

OBJETIVO PARTICULAR 4.
Determinar los parametros quimicos, fisicoquimicos y fisicos a los productos procedentes de
zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de México.

A 4 A 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2.
Determinar las propiedades Determinar los parametros
quimicas de los productos a fisicoquimicos de los
base de la pepita verde de productos:
calabaza: v pH.

v" Humedad. v" Acidez.

v'  Grasa.

44




METODOLOGIA EXPERIMENTAL

<&

OBJETIVO PARTICULAR 5.
Establecer la calidad microbiolégica de la papita verde de calabaza y sus productos
procedentes de la zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la Ciudad de México.

A 4 \ 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2. ACTIVIDAD 3.
Determinar la Identificar los hongos Aislar y  purificar  los
microbiologia de la presentes  en  los diferentes hongos presentes
pepita  verde de productos obtenidos a en los productos obtenidos
calabaza y productos. base de la pepita de la pepita verde de

v Coliformes verde de calabaza y calabaza y de los productos.
de los productos

totales.

v' Mesofilos.

v" Hongos y
levaduras.

A 4

OBJETIVO PARTICULAR 6.
Determinar el contenido total e identificar las aflatoxinas presentes en la pepita verde de
calabaza y sus productos procedentes de la zona de Cuautitlan y la Central de Abastos de la
Ciudad de México.

\ 4 A 4

ACTIVIDAD 1. ACTIVIDAD 2.
Evaluar las aflatoxinas totales Identificacion de las aflatoxinas B1,
presentes en la pepita verde de B2, G1, G2. En los productos
calabaza y los productos obtenidos de la pepita verde de
calabaza
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OBJETIVO PARTICULAR 7.
Realizar un estudio de campo en la elaboracién de un producto a base de pepita verde de
calabaza (mole verde) para determinar la posible fuente de contaminacion con aflatoxinas.

A 4 A 4 \ 4

ACTIVIDAD 1 ACTIVIDAD 2. ACTIVIDA 3.
Realizar una visita a una Evaluar las condiciones Realizar muestreo en el
microempresa dedicada de instalacion y linea de proceso de elaboracion.
a la elaboracién proceso
artesanal del mole
verde.

A 4

OBJETIVO PARTICULAR 8.
Realizar una propuesta para mejorar las condiciones de almacenamiento de la pepita verde
de calabaza y de sus productos que eviten problemas de salud Publica.

v
Analisis de resultados.

v
Conclusiones.
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4.2 Material biolégico.

Se trabajé con pepita verde de calabaza y sus productos obtenidos de 2 mercados
(Romero de Cuautitlan y El Carmen) de la zona de Cuautitlan (zona 1) y en 4 bodegas de
la Central de Abastos de la Ciudad de México (zona 2). Cada muestreo se realizé con un
kilogramo de producto vy se llevaron a cabo dos réplicas. Los productos estudiados
fueron: pepita cruda, con cascara, salada y en los siguientes productos donde la pepita
verde es ingrediente importante: semillas secas para botanas, garapifiada, dulce de

jamoncillo, palanqueta, mole verde y polvo para pipian (Fig. 14).

4.3 Tratamiento de las muestras.

Al llegar las muestras al laboratorio de Postcosecha de Productos Vegetales del Centro
de Asimilacion Tecnoldgica de la FESC-UNAM, se almacenaron en envases herméticos,
en un lugar seco y a temperatura ambiente para evitar una posible contaminacion de los
productos y de algunas reacciones de descomposicion. Previamente a los diferentes
analisis las muestras se pulverizaron en un pulverizador marca KRUPS, se guardaron en
bolsas herméticas para su uso posterior y se tomo la cantidad requerida para cada

prueba.

4.4. Evaluacion fisica, quimica y fisicoguimica de pepita verde de calabaza y
productos.

La pepita verde de calabaza procedente de las dos zonas estudiadas: Cuautitlan y Central
de Abastos fue evaluada en parametros quimicos: proteina, cenizas, humedad y grasa de
acuerdo a las técnicas descritas en el apartado (4.9). Los productos a partir de la pepita
(con cascara, salada, en botana, garapifiada, pepitoria, jamoncillo, mole verde y pipian)
fueron evaluados en dos de los mas importantes parametros quimicos: humedad y grasa,
de cuerdo a las técnicas descritas en el apartado de métodos analiticos. También fueron
evaluados los parametros fisicoquimicos: pH, acidez de pepita verde y todos los

productos.

Para la determinacion de las caracteristicas sensoriales se realizé una encuesta con 15
panelistas no entrenados en donde se evaluaron: sabor, olor, color y textura de las

muestras obtenidas en los diferentes puntos del mercado y de las bodegas. Esto con el fin
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de detectar desde el inicio de la experimentacion posibles alteraciones por mal manejo de

los productos adquiridos.

BEL DB\ PEPITA CON AR
CASCARA SALAbA

PEPITA |
GARAPINADA

WN ®. PEPiTA-EN y 4 PEPITA EN
JAMONEILLO L MOLE [ PIPIAN

Figura 14. Productos a base de pepita de calabaza comercializada en las zonas de Cuautitlan y la

Central de Abastos de la Ciudad de México.

4.5 Evaluacion microbiolégica de pepita verde de calabaza y productos.

La pepita verde de calabaza y de sus productos procedentes de las dos zonas estudiadas
fueron evaluadas microbiolégicamente para establecer otro de los parametros de calidad
de estos productos. Se determiné la presencia de hongos y levaduras, coliformes totales
y mesofilos aerobios de acuerdo a las técnicas descritas en métodos analiticos (4.9.4).
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4.5.1. Identificacion y purificacién de hongos presentes en pepita verde y
productos.

4.5.1.1 Crecimiento.

Para el crecimiento de los hongos se preparé agar papa dextroxa (marca BD Bioxon), se
dejo enfriar a temperatura de 37 °C y se le agregaron 0.05 g de antibiético cloranfenicol
esterilizado y acido tartarico (se adicionaron después de la esterilizacion). Se vaciaron en
las cajas de petri. Se realiz6 la prueba de esterilidad por 24 horas a 25°C. Posteriormente
se realizd la siembra directa y se colocaron 4 semillas en tres cajas y se dejé en
incubacion durante 5 dias a 23°C. En el caso de las muestras de mole, pipian, y del

jamoncillo se realizé por diluciones de 10™ a 10* por superficie.

4.5.1.2 Identificacion macroscopica.

Para la identificacion macroscopica se observo el crecimiento micelial, el anverso y el
reverso de la colonia en la caja petri. En el anverso se describe el tamafio de la colonia (si
esta limitada 6 se expande en todo el medio de cultivo), el color, su forma y su textura.
Por la parte el reverso se describe si es un hongo que presenta pigmentacién en el medio
de cultivo Silva, 2007).

4.5.1.3 Purificacion y aislamiento de los hongos.

Para la purificacién y aislamiento de los hongos obtenidos de la pepita verde de calabaza
y de los productos se realizé sobre una caja petri con PDA (marca BD Bioxon), se coloca
una pequefia muestra proveniente de las cajas con las muestras con agar de manera que

quede centrada para favorecer el crecimiento, se incub6 a 25°C.

4.5.1.4 Identificaciéon microscopica.

Se realiz6 con la técnica scotch, lo cual consiste en: (Koneman, 1992).

Con una pinza se tomé cinta adhesiva clara, se cortd y se tomé una muestra del hongo a
identificar presionandolo suavemente para recoger una porcion del micelio. Se coloc6 una
gota de azul de algodén lactofenol sobre un portaobjetos y encima de la gota se coloco la
muestra tomada y se coloca nuevamente una gota de azul de algodon lactofenol y se
cubre con un cubreobjetos, posteriormente se identificé en el microscopio 6ptico (marca
Fisher Scientific) (Fig. 15).
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Figural5. Identificacion microscdpica.

4.6 Determinacion e identificacion de aflatoxinas presentes en pepita verde de
calabazay productos derivados.

La determinacion de aflatoxinas se realizd para establecer la calidad de los productos y
materias primas. De esta manera se estableci6 si cada uno de los productos
comercializados en la Central de Abastos y en Cuautitlan son aptos para el consumidor y
si cumplen con la norma NOM-188-SSA1-2002.

El contenido de aflatoxinas totales se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita en el
apartado de métodos analiticos (4.9.5). Cada determinacion se realizé por duplicado. En
las muestras que presentaron un alto contenido de aflatoxinas y sobrepasé el limite
establecido por la norma se procedié a la identificacion del tipo de aflatoxina por el
método de cromatografia liquida de alta resolucion descrito en el apartado de técnicas

analiticas.

4.7 Investigacion de campo.

Se contacté con una empresa dedicada a la elaboracién de mole artesanalmente en San
Pedro Atocpan perteneciente a la delegacion Mipa Alta para conocer las condiciones de
elaboracion de éste producto. Se visité las instalaciones y se observaron las condiciones
de higiene tanto del establecimiento como de los operadores, las condiciones del proceso;
con el fin de ver las posibles fuentes de contaminacién microbildgica y presencia de las
aflatoxinas. Se realizé un muestreo durante el proceso de elaboracion de mole verde, la
toma de muestra fue de 1 Kg, se guardaron en bolsas herméticas y fueron llevadas al
laboratorio de Postcosecha de la UNAM para su analisis de calidad (microbiolégicos y

contenido de aflatoxinas).
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Esto se realizd para establecer| as con diciones de op eracion en | os procesos de
elaboracion del moles y relacionarlos con la posible presencia de aflatoxinas. EI material
fue muestreado en los puntos criticos del proceso de acuerdo al an alisis de riesgos y
control de puntos criticos. Asi como de producto terminado para su posterior evaluacién

microbioldgica y su contenido de aflatoxinas de acuerdo a las técnicas descritas.

4.8 Propuesta para mejorar la calidad del proceso de elaboraciéon del mole.

De acu erdo con los r esultados ob tenidos en los ob jetivos estudi ados se r ealizé un a
propuesta para mejorar la calidad en la elaboracién y comercializacion de la pepita verde
de calabaza y de sus productos elaborados artesanalmente en México. Dicha propuesta
contiene sugerencias en el manejo de la materia prima (almacenamiento) como la higiene,
condiciones de almacenamiento, que puedan ayudar a reducir y/o a eliminar la presencia
de aflatoxinas, y de esta manera contribuir a la disminucién de los problemas de salud

publica.

4.9. Técnicas analiticas.

4.9.1 Parametros quimicos

4.9.1.1 Proteina.

La t écnica de Lowry e sun m étodo espectrofotométrico de v aloracion cua ntitativa de
proteinas, donde las proteinas reaccionan con cobre en solucién alcalina (pH 10-10.5) y
mediante reduccion de reactivo de Folin C iocalteau o he teropolibdeno de bido al a
oxidacion de loa aminoacidos aromaticos, reaccion catalizada por el cobre (Lowry et al.,
1951).

Se realizé una extraccion de la proteina con acido tricloroacetico (TCA) al 72%; se coloco
en un tubo de microcentrifuga marca Daigger 4350 Daigger Company Inc, 100 ul de TCA
con 100 mg de muestra, se aforé a 1ml conaguay se agité por Tminuto. Se dejé en
reposo en agua con hielo por 20 min. Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm/15min, al
termino de ésta se elimind el sebrenadante quedandose con el pellet y se realizd un
lavado con agua (1ml) y se volvio a cen trifugar. Estos |avados se realizaron de 3 a 4

veces. Los valores de concentracion de proteina se determinaron por interpolacion grafica
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en una curva patrén de albumina sérica bovina al 0.1%, obtenida a una longitud de onda

de 720 nn. Los resultados se expresaron en mg de proteina por ml de extracto.

4.9.1.2 Grasa.
En el método de Soxhlet (Fig. 16), la grasa se extrajo con éter de petrdleo a partir del
residuo desecado, el solvente se elimino por evaporacion y se peso el residuo de grasa

(Pearson, 1998). Los resultados se expresaron en g/100 g de muestra.

Figura 16. Equipo Soxhlet.

4.9.1.3 Humedad.

Para el contenido de humedad se utilizé el método de secado utilizando una estufa marca
Quincy lab Inc con circulacion de aire, en el cual se elimina el agua por efecto del calor
(Fig. 17). Calculando el contenido de agua en la muestra por pérdida de peso debido a la
evaporacion por calentamiento a 130°C (Pearson, 1998). El resultado se expresd en

porcentaje.

Figura 17. Charolas de aluminio para humedad.
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4.9.1.4 Cenizas.
FUNDAMENTO

El método se basa en la obtencidon del residuo inorganico que queda después de la

incineracion de la materia organica a 550°C. Los resultados se expresaron en g/100 g de

muestra (Pearson, 1998)

4.9.2 Pruebas fisicas.
4.9.2.1 Anédlisis sensoriales.

Estos parametros fisicos fueron evaluados considerando color, sabor olor y textura
caracteristicos de la pepita verde de calabaza y sus productos. Para el color, sabor y olor
se tomo en cuenta la escala que se muestra en la tabla 16 y en la tabla 17 se muestra la

escala de textura.

Tabla 16. Atributos evaluados en pepita verde de calabaza y productos

Escala Categoria Color Sabor Olor
heddnica
1 Muy desagradable
2 Desagradable
3 No agrada ni
desagrada
4 Agradable
5 Muy agradable

4.9.3 Parametros fisicoquimicos.

4.9.3.1 pH

Logaritmo comun del nimero de litros de disolucion que contienen un equivalente gramos
de iones hidrégeno. El potenciometro mide la diferencia de potencial entre un electrodo

patron de calomelanos y un electrodo de vidrio por balanceo (Pearson, 1998).
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Se pesaron 10 g de la muestra homogenizada, se mezclaron con 90 ml de agua. Se filtro

a través de papel filtro, se tomé una alicuota y se determind la lectura con el

potencidmetro manual (marca Hanna). Se realizé por triplicado.

Tabla 17. Evaluacién de la textura en la pepita verde de calabazay

productos.

