|4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TESIS :

* DIFERENTES CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
EN CACAHUATE SU REPERCUCION EN EL
INCREMENTO DE AFLATOXINAS”

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

w IVONNE JUDITH RAMIREZ FUENTES
ngiip—

(4 A )
7ap pg O° MEXICO, D. F. piciemsre | 173

TECIS C°N
-FALLA DE ORIGEN }




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



_ CAPITULO

1

Iz

CAPITULO IXII

34

CAPITULO

v

INDICE

Introduccién

Semilla de cacahuate
Requerimientos de almacenamiento
Productos elaborados
Generalidades sobre micotoxinas
Aflatoxinas

Técnicas de mustreo

Variabilidad de submuestra

Materiales y métodos

Materiales

Reactivos

Trabajos personales
Cuantificacién de aflatoxinas por
método Aflatest

Cuantificacién de aflatoxinas por

método de Cromatografia en Capa Fina

Resultados

Reporte de rasultados
Gréficas

Discuelén de resultados

Gré&ficas

Conclusiones
Anexo

Bibliografia

rag.

13
15
26
28

32
a3
34
as

kl:}

44
47
59
61

62
64
65



CAPITULO I INTRODUCCION
1.1 Semailla de Cacahuate:

El cacahuate es una semilla oleaginosa que en el mercado nacional
presenta una gran demanda debido a su alte aporte energético vy
calidad nutricla.(12)

El cacahuate como materia prima puede vaerse expuesto a ciertas
contaminaciones de tipo fGngico, desde su c;ltivo, cosecha y/o
almacenamiento ya sea en bodega 6 en planta industrial.

Dentro de &ste tipo de contaminaciones se encuentra la producida por
los hongos del género Aspergillus flavus, el cual produce toxinas
conocidas como Aflatoxinas, siendo adem&s una de las mé&s peligrosas
debido a sus propiedades hepatogénicas, mutagénicas y cancerigenas

para los animales e inclusive para los seres humanos.

CACAHUATE

El cacahuate es un fruto 6 semilla que pertenece a la familia de las
leguminosaas cuyo nombre cientifico ee Arachis hypogaea contiene
vainas de 0.5 a 3 pulgadas de largo de forma cilindrica. El grano
se forma por dos cotiledones y un gérmen envueltos en una cascarilla

delgada de color rojo-café.

Los granos de cacahuate contienen:
72.4 % de cotiledones
4.1 % de cascarilla

3.3 % de gérmen

Loe granos de cacahuate tienen pesos aproximadamente iguales de

componentes grasos Y NO grascs.



Tabla 1: Composicién quimica del cacahuate:

COMPONENTE RANGO PROMEDIO
(%) (%)
HUMEDAD 3.5 - 13.2 5.0
PROTEINA 21,0 - 36.4 28,5
LIPIDOS 35.8 ~ 54.2 47.5
FIBRA CRUDA 1,2 - 4.3 2.8
EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO 6.0 - 24.9 13.3
CENIZAS 1.8 -~ 3.1 2.9
AZUCARES REDUCTORES 0.1 - 0.3 . 0.2
AZUCARES NO REDUCTORES 1.9 - 5.2 4.5
ALMIDON 1,0 - 5.3 4.0
PENTOSAS 2.2 = 2.7 2.5

Las diferenclias en el contenido de nutrientes dépenden del tipo de
variedad y de la calidad de los granos (genética, manipulacién,
zootécnica, etc).

Gran parte de 1los constituyentes grasos estdn contenidos en los
cotiledones, algunos en los gérmenes y una pequefia porcién en la
cascarilla.

El cacahuate deseable es aquel que se encuentra maduro, que presenta
un tamafio uniforme y con un minimo de granos arrugados o marchitos,
debe estar exentoc de sabores indeseables, de textura fuerte y de
restos de ciscaras, ya que en caso contrario el proceso de limpileza
o de almacenamiento es inadecuado.

Durante la manufactura de crema de cacahuate, el color y sabor del
cacahuate puede ser seriamente daflados. El control de calidad
comienza en la siembra y sigue a través®' de la limpieza,

descascaradao, almacenamiento y manufactura.



1.2 Requeriuiontos de almaconamiento:

El cacahuate destinado al almacenamiento, debe estar exento de
hongos, insectos, rancidez y malos olores.

Debe presentar el color adecuado que confirme las caracteristicas de
la variedad.

La vida de almacenamiento comienza en el campo, incluyendo tiempo de
permanencia, temperatura del medio, método de limpieza, estado de
maduracién.

;m. raturas

Debe ser baja, ya que a 21 2C las semillas de cacahuate estan

sujetos a la infestacién de insectos, a formar color ambar ¥y a la
rancidez. Entre 0 ~ 2 ¢C la vida de almacén se alarga haeta 2 aiflos;
a temperaturas menores de O ?C se alarga hasta § afios y es posible

que permanezcan hasta 10 afios. (21)

Humedad relativa:
La humedad es la causa mis comGn del deterioro del grano de

cacahuate; por lo que se debe tener cuidado de mantener niveles
bajos, una humedad de cerca del 70 % condiciona la susceptibilidad a

la invasién por hongos, adem&s el cacahuate puede perder peso.

Atméafera:

La atmésfera debe esatar exenta de olores y pregentar buena
circulacién ya que los cacahuates absorben olores y sabores del
medlio. Imperfecciones en el empaque, permiten que los olores
procadentes de las bodegas del almacén se absorban, resultando en el

cacahuate sabores, olores y colores extrafios.



1.3 Productos elaborados:

La crema de cacahuate es 86lo uno de los productos cuya base
principal es el cacahuate, dentro del mercado nacional la crema de
cacahuate presenta una gran demanda sobre todo de nifies y jévenes
siendo estas poblaciones las m&s expuestas, por esto se hace
necesario contar con materias primas libres de toxinas y de
excelente calldad no sélo nutricia 8ino libres de cualquier tipo de

contaminantes fingicos.