Escala heddnica Categoria Textura

1 Muy dura

Dura

Ni dura un suave

2
3
4 Suave
5

Muy suave

4.9.3.2Acidez.
De la misma muestra obtenida de la prueba de pH se tomé una alicuota de 10ml se le
coloco 3 gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH al 0.1 N. Los resultados se

expresaron en ml de NaOH gastados (Pearson, 1998).

4.9.4 Parametros microbiolégicos.

4.9.4.1 Coliformes Totales.

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra en un medio de cultivo
(Agar MacConkey marca BD Bioxon), incubado a una temperatura de 37°C, durante 24-48
horas, dando como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de
microorganismos (NOM-113-SSA1-1994).

Se prepar6 el medio MacConkey vy se esterilizdé en autoclave a 121°C por 15 min. Se
esperé a que se enfriaran a temperatura de 37 °C. Se vacié a las cajas petri y se le
hicieron pruebas de esterilidad dejandolas en la incubadora por 24 haras a 25°C. La
siembra se realizé por superficie y con diluciones de 10" a 10 y se dejé incubar por 32
horas a 32-35°C.
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4.9.4.2 Meso6filos aerobios.

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra en un medio de cultivo
(Agar Nutritivo marca BD Bioxon), incubado a una temperatura de 37°C, durante 24-48
horas, dando como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de
microorganismos (NOM-092-SSA1-1994).

Se preparo el agar Nutritivo y se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 min. Se esper6 a
que se enfriaran a temperatura de 37 °C. Se vacid a las cajas petri y se le hicieron
pruebas de esterilidad dejandolas en incubadora por 24 horas. La siembra se realiz por

superficie y con diluciones de 10" a 10 y se dejé incubar por 32 horas a 32-35°C.

4.9.4.3 Hongos y levaduras.

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra en un mediode cultivo
(agar papa dextrosa marca BD Bioxon) acidificado a un pH 3,5 e incubado a una
temperatura de 25 + 1°C por 3-5 dias, dando como resultado el crecimiento de colonias

caracteristicas para este tipo de microorganismos (NOM-255-SSA1-1994).

4.9.5 Aflatoxinas.

4.9.5.1 Columnas de inmunoafinidad.

Para el andlisis de aflatoxinas totales tanto en la materia primas como en los productos
con los cuales se experimento, se utiliz6 un método de cromatografia de afinidad con
anticuerpos Este método utiliza columnas de afinidad desarrolladas con anticuerpos
monoclonales altamente especificos para cada micotoxina, en este caso se habla de
Aflatest porque cuantifica aflatoxinas: elusion de la toxina con metanol grado HPLC vy
fluorometria. Los resultados se expresaron como ppb aflatoxinas totales (Vicam Science

Technology, 1999) (anexo).

4.9.5.2 HPLC.
4.9.5.2.1 Reactivos.
Se utilizé como fase movil acetonitrilo y metanol grado HPLC (marca J. T. Baker). Acido

trifluoroacético y acido acético glacial para la derivatizacion de las aflatoxinas (marca J. T.
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Baker). Los patrones de aflatoxina B4, B, G4, G, fueron proporcionados por Sigma-Aldrich

Quimica.

4.9.5.2.2 Equipos.

Se utilizé el equipo de Cromotografia de liquidos de alta resolucion marca Shimadzu,
acoplado a un detector de fluorescencia con una longitud de onda de excitaciéon de 360
nm (xendn ion laser) y una onda de emision de 440 nm y un programa LC solution para
procesar los datos (Fig. 18). Se utilizé una columna LC 18- DB 4.6x250 mm con un
tamano de particula de 5 ym, marca Supelco. Para la extraccién del analito se utilizd

columnas de inmunoafinadad (marca AFLATEST).

.\ —

Figura 18. Equipo HPLC

4.9.5.2.3 Preparacién de patrones.

La preparacion de las soluciones estandar de aflatoxina B1, B2, G1 y G2, se realizd
disolviendo cada uno de los estandares con una mezcla de benceno:acetonitrilo (98:2).
De ésta solucion se tomaron 10 ml y se aforaron a 100 ml con la mezcla de

benceno:acetonitrilo. De dicha solucién se realizé la curva patrén.
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4.9.5.2.4 Preparacion de muestras.

Las AF fueron extraidas de la muestra con metanol al 80%, el extracto fue filtrado, diluido
con agua y pasado a través de una columna de inmunoafinidad, la cual contiene un
anticuerpo monoclonal especifico para AF B1, B2, G1 y G2. Fueron aisladas, purificadas y
concentradas en la columna y posteriormente fueron eluidas con acetonitrilo. El eluido fue

derivatizado con acido trifluoroacético.

4.9.5.2.5 Derivatizacion de las aflatoxinas B1y G1.

La derivatizacion de los estandares se realizé tomando 100 pl de las soluciones estandar
de AFB1 y AFG1, se le agregd 350 ul de la solucion derivatizadora (10 ml ATF, 5 ml &cido
acético glacial y 35 ml de agua desionizada), se agité con vortex durante 30 segundos.
Posteriormente se llevaron a bafio maria a una temperatura de 65 °C durante 10 minutos.
Una vez transcurrido el tiempo se enfriaron a chorro de agua fria. Al usar ATF transforma
a las aflatoxinas en hemiacetales G2a B1 a los cuales fuorescen altamente y el orden es:
G,, By, By, G2, (NOM 188; Jaimez, 2000).

4.9.5.2.6 Condiciones cromatograficas.

Se utilizé una fase movil de agua:acetonitrilo:metanol (60:20:20). La columna se mantuvo
a temperatura ambiente con un flujo de la fase moévil de 1.0 mi/min. Con una longitud de
onda de excitacion de 360 nm y una emisiéon de 440 nm. El volumen de inyeccion de la

muestra fue de 20 pl.

4.10 Tratamiento estadistico.

Las determinaciones se realizaron tres veces para poder realizar los analisis estadisticos
de los datos obtenidos. Los datos fueron analizados mediante andlisis de variancia
(ANOVA) y Pruebas de rango multiple de Duncan/Tuckey con una (P < 0.05) empleadas
para determinar la diferencia estadisticas entre las medias. Para estos analisis se utilizd
el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences version 9.0,
Student).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Caracteristicas quimicas de la pepita y productos a base de pepita verde de
calabaza.

Las semillas, como la pepita verde de calabaza, poseen ciertas caracteristicas que los
hacen ser diferentes al resto de los productos vegetales. Su composicion quimica las
hace especialmente susceptibles al deterioro bioquimico, a la deshidratacion y al
desarrollo de hongos; son mayoritariamente susceptibles cuando estan descascaradas

y/o partidas, lo que limita su utilizacion en el consumo fresco e industrial.

En este trabajo se decidié realizar un analisis quimico de la pepita verde de calabaza, asi
como de los productos a base de esta semilla, ya que en su gran mayoria no se cuenta
con informacion bibliografica por ser productos elaborados en su mayoria de manera

artesanal y ser productos tipicos de regiones especificas del pais.

Se realizdé un analisis quimico (humedad, grasa, proteinas, cenizas, carbohidratos) de la
pepita verde de calabaza (cucurbita pepo) y de diversos productos a base de pepita
(humedad y grasa) comercializada en los mercados de Cuautitldan y en la Central de
Abastos de la Ciudad de México para conocer el material de estudio, asi como de los
componentes mayoritarios que existen y para inferir las condiciones en las cuales son

almacenados durante su comercializacion.

Las semillas oleaginosas son un producto de mayor importancia, por lo general son
utilizadas para la extraccion de aceites debido a su contenido alto de grasas ya que el
50% de su composicidon quimica son lipidos. La pepita verde de calabaza a diferencia de
muchas semillas como el girasol, cartamo, o maiz su uso es principalmente en consumo
como ingrediente para algunas comidas tipicas de México, como botanas, con cascara y

sal, o como ingrediente mayoritario de dulces.

En el tabla 18 se puede observar los componentes de la pepita verde de calabaza

procedente de dos zonas de comercializacién: Cuautitlan y la Central de Abastos.
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Tabla 18. Caracteristicas quimicas de la pepita verde de calabaza

procedente de Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos (zona 2).

Referencia
Zona 1 Zona2 bibliografica

Componente (%) (%) (%)

Proteina’ 3542+ 198a 32.87 +9.29a 36.9
Humedad? 258+0.12a 459+0.12b 4.3
Grasa® 46.26+0.34a 51.46+1.23b 44
Cenizas’ 943+085a 9.15+0.97a 4.8
Carbohidratos® 6.31a 1.93b 10

' Método de Lowry 2: Método de secado, ¥ Método de Soxhlet; *: Método de Klem, 5: Por
diferencia.
Los datos representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras diferentes en cada fila indican que existe diferencia significativa entre las dos zonas (P <
0.05).

Se puede observar que el con tenido de pro teinaen | a pepita verde de cal abaza
comercializada en la zona 2 fue ligeramente menor que la zona 1. La humedad de |a
pepita de lazona?2f ue mayor que lazona1, encontrandose diferencia si gnificativa
(p<0.05); las cenizas para ambas zonas se encuentran en un rango similar; mientras que
el con tenido de grasa presentd di ferencia significativa (p<0.05) en tre | as dos z onas
estudiadas, éste componente fue el mayoritario, siendo esta semilla es de gran utilidad en
la i ndustria ace itera. Lam uestrade laz ona1presenté unam ayor cantidadd e

carbohidratos que en la zona 2 encontrandose una diferencia significativa (p<0.05).

El contenido de agua es una de las caracteristicas mas importantes en las semillas, por
su efecto en los mismos durante los diferentes procesos de cosechay poscosecha. Es
necesario conocer el contenido de humedad p ara los procesos de secado, durante el
almacenamiento y para el procesamiento de semillas. Por su estrecha relacion con el

crecimiento de microorganismos e insectos en semillas, es indispensable tener un control
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adecuado del contenido de agua en los mismos para disminuir los dafios producidos por
estos organismos. Este parametro es de mucha importancia debido a que si no se llega a
controlar desde el inicio de la cosecha, durante el almacenamiento podria estar

contaminado con algun hongo.

Es importante para el tiempo de almacenamiento de los granos y semillas, a medida que
la humedad aumenta el tiempo de almacenamiento se acorta. El contenido de humedad
tiene un efecto en el predominio y en la actividad de insectos y hongos durante el

almacenamiento (Casini y Rodriguez, 2004).

En la figura 19 se muestran los contenidos de humedad para la pepita verde, con cascara,
salada y en botana, los tres primeros presentaron una diferencia significativa (p<0.05)
entre ambas zonas. La muestra que presentdé un mayor contenido de humedad fue la
pepita cruda de la zona 2, y la pepita con cascara de la misma zona presentd un menor
porcentaje. La pepita en botana no presentd diferencia significativa (p<0.05) para las

zonas estudiadas.

B ZONA 1
B ZONA 2

% HUMEDAD
w

Cruda Cascara Salada Botana

Figura 19. Contenido de humedad de botanas (pepita cruda, pepita con cascara, salada y en botana)
comercializados en Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos de Ciudad de México (zona 2).
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Es importante que estos productos sean de alta calidad y que el contenido de humedad

sea bajo para poderse almacenar durante un periodo largo.

Otro de los productos importantes son los dulces debido al consumo que se realiza en
tiempos variados del dia, consumiéndose desde los nifios hasta los mayores de edad, por
ello es importante que se realicen con un cuidado y un estricto control de calidad. En la
figura 20 se muestra el contenido de humedad para los dulces. La pepita garapifiada para
las dos zonas estudiadas fue el Unico producto que no presentd una diferencia
significativa (p<0.05), el jamoncillo y la pepita en palanqueta de la zona 2 present6 un
mayor contenido de humedad con respecto a la zona 1 encontrandose diferencia
significativa (p<0.05). El jamoncillo de la zona 2 presentd un contenido de humedad

cercano al 10 %.

-_—

% HUMEDAD
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B ZONA 1
B Zona 2

Garapifiada Jamoncillo Palanqueta

Figura 20. Contenido de humedad dulces (pepita garapifiada, en jamoncillo y palanqueta)
comercializados en Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos de Ciudad de México (zona 2).

El mole verde y el pipian son platillos tipicos de las regiones de Puebla, Oaxaca,
Michoacan y Guerrero, distribuyéndose por toda la regién del pais. Dichos productos
deben de tener un minimo de humedad, libres de cualquier microorganismo que pueda
danar y causar problemas de salud. En la figura 21 se puede ver que el mole de la zona 2
presentd una humedad del 11.8 % y no cumple con la norma mexicana (NMX-F-442-
1982) que establece como maximo el 8%, provocando asi que el producto sea susceptible

al ataque de microorganismos, mientras que el proveniente de la zona 1 (4.8%) cumple
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con el limite maximo. Sin embargo, el pipian no se encontré diferencia significativa

(p<0.05) para ambas y su humedad fue del 3%.

B ZONA 1
@ ZONA 2

% HUMEDAD

Pipian

Figura 21. Contenido de humedad del mole y del pipidn comercializados en Cuautitlan (zona 1) y
Central de Abastos de Ciudad de México (zona 2).

Otro parametro quimico importante fue la grasa, ya que en este tipo de productos es un
componente que se ve muy afectado en la calidad cuando se lleva a cabo un mal
almacenamiento y/o proceso. El aceite de las pepitas de calabaza esta considerado como
una de las grasas vegetales mas valiosas. Aproximadamente el 80 % de los acidos
grasos son insaturados, de los que entre el 50 y el 60 % son incluso polinsaturados. Los
acidos grasos polinsaturados de necesidad vital, estan contenidos en alta medida y son
un importante complemento para una alimentacion integral. En la figura 22 se muestra el
contenido etéreo de la pepita verde, con cascara, salada y en botana, encentrandose en
un rango del 30 al 60%. La pepita cruda presentd un contenido de grasa del 60 % y 45 %
para la zona 2 y zona 1 respectivamente, mientras que la pepita en botana present6 un
contenido de 40 y 60 % para el producto procedente de la zona 1 y zona 2,
respectivamente. En ambos productos se encontrd diferencia significativa (p < 0.05). La
pepita con cascara y la salada no presentarén diferencia (p<0.05) entre las dos zonas

estudiadas.