Crema de Cacahuate:

La crema de cacahuate en nuestro pais es el producto terminado mas
upado en confiterlia.Esta tiene un alto valor nutritivo debido a su
alto contenldo de proteinas y a su gran palatibjilidad.
Anterformente el (nico uso de este producto era en sandwich, sin
embargo hoy en dia se utiliza en la elaboracién de dulces, pasteles,
galletas, helados, entre otros., (5}

Manufactura de Crema de Cacahuate:

El proceso de elaboracién de la crema de cacahuate es relativamente
simple, consiste en el descascarillado, tostado y descorazonado del
cacahuate seguido de una molienda en la que se le adiciona sal para
resaltar el sabor, pequefias cantidades de otros materiales como
grasa ox{genada y usualmente se puede agregar dextrosa.

Por regulacién federal la crema de cacahuate comercial no es mis que
el descascarado, tostado del cacahuate, seleccionado y mezclado con
sal, saborizantes y emulsificantes, el 90% de 1§ crema de cacahuate
€8 cacahuate. Lae cantidades de otros ingredientes pueden variar
sempre que no sobrepasen del 10 % del total de componentes de la
crema. No se permita el uso de saborizantes artificiales,
conservadorea gquimicos, colores naturales o artificiales no 1la

adiclén de vitaminas o minerales.



En ocasiones 8se agrega glicerina con el objeto de evitar la
separacidén de la parte oleosa, lecitina u otros antioxidantes para
el control de la rancidez y algunos ingredientes secretos.

La crema se puede elaborar con cualquier variedéd de cacahuate. Se
ccnalde;a que una mezcla de dos partes de Runner con una parte de
Virginia proporciona la mejor consistencla.

Los cacahuates son mezclados en proporciones adecuadas al momento de
alimentar al molino. La temperatura durante la molienda se controla
Ya que repercute en la calidad del producto, en el sabor y vida de
anaquel.

En un intento por tener crema de cacahuate que difiera en el color,
sabor y textura algunos fabricantes incluyen diferentes tipos de
cacahuate, otras adicionan eabores como malta, naranja, jamén vy
queso.

Gelb (1941) describe el proceso de elaboracién de crema de cacahuate
en cinco etapas:

1.~ Descascarado

2.- Tostado

3.~ seleccionado

4.~ Molienda

5.~ Mezcla

Como aditivos alimentarios son utilizadas pequefias cantidades de
aceites vegetales hidrégenados como emulsificantes, Y son
adicionados para prevenir la separacién del aceite y hacer un
producto de fAcil untabilidad. El1 contenido graso incluye el aceite

natural de cacahuate que no debe exceder de 55 %.



Tostado de Cacshuate: Los cacahuates son tostados. Para lo cual se
cuenta con dos tipoe de proceso, "batch" y continuos.

Una mantequilla de cacahuate puede ser elaborada con distintas
variedades de cacahuates, las cuales son tostadas separadamente.
Frecuentemente los cacahuates provienen de lotes cuyos contenidos de
humedad son distintoas, por lo que requieren de atencién especial
durante el tostado, siendo més satisfactorio este proceso "batch®
que en continuos.

Durante el proceso de tostado por " batch”, los cacahuates entran en
lotes de 400 kilogramos a una revolvedora en la que la temperatura
alcanza 200 ¢C aproximadamente. Los cacahuates alcanzan una
temperatura de 802C la cual se mantiene durante un lapso de 40-60
minutos, obteniendo un tostado uniforme Y por lo tanto
satisfactorio. Las altas temperaturas son indeseables en el
tostado, por lo que es necesario controlarlas.

El primer efecto del tostado es el ripido secado, en el cual el

contenido de agua del grano es reducido entre 0.5 % a un 5 .

Para improvisar una transferencia de calor y una extraccién del agua
y de los compuestos vol&tiles del cacahuate, es necesario que en los
hornos de tostado se implemente un dispoasitivo que permita tener al
grano en constante movimiento, obteniéndcse de é;ta forma un tostado
uniforme, ya que provoca que el aire callente rodee a cada grano.

El tiempo de tostado es el factor mis importante que afecta el color
del producto. La humedad es proporcionalmente baja al incrementar
el oscurecimiento del grano.

En un andliasis realizade a diferentes muestras de mantequilla de
cacahuate, se encontrd que el tostado de los cacahuates realizado a

distintas condiciones afecta en el contenido de tiamina, ya que ésta



disminuye cuando el tostado aumenta. Un tostado claro permite gue
los cacahuates retengan alrededor del 14% de la tiamina original; en
un tostado medio se logra retener un poco mencs, en un tostado
oscuro la cantidad de tiamina retenida ea menor al 10 % y en un
tostado intenso se retiene menos del 3%. Consecuentemente el color
@8 un indicador visual del grado de tostado e indirectamente de la
pérdida de tiamina.

Morris y Freeman (1954) determinaron que la crema elaborada a partir
de cacahuates tostados medianamente, presenta un sabor desagradable
comparado c¢on la crema elaborada con cacahuates sometides a un
tostado mds intenso.

En los granos de cacahuates tostados se determind un contenido de

aceite mayor (47.9%) que el correspondiente al grano crudo (47.4%);

la diferecia resulta +~0.5 % de la pérdida de dy D #
vol&tiles durante el tostado.

La plel o cascarilla que envuelve a los granos contiene una pequefia
porcién de aceite, pero cuando ésta se separa del grano tostado su
contenido de aceite es del 27 §. Esto se debe a que la cascarilla
absorbe aceite del cotileddn durante el tostado.

El calor ea removido de los granoe que son sometidos al tostado tan
rf&pido como sea posible para detenerlo en un punto determinado con
el objeto de lograr un productc uniforme. Los cacahuates calientes
pasan del tostador a una cilindro metdlico perforado 6 a una cémara
fria en donde un volumen de aire es aplicado a través de la masa
utilizando ventiladores. Los enfriadores sgson diseflados para que el
ajire sea distribuildo a través de toda la masa uniformemente.
Posteriormente se realiza una inspeccién & seleccién. Los
cacahuates descoloridos o guemados se seleccionan por medioc de un
ojo electrénico. Las particulae metdlicas son retiradas a base de

imanes. Las particulas ligeras se remueven aplicando corrientes de
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aire. Otras particulas como piedras se retiran por medio de
tamices. La inspeccién del cacahuate y la separacién de particulas
extraflas, granos dafiados (quemados, rotos) 8e realiza de mejor
manera utilizando bandas transportadoras.