En los dulces (Fig. 23), el contenido de grasa fue en un rango del 20-40%. Para los

diferentes productos no se encontré diferencia significativa (p<0.05) entre el jamoncillo ni
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B

la palanqueta de las diferentes zonas. Sin embargo, la pepita garapifiada de la zona 2
presentaron un contenido de grasa del 40 %, mientras que la zona 1 fue del 20 %

solamente.

707 a b a b
60
50 -

40 1 @ ZONA 1

B Z0NA 2

30 1

% GRASA

20 1
10

Cruda Cascara Salada Botana

Figura 22. Contenido de grasa de las botanas (pepita cruda, con cascara, salada y en botana)
comercializados en Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos de Ciudad de México (zona 2).

@ ZONA 1
@ ZONA 2

% GRASA

Garapinada Jamoncillo Palanqueta

Figura 23. Contenido de grasa dulces (pepita garapifiada, en jamoncillo y palanqueta) comercializados
en Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos de Ciudad de México (zona 2).
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El mole y el pipian (Fig. 24) rebasaron el limite permitido segun la Norma Mexicana (8%).
Todos estos productos presentaron un contenido de grasa del 20-27 %. No se encontrd

diferencia (p<0.05) entre los dos productos de las zonas estudiadas.

@ZONA 1
BZ0NA 2

% GRASA
o

Mole Pipian

Figura 24. Contenido de grasa del mole y del pipian comercializados en Cuautitlan (zona 1) y Central
de Abastos de Ciudad de México (zona 2).

Las diferencia en el contenido de grasa entre un mismo producto procedente de diferentes
zonas, indica que en productos elaborados artesanalmente, la composicién quimica varia
ampliamente debido a los procesos no estandarizados, y esto se refleja en la vida util del

producto y la calidad final.

Un aspecto importante que puede afectar el contenido de grasa es la forma de secado al
que fue sometido el producto. El contenido de humedad afectara la relacién entre los
componentes quimicos de los productos, por lo que un mal almacenamiento que

provoque la hidratacion puede afectar el contenido de lipidos totales.

Las semillas que se encuentran mal preservados o fuertemente contaminados por
hongos tienden a contener menos grasa. La grasa puede ser modificada por enzimas

generadas por hongos (lipasas) o por el mismo grano (Serna-Saldivar, 2001).
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Adams y Moss (1997) reporté que a una determinada aw, las semillas ricas en aceites,
por ejemplo los cacahuates, tienen un contenido de agua mucho menor que los cereales,
de modo que los cacahuates con un contenido de humedad del 7.2% tienen una actividad
de agua de aproximadamente 0.5-0.7 a 25°C. A parte del problema de la formacion de
micotoxinas en las semillas oleaginosas enmohecidas, varias especies de mohos tienen
una intensa actividad lipolitica que ocasiona la contaminacién de los aceites extraidos con
acidos grasos libres que, a su vez, pueden experimentar una oxidacion para formar
productos que coadyuvan a la rancidez. Los mohos lipoliticos mas importantes son las
especies de Aspergillus (A niger, y A tamarii), Penicillium y Paecilomyces, si bien a
actividades de agua mas elevadas las especies de Rhizopus también pueden ser

importantes.

Los productos almacenados con un contenido alto de lipidos y niveles bajos de
carbohidratos solubles son mas sensibles a la alteracion, esto significa que los aumentos
ligeros en el contenido de humedad ocasionan aumentos bruscos del aw, estos
aumentos se deben a los desplazamientos de la humedad causado por temperaturas de
almacenamiento irregulares (Internacional Comision on Microbiological Specifications for
Food, 2001).

El contenido de grasa es un factor importante que es utilizado como un indicador para las
alteraciones bioquimicas y microbioldégicas ya sea desde la cosecha, el transporte, el

almacenamiento, la manipulacién y durante el procesamiento de las materias primas.

El pH y la acidez de los alimentos son parametros de gran importancia para el desarrollo
y crecimiento de los microorganismos. En ocasiones, el efecto del pH también va ligado a
la produccién de las micotoxinas. Para las bacterias el pH para su desarrollo es de 4.5 a
8. Los hongos son capaces de crecer en amplios rangos de pH (3 a 8), habitualmente el
Optimo es de 5 (Soriano, 2007). El pH puede modificar el sistema enzimatico y el
transporte de nutrientes en la célula microbiana. Como respuesta de los microorganismos
cuando se encuentran fuera de su pH 6ptimo de crecimiento estos tienden a aumentar su
fase de adaptacion y con ello la posibilidad de una mejor supervivencia (Quintanar-Vidal,
2005).
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En el tabla 19 se muestran los valores de pH de productos a base de pepita verde de

calabaza procedente de dos zonas de comercializacion. En las botanas (pepita cruda, con
cascara, salada y en botana) se presentaron valores del 4.8 al 6.6 y no se encontraron
diferencia significativa (p< 0.05) entre ambas zonas. En los dulces los valores fueron del
6.1-6.7 y tampoco se encontro diferencia (p< 0.05) significativa. Las muestras de pipian
son las unicas que presentaron una diferencia significativa (p< 0.05) entre las dos zonas
estudiadas. Los productos y la materia prima se encontraron en un rango de pH que
facilitd el crecimiento de bacterias y hongos, por ello se vera reflejado en el contenido de

hongos encontrados y por consiguiente en el contenido total de aflatoxinas.

Tabla 19. pH de las botanas (A), dulces (B), moles (C) comercializados en
Cuautitlan (zona1) y Central de abastos de la Ciudad de México (zona 2).

(A) Muestra Zona 1 Zona 2
Botanas pH pH
Cruda 5.8+ 0.05 a 6.6 + 0.05 a
Cascara 6.4+0.1a 6.4+ 0.05a
Salada 6.26 +0.11 a 6.6+0a
Botana 52+0a 4.8+ 0.2a
(B) Muestra Zona 1 Zona 2
Dulces pH pH

Garapinada 6.1+0.11a 6.2+ 0.05a

Jamoncillo 6.6+0a 6.7+0a

Palanqueta 6.3+0.1a 6.5+0.05a

(C) Muestra Zona 1 Zona 2
Moles pH pH
Mole 6.4+0.1a 6.4 +0.03 a
Pipian 6.1+0.15a 58+0b

Los datos representan la media de tres repeticiones + desviacién estandar.
Letras diferentes en cada fila indican que existe diferencia significativa entre las dos zonas (P> 0.05).

Los parametros de pH y la acidez de un producto es de suma importancia ya que este es

un factor que favorece el desarrollo y el crecimiento de microorganismos ya sea desde el
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almacenamiento hasta el procesamiento, y las caracteristicas organolépticas de los

productos.

En la figura 25 se muestra el contenido de acidez titulable en muestras de pepita verde de
calabaza y productos procedentes de dos zonas de comercializacion. Se encontré que los
productos procedentes de la zona 2 presentaron un mayor contenido de acidez que los
procedentes de la zona 1, esto indic6 que se tuvo un mal almacenamiento y como
consecuencia de esto se tuvo un gran niumero de microorganismos no deseados para el

consumo de dichos productos.
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Figura 25. Acidez titulable de la pepita verde de calabaza y sus productos comercializados en la zona
de Cuautitlan (zona 1) y Central de abastos de la Ciudad de México (zona 2).

La unica muestra que presentd una diferencia significativo fue el pipian (p < 0.05) para
dichas zonas de comercializacién. La acidez es un elemento favorable para el desarrollo

micotico y formacién de esporas.
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5.2 Caracteristicas fisicas de la pepita verde de calabazay sus productos.

Los parametros fisicos de la pepita verde de calabaza y de los productos procedentes de
Cuautitlan y de la Central de abastos de la Ciudad de México fueron evaluados al llegar al
laboratorio. Los atributos o caracteristicas evaluados fueron: color, olor, sabor y textura.
En las tablas 20, 21 y 22 se muestran las caracteristicas de los diferentes productos

evaluados a base de la pepita verde de calabaza.

Tabla 20. Caracteristicas fisicas en botanas (pepita cruda, con cascara,

salada y en botana) procedentes de Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos

(zona 2).

Muestra Color Sabor Olor Textura

Botanas Zonal Zona 2 Zonal | Zona?2 Zonal Zona 2 Zona 1]Zona 2
Ni Ni

Verde Verde suave, | suave,

Cruda | caracteristico | caracteristico | Excelente] Bueno | Caracteristico | Caracteristico | ni duro | ni duro
Ni Ni

suave, | suave,

Cascara Crema Crema Bueno Bueno | Caracteristico | Caracteristico | ni duro | ni duro
Ni

Verde Ligeramente suave,

Salada Verde claro | caracteristico Malo Bueno rancio Caracteristico | Suave | ni duro

Verde Verde
Botana | Caracteristico | Caracteristico | Excelente |Excelente ] Caracteristico | Caracteristico | Suave | Suave

En las muestras de la pepita cruda, con cascara y en botana para las dos zonas
estudiadas presentaron caracteristicas fisicas de buena calidad. En tanto la pepita salada
de la zona de Cuautitlan (zona 1) presentaron sabor y olor a rancidez posiblemente a que
las grasas contenidas en ellas se oxidaron provocando estos sabores y olores

caracteristicos de la reaccion (tabla 20).

En el tabla 21 se muestran los dulces tipicos analizados encontrandose con un buen
estado fisico ideal para el consumo, no se presentaron ninguna alteraciéon en los cuatro

parametros estudiados.
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Tabla 21. Caracteristicas fisicas de dulces (pepita garapifiada, en jamoncillo

y en palanqueta) a base de pepita verde de calabaza procedentes de

Cuautitlan (zona 1) y Central de Abastos (zona 2).

Muestra Color Sabor Olor Textura
Pepita en
dulces Zonal Zona 2 Zonal | Zona?2 ZONA 1 ZONA 2 ZONA 1] ZONA 2
Garapifiadal Dorado claro | Dorado claro JExcelente ] Excelente | Caracteristico | Caracteristico | Crujiente | Crujiente
Jamoncillo | Caracteristico | Caracteristico | Excelente ] Excelente | Caracteristico | Caracteristico] Suave Suave
Ni dura ni
Palanqueta] Verde fuerte | Verde fuerte JExcelente]Excelente | Caracteristico | Caracteristico] suave Crujiente

Del mismo modo en el tabla 22 se muestran el mole y el pipian analizados encontrandose

con un buen estado fisico ideal para el consumo, no se presentaron ninguna alteracién en

los cuatro parametros estudiados.

Tabla 22. Caracteristicas fisicas de moles a base de pepita verde de calabaza

procedentes de Cuautitlan (zona 1) y central de Abastos (zona 2).
Muestra Color Sabor Olor Textura
Pepita en
moles Zonal Zona2 |Zonal] Zona?2 ZONA 1 ZONA 2 ZONA 1 | ZONA 2
Verde Granuloso
Mole verde fuerte Verde claro | Bueno Bueno | Caracteristico | Caracteristico | Granuloso medio
Pipian Rojo fuerte] Rojo fuerte | Bueno Bueno | Caracteristico | Caracteristico Suave Suave

Diversos estudios han demostrado que la aceptacion de un producto por parte del

consumidor depende en buena medida de su apariencia y, por tanto, también de su color.

Los alimentos naturales tienen su propio color, pero circunstancias como la variabilidad de

las materias primas utilizadas en la elaboracién de algunos productos y los procesos

tecnolégicos empleados (calor, acidez, luz, conservantes), provocan que el color sea

distinto en cada lote de produccién o bien que las sustancias colorantes naturales

terminen por destruirse (Rodriguez, 2002). En este caso de la pepita verde de calabaza la

clorofila es la responsable de dar el color caracteristico. La clorofila puede sufrir distintos
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tipos de alteraciones. La mas frecuente, y la mas perjudicial para el color de los alimentos
vegetales que la contienen, es la pérdida del atomo de magnesio, formando la llamada
feofitina, de un color verde oliva con tonos marrones, en lugar del verde brillante de la
clorofila. Esta pérdida del magnesio se produce por sustitucion por dos iones H' y

consecuentemente se ve favorecida por el medio acido (Calvo, 2003).

Por otra parte, los alimentos no tienen en general un sabor Unico: lo que se percibe suele
ser una sensacion compleja originada por uno o0 mas de los gustos basicos: acido, salado,
dulce y amargo. Los producto que presentan gustos acidos, salados y dulces permiten -en
general- establecer reglas asociadas a las funciones quimicas o a la estructura quimica
del producto. Los gustos salinos provienen en general de sales inorganicas; los gustos
dulces pueden predecirse a partir de la estructura quimica; los gustos acidos estan
definidos por funciones carboxilicas en producto organicos y en el gusto caracteristico de
los acidos inorganicos. El sabor puede generarse mediante reacciones térmicas entre
precursores durante la coccion, fritura u horneado. Deben existir moléculas volatiles para
producir aroma y moléculas solubles en agua para generar gusto o pungencia (Novarom,
2000). La textura responde a un concepto muy antiguo. Para algunos autores es el
conjunto de propiedades que se derivan de la especial disposicion que tienen entre si las
particulas que integran los alimentos. Para otros, son las propiedades de un alimento
capaces de ser percibidas por los ojos, el tacto, los musculos de la boca incluyendo
sensaciones como aspereza, suavidad, granulosidad. O también percepciones que
tienden a constituir una valoracion de las caracteristicas fisicas del alimento que se
perciben a través de la masticacion y también una valoracién de las caracteristicas

quimicas que se perciben a través del gusto.

Dichos parametros estan asociados a la calidad organoléptica y fisica de los productos
alimenticios. Al consumir o al elegir un productos uno siempre se ve atraido por el color
debido a que puede estar asociado con el estado de madurez; en el olor se puede
distinguir si el alimento ya presentd algunas reacciones de deterioro; el sabor se perciben
sustancias también indeseables y relacionados con el deterioro del mismo, del mismo

modo al ingerir los alimentos podemos catalogar la consistencia que se tiene.
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Debido a que la materia prima y los productos fueron evaluados al principio todos
presentaron una buena calidad fisica excepto la pepita salada de la zona 1 que presenté

un sabor y olor a rancidez.