La crema de cacahuate es cbtenida por‘msdio de dos operaciones de
molienda, 1la primera reduce los granos a particulas medias y la
segunda a particulas finas.

Para la molienda fina, el espacio entre los platos debe ser 0.032 a
0.003 in. Se adiciona aproximadamente el 2 % de sal y otros
ingredientes al molino junto con los cacahuates. El calor generadc
durante la molienda favorece el fundido de la grasa hidrégenada, o
bien la grasa debe ser derretida previamente. Las moliendas deber&n
ser constantes para asegurar una molienda uniforme y proteger al
producto de burbujas de aire.

El calor generado por la molienda y el mezclado debe ser removido
anqdlacamente para asegurar la cristalizacién, se puede ayudar con
el uso de votadores, que s8on intercambladores de calor utilizados
para enfriar la crema de cacahuate de 40 a -32 2C antes de su

empaque.
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1.4 GENERALIDADES BSBOBRE MICOTOXINAS

Las micotoxinas constituyen un grupo de compuestos quimicos téxicos
producidos por algunas cepas de hongos, crecen en una vasta variedad
de substratos bajo condiciones favorablea, estas toxinas causan una
enfermedad conocida como micotoxicosis.

La contaminacién de ali por h es un fenémeno muy

fracuente en virtud de que las esporas de estos microoganismos se
encuentra ampliamente distribuidos en el ambiente lo que provoca una
répida y facil contaminacién., ( Morales 1975).

Los alimentos mids suceptibles para el desarrollo de hongos son los
granos y eemillas oleaginosas , frutas y verduras, lo que implica
pérdidas totales en la produccitén mundial de alimentoe que son
dificiles de cuantificar, sin embargo datos estimativos demueatran
un 2 % sobre la produccién mundial de granos en paises tropicales y
subtropicales las pérdidas se cevalGan en ocasiones hasta en un 45 %
(Unidad de Investigacién en Granos y Semillas 1991).

Debido a que existe una gran flora fangica, 1la materia prima es
sgfeptlble de contaminacidén y de desarrollar hongos en alguna etapa
de su desarrollo, durante la cosecha, el almacenamiento, transporte
o durante su proceso.

Los granos tlenen en el momento de almacenarse cantidades variables
de esporas de hongos que son adquiridas naturalmente en el campo en
donde se cosecharon, a estos hongos se les llama Hongos de Campo
mientras que agquellos gque invaden el grano durante el transporte y
almacenamiento se les llama Hongos de Almacén,

Generalmente los hongos de almacén no invaden los granos antes de la

ha pero p rarse en la semilla en porcentajes tan

bajos como un 1 % proporciconande el in6culo de los hongos de

almacén.
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En el caso de cereales y oleaginosas los hongos que contaminan este
tipo de alimentos de acuerdo a la forma de 4invasién y del
crecimiento del hongo pueden ser:

1) Hongos de campo

2) Hongos de almacén.

3) Hongos de pudricién avanzada

El desarrollo del hongo de almacén en los granos causan diferentes
tipos de dafios siendo los principales la pérdida de germinacién de
las semillas, ennegrecimiento 6 manchado del grano, calentamiento,
produccién de toxinas y la demeritacién en la calidad y en ocasiones
la destruccién completa del producto.

El contenido de humedad del grano, vialidad, estado fisico,
temperatura, tiempo de almacenamiento, y la presencia de insectos
son los factores que determinan la {iniciacién y magnitud de 1la
contaminacién. {Anderson 1975}).

La conservacidn adecuada de los granos aimacenados en cualquier
parte del mundo depende esencialmente de la ecologia de la regién
considerada, de las condiciones higiénicas de la bodega & almacén
disponible, del tipo y calidad del grano por almacenar y el tiempo
de almacenamiento.

Durante las {iltimas décadas se ha dado gran atencién al significado

real o potencial de los alimentos que pued tener P os

téxicos producidos por contaminantes fingicos. A estos compuestos
se les did el nombre de micotoxinas, las que comprenden un grupo de
compuestos quimicos presentes en la naturaleza y diversas
actividades biolégicas.

Desde el primer descubrimiento de las micotoxinas y a través de los
afios han encontrado toxinas importantes que afectan al hombre y a
los animales. Posteriormente se han identificado y aislado

diferentes tipos de compuestos téxicos asociados con el crecimiento
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de hongos sin que exista relacién con enfermedades. (26)

Las condiciones ecolégicas que prevalecen en el campo en las cuales
sa@ ha comprobado la relacién: toxina igual a enfermedad son mis
limitadas que aquellas con un crecimiento generxal de los hongos, lo
que eugiere que el crecimiento acelerade del hongo aumenta la
produccitén de 1las toxinas,ademids existe una relacién directamente
proporcional entre el crecimiento retardado y la produccién de
toxina, esta produccién cesa en un momento dado en virtud de que se
metabolizan més r&pidamente de lo que se producen.

Entre las toxinas fingicas identificadas hasta el momento sme
encuentran: zeralenona, citrinina, patulina,' acido pencilico,
ocratoxina, esterigmatocistina, aflatoxinas, vomitoxina.

1.5 AFLATOXINAS

Las aflatoxinas se ieron en Ingl ra en 1961 a raiz de la

muerte de més8 de cien mil pavos alimentados con comida a base de
cacahuate importado de Brasil dando lugar a investigaciones que
permitieron aislar al hongo Aspergillus flavus. Se obmervé que este
hongo producia toxinas al crecer en las semillas de cacahuate,
toxinas que fueron llamadae Aflatoxinas y que constituyen el grupo
de compuestos carclnogénicos mis potente conocido actualmente.

Las aflatoxinas son toxinas naturales de origen fiingico que han
demostrado su peligrosidad como agentes causales de alteraciones y
cuadros patolégicoe que pueden afectar a los animales y al hombre
mismo.

La posible contaminacién de ciertos alimentos de consume humano con
Aflatexinas ha suscitado la preocupacién de las autoridades
panitarias de los distintos paises, como gqueda reflejado, entre
otras medidae por la formulacién de legislaciones especificas que
limitan el grado de exposicién de la poblacién a las Aflatoxinas. (8)

Los hongos de almacén pertenecen principalmente a las especles de

15



Agpergillus y Penicillium. Estos hongos no invaden en forma
eignificativa a los productos agricolas antes d? la cosecha sino a
loe diferentes graneros o silos de almacenamlento en donde las
condiciones ambientales favorecen su desarrollo,

Las Aflatoxinan pueden aparecer Aantes, durante 6 después de la
cosecha teniendo una mayor incidencia una vez levantada la cosecha.
Un grano daflado mecé&nicamente & por insaectos es mé&s sugeptible a un

ataque por particula de Aspergillus. La produccién de

aflatoxinas se pr aproximad d éa de 30 dias de

haberse desarrollado el hongo.

La produccién de aflatoxinas requiere una Actividad de agua (Aw) de
0.8 con una humedad relativa de 85 % con un range de temperatura
entre 3 hasta 25 2¢C, valores ideales para una méxima produccién de

toxina. (19).

El avance de las técnicas analiticas ha hecho posible el aislamiento
e identificacidén de estas sustancias en casi todos 1los alimentos.
Las principales aflatoxinas son Bl, B2, Gl y G2 alslados a partir de

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus.(17)

Las aflatoxinas se han convertido en uno de los metabolitos
biolégicamente més activos a nivel molecular. La manlfestacién
toxicolégica ‘de la ingestién de aflatoxinas depende del balance
entre la asimilacién hepatocelular, el grado y tipo de metabolismo
hepitico , la ciné&tica, absorcién y distribuci6én dentro del cuerpo

de la toxina entre otros.
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TABLA 2:
FORMULAS DE LAS AFLATOXINAS




La toxicidad producida por las aflatoxinas puede ser de tipo agudo 6

crénico la cual depende de numerosos factores:

- Edad - Eatado de salud del individuol
- Sexo - Composjcién de la dieta

- Via de administracién ~ Condiciones del medio ambiente
~ H&bltos alimenticios - Dosis letal media (DL ”)

Las lesiones primarias causadas por la ingesta de estas toxinas se
presentan a nivel hepftico,que consiste en una hiperplasfa del ducto
biliar, mitosis hepética. otro efecto de las. aflatoxinas es su

accién anticoagulante.

Adem&s de ser potentes venenos, las aflatoxinas también son potentes
carcindgenos, estos fueron observados por primera vez en 1961 en
animales de laboratorio los que después de recibir la dietas que
incluian 20 % de pasta de cacahuate contaminada, el 82 %
desarrollaron hepatomas al igual que otras substancias inductoras de
la reparacién y sintesis de DNA o sea la sintesis adicional de DHA
necesario para reemplazar el DNA por carcinégenos. Suprime ademés
la sintesis del RNA mensajero (RNA m). (24)

Los factores ambientales gque mis determinan 1la produccién de
aflatoxinas son: temperatura, pH, humedad del sustrato y humedad

relativa.(Ver tabla 3). Se conoce que la produccidn de aflatoxinas

se pr a pref en paises de clima tropical (humedos y

calienten).

18



TABLA 3.Pactores que afectan la produccién de aflatoxinas.

FACTOR CRECIMIENTO PRODUCCION  VALORES DE SEGURIDAD
FUNGICO AFLATOXINA  EN ALMACENAMIENTO.
PH 1.5 - 8,5 0.2 -
Temperatura >4 -43 2C 12 - 41 10
(37 =C) (28)
Hum.Sustrato > 12 8 17.5 12 &
(>80)
Hum.Relativa 70 % 83 ) 65

(98 %)

{) valores Sptimos
Burdaspal 1978.

Las aflatoxinas gquimicamente son un  grupo de metabolitos de
bisfuranocumarinas producidas por algunas cepas de A.flavus vy
A.paragiticus. Son cumarinas sustituidas con anillos de bifurano y
configuracién tipo lactona.(Ver diagrama 1)

A.flavus es un hongo de vida sapréfita que produce esporas de. color
azul-verdoso, las especies A.flavusg, A.parasiticus, A.tamarii vy

A.oryzae se ran comu asociados a los granos, sin

embargo 86lo las 2 primeras son capaces de producir metabolitos
téxicos. (Wilson 1968)

La toxicidad y otros efectos biolégicos causados por las aflatoxinas
se atribuyen a las alteraciones bioquimicas, se sabe que las
alteraciones principales son a nivel de metabolismo de proteinas 'y

de &cidos nucleicos (RNA, DNA).
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NIVEL DE AFLATOXINAS PERMITIDO PARA ANIMALES

CONCENTRACION ORGANISMOS

10 - 50 meg/kg Comunidad Econémica Europea

30 meg/kg Organizacién Mundial de la
Saliud

20 meg/kg Administracién Federal de

Drogas (FDA)

20



Un. método rdpido para identificacién de aflatoxinas presentes en
alimentos (granos y subproductos) es a través de su fluoreacencia.
La actividad t6xica de compuestos fluorescentes presentes en harina
de cacahuate contaminada fué identificada con un sistema analfitico
innovador. se caracterizaron 4 compuestos quimicos bastante
interrelacionados que fueron 1llamadoa de manera genérica
"Aflatoxina" con las letras B para la azul, del ingles Blue y G para
la verde del ingles Green y los subindices 1 y 2 para cada molécula
quimicamente relativa a su movilidad cromatogr&fica {Zumber vy col
1987).

La identificacit6n de los diferentes tipos de aflatoxinas requiere de
la extraccisén de 1la toxina mediante el uso de solventes tales como
el cloroformo, con la separacién posterior por cromatografia en capa
fina con una mezcla de disolvente al 5 % de met&nol en cloroformo y
lectura con luz ultravioleta (uv) de onda larga 366 nm.

Métodos de_andlisis de aflatoxinag:
Existen diversas técnicas para la cuantificacién de aflatoxinas,
. todas se basan en la propiedad que presentan las aflatoxinas de

fluorescencia, en México se utilizan diversos métodos analiticos
entre los cuales destacan:

- Cromatografia en capa fina (CB)

- Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

~ Inmunoenzimé&ticos: Agri-Screen (ELISA) y Aflatest

= Minicolumnas: Romer, Holludav-Velasco. etc.