5.3 Andlisis sensorial.
Toda empresa tiene como objetivo comun lograr llegar al consumidor para que elija, entre
miles de productos, el propio, y que vuelva a repetir, porque considera que es un producto

adecuado para él.

El analisis sensorial es casi la Unica forma de eliminar o controlar errores superfluos.
Proporciona respuestas a preguntas acerca de la calidad del producto. El color y la
apariencia son el primer contacto que tiene el consumidor con un alimento, condicionando
sus preferencias e influenciando su eleccion. El color esta relacionado con las cualidades
sensoriales, la composicién quimica y, por lo tanto, uno de los factores que define la
calidad de un producto alimentario. El sabor y la textura son dos criterios que se utilizan
para caracterizar y aceptar o rechazar los alimentos. Se realizdé un analisis sensorial a la
pepita verde de calabaza y los productos procedentes de las dos zonas comercializadas
con panelistas no entrenados calificando los atributos de: color, olor, sabor y textura

utilizando una escala hedodnica.

En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos para las muestras de la pepita cruda
y la pepita con cascara, observando que la muestra de la pepita cruda de la zona 1 y la
zona 2 presentaron olor y color semejantes, mientras que en el sabor la muestra de la
zona 1 obtuvo una calificacion de 2.9, ni agrada ni desagrada, en tanto que en la de la
zona 2 obtuvo una puntuacion de 3.9 como agradable. Para la textura las muestras de la
zona 1 fueron evaluadas como suaves y en la zona 2 fue calificado como ni dura ni

suave.
Para la pepita con cascara color y el olor fue agradable para las dos zonas, mientras que

para el sabor fueron evaluadas como agradable (3.8) y la textura se calific6 como ni dura

ni suave (2.8).

71




RESULTADOS Y DISCUSION

textura olor | |textura

sabor

== Z0na 1 —t—7Z0na 1
== 70na 2 —a—70na 2

Figura 26. Andlisis sensorial de la pepita cruda (A) y la pepita con cascara (B) comercializada en
Cuautitlan (zona 1)y la Central de Abastos (zona 2).

En la figura 27 la pepita salada para las dos zonas la textura y el color fueron semejantes;
el sabor para la zona 1 y la zona 2 se calific6 como ni agrada ni desagrada, mientras que
el olor para la zona 1 se calific6 como agradable (2.3) y la zona 2 como desagradable
(4.3). En la pepita en botana para ambas zonas el olor fueron semejantes; color la zona 1
se calificé como ni agrada ni desagrada, mientras que la zona 2 fue agradable; en la
textura las dos zonas fueron evaluadas como duras; el sabor para ambas zonas fue

agradable.

En la figura 28 se puede observar que la pepita garapifiada y la pepita en palanqueta para
ambas zonas fueron semejantes en todos los atributos calificados, mientras que la pepita
en jamoncillo para ambas zonas el sabor, ni agrada ni desagrada, color fue agradable, la
textura fue calificado como suave, y olor para la zona 1 se calific6 como desagradable,

mientras que el de la zona 2 como ni agrada ni desagrada.
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Figura 27. Analisis sensorial de la pepita salada (A) y la pepita en botana (B) comercializada en
Cuautitlan (zona 1) y la Central de Abastos (zona 2).

En cuanto al mole y al pipian sélo se calificaron color y olor (tabla 23). EI mole para

ambas zonas fue calificado en color y olor, ni agrada ni desagrada; mientras que el pipian
en el color fue semejante (ni agrada ni desagrada, con una calificacién de 3.9) y en el olor

para la zona 1 se calificé como desagradable, y la zona dos como ni agrada ni desagrada.

Tabla 23. Andlisis sensorial del mole y del pipian comercializado en
Cuautitlan (zona 1) y en la Central de Abastos (zona 2).

Mole Pipian
Atributo Zonal Zona 2 Zonal Zona?2
Color 3.6 3.6 3.9 3.9
Olor 3.6 3.5 2.7 3.5
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Figura 28. Andlisis sensorial de la pepita garapifiada (A), en jamoncillo (B) y en palanqueta (C)
comercializada en Cuautitlan (zona 1) y la Central de abastos (zona 2).

5.4. Evaluacién microbioldgica de productos a base de pepita verde de calabaza.

Los parametros microbioldgicos son muy importantes dentro de la calidad de un producto
debido a su importancia dentro de la inocuidad. Las enfermedades transmitidas por los
alimentos causadas por peligros microbiolégicos constituyen un problema de salud

publica importante y creciente.
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La mayoria de los paises cuentan con sistemas para la notificacion de casos de

enfermedades transmitidas por los alimentos y han documentado durante las ultimas
décadas aumentos significativos en la incidencia de enfermedades causadas por
microorganismos en los alimentos, incluyendo Salmonella spp., Campylobacter jejuni,

Listeria monocytogenes o E. coli 0157, entre otros.

La OMS ha investigado 391,383 casos de enfermedades transmitidas por los alimentos.
En aproximadamente 23.538 brotes se identificd el agente causante Salmonella spp,
siendo responsable del 77% de ellos. Otros agentes causantes investigados incluyeron:
Staphylococcus aureus (4%), Trichinella (3%), Shigella (3%), Clostridium perfringens
(2%), hongos toxicos (2%), Campylobacter (1%), virus (1%) y otro (7%) (OMS, 2002).

Diversos microorganismos se utilizan como organismos indicadores y son de gran utilidad

para la determinacién de la calidad bacterioldgica de los alimentos (Thatcher, 1973).

Estos parametros microbiolégicos también indican la forma de manipulacion que se
realizé durante su proceso de produccion y del contacto que puede tener dicho alimento

con tierra, heces fecales u otra sustancia extrafa que sea maligna para el hombre.

5.4.1 Coliformes totales.

Los coliformes fecales y Escherichia coli se utilizan en primer lugar para indicar una
contaminacion en principio potencialmente peligrosa. Dicha contaminacion se produce de
modo general por deficiencias en la limpieza y desinfeccion de las industrias y por falta de

higiene de los operadores (Thatcher, 1973).

En la tabla 24 se observa que la pepita cruda procedente de la zona de Cuautitlan
presentd 65000 UFC/g, en el pipian fue de 10000 UFC/g, mientras que en la zona de la
Central de Abastos solamente en el pipian present6é 62000 UFC/g, lo que indicé que en la
Central de Abastos se tiene una menor contaminaciéon de estos microorganismos en la

materia prima y en los productos.
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En los productos procedentes de las dos zonas que no se detectaron coliformes totales

fueron: pepita con cascara, salada, botana, garapifada, jamoncillo, palanqueta y moles.
Mientras, que en el pipian de las dos zonas presentaron coliformes totales. El pipian de la
zona 1 cumple con la norma de productos regionales (NMX-F-422-1982), mientras que el
de la zona 2 rebasa el limite marcado. La presencia de coliformes puede deberse a la
contaminacion con heces fecales de algunos animales o de las mismas personas que se
encuentran laborando en la zona. En el caso de la pepita cruda solamente se registré

presencia en la zona 1, no se tiene norma para este tipo de semillas.

Tabla 24. Coliformes® totales en la pepita verde de calabazay sus productos

comercializados en Cuautitlan (zona 1) y la Central de Abastos (zona 2).

Muestra Zona 1 (UFC/g) | Zona 2 (UFC/g)
Cruda 65000 NP
Cascara NP NP
Salada NP NP
Botana NP NP
Garapifiada NP NP
Jamoncillo NP NP
Palanqueta NP NP
Mole verde NP NP
Pipian 10000 62000

NP: No presentaron coliformes totales.

&: Crecimiento en agar Mac Conkey e incubados a 37 °C durante 48 horas en diluciones de hasta 10,

5.4.2 Mesofilas aerobios.
La mayoria de los alimentos se consideran como no aptos para el consumo cuando

contienen un gran numero de microorganismos, aun cuando se sepa que estos
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microorganismos no son patégenos y que no alteran los caracteres organolépticos del

alimento.
En la tabla 25 se muestra el contenido de las bacterias mesdfilas en la pepita verde de

calabaza y sus productos.

Tabla 25. Mesofilas aerobias® en pepita verde de calabaza
y de los productos comercializados en Cuautitlan (zona 1) y la Central de

Abastos (zona 2).

Muestra Zonal (UFC/g) Zona 2 (UFC/Q
Cruda 258000 4600
Cascara NP NP
Salada 3700 540
Botana 330 460
Garapifiada 590 400
Jamoncillo NP NP
Palanqueta NP 410
Mole verde 950000 950000
Pipian 70000 870000

NP: No presentaron mesdéfilos aerobios.

:Crecimiento en agar nutritivo, incubados a 35 °C durante 48 horas en diluciones de hasta 1073,

Las muestras de pepita con cascara y jamoncillo de ambas zonas no presentaron
mesofilos aerobios, la pepita en palanqueta de la zona 1 no presentd, mientras que en la
zona 2 fue de 410 UFC/g; la pepita cruda presenté 258,000 UFC/g y 4,600 UFC/g para la
zona 1 y 2, respectivamente. La pepita salada de la zona 1 presentd una mayor
concentracién (3700 UFC/g) que la zona 2 (540 UFC/g). El mole para ambas zonas
presentaron la misma concentracion de mesdfilos aerobios con 950,000 UFC/g y el pipidn
en la zona 2 presentd una mayor concentracién con 870,000 UFC/g, ambos productos

presentaron un alto contenido de mesdfilos aerobios. Los recuentos altos indican que las
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materias primas estaban contaminadas, y/o que la limpieza y desinfeccion no fueron las
correctas, asi como condiciones inadecuadas de los tratamientos térmicos durante

proceso.

5.4.3 Hongos.

Las micotoxinas pueden ser producidas por muchos tipos de mohos sin embargo, la
mayoria vienen de los géneros Aspergillus, Penicillium, y Fusarium. No todos los hongos
producen micotoxinas y un moho puede producir diferentes tipos de micotoxinas, lo que

hace dificil generalizar acerca de su efecto en la salud humana.

En la tabla 26 se muestran los diferentes hongos que se identificaron en la pepita verde
de calabaza y en los diferentes productos de las dos zonas estudiadas. Los hongos
identificados fueron: Rhizopus, Penicillium, A. flavus, A. niger, A. clavatus, Alternaria y

Fusarium.

El jamoncillo fue el uUnico producto que no presentd hongos posiblemente por la
concentracién de azucares que tienen estos productos, provocando que el agua salga de
las células reduciendo asi el crecimiento de hongos debido a la presion osmdtica
(Nicholas, 1999). En el caso de la pepita garapinada se identificé Alternaria en la zona 1,
sin embargo, este hongo no es productor de aflatoxinas por lo que no existe riesgo para el
consumidor. La Alternaria es un hongo que se encuentra presente por contaminacion en

el campo.

En la pepita salada de la zona 1 se identificaron A. flavus, A. niger, Penicillium y
Alternaria, mientras que en la zona 2 presentaron ademas de éstos Rhizopus y Fusarium.

Siendo de relevancia el A. flavus, que es hongo productor de aflatoxinas B, y B..

Cabe mencionar, que el producto de la zona 2 presenté una gran variedad de hongos,
provocado seguramente por un mal almacenamiento. La presencia de Alternaria y
Fusarium se deben principalmente a una mala manipulacion en el campo. Fusarium es un
género de hongo que en ocasiones causan enfermedades infecciosas como queratitis,

onicomicosis, etc. Sin embargo, cada vez se describen mas infecciones graves.
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. 4

Tabla 26. Hongos® presentes en la pepita verde de calabazay de los
productos comercializados en la zona de Cuautitlan (zona 1) y la Central de

abastos (zona 2).

Muestra Zonal Zona 2
Cruda Rhizopus, Penicillium Rhizopus
A. flavus, Penicillium,
Cascara Rhizopus, NP
A. flavus, A. niger,
A. flavus, A. niger, Penicillium, Rhizopus,
Salada Penicillium, Alternaria. Fusarium.
Botana A. flavus, Rhizopus. Rhizopus.
Garapifnada Alternaria. NP
Jamoncillo NP NP
A. flavus, Penicillium,
Palanqueta Rhizopus. A. flavus, Rhizopus.
A. flavus, A. niger,
Penicillium, Alternatria, A. flavus, A. niger,
Mole verde Fusarium. Alternaria, Fusarium
A. flavus, A. niger,
Pipian Rhizopus. A. flavus, Rhizopus.

PN: No presentaron hongos.

#:Crecimiento en agar dextrosa papa, incubados a 25 °C durante 5 dias.

En 1973 se describe la primera infeccion diseminada en un paciente con leucemia aguda.
Desde entonces se han descrito muchos casos, especialmente en pacientes con
alteraciones de la respuesta inmune, diabéticos, quemados, con heridas abiertas y
contaminadas con tierra, con trastornos inmunolégicos o con tratamiento inmunosupresor.
Se han detectado concentraciones elevadas de anticuerpos frente a polisacaridos
extracelulares en los sujetos sanos, lo que sugiere que existe un contacto frecuente con el

hongo. Este tipo de hongo puede aislarse en la piel, en la cérnea, esputo, hueso, sangre.
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Por otra parte algunas variedades de Rhizopus también causan enfermedades como la
Mucormycosis, enfermedad de Rhinocerebral es la forma mas comun, otros sindromes
importantes incluyen enfermedades pulmonares, cutaneas, gastrointestinal y del rifion.
Esta enfermedad tiene un indice de mortalidad muy alto de 50-85%. Las enfermedades

pulmonares y gastrointestinales tienen un indice de mortalidad incluso mas alto.

Los productos procedentes de la zona 1, presentaron una mayor presencia de hongos y
en particular del hongo productor de aflatoxinas, en los Unicos productos en los que no se

detecto A. flavus fueron la pepita garapifiada, cruda y el jamoncillo.