- Combinados.: (CB)+{HPLC); Aflateat + (HPLC), etc.
El métode inmuncenzimético Aflatest es un método répido y aceptado
por la Federal Grain Inapection Service (FGIS).
Se ha comprobado que mientras el muestreo sea representativo y el
anflisis cuidadosamente realizado aGn por diveraos métodos

analiticos la posibilidad de variacién se encuentra en el rango de

ug/kg (ppb).
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Tabla 4 METODOS DE ANALISIS

QUIMICOS:

- CROMATOGRAFIA EN COLUMNA (CC)

= PLACA FINA {ccr)

- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

- AFLATEST (COLUMNAS DE AFINIDAD)

BIOLOGICO: IN VIVO

- TRUCHA ARCOIRIS

= EMBRION DE PATO

= EMBRION DE POLLO

= INMUNO ENSAYO (EN CONEJO, MONO. ETC)
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Tabla 5. Propiedades de las aflatoxinas. "

TIrO RE(cm) . FORMULA DL 50 (mg/kg) POLLOS/7 DIAS
81 0.56.. - C17 H12 06 0.36
B2 0.53 | €17.H14 06 1.80

Cell T T glae T a1 w2 07 0.79

‘G2 * 0.46 €17 H14 07 3.45

En los alimentos contaminados, normalmente las aflatoxinas que
pradominan son las aflatoxinas Bl y B2 y en raras ocasiones se
presentan las 4 toxinas. La dosis letal varia en cada caso siledo la

aflatoxina Bl la més téxica ( 0.5 a 20 mg/kg de peso corporal).

El envenenamiento agudo con aflatoxinas causa necrosis hepltica,
transtornos de la funcién hepitica y extensas lesiones hemorrigicas
que dan por resultado la muerte.

Debido a su toxicidad se recomienda al personal que trabaja con
aflatoxinas el uso de mascarillas, guantes y batas desechables que

puedan ser incineradas posteriormente.

Se ha observado que cultivos de A. flavus Y A. parasiticus
producen la maxima canéidad de aflatoxinas despuds de 5 a 9 dias de
incubacién dependiendo de las condiciones ambientales. Una
incubaci6n prolongada estard siempre acompafada por un detrimento en
la concentracién de aflatoxina presente. Esto se debe a la

formacién y posterior degradacién del micelio propio del hongo.

23



Tabla 6. Propiedades de las Aflatoxinas

Aflatoxina Férmula Peso Punto de DL ¢
Empirica Molecular . descompoeicién ug
By CipH 450 ¢ 312 268 - 269 12 - 50
B, € 47H 10 6 314 286 - 289 85
G, C H 130 4 328 244 - 246 89
G, C 4 H 4,0 7 330 237 - 240 172
H, C H 10 328 299 17
M, [ 330 293 62

+ Estudio realizado en patos de un dia de nacidos.

Dentro de sus propiedades fisicas destaca la gran termorresistencia,

en presencia de humedad y temperatura de 100 2C o mids, existe

destruccién total de la aflatoxina cuando el calentamiento sobrepasa
una hora o més.(Swambergo}

Los alimentos gque han side investigados por presentar contaminacién

por aflatoxinas son:

~ Maiz y productos de maiz. - Trigo

~ Arroz - Sorgo

— Cacahuate - Algodén

- Prijol - café

- Almendras - Pigtache

- Nueces ~ Huevos

- Copra - Leche y derivadoe

En los Gltimos 20 afios se ha hecho especial atencién en conocer los
origenes, la naturaleza, la distribucién y los posibles riesgos que
para la ealud humana y animal tienen las micotoxinas presentes en

loe alimentos y pilensos de mayor consumo.

24



La infeccién del cacahuate con hongos toxigénicos puede ocurrir
desde el cultivo 6 durante las operacicnes de recoleccién, secado,
manipulacién y almacenamiento.

A pesar de que el cacahuate puede verse invadido por A.flavus cuando
ge cultiva en suelos humedos, la sequia parece favorecer la
infeccidn por hongos y la produccidn de aflatoxinas.

En varios paises se esta tratando de explorar las posibilidades de
desarrcllo de nuevas variedades de cacahuate resistentes a la
produccién de A.flavus y a la formacién de su toxina.

El secado es una fase esencial para la conservacién de loB granos
contra el ataque de los hongos. Es conocido que inmediatamente
después de la recoleccién las semillas oleaginosas contienen a
menude elevados porcentajes de humedad para un buen almacenamiento.
El ataque por hongos e insectos al grano durante el almacenamiento
ae deben evitar siguiendo algunos principlos como  son:
acondicionamiento del producto a almacenar en un medio esatable, en
que la reepiracién de las gemillas y de los microorganismos
relacionados se reduzcan al minimo, lo cual se consigue cuando el
contenido de humedad de la semilla y del ambiente se reduce a
niveles bajos.

El producto debe colocarse en un recipiente que mantenga condiciones
adecuadas de humedad para impedir la entrada de insectos y plagas.
El grano debe ser accesible a todo lo largo del periocdo de
almacenamiento para poder proceder a tratamientos adicionales en

caso necesario.
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1.6 TECNICAS DE MUESTREO

Es dificil determinar la concentracién de aflatoxinas en grandes
cantidades de granos, debido a que existe una gran varlabilidad

asociada con la procedencia del testigo.

Existen diversos métodos para la cuantificacién de aflatoxinas, la
exactitud de estos métodos en cuanto a la deteccién de toxinas
depende del tipo de muestreo, debe recordarse que las toxinas no se
distribuyen uniformemente en los cereales cuando se encuentran en el

campo, ni en ningGn tipo de instalaciones de almacenamiento.

Ciertos granos pueden contaminarse considerablemente con micotoxinas
y poseer niveles altos de 1las mismas en un lote de cereales

completo.

Se ha informado que el error en la deteccién de las micotoxinas en

los cereales puede llegar hasta un 88 % debido al muestreo inicial.

Este porcentaje de error puede reducirse tomando multiples muestras
de mayor volumen, al analizar un suministro de cereales.

Por lo que a esto se han realizado algunas recomendaciones para el
anilisis de micotoxinas como son: la toma de muestras pequedia
durante intervalos periédicos de un flujo de cereal. Estas muestras

{5 kg aprox.) deberdin combinarse, molerse hasta que se conviertan en

granos finos para ‘dividirse y bt una ra de 300 g
aproximadamente.
81 existe la necesidad de mandar muestras sospechosas -a otras

instalaciones para realizar un andlisis de micotoxinas las mismas
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deberé&n secarse hasta un 12 a 13 % de humedad y enviarlas en bolsas
de papel lnmediatamente, si no se utilizan puede desarrollar hongos
cuando se envia en bolsas de plfstico 6§ con un alto contenido de
humedad - '

Es conocido que existen errores asoclados en cada unco de los
procedimientos del muestreo, lo cual provoca que la concentracidn
verdadera de aflatoxinas no pueda determinarse en un 100 & en una
muestra tomada de un mismo lote (ver figura 1}).

rig.1 Fuente de error en Anilieis de Aflatoxinas.

Variacién de valores de pruebas.

i TOTAL DE PRUEBAS !

! DE ERROR !
' | ! i
| ERROR DE | ERROR DE ! ERROR !
| MUESTREO { SUBMUESTREO |  ANALITICO |
! | i . '
i I { |
! ! | !
LOTE MUESTRA sus ANALISIS

t ! MUESTRA |
i I

Whitaker y col. 1981 demostraron que existe variabilidad en muestras
de tamaflo pequefio que son fuente de graves errores. El error de
muestreo es mis grande debido a que la aflatoxina puede encontrarse
86lo en pequeiics porcentajes del grano del lote (menor al 1%). sin

embargo la concentracién en el grano puede ser extremadamente alta.
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1.7 bmuye: s

Una vez extrafda la muestra de un lote, &sta puede ser preparada
para la extraccién de aflatoxinas, ees esencial que la muestra
completa sea molida antes de tomar la submuestra, 8i no se realiza
un mezclado previo no hay beneficios de tomar una muestra grande del
producto granular. Sablendo que la distribucién de particulas
contaminadas da la muestra s semejante a la distribucién de granos
contaminados en el lote. El resultado debe ser repetitivo en las

submuestras tomadas en una misma muestra.

1.8 Variabilidad de An&iisis.

‘con la submuestra se hace 1la extraccién por el método AOAC
{Association of Officlal Analytical Chemists) éste método consiste
en 1la extraccién con un solvente, centrifugacién, dilucién vy
cuantificacién. En el resultado final existe varlacién considerable
en la cantidad de anflisis rsplicados en extracto de submuestras por
cada método BF y CB existe un error asociado.

La curva de aceptacién asociada con un plan de ensayc perfecto se
presenta en la figura 2, cuando la probabllidad de aceptacién de un
lote buenoc es del 100 % y la probablilidad de aceptacién de un lote
malo es cero.

Kl porcentaje de lotes aceptados por un plan de ensayo perfecto esta
en funcién de la concentracién en el lote.

rig.2 curva de aceptacién.

! !
{ bueno | malo
! !
! !

Lote de concentracién de aflatoxinas
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Los riesgos de aceptacién de los diferentes lotéa se muestran en la
figura 3 ya gue existe la posibilidad de aceptar un lote malo por

bueno y dar uno bueno por malo.

?\\Rxasgo del productor rig 3.
Riesgos de Aceptacién
Forma tipica de curva de

aceptacién. Muestra los

Stdl= 20 ppb riesgos del consumidor y

productor.

1 Riesgo del consumidor.

i ! -

Un estudio eobre el programa de riesgoe asociados con las pruebas
puede Ber evaluado y minimizado.
El efeacto que experimenta el tamafic de la muestra se presenta en la

figura 4.

29



5 kg
5 kg
kg

20

La curva
diferente nivel
aceptacién, el

consumidor. (fig 5)

|

de aceptacién de
de aceptacién, asi

resultado es

20

Fig.4d

Entre menor sea el tamafic de muestra
aumenta el riesgo de aprobar un lote
malo por bueno, aumentando el riesgo

para el consumidor.

3 estrateglas de muestreo cada uno con
como disminuye el nivel de
una disminucién de riesgo para el

Pig.5
El efecto de aceptacién al cambiar el
nivel, esta asoclado con el riesgo al

P y al idor.
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Whitaker y col (1979) desarrollaron métodos de prediccién de riesgos
para el consumidor y el productor, el nGmero total de lotes
aceptados y rechazados, la cantidad de aflatoxinas en los lotes
rechazados y el costo aseoclado con la estrategia de muestreo. Estos
estudios pueden ser utilizados en la industria del cacahuate para

proponer una estrategia de muestreo para el anAlisis de aflatoxinas.
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CAPITULO 1II MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL

Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Matraces Erlenmeyer de 500 ml

Kitasato 1000 ml

Vaso de precipitadc de 100 ml

Vasos de precipitado de 400 ml y 250 ml
Probeta de 50 y 100 ml

Pipetas de 10 ml

Jeringa de 10 ml

Jeringa de 1 ml graduada.

Micropipetas variable de 100 microlitros
Microjeringa 10 microlitros

Vidrio de reloj

Embudo buchner

Alargadera

Embudo de separacidn 500 ml

Embudo estriado de 8 cm de didmetro.
Frascos viales de 10 ml

Tubos de borosilicato de 15 ml

Agitador magnético

Parrilla

Papel filtro Whatman No.1l y 41
Fluorometro Aflatest

Patrones de aflatoxinas B1, B2, Gl.
Columna para cromatografia de 40 cm largo x 2 cm .
Placa para cromatografia 20 x 20 cm de Silica gel
Cémara de vidrio

Soporte para placas
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Soporte Universal con aro.

Pinzas para bureta

Horno

Balanza granataria con sensibilidad de +-0.1 g
Bafio de vapor.

Bastidor para aplicar.

Gabinete para placas.

Estufa,

L&npara de luz Ultravioleta.

Aplicador.