En el caso de los productos procedentes de la zona 2, en los que no se identificd A. flavus
fueron: pepita con cascara, pepita en botana, pepita garapinada y jamoncillo. Estos
productos deberan ser analizados y la probabilidad de una contaminacién por aflatoxinas
es sumamente grande. Por otra parte, la presencia de Penicillium y Fusarium requiere de
una identificacion de la especie, ya que Penicillium verrucosum y Fusarium

sporotrichioides son productores de ocratixina A y toxina T-2, respectivamente.

5.4.3.1 Descripcién macroscadpica.
El desarrollo de colonias sobre superficies de agar permitié identificar los
microorganismos debido a que las especies forman a menudo colonias con una forma y

aspecto caracteristico (Lansing, 2002)

Para la identificacion del hongo a nivel macroscopica se tuvo que analizar primero el lado
anverso, observando el crecimiento de la colonia hongo si es radial, su forma y aspecto,
es decir, si es algodonosa, pulverulenta, aterciopelada; y por ultimo el reverso para

determinar la pigmentacion.

Alternaria.

Anverso: Colonia ilimitada, aqui esta limitada. El color de la colonia
fue café oscuro casi negro. Su forma y aspecto fue plana
aterciopelada y esta cubierta con un ligero vello blanco.

Reverso: Presentd una pigmentacion café oscuro que difunde al

Figura 29. Alternaria.  Medio.
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Aspergillus clavatus.
Anverso: Su colonia fue ilimitada puede invadir todo el medio de
cultivo, en este caso la colonia estaba limitada por otros hongos; el
color fue verde azulado presentando un ligero halo blanco micelial.

Su forma y apariencia fue granulosa y plana.

wew pgodey ci

Figura 30. A. clavatus.

Reverso: No present6 pigmentacion.

Aspergillus flavus.

Anverso: Su colonia fue ilimitada puede invadir el medio de
cultivo, en este caso estaba limitada por otros hongos. El color fue
verde amarillento y presentd un halo blanco micelial en su
periferia. Su forma y apariencia fue plana granulosa fina casi
terrosa.

Reverso: No presentd pigmentacion.

Figura 31. Aspergillus flavus.

Aspergillus niger.
Anverso: Su colonia fue ilimitada puede invadir el medio de
cultivo, en este caso esta limitada por otros hongos. Su color fue
negro con un poco de amarillo verdoso a la periferia. Su forma y

apariencia fue granulosa.

~ Reverso: No presentd pigmentacion.

Figura 32. Aspergillus niger.

Fusarium.
Anverso: El tamafo fue ilimitado, limitado por otros hongos. Su
color fue rosa. Su aspecto y forma fue vellosa.

Reverso: Present6 una pigmentacion naranja.

Figura 33. Fusarium.
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Penicillium.

Anverso: Tamafio ilimitado. Su color fue verde azul y presenté un
halo blanco en la periferia. Su aspecto y forma fue aterciopelada y
plana.

Reverso: No presentd pigmentacion.

Figura 34. Penicillium.

Rhizopus.
Anverso: El tamafo fue ilimitado. El color negro. Su forma y
aspecto fue vellosa algodonosa.

Reverso: No presentd pigmentacion.

Figura 35. Rhizopus.

5.4.3.2 Descripcion microscopica.

Una vez identificado el hongo macroscépicamente se realizd una identificacion
microscopica (con una camara digital marca Minolta) para poder distinguir mediante su
morfologia de las colonias los diferentes géneros que podrian presentarse en cada
muestra del alimento.

Alternaria.
Sus hifas son segmentadas, los macroconidios son multicelulares
con segmentaciones transversales y longitudinales en forma de

granada o de palillos de tambor.

Figura 36. Alternaria.
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Aspergillus clavatus.
Sus hifas son hialinas, su vesicula claviforme (tiene la estructura

de un cerillo).

Figura 37. Aspergillus clavatus.

N | T

Aspergillus flavus.
Sus hifas son hialinas y segmentadas, sus conidios se encuentran

uniseriada y biseriada

Aspergillus niger.
Sus hifas son hialinas, sus conidioforos son largos, el conidio es

oscuro y su vesicula es grande y redonda.

Figura 39. Aspergillus niger.

Fusarium.
Los macroconidios son curvados pluriseptados, con una célula

apical mas o menos puntiaguda

Figura 40. Fusarium.
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Penicillium.
Sus hifas son hialinas y segmentadas, los conidioforos dan lugar a

las fialides ramificadas que forman un cepillo.

Rhizopus.
Los esporangioforos son largos y emergen de rizoides; los

. esporangios son obscuros.

Figura 42. Rhizopus.

5.5 Aflatoxinas.

A pesar de que en México, la Norma indica niveles de 20 ppb, existen muchos productos
como los del presente estudio, que no cumplen lo establecido. En el tabla 27 se muestran
los resultados obtenidos de aflatoxinas totales por columnas de inmunoafinidad presentes
en la pepita verde de calabaza y de sus productos procedentes de la Central de Abastos
de la ciudad de México y de Cuautitlan. Se muestra que todos los productos a base de
pepita verde de calabaza presentaron aflatoxinas totales, con niveles desde 1 hasta 205
ppb. Los productos de la zona | que rebasaron los niveles permisibles fueron la pepita
salada con 86 ppb y el mole con 24 ppb. Mientras que, en la zona Il la pepita en botana y
la palanqueta presentaron 130 y 205 ppb, respectivamente.

Si se tomara como referencia la legislacion de la Unidn Europea el limite permisible de
las aflatoxinas para alimentos de consumo humano seria de 4 ppb, por lo que casi todas
las muestras del presente estudio no son aptas para el consumo humano. Sin embargo,
la FDA y la NOM-188-SSA1-2002 permiten niveles mas altos. Se puede observar que la
Union Europea tiene un estricto control en la calidad de los alimentos, por lo que estos

productos no podrian ser comercializados en esos paises por no cumplir con la norma.
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Tabla 27. Aflatoxinas totales de la pepita verde de calabaza y sus productos

comercializados en la zona de Cuautitlan (zona 1) y la Central de abastos

(zona 2).
ZONA1 ZONA 2
MUESTRA (ppb) (ppb)
Cruda 3+1a 2+05a
Cascara 9+1a 5+047 a
Salada 86 +24 a 16+0b
Botana 7+05a 130+ 30b
Garapifiada 4+0a 1+0a
Jamoncillo 5+2a 2+1a
Palanqueta 5+3a 205+ 35D
Mole verde 24+ 2 a 7+15a
Pipian 7+2a 5+05a

Letras iguales para cada producto indican que no existe diferencia significativa entre las zonas de

comercializacién (p > 0.05).

La materia prima (pepita verde de calabaza) no presentd diferencia significativa (p > 0.05)
entre las dos zonas de estudio. Mientras que, la pepita salada de la zona 1 rebaso las 20
ppb, en esta muestra se detecté la presencia de Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium,
Alternaria, Fusarium, é stos hongos son productores de aflatoxinas como aflatoxina B1,

B2, G1, G2, Ocratoxina A, Fumonisina A, Toxina T2, Desoxinivalenol.

El con tenido de a flatoxinas en | a pepita en bo tana presentd estadisticamente una
diferencia significativa (p < 0.05) ya que se obtuvieron 7 ppb en la zona 1 y para la zona 2
130 ppb, a pesar de que el producto de esta zona no presentd hongos productores de
aflatoxinas, la presencia de estos metabolitos se puede e xplicar ya que el hongo pudo
morir en el proceso, mientras que la toxina es termoresistente. La existencia de hongos en

alimento no indica ne cesariamente un a contaminacién con micotoxinas, pero si es un
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factor de riesgo importante para que estas se produzcan, del mismo modo, puede

detectarse una aflatoxina sin la presencia del hongo productor, ya que éste pudo haber
sido inactivado por tratamientos térmicos o alteracion de factores ambientales. Como fue

el caso del jamoncillo y el garapifiado.

Uno de los productos que presentdé una gran cantidad de aflatoxinas totales con 205 ppb
fue la pepita en palanqueta de la zona 2, presentando diferencia significativa (p < 0.05)
con respecto a la zona 1. Las condiciones en las que se encuentran estos productos en la
Central de abastos de la Ciudad de México no son las adecuadas ya que los
establecimientos no se tiene un control de la temperatura ni de la humedad y esto provoca

que los productos se contaminen durante su comercializacion.

El mole es alimento de gran importancia a nivel cultural presenté 24y 7 ppbenlazona1y
2, respectivamente. El mole procedente de zona 1 rebasa los limites de la norma por lo

que no seria apto para consumo humano.

Por otra parte, fue necesario realizar la identificacion del tipo de aflatoxina presente, ya
que la toxicidad de cada una es diferente y por lo tanto, no sera lo mismo tener un

alimento con 20 ppb de aflatoxina B1 que B2.

Se realizé la identificacién de las aflatoxinas presentes en las muestras que rebasaron el
contenido de 20 ppb de aflatoxinas totales, por el método de HPLC encontrandose sélo la
presencia de la aflatoxina G.. Esta aflatoxina es obtenida a partir de la G1, en medios
fuertemente acidos y la G1 es el resultado del metabolismo de los hongos

micotoxigénicos.

En la figura 43 se muestra el cromatograma de las diferentes muestras del estudio
conteniendo la AFG2. En la Tabla 28 se muestra el contenido de aflatoxina G2 en las
muestras que rebasaron el contenido de 20 ppb de aflatoxinas totales. Se procedid a
identificar a la aflatoxina presente en los productos que no cumplieron con los limites de la
Norma, encontrandose que los niveles de AFG2 fueron para la palanqueta de 143 ppb.
Los demas productos presentaron niveles ligeramente inferiores al registrado por el

método de columnas de inmunoafinidad. Esto se debié al proceso de almacenamiento
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que sufrieron las muestras, ya que no fueron inmediatamente analizadas como se indica

en la bibliografia analitica.

Todas las muestras presentaron la misma aflatoxina, G2, coincidiendo con trabajos en
productos secos como: pistache, frutos secos y trigo (Aran et al., 1994; Gonzalez, 2001,
Barros et al., 2003; Hernandez y Sanz (2003).

1500&?
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Figura 43. Cromatdgrama de las muestras estudiadas.

@ salada (zona 1) @ Mole (zona 1)
@ P.salada (zona2) @ P.en palanqueta (zona 2) @ P. enbotana (zona 2)
@ P. con cascara (San Andrés Atocpan) @ Mole (San Andrés Atocpan).

El Comité Cientifico de la Alimentacion Humana de la UE sefala que la AFG2 ha sido
estudiada sélo en animales, resultando que las pruebas de toxicologia fueron
insuficientes como para que esta aflatoxina sea clasificada como cancerigena a diferencia
de la AFB1 que existen suficientes evidencias a cerca de su caracter carcinogénico para
el hombre. Sin embargo, el que la AFG2 no sea considerada como carcinogénica no
implica que no provoque dafios a la salud, diversos autores sefalan algunos efectos
fisiopatoldgicos por la ingesta de aflatoxinas G, como dafio hepatico agudo, induccion de
tumores, disminucion de la eficacia del sistema inmunitario y acumulacién en tejidos
(Soriano, 2007).

87




& RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 28. Contenido de aflatoxina G2 en pepita verde de calabazay
productos (HPLC).

AFG2

Muestra (ppb)

Pepita salada (zona 1) 69.87
Mole (zona 1) 25.97
Pepita salada (zona 2) 7.496
Pepita en botana (zona 2) 98.61
Palanqueta (zona 2) 143.36

Los resultados indicaron que la zona de comercializacion, las condiciones del proceso, y
almacenamiento fueron factores importantes en la calidad de estos productos, y se
requiere encontrar las fuentes de contaminacion para eliminar los riesgos y peligro para la

salud de los consumidores de estos productos.

No se han encontrado trabajos donde reporten presencia de aflatoxinas en la pepita verde
de calabaza ni en productos elaborados artesanalmente (moles y dulces), sin embargo,
Bankole et al. (2006) reportaron que de 137 muestras, el 32 % de pepita de melén del
bosque y el 21% de la sabana en Nigeria presentaron aflatoxina B1, en un rango de 2.3 a
47.7 g/Kg y 2.3 a 25.1 pg/Kg, respectivamente, encontrando también Aspergillus flavus
como hongo predominante (62 y 57% de las muestras) en ambas zonas. Thie et al.
(2007), encontraron que de 19 muestras de pasas el 16 % presentaron aflatoxina B1 con
un maximo de 2.0 pg/Kg; y el 53% de las muestras de higos secos obtuvieron un rango
de 0.3 a 2.0 pyg/Kg sin embargo, sélo en una muestra present6 1500 ug/Kg de ésta misma
aflatoxina. Zinedine et al. (2006) encontraron Ocaratoxina A en: maiz 7.22 ug/Kg, trigo
0.42 pg/Kg y cebada 0.17 pg/Kg; fumonisina B1 sélo en el maiz un rango de 1930-5960
Mg/Kg. Ademas en los tres granos estudiados reportaron afaltoxinas y zearalenona en
niveles bajo. También reportaron que en 14 muestras de pimiento rojo en polvo el 100%

presentaron aflatoxina B1 en una concentracion del 2.88 a 5.23 ug/Kg.
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5.6 Relacion de la presencia de aflatoxinas con el proceso artesanal de elaboracion
de mole verde en San Pedro Atocpan.

Para determinar la fuente de la presencia de aflatoxinas en mole verde, se planted la
visita y muestreo en una zona productora de este producto, siendo San Pedro Atocpan
uno de los lugares en donde se produce la mayoria del mole comercializado en el Distrito
Federal. Por esta razon, se realiz6 este estudio de campo que permitié conocer el proceso
de elaboracién y las condiciones reales en que muchas microempresas y/o empresas
familiares se dedican a la produccion de mole, producto ampliamente consumido en

nuestro pais.

Los moles ocupan un lugar predominante en la cocina mexicana. Existe una gran
variedad de ellos. Hay moles de distintos colores: verde, negro, amarillo, rojo segun los

ingredientes empleados y de las distintas regiones en la cual se elabora (Lomeli, 2004).

Como en la mayoria de estos productos tradicionales mexicanos, no existen procesos
establecidos para su elaboracion. La mayoria de los moles se realizan a partir del
conocimiento adquirido de generacion en generacion por las tradiciones culturales de las
comunidades. De esa manera, algunos siguen realizando éste producto a partir del
trabajo familiar por medio de pequefos talleres establecidos en las propias casas de los

productores o en microempresas.

5.6.1 Proceso de elaboracion del mole verde.
Con la apertura de la economia, los productores de alimentos mexicanos se han
preparado para buscar nichos de mercado que abran oportunidades de desarrollo para
competir tanto a nivel nacional como internacional. Dentro de esos espacios de mercado
se pueden ubicar a los alimentos tradicionales mexicanos industrializados que han
aumentado en numero y variedad en pocos afios (FAO, 1991).
Existen tres tipos de presentacién del mole:

% Tipo I. Mole en polvo granulado o comprimido. Polvo seco, granulado o

comprimido de facil suspension.
% Tipo Il. Mole en pasta. Pasta semisdlida de suavidad homogénea.

< Tipo lll. Mole liquido. Liquido semifluido o espeso de acuerdo a la variedad.
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En este proyecto se trabajé con mole tipo | y en la figura 44 se presenta el diagrama de
bloques para la elaboracién del mole y las imagenes presentadas corresponden al lugar y
materiales utilizados en el proceso de elaboracion de una empresa dedicada a la

elaboracion de moles artesanalmente en San Pedro Atocpan, Xochimilco.

5.6.2 Descripcién del proceso.

Recepcidon _de materia prima. La materia prima (pepita verde de calabaza) fue traida

desde Morelos y Guerrero, al llegar la pepita verde de calabaza se almacend a

temperatura ambiente hasta su uso (Fig. 45).

Figura 45. Almacenamiento de la materia prima.

Limpieza y acondicionamiento de materias primas. La limpieza de la pepita se realizd

por medio de un cernidor para eliminar las particulas no deseadas en la elaboracion como
basura, polvo, pedazos de ramas y otros compuestos. Este proceso se realizo
manualmente (Fig.46).

El ajonjoli fue el unico ingrediente que se tostd en un tostador cilindrico durante una hora
a 180-200 °C (Fig. 47).

El perejil y el cilantro se lavé y fueron picados finamente (todo esto se realizd

manualmente). Todos los ingredientes se colocaron en tinas previo a su molido (Fig. 48).
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Figura 44. Diagrama de proceso de mole verde elaborado
artesanalmente.
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Figura 47. Tostador cilindrico para el ajonjoli.

Figura 48. Perejil y cilantro picados para elaboracién de moles.
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Molienda. Posteriormente se realizé una primera molienda de la pepita verde de calabaza
con todos los ingredientes en un molino de discos, terminando la primera molienda se
realizé una segunda molienda aproximadamente 1 hora, esto con el fin de obtener un
tamano de particula deseada, en otros establecimientos llegan a realizar 6 moliendas para

obtener un tamano de particula menor (Fig. 49).

Figura 49. Molienda de los ingredientes en un molino de discos.

Reposo. Por ultimo, se realizé un reposo a temperatura ambiente por 1 a 2 horas con el
fin de esperar que el mole se enfrie y pueda ser envasado para su almacenamiento y
venta.

Envasado. El mole fue envasado para su almacenamiento en costales de nylon con una

capacidad de 50 kg a una temperatura ambiente.
Esta empresa tiene una produccién de 400 kg por dia y distribuye su producto en San

Pedro Atocpan, en mercados de sus alrededores, en la Central de Atizapan de Zaragoza

y en la Central de Abastos de Ermita Iztapalapa.
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5.6.3 Utensilios y equipos utilizados en la elaboracién de mole verde.

Figura 50. Molino de discos.

Figura 51. Cernidores.

Figura 52. Utensilios utilizados en la molienda.

La molienda se llevdé a cabo en molinos de
discos. En algunas microempresas aun
utilizan molinos de piedra. Como se puede
ver en la figura 50 que la limpieza del equipo
no era la adecuada. En esta empresa se
encontraron algunos molinos sucios (con

residuos de mole y de otras materias primas).

Los cernidores que se utilizaron fueron de
madera con una malla de alambre. Estos
utensilios fueron limpiados con una brocha.
Algunos de ellos se encontraban rotos y

sucios (Fig. 51).

En el momento de realizar la molienda se
utilizaron unos trozos de madera de
aproximadamente de 20 x 10 cm como objeto
de ir introduciendo los ingredientes. Como se
puede observar estos utensilios se
encontraban desgastados y sucios (Fig. 52).
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Los ingredientes antes de ser molidos y al
término del proceso se colocaron en
bandejas de aluminio, las cuales se
encontraron manchadas por otros
ingredientes que utilizaron para realizar

moles rojos (Fig. 53).

Figura 53. Bandejas de aluminio.

A continuacion se realiza la descripcion de aspectos relevantes relacionados con los

lugares en donde se llevé acabo la investigacion de campo:

5.6.4 Instalaciones.
En la microempresa se observé que las instalaciones presentaron las siguientes

caracteristicas (tabla 29):

Tabla 29. Caracteristicas de las instalaciones

Instalacion. Caracteristicas

Las ventanas estaban cubiertas con papel y en
los techos se encontraban orificios, lo cual
podria provocar que pajaros y otros animales
tuvieran acceso a las instalaciones y propiciar

una contaminacion.
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Tabla 29. Caracteristicas de las instalaciones (continuacion).

Instalacion.

Caracteristicas

En el almacenamiento el producto se llevaba a
cabo en cuartos sin ventilacion, lo cual
provocaba que los olores de todos los
productos se mezclaron (en este almacén
guardaban tamarindo, chiles, galletas, semillas

de girasol, entre otros).

Las paredes se encontraban sucias y raspadas,
lo que representa una mayor susceptibilidad al
crecimiento de microorganismos y un mayor
riesgo potencial de contaminacién de los

productos. El piso se encontraba sucio.

Algunos de los ingredientes se encontraban en
el piso, esto podria provocar una contaminacion
de la materia prima, ademas como se
menciond anteriormente, el piso se encontraba

sucio.

Algunos de los ingredientes se encontraban en el piso, esto puede provocar que los

animales que se encuentren cerca contaminen la materia prima, ademas como se

menciond anteriormente que el piso se encontraba sucio.
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5.6.5 Limpieza del personal.

Se observdé que el personal de la microempresa no contaba con ninguna medida de
seguridad, es decir, no utilizaban cofia, cubre bocas, guantes; ninguno de ellos se lavaban
las manos y ademas la mayoria de los operadores llevaban gorras, lo cual no es lo
adecuado para realizar un proceso de cualquier alimento, cumpliendo con las buenas
practicas de manufactura. Por otra practica observada fue que los operadores del tostador
se limpiaban con sus manos el sudor provocado por el calor generado durante y seguian

manipulando las materias primas provocando una contaminacion.

5.6.5.1 Sistema de limpieza.
En la empresa no se contaba con un sistema de limpieza y desinfeccion. Los utensilios
solamente eran limpiados con una franela, lo cual puede provocar la proliferacion de

microorganismo no deseados.

5.6.6 Calidad de materias primas y productos.
Los resultados obtenidos del proceso de la elaboraciéon del mole verde se muestran en la
tabla 30.

La pepita cruda fue la materia prima con mayor contaminacién en coliformes totales. La
norma para el mole indica un limite permitido de 11,000 UFC/g, mientras que el mole
elaborado en esta microempresa no presentd coliformes totales indicando que a pesar de

las condiciones de elaboracién no se tuvo una contaminacion por estos microorganismos.

El mole presentd una mayor contaminacién por bacterias mesdfilas, esto se debido a que
al término del proceso de elaboracién del mole se encontré expuesto al medio ambiente y
como se menciono la microempresa no contaba con unas instalaciones adecuadas. Por
otra parte, la pepita cruda y con cascara también presentaron cuentas altas de mesdfilos
indicando un mal almacenamiento. En lo referente a la presencia de hongos, se
identificaron para los tres casos presencia de Rhizopus y Penicilllium, solamente en la
pepita con cascara y el mole se identificé Asperqgillus niger. Esto indica que no se tienen
condiciones adecuadas para el almacenamiento (humedades relativas del 70 al 90 %)
debido a que estos hongos son de almacén. Como se puede observar, no se identificaron

hongos productores de aflatoxinas. El contenido de aflatoxinas (G?,) (tabla 31) presentes
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en la materia prima y del producto terminado cumplen con la horma mexicana ya que se

presentaron niveles muy bajos de estos compuestos, por lo que no presenta ningun
problema de salud y fue apto para el consumo humano.

Tabla 30. Analisis microbiolégico de las materias primas y del mole

elaborado en San Pedro Atocpan.

Mesofilos
Coliformes® | aerobios®
Materia (UFC/9) (UFC/9) Hongos® identificados
Pepita cruda 27,500 280000 Rhizopus, Penicillium.
Rhizopus, Penicillium, Aspergillus
|Pepita con cascaral 4,500 95000 niger
Rhizopus, Penicillium, Aspergillus
Mole NP 325000 niger

NP: No presenté coliformes.
2: Crecimiento en agar Mac Conkey e incubados a 37 °C durante 48 horas en diluciones de hasta 10~
®.Crecimiento en agar nutritivo, incubados a 35 °C durante 48 horas en diluciones de hasta 10°%,

®.Crecimiento en agar dextrosa papa, incubados a 25 °C durante 5 dias.

Tabla 31. Aflatoxinas® en las materias primas y del mole elaborado en San

Pedro Atocpan.

Muestra AFG2 (ppb)
P. cruda 2
Mole 0.3

% Método HPLC.

5.7 Propuesta para mejorar las condiciones de almacenamiento de la pepita verde
de calabazay de sus productos.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos causadas por peligros microbioldgicos

constituyen un problema de salud publica importante y creciente (FAO, 2002). Por ello es
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de suma importancia tener control en los alimentos desde la llegada a la industria hasta la

salida de ella y asi establecer una forma de calidad en la elaboracién del mole verde.

Los alimentos elaborados de manera artesanal suelen ser productos con grandes
problemas durante su elaboracién que se ve reflejado en su calidad final, por lo que es de
gran importancia aplicar medidas que puedan reducir el riesgo para la salud del

consumidor.

En la mayoria de empresas utilizan el sistema HACCP para tener un control en su calidad
de sus productos, este sistema podria ser una herramienta util para una microempresa

que elabora productos como el mole.

El sistema HACCP identifica los puntos donde aparecerian los peligros mas importantes
para la seguridad de los alimentos, ya sea este peligro como fisico, biolégico o quimico,
en las diferentes etapas del proceso desde la recepciéon de la materia prima hasta la
llegada al consumidor. Con el objetivo de adaptar medidas precisas y evitar que se

desencadenen los riesgos de presentacion de los peligros (Soriano, 2007).

Los principales elementos del sistema HACCP son:

1. Identificacion de los peligros potenciales. (Evaluacion del riesgo de ocurrencia).

2. Determinacién de los Puntos Criticos de Control (PCC). (Determinar los pasos que
pueden ser controlados para eliminar o minimizar los peligros).

3. Establecimiento de los criterios (tolerancias, niveles que se deben alcanzar) que

deben cumplirse para asegurar que el PCC esta bajo control.

Establecimiento de un sistema de vigilancia.

Establecimiento de una accion correctiva cuando el PCC no esté bajo control.

Establecimiento de procedimientos de verificacion.

N o o &

Establecimiento de procedimientos de mantenimiento de la documentacion y de los

datos.

5.7.1 Definicién del producto.
Segun la norma mexicana MNX-F-422-1982 define al mole como el producto alimenticio

de color y aspecto variable segun su composicion, que contiene como ingredientes
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basicos: chiles, agua, aceites y/o grasas comestibles, harinas, féculas, almidones, sal,

especias, condimentos, asi como otros ingredientes opcionales (cacao, chocolate,
cacahuate, nueces, pasas, almendras, avellanas, tortillas, pan, consomé, jitomate y
platano macho). En la tabla 32 se muestran las caracteristicas generales del producto

elaborado por la microempresa Moles Caseros.

Tabla 32. Descripcién del producto.

1.Nombre del producto Mole verde

2.Caracteristicas importantes del producto | Humedad menor del 14%, se almacena a

temperatura ambiente.

3.Como se utilizara el producto? En polvo para la elaboracién de platillos
mexicanos.

4.Sistema de Envasado Costales de nylon con capacidad de 50 Kg.

5.Duracion en el mercado De 1 a 2 afos.

6., Ddénde se vendera el producto? Mercados de San Pedro Atocpan y de

mercados de su alrededor, Centrales de
Abastos (Ermita Iztapalapa y Atizapan de

Zaragoza.

7.Instrucciones para el etiquetado El producto debera traer en la etiqueta
nombre del producto, ingredientes y tabla
nutrimental. Ademas de fecha de

elaboracion y caducidad.

8.Control especial de la distribucion Temperatura ambiente, humedad relativa
75-80 %.

Fecha: Elaborado por:

Revisado por: Autorizado por:

Las materias que lleguen a la microempresa deberan ser clasificados y llenar un formato

que se presenta en la tabla 33, lo cual debera ir firmada con el responsable, dicho formato

100




& RESULTADOS Y DISCUSION

debera traer la fecha de llegada de las materias primas. Los aspectos que se deben

considerar en el almacenamiento de materias primas es:
s Tiempo y temperatura del alimento.
« Caracteristicas de la materia prima (fisicas, quimicas y microbioldgicas).

+» Caracteristicas de envasado de la materia prima.

Tabla 33. Lista de materias primas y otros materiales incorporados.

Nombre del Producto: Mole verde.
Material de envase: Ingredientes secos:
Materia prima Principal:
> Pepita verde de Costales de nylon TODOS.
calabaza.
> Galletas. Cajas de carton.
> Chiles verdes. Costales de nylon.
> Perejil. -
» Cilantro. -
> Ajonjoli. Costales de nylon.
> Cacahuate. Costales de nylon.
Otros:
Fecha Aprobado por:

5.7.2 Identificacion de peligros y medidas de control.
El peligro una propiedad bioldgica, fisica o quimica que puede hacer que un alimento no

sea seguro para el consumidor.