Licuadora

2,2 REACTIVOS

Acetona al 70 %

Acetona al 20 %

Sol. acetato de plomo al 20 %

Cloruro de sodio

Metanol (MeOH)

Agua destilada

Metancl grado HPLC

Solucién reveladora de bromo al 0.02%

Aclido acético glacial

Metanol

Eter etilico anhidro

Mezcla de disolventes (cloroformo-metanol (97:3))
Sulfato de sodic anhidro granular

Adsorbil No.l para cromatografia en capa fina
Silica gel para cormatografia en columna 0.05-0.2 mm
Patrones de aflatoxinas: Alfa Bl, Alfa B2, ALfa Gl, Alfa G2
Celita analitica

Columna Aflatest (kit)
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2,3 TRABAJOS PERSONALES

Se geleccionaron dos variedadee de cacahuate: Flor Runer y Virginia
por ser las varledades m&s frecuentes en la cludad de México,

utilizando las mismas condiciones de almacenamiento en ambas.

Cada andlisis se realizé por triplicade reportando el valor

promedio.

Las condiciones de trabajo utilizadas como variables

independientes: tiempo, temperatura y humedad.

El Tiempo Beleccionado fue de 90 dias por ser el tiempo méximo

de almacenamiento durante la produccién de crema de cacahuate.

Las temperaturas seleccionadas son las siguientes:

25 ¢ C (medio ambiente)

32 2 C Temperatura que puede alcanzar durante el almacenamiento en
un local cerrado, sin aereacién alguna.

§2 ¢ C Temperatura critica.

La humedad constante (aproximadamente del 23- 25 %).
Como variable dependiente la concentracién.
Para ol andlisis de aflatoxinas se sgeleccionaron 2 métodos de

extraccién: Cromatografia en capa fina y el de Aflatest
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2.4 &todo Aflatest ra and)isis de Cacahuate
Preparacién de muestra:

Examinar la muestra y separar cualquier material extrafio, cuartear
la muestra en 2 kg aproximadamente, volver a cuartear hasta dejar
300 g de muestra, extender el cacahuate sobre una superficie

limpia, quitar la cascarilla y molerlos.

(Recomendada por el proveedor para semillas de cacahuate y nuez)
Aflatest es un método cuantitativo répido, comparable al de
Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucién ( HPLC ) seguro Yy de
bajo costo. Se basa en una columna de afinidad que contiene un
anticuerpo monoclonal altamente especifico para aflatoxinas.

En el método se realiza una extraccién con metanol al B0 %, una
filtracién gravimétrica con papel filtro, y 1la retencién de
aflatoxina en la columna. La lectura se hace meqiante fluorometria.
El método asta aprobado por la Federal Drugs Administration ( FDA )
y por la FGIS, Association of Official Analytical Chemists ( AOAC ),
por los ministros de Salud Piblica en México y America Latina.

Pesar 25 g de cacahuate con 5 g de NaCl y 125 ml de metanol al 60 %.
Licuar durante 1 min a alta velocidad (1000 rpm).

Filtrar 50 ml a través de papel filtro Whatman del No.l, y colectar
50 ml del filtrado.

Tomar 10 ml del filtrado y aftadir 125 ml de agua destilada.

Flltrar a través de papel filtro Whatman del No. 41

Ensamblar la columna de Aflatest a una jeringa de 10 ml. Sin quitar
ia tapa.

Agregar 10 ml del filtrade

Destapar la cclumna y empuje el émbolo de modo que el flujo sea de 2
gotas por segundo.

Enjuagar 2 veces con 10 ml de agua destilada.

Colocar el tubo de borosilicato bajo la jeringa de vidrio.
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Agregar 1 ml de metanol HPLC en la jeringa, recibir en el tubo.
Adicionar 1 ml de 1la agustancia reveladora de Bromo al 0.02%
directamente en el tubo.

Lectura en el fluorometro.

La lectura es lineal de 0 a 50 ppb y tlene una exactitud de
+/- 2ppb.

Se calibra perfectamente utilizando los patrones de 0, 26 y

13 ppb.
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Diagrama 2: metodologia en la determinacién

de aflatoxinas por el técnica Aflatest.

MUESTREO
!
HOMOGENIZACION
!
SEPARACION DE MUESTRA
|
PONER LA MUESTRA EN LAS DIFERENTES
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
{ TEMPERATURA / TIEMPO )
!
TOMA DE MUESTRA
}
REDUCCION DE TAMARO
!
FILTRACION
!
PURIFICACION
!
REVELADO

CUANTIFICACION POR METODO

FLUORIMETRICO
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Diogroma 3 Método Aflatest

. FLUOROMETHIA - ARLATEST
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ds Cromatoqrafia en Capa Fi

Bxtraccién de aflatoxinas :

Pesar 50 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, cubrir el
fondo con perlas de vidrio, agregar 250 ml de acetona al 70 %, tapar
el matraz con un tapén de polietileno o de ;Ldrio. Colocar el
Erlenmeyer en un agitador mec@nico filtrar durante 30 minutos a
través de papel filtro Whatman No. 4 previamente colocado en el
embudo estrlado, cubrir el embudo con un vidrio de reloj para evitar
la evaporacién, recoger el filtrado en un vaso de 400 ml.
Preparacién del Extracto:

Medir 150 ml del filtrado, afladir 60 ml de agua destilada y 20 ml de
acetato de plomo. Agregar 5 trozos de porcelana, evaporar hasta
reducir el volumen 150 ml. Enfriar hasta temperatura ambiente.
Agregar 3-4 g de celita, agitar y filtrar al vacio sobre papel
filtro (Whatman No. 2) impregnado de acetona al 20 %, lavar el
filtrado 2 veces con 20 ml de acetona al 20 % cada vez enjuagando el
vaso pasar el filtrado al embudo de separacién de 500 ml.

Enjuagar el kitasato con 20 ml de acetona al 20 % y pasarlos al
embudo. Afadir 50 ml de cloroformo y agitar durante un minuto,
destapar y esperar la separacién de 2 capas, recoger la inferior en
un vaso de 250 ml.