Los peligros que pueden estar presentes a lo largo de todo el proceso segun el sistema

HACCP son: peligros fisicos, quimicos y microbioldgicos.
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Después de verificar el diagrama de proceso (Fig. 44) se procedié a realizar el

analisis de riesgos, ya que es un paso para determinar los puntos criticos de control

de esta manera, se identificaron los posibles peligros a lo largo del proceso de

elaboracion de mole y se registraron de forma estructurada y organizada en la tabla

34, para facilitar la comprension.

Tabla 34. Identificacion de peligros y medidas de control

Nombre del producto: Mole verde.

Ingredientes y Riesgos Justificacion Medidas de Control
etapas de Potenciales
Proceso
Recepcion Biolégicos Hongos, insectosy | Pruebas microbioldgicas,
aflatoxinas cuantificacién de
aflatoxinas
Fisicos Presencia de metales Detectores de metal
Cernido. Fisicos Presencia de metales | Detectores de metal
y piedras Tamizado con imanes
Mezclado. Bioldgicos Hongos, insectosy | Monitoreo de materias
aflatoxinas. primas.
Pruebas microbioldgicas y
cuantificacion de
aflatoxinas.
Molienda 1y 2 fisicos Friccién, desgaste del | Detector de metal.
Equipo
Reposo. Bioldgico Hongos e insectos | Colocarlos en lugares
bien cerrados a
temperaturas de 20-25 °C
y con humedad relativa
menor de 65%.
Pruebas microbiologicas
Empacado. Fisicos Desgaste de equipo. | Detector de metal.

Microbioldgicos

Monitoreo del producto
terminado.
Pruebas microbioldgicas y
cuantificaciéon de
aflatoxinas.
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5.7.3 Determinacidon de puntos criticos de control.

Después de la identificacion de peligros y las medidas preventivas para su control se
determinaron los puntos criticos mediante un arbol de decisiones (Fig. 54), que consiste

en una serie logica de preguntas que se responden para cada etapa del proceso.

P1. ¢ Existe medidas preventivas para el riesgo identificado?
v v No es
Si No —» PPC
v
P2. ;Esta fase o etapa esta disefiada para eliminar o reducir la
presencia de un riesgo, peligro?
Sies l l
PCC <«— Si No
P3. ¢Podria tener lugar una contaminacién con el peligro,
riesgo identificado en exceso del nivel aceptable o podria el
riesgo aumentar un nivel inaceptable?
] |
Sies
PCC l l
<« Si No
P4. i Una fase posterior del proceso eliminara el riesgo o
peligro?
Sies No es
PCC «—Si «— L, No — PPC

Figura 54. Arbol de decisiones.
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5.7.4 Establecimiento de limites criticos.

Ya establecidos los puntos criticos de control se establecen los limites para cada punto
critico de control. En la tabla 35 se muestra el formato 5 del sistema HACCP. En la tabla
36 se muestra el formato en donde se realizaran los procedimientos de vigilancia,

registros y procedimientos para corregir desviaciones.

Tabla 35. Determinacion de limites criticos.

ETAPA DE PELIGRO PCC LIMITES CRITICOS
PROCESO
Recepcion de la Fisico: Materia Extrafa Exento de materia extrana
materia prima Residuos metalicos y
Bioldégico: Aflatoxinas Aflatoxinas: 20 ppb
Mezclado Bioldgico: Aflatoxinas 2 Aflatoxinas: 20 ppb
Molienda 2 L Exento de materia extrafna
Fisico: Desgaste de 3
equipo.

5.8 Propuesta para mejorar la calidad de los productos.

La calidad de los alimentos esta dada por diferentes parametros como quimicos, fisicos,
microbiologicos. Por ello se realizé un estudio de la inocuidad en la pepita verde de
calabaza y de los productos que se elaboran a partir de esta para resolver algunos de los
problemas de salud publica y establecer una propuesta para mejorar las condiciones de
almacenamiento de la materia prima y de los productos terminados. Se debe de cubrir
ciertas normas, en equipos, personal capacitado, plantas disefiadas para lograr
condiciones de operacion, higiene y seguridad, asi como una alta productividad. Se debe
considerar las condiciones de la edificacion en donde se estan elaborando los productos
como los suelos, paredes, techos, ventanas, iluminacion e instalaciones sanitarias, patios

de la planta, drenaje; y la higiene del personal.
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Tabla 36. Plan HACCP

NOMBRE DEL PRODUCTO: MOLE VERDE

FASE DEL |No. DEL DESCRIPCION | LIMITES | PROCEDIMIENTOS | PROCEDIMIENTOS | REGISTRO
PROCESO |PROCESO | DEL PELIGRO |CRITICOS| DE VIGILANCIA PARA CORREGIR | DE HACCP
DESVIACIONES
Recepcion Humedad alta | Humedad | Verificar la humedad | Disminucion de la | Se realizara
de la 1 del humedad. en bitacora.
materia 14 %
prima Infestacion de Verificar el No aceptar materia
insectos. Nulo. porcentaje de prima infestada. Registrar en
insectos. libro de
compras
Contaminacion
por Verificar contenido
microorganismo Nulo. de hongos.
S.
Mezclado 3 Contaminacion Nulo Monitoreo por Menos de 20 ppb Realizarla
por laboratorio. en bitacora.
microorganismo
S. Monitoreo en
produccion de
afaltoxinas.
Molienda 2 5 Presencia de Nulo Monitoreo con
metales o imanes.
vidrios
FECHA: ELABORADO POR:

REVISADO POR:

AUTORIZADO POR:

5.8.1 Instalaciones

« Pisos: Se deben construir de materiales impermeables, no absorbentes, no deben

desarrollar microorganismos al contacto con la humedad. Deben de ser de facil

limpieza como pisos deslizantes, en algunas zonas pueden ser precisas

superficies antideslizantes como medida de seguridad para los operarios, aunque

deben de ser de una limpieza eficaz.

impermeabilizantes y

lavables; por ejemplo,

% Paredes: Las paredes en el area de producciéon deben de ser de materiales

azulejos, laminas de plastico o
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acero inoxidable o se construiran con material recubierto por un barniz
impermeabilizante hasta la altura de las posibles salpicaduras. La superficie sera
lisa, sin grietas y facil de limpiar. Las uniones entre las paredes adyacentes y entre
paredes y techos seran selladas y de color claro, lo que permitira visualizar la

suciedad.

7
0.0

Techos: Los techos son poco probables que establezcan contacto con los
alimentos y se limpian pocas veces, por ello deben de ser construidos de tal forma
que pueda prevenir la acumulacion de polvo y de suciedad. Una circulacion
adecuada del aire tiene una prioridad total para evitar la formacion de mohos sobre
los techos. El goteo de la humedad condensada sobre los techos es una causa
potencial de los productos que permanecen debajo. Los techos deben construirse
de materiales absorbentes como hormigdén o yeso, también pueden cubrirse con
lamina de fibra o de madera. Estos materiales tienden a acumulan humedad por
ello, se tienen que limpiar con frecuencia o bien, pueden reducirse mediante la
ventilacion y aire acondicionado. La aplicacion de pinturas fungicidas

suplementara estas medidas.

X3

%

Ventanas: En la zona donde se manipula los alimentos deben de contener pocas o

nulas ventanas.

X3

%

Puertas: Las puertas se recomiendan, ser instaladas perfectamente bien ajustadas
para evitar la entrada de roedores, insectos y polvo; las superficies deben de ser

lisas y no absorbentes.

3

%

Estructuras aéreas: Todos los dispositivos y estructuras que van al aire (por
ejemplo fijaciones de iluminacion, tuberias para gas, aire comprimido y energia,
railes de suspension, poleas, evaporadores) pueden contribuir a la contaminacion
de los alimentos y de las materias primas, particularmente por condensacion o
goteo. Las cubiertas seran de superficies lisas y se desmontaran con facilidad para

permitir la limpieza de las instalaciones.
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lluminacion: El propésito de la iluminacion es proporcionar una visibilidad eficiente
y comoda en el trabajo, ademas ayuda a mantener un ambiente seguro. El
establecimiento debe disponer de iluminacién adecuada en cantidad y calidad de

acuerdo con las operaciones que se realicen.

Drenaje: En las areas de produccién, se recomienda instalar una coladera por
cada 37 cm? de superficie. Los puntos mas altos deben estar a no mas de 300 mm
de un drenaje maestro colector, a la pendiente maxima del drenaje con respecto a
la superficie del piso debe ser superior al 5%. En las instalaciones que asi lo
requieran se deberan instalar trampas de grasa. Las tuberias de desague de los
inodoros no deberan descargar directamente al sistema de drenaje. Se debe de
tener precaucion que las tuberias hierro o acero galvanizado sean de un diametro

interior de aproximadamente 100 mm.

Rampas y escaleras: Las rampas deben tener 10% de inclinacion y se deben
construir de material antiderrapante; mientras que las escaleras deben permitir el
libre transito y se construyen de acuerdo a las instalaciones. Se debe evitar tocar

barandales antes de entrar al area de proceso.

Equipos y utensilios: Los utensilios deben de ser almacenados adecuadamente,
que se laven y desinfecten con facilidad, deben de ser de facil mantenimiento y
manejo para el personal de limpieza y de mantenimiento responsables. Tanto los
equipos como los utensilios deben ser de acero inoxidable para evitar su deterioro
y facilitar su limpieza. La limpieza debe ser en cada jornada de trabajo. El uso de
desinfectantes debe ser en las concentraciones mas adecuadas con el fin de no

desgastar el equipo y sobre todo no poner en riesgo la salud del consumidor.

Instalaciones para aseo personal: En todos los lugares de trabajo deben existir
instalaciones adecuadas y convenientes para el aseo personal, con suministro de
agua potable fria y caliente, toallas limpias individuales y desechables, de féacil

acceso para los operarios, limpias y en adecuadas condiciones de funcionamiento.
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< Lavamanos: Se utiliza por lo general, el de tipo cubeta o pila colocada sobre
soportes. Los lavamanos de cubeta van adosados a los muros o mas
frecuentemente en espiga y perpendicularmente a las ventanas, a fin de que
tengan una iluminacion adecuada. El lavamanos colectivo circular presenta
ventajas de su escaso consumo de agua (0.02- 0.03 cm®min) y el espacio
reducido que ocupa. El numero de lavamanos que han de instalarse en los lugares

de trabajo dependera del numero de trabajadores y de la actividad que se realice.

« Duchas y Regaderas: Los lugares de trabajo deben contar con duchas de agua
potable fria y caliente en este capo que los procesos son polvorientos, sucios,
manipulacién de sustancias infecciosas, grasosas, impliquen a calor excesivo,
grandes esfuerzos fisicos por ejemplo como el caso de este tipo de industrias en

los que se realizan en las operaciones un esfuerzo mecanico.

+« Inodoros: Provistos de retretes, papel higiénico, lavamanos, jabdén, secador de
manos o toallas desechables y recipientes para basura. Se recomienda que el
empleo de grifos que no requieran accién manual. Existencia de roétulos que
indiquen que el personal debe lavarse las manos, deberan conservarse limpios,

secos y desinfectantes y se recomiendan el uso de puertas con cierre hermético.

5.8.2 Implementacion de buenas practicas de manufactura

Una propuesta mas que se hace, es llevar acabo las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), ya que estas tiene como objetivo, establecer criterios generales de practicas de
higiene y procedimientos para la manufactura de alimentos inocuos, saludables y
sanos destinados al consumo humano que hayan sido sometidos a algun proceso

industrial. A continuacidn se mencionan cada una de ellas:

% Capacitacion para el personal: Enfocandose al manejo de la higiene del personal
de todas y cada una de las personas que laboren dentro y fuera de las
instalaciones de la empresa. El personal debe conocer y entender los siguientes

puntos:

1. Usar ropa limpia
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2. Lavado y desinfeccién adecuadas de las manos
Mantener las ufias cortas, limpias y libres de esmalte de ufias.
Emplear adecuadamente, redes de pelo, cofias, gorras, cubiertas de barba
y cubre bocas.
No comer o fumar en areas de trabajo.
Restringir a personas enfermedades o con heridas sin cicatrizar.
Abstenerse del uso de joyeria, clips, lapices o boligrafos sueltos en el
uniforme.
Evitar contaminacion con cosméticos.

Los empleados deben presentarse aseados a trabajar.

% Personal: Debe usar red y cofia antes de entrar al area de produccion, de igual
manera se debe usar cubre barba o bigote segun sea el caso. Se deben remover
batas, cofias, cubre barbas, esto con el fin de evitar la contaminacién cruzada. Se
recomienda que el personal se bafe diariamente y de preferencia antes de iniciar

labores.

X3

%

Lavado de manos: Las manos suelen contaminarse por contacto con materias
primas que son portadoras de gérmenes patdogenos o alterantes, por ello se
recomienda lavarse las manos profundamente y sanitizarlas cuando sea
necesario, en una instalacion adecuada, antes de empezar a trabajar, después de
cada ausencia de la zona de trabajo y en cualquier otro momento en que las
manos se hayan ensuciado o contaminado. Es necesario lavarse las manos; antes
y después de manipular alimentos, luego del uso de los servicios higiénicos,
después de tocar objetos contaminados: dinero, basura, panuelos, restos de
alimentos, entre otros. Después de tocarse el cabello, nariz u otras partes del

cuerpo, después de fumar y antes de ponerse guantes para manipular alimentos.

3

%

Politica de cabello y barba: Todo el personal debera traer en buen estado y bien
colocada la malla cubrepelo. Debera cubrir las orejas, la patilla no debera

extenderse mas abajo del I6bulo de la misma.
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% Alimentos y bebidas: No se podra introducir alimentos y bebidas en el area de
produccién. Todo alimento y bebida debera ser consumido unicamente en el

comedor de la planta.

7
0.0

Aire: Todo lugar de trabajo necesita ventilarse por medios naturales o mecanicos,
para cumplir con dos grandes requerimientos ambientales: el primero a fin de
proporcionar el oxigeno suficiente para el mantenimiento de la vida, mediante el
suministro de aire fresco del exterior en cantidad suficiente y, el segundo para
abatir la contaminacién ambiental del lugar causado por la presencia de diéxido de
carbono, olores corporales, exceso de calor y humos o vapores producidos por los
procesos industriales que se realizan. Las entradas de aire estaran provistas de

filtros para evitar la entrada de insectos, polvos y otros contaminantes.

Agua: En general el agua debe ser de calidad potable. Debido a la importancia del
uso de agua para la limpieza de las instalaciones, es conveniente asegurarse que
esta misma sea suficiente para arrastrar todo el contenido de las alcantarillas y
que éstas quedan absolutamente limpias. Antes de ser utilizada se le deben

realizar pruebas fisicas, fisicoquimicas y microbioldgicas.

X3

%

Control de plagas: Utilizar todos los recursos necesarios por medio de
procedimientos operativos estandarizados, para minimizar los peligros

ocasionados por la presencia de estas plagas.

% Mantenimiento: Se deben de tener los equipos calibrados a través del
establecimiento de un programa de mantenimiento y calibracion, se deben tener
precaucién y cuidado en la lubricacion de los equipos, la ubicacion de los equipos
debe de ser de tal manera que se facilite su limpieza (separados de paredes,
techos y pisos) la limpieza debe de ser lo mas cuidadosa posible, evitando

derrames.

Los equipos deberan de estar en buenas condiciones de funcionamiento; para ello se
realizan periodicamente revision, limpieza y desinfeccion de equipos que sean recién

reparados.
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Sanitizacion: Implementar la técnica de limpieza que generalmente se implementa
en la Industria de alimentos mediante el uso de agua y soluciones limpiadoras, de

acuerdo a los siguientes pasos:

Preenjuague con agua tibia a 45° C.
2. Aplicacion de un detergente limpiador a temperatura adecuada, para su
efecto 6ptimo.
Enjuague con agua caliente.
Higienizacion con la utilizacion de ayudas en el proceso de limpieza tales

como cepillos mecanicos, aspiradoras, raspadoras, pistolas de vapor, etc.

Transporte: Determinar los objetivos y limitaciones del transporte tanto para la
materia prima como para el producto, se debe asegurar la limpieza y buen
funcionamiento de la unidad de transporte ademas durante la carga, evitar poner
en marcha el transporte con las puertas abiertas, cargar lo mas rapido posible
evitando la contaminacion y dafo al producto de igual manera durante el recorrido
controlar la velocidad de transporte a fin de evitar movimientos bruscos que

afecten la estructura del producto.

Retiro de Producto: El establecimiento no debe aceptar ninguna materia prima en
estado de descomposicidn o con sustancias extrafias evidentes que no puedan ser
reducidas a niveles aceptables por los procedimientos normales de inspeccion,
clasificacién, preparacion o elaboracion y rechazar las materias primas con
evidentes signos de infestacion de hongos. Las materias primas que
evidentemente no sean aptas, deben separarse y eliminarse del lugar, a fin de

evitar mal uso, contaminaciones y adulteraciones.

Registros de elaboracion o produccién. De cada lote debe llevarse un registro
continuo, legible y con la fecha de los detalles pertinentes de elaboracién. Estos
registros deben conservarse por lo menos durante el tiempo que se indique como

vida de anaquel.
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« Etiquetado: En el almacén, se debe considerar el etiquetado de los ingredientes
que contienen las materias primas y demas ingredientes asi como la fecha en que
ingresaron al almacén. Cualquier producto alimenticio rechazado debe estar
marcado, separandolo del resto de los alimentos. Todos los recipientes, frascos o
bolsas deben estar etiquetados o rotulados y bien cerrados; en el caso de
insecticidas, se debe informar acerca de su toxicidad y empleo. Para el producto
terminado, el etiquetado se debe de realizar en una superficie de exhibicion, ésta
debe contemplar la identificacion del lote al que pertenece, la fecha de caducidad
del mismo. Es importante que el etiquetado se lleve a cabo utilizando el idioma

oficial del lugar de comercializacion, letra legible y tinta indeleble.

« Almacenamiento: Los métodos de conservacion y almacenamiento deben ser
adecuados al tipo de producto y materia prima que manejen; los controles
necesarios deben ser tales, que protejan contra la contaminacion o la aparicién de
un riesgo para la salud publica. Es importante que los alimentos permanezcan en
ambientes secos. Los hogos crecen a temperatura ambiente de hasta -5°C,
siempre y cuando exista un elevado grado de humedad en el medio. Se debe
favorecer la ventilacion en el almacenamiento de las materias primas y del
producto terminado. La aireacion es muy importante no sélo para evitar la
conservacion correcta del alimento, sino también para no favorecer el crecimiento
de hongos y su rapida difusion por las distintas superficies. Realizar un monitoreo
de humedad, coliformes, hongos y levaduras y micotoxinas en ingredientes
propensos a adquirir alguna contaminacion.

« Empaque de la materia prima y del producto terminado: la pepita de calabaza, la
pepita con cascara sera almacenada en costales de naylon o de rafia y deben de

estar limpios y secos para evitar proliferacion de insectos y de microorganismos.

5.9 Control de las micotoxinas en los alimentos.

Para inhibir el crecimiento de hongos en los alimentos se utilizan agentes antimicoticos,
como por ejemplo antibiéticos y fungicidas. Otro método es la aplicacion de calor a
alimentos contaminados con micotoxinas, pero éstas son también bastante resistentes,
por lo que tendria que usarse por periodo suficientemente largo para que sea efectivo,

que al mismo tiempo puede cambiar algunas caracteristicas organolépticas del producto
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como su apariencia fisica. También se utiliza la degradacion de tipo quimico, basada en la
utilizacion de vapores de amoniaco, el inconveniente de éstos, es que producen olores en

los alimentos.

Soliman y Badeaa (2002) experimentaron con 12 aceites esenciales de plantas
medicinales para poder inactivar hongos como el Aspergillus flavus, A. Parasiticus, A.
Ochraceus y Fusarium. Los aceites como el tomillo y canela (4 ppm), inhibieron dichos
hongos. Caraway estaba inhibiendo en 2000 ppm a Aspergillus flavus, A. Parasiticus y
3000ppm a A. Ochraceaus y Fusarium moniliforme. El anis inhibia (4ppb) a A. Flavus, A,

ochraceus, A. Parasiticus 'y F. Moniliforme.

Debido a la diferencias durante el proceso en la empresa “moles caseros” , se recomienda
la eliminacién de productos enmohecidos. Una practica muy habitual es eliminar sélo la
porciéon de alimento que vemos claramente afectada por el hongo. Esta practica ha de
evitarse y para eliminar posibles complicaciones es mejor deshacerse del producto en su
totalidad. (Lazcano, 2005)

La falta de mantenimiento de equipos y utensilios puede ocasionar contaminaciones
directas de los productos.

« Contaminacion cruzada directa
Cuando los agentes contaminantes se introducen en forma directa en el alimento listo
para ser consumido. Por ejemplo, un almacenamiento inadecuado, la mezcla de
productos limpios con contaminados.

¢+ Contaminacion cruzada indirecta
Cuando los agentes contaminantes se introducen en forma indirecta en el alimento
listo para ser consumido. Por ejemplo, los trabajadores elaboran los productos con las
manos sucias o contaminadas, los utensilios no se les realizan una limpieza ni

desinfeccion.
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6. CONCLUSIONES.

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye lo siguiente:

/7
0‘0

X3

%

La pepita verde de calabaza y productos comercializados en las dos zonas,
Mercado de Cuautitlan y Central de Abastos de la Ciudad de México, presentaron
un bajo contenido de humedad, inferior al 14%. Sin embargo, la muestra de mole
presentd un 12% de humedad, siendo un producto que podria ser un riesgo, ya
que por lo general es almacenado a temperatura ambiente en los mercados

tradicionales.

Los productos de pepita verde de calabaza presentaron contenidos de grasa que
van del 19% hasta el 40%. Presentandose diferencia entre un mismo producto
procedente de diferentes zonas de comercializacion, lo que indicé que en
productos elaborados artesanalmente la composicion quimica varia ampliamente
debido a los procesos no estandarizados y esto se refleja en la vida util del

producto y la calidad final.

La pepita verde de calabaza y los productos comercializados en las dos zonas,
presentaron valores de pH entre 5.2 a 6.6 y acidez baja. Los productos y la
materia prima se encontraron en un rango de pH que facilité el crecimiento de
bacterias y hongos, lo que se reflej6 en el contenido de microorganismos

encontrados.

Los hongos identificados fueron: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
clavatus, Penicillium, Rhizopus; Alternaria y Fusarium. La pepita garapifiada y el
jamoncillo fueron los productos en donde no se identificé ningin hongo productor
de aflatoxinas, esto se debe a la concentracion de azucares que tienen estos
productos, ya que este compuesto reduce el agua disponible provocando la
disminucion del crecimiento de hongos. La pepita salada y el mole fueron las que
presentaron una mayor presencia de diferentes géneros de hongos (Aspergillus,

Penicillium, fusarium, Rizhopus, Alternaria).
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En el aspecto microbioldgico, se evalué la presencia de coliformes, encontrandose
en la pepita cruda y en el pipian. En los demas productos no se detecté presencia
de coliformes totales, lo que indicé buenas condiciones higiénicas durante el

proceso y almacenamiento de estos productos.

Todos los productos presentaron aflatoxinas en un rango de 1 a 205 ppb. Las
malas practicas durante el proceso de elaboracidon y almacenamiento de estos
productos artesanales provocaron una mala calidad de los productos ya que, se
detectaron aflatoxinas en niveles superiores a los limites establecidos por la
Norma Oficial Mexicana (20 ppb), siendo la palanqueta la que presenté una
mayor concentracién, por lo que estos productos podrian ser un riesgo para la
salud de los consumidores. La aflatoxina que se detectd en los productos fue la

aflatoxina G..

Se debe de tener en toda empresa (micro, pequefa o mediana) un sistema de
control de calidad para evitar peligros que puedan dafar la salud de las personas,
para esto es importante establecer los Puntos Criticos de Control y establecer un
sistema HACCP.

Las condiciones de almacenamiento, las caracteristicas quimicas vy fisicoquimicas,

y mal manejo durante su comercializacion hacen que algunos de los productos

elaborados artesanalmente puedan provocar problemas de salud publica.
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7. RECOMENDACIONES.

En base en los resultados obtenidos se recomienda lo siguiente:

«» Evaluar otros productos elaborados artesanalmente, debido a que no se cuentan

con las condiciones adecuadas para su elaboracion y almacenamiento.

+«» Desarrollar un método analitico sensible, exacto y confiable que permita la

obtencion de resultados rapidos que se puedan implementar en las industrias.

+ Realizar muestreos de productos artesanales para evaluar la presencia de

aflatoxinas, en diferentes zonas del pais.
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8. ANEXOS.

Determinacién de aflatoxinas por el método de columnas de afinidad con
anticuerpos monoclonales.

Para el analisis de aflatoxinas totales en la pepita verde de calabaza y los productos se

utilizé el método por columnas de afinidad con anticuerpos monoclonales (AFLATEST).

Procedimiento:

1.- Se pesaron 50 g de la pepita verde de calabaza y de los productos (pepita con

cascara, salaba, en botana, garapifiada, jamoncillo, palanqueta, mole verde y pipian)

2.- Se agregaron a las muestras 200 ml de metanol al 80%, 10 g de NaCl .

3.- Homogenizaron la muestra por aproximadamente 1 minuto en la licuadora (Fig. 55).

4.- Las muestras se filtraron a través de papel filtro de 24 cm (Fig. 56).

5.- Del filtrado que se obtuvo, se tomaron alicuotas de 10 ml y se diluyeron en 40 ml de

agua.

Figura 55. Mezcla de Figura 56. Filtracion
la muestra de la muestra

6. Se tomaron 4 ml de la disolucién y se depositaron en la columna de afinidad con

anticuerpos monoclonales aflatest y se filtré al vacio (Fig. 57 y 58).
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Figura 58. Filtraciéon

Figura 57. Filtracion en columnas (2)

en columnas

7. Se realizaron dos lavados haciendo pasar 10 ml de agua destilada por la columna de

la misma manera que se paso el filtrado.

8. Se colocaron un tubo de ensayo en la parte inferior de cada columna y se llevaron

acabo la elusion de la muestra haciendo pasar 1 ml de metanol grado HPLC (Fig. 59).

Figura 59. Arrastre de las aflatoxinas

9. Se agregdé 1 ml de solucién reveladora marca Vicam (1:9) para facilitar la lectura de
aflatoxinas (Fig. 60).
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Figura 60. Aplicacion de la solucion reveladora.

10. Se colocé el tubo dentro del fluorometro y se leyé a una longitud de onda de 425 nm
(AOAC, 2000) ( Fig. 61).

Figura 61. Fluorometro Aflatest
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@ ABREVIATURAS

ABREVIATURAS.
AFB1 Aflatoxina B1

AFB2 Aflatoxina B2
AFG1 Aflatoxina G1
AFG2 Aflatoxina G2

ATF Acido trifluoroacético
aw Actividad de agua
°C Grados centigrados
E. coli Escherichia coli

ETAs Enfermedades trasmitidas por los alimentos

FAO Organizacion de las Naciones unidas para la agricultura y la alimentacion
FDA Administracién de alimentos y medicamentos.

Fig. Figura

HR Humedad relativa

Kg Kilogramos

LD50 Dosis letal 50
ng/Kg Microgramos/kiligramos.

min Minutos
mi Mililitro
ng Nanogramo

OMS Organizacién Mundial de la Salud.
ONU Organizacion de las naciones unidas
OPS Organizacién Panoamericana de la Salud.
PAG Protein advisory group
PCC Punto de control critico
pH Potencial de hidrogeno.
Ppb Partes por billén
Ppm Partes por millén
Profeco Procuraduria federal del consumidor.
T Temperatura

UFC/g Unidades formadoras de colonias/gramos
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