Afadir 50 ml de cloroformo y repetir la operacitn. Evaporar hasta
un volumen de 2-3 ml, transferir el extracto a través de la columna
cromatogrAfica

Enjuagar el vaso de 250 ml (2 veceam con 5 ml de cloroformo).
Agregar 100 ml de éter anhidro a la columna, una vez filtrado el
&ter afiadir 50 ml de la mezcla cloroformo-metanol (97-3 v/v) y
recogerlo en un vaso de 250 ml. Evaporar hasta obtener un volumen de

2 ml.
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Transferir este extracto a la ampolleta y lavar al mismo tlempo el
vaso con 1 ml de cloroformo con la jeringa. Evaporar a sequedad el
contenido de la ampolleta y conservarla en refrigeracién.
Preparacién de las placas de cromatografia de capa fina:

Pesar 30 g de gel Adsorbil plue Kieselgel G especlal para
cromatografia en capa fina, se colocan dentro de un matraz
Erlenmeyer con tapén de 250 ml, se agrega la cantidad de agua
recomendada por el fabricante agitando vigorosamrente durante 1 min
hasta obtener una suspensién homogénea y  vaciar dentro del
aplicador.

Se recubren las placas de vidrio de 20 x 20 cm previa limpieza con
acetona y secas, con la suspensién de gel de silice dejando

aproxi a un P entre 25 y 50 mm. Se dejan reposar las

placas sin moverlas hasta que gelifiquen. Posteriormente se activan
las placas recubjertas en un horno a 110 2C durante 1 hr, finalmente
s8e colocan las placas activadasm en un desecador hasta el momento de
utilizarlas.

Aplicacién del Extracto de Aflatoxinas en cromatografia en capa
fina.

Se destapa el frasco vial que contiene el extracto de aflatnxihas de
la muestra problema adicionar 0.5 ml de cloroformo, sellar con el
tap6n, introduclir la microjeringa de 10 microlitros en el tapén de
.polietilenc y sobre una placa preparada aplicér alicuotas de 1la
muestra problema sobre una 1linea imaginaria a 4 cm del borde
inferior de la placa de cromatografia. En la misma placa ge aplican
alicuotas de soluci6n patrén que contiene 2 ppb de aflatoxinas Bl,

B2, 61, G2, a una concentracién de 10, 20, 30 40 y 60 microlitros,

Se colocan 180 ml de cloroformo y 20 ml de acetona en una cimara de

desarrollo cromatogrdfico cuidando que el volumen alcance 2 cm de
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profundidad. Previa saturacién de la cimara de desarrollo (durante
30 min) colocar las placas.

Las aflatoxinas pueden descomponerse en la placa si esta no ge
desarrolla de inmediato en la oscuridad ya que son Buceptibles a la

luz, aire, los &cidos y las bases,

Sumergir la placa a una temperatura de 23-25 2C hasta que el frente
del disolvente haya alcanzado 10 -12 cm aobre el nivel original.
Posterjormente se saca la placa de la camara, evaporar el disolvente
a temperatura ambiente hasta sequedad.

Lgc;ugax

La placa cromatogri&fica se observa en luz (UV) de onda larga y se
deja si existen manchas fluorescentes cuyo recorrido (Rf) y color
sean similares a las solucionee patrén de aflatoxinas.

Se obeerva la diferencia de color de los dos tipos de aflatoxinas;
verde fluorescente de las aflatoxinas B, en contraste con un verde
palido de las aflatoxinas G.

Por Gltimo 8se compara los {Rf) de los diferentes tipos de
aflatoxinas en las muestras y 8e cuantifica que cantidad esta
presente en cada muestra por comparacién con la curva del patrén de

referencia.

Cuantificacién de Aflatoxinas.

Se puede d inar la aci6n de lam aflatoxinas con un error

que varfa de 2 a 4 % s8i se utiliza un densimetro apropiado para
medir 1la intensidad fluorescente. Utilizando una placa de
cromatograffa delgada con sumo culdado para evitar errores de
aplicacién, variacién de resolucién con distintos lotes del gel de
silice, errores de ajustes que son necesarios hacer en los
parfmetros de los instrumentos antes de la medicién y errores en las

medidas de zonas punta.
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Di&grama 9:método modificado para la determinacién

de aflatoxinas por Cromatografia en Capa Fina (BF)

MUESTREO
]
HOMOGENIZACION
|
SEPARACION DE MUESTRA
!
COLOCAR LA MUESTRA EN LAS DIFERENTES
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DE

TEMPERATURA / TIEMPO

!
TOMA DE MUESTRA
!
REDUCCION DE TAMARO
!
EXTRACCION
i
PURIFICACION DEL EXTRACTO
|
ANALISIS CROMATOGRAFICO
I3
13

CUANTIFICACION POR METODO

CROMATOGRAFIA
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Diagrama 9 Método CB
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CAPITULO IIX

RESULTADOSB

En las tablas 7,8 y 9 se presentan los resultados de concentracién
de aflatoxinas obtenidas a diferentes tiempos y temperaturas para

el cacahuate sin tostar, tostado y crema de cacahuate.

La grifica a muestra el incremento de la concentracién de
aflatoxinas a las diferentes temperaturas de estudio.

A 25 2C el incremento es lento mientras que a 52 2C aumenta
rdpidamente en un lapso de 10 dias después de que se determind el

blanco.( gréfica b )

A mayor tiempo y temperatura el crecimiento el honge Aspergillus

es inhibido, afectando la concentracién de aflatoxina.

Haciendo un andlisis de los datos obtenidos se observa que el
incremento en el contenido de aflatoxina sigue una cinética de

primer orden como se muestra en las gréaficas c y 4.

Las tablas 10, 11 y 12 y las graficas e y f muestran el incremento
en la concentracién de aflatoxinas cuantificado por el métode de

extraccién Aflatest a distintos tiempos y temperaturas.
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Tabla: 7 Concentracidn de aflatoxinas cuantificadas
en cacahuate sin tostar por método

cromatogréfico.

Tiempo temp temp temp
(dias) 25 °C 32 °C 52 °C
(ppb) (ppb) (ppb)

0 1.5 16 15
+0.04 +0.04 + 0.04

10 1.7 26 8.0
+0.02 +0.01 +0.04

20 25 3.7 6.5
0 +0.04 +0.25

30 3.0 4.0 7.0
+0.1 +0.08 +.081

40 3.2 4.1 : 7.5

+0.1 +0.1 103

80 3.7 45 8.0

+0.04 +0.056 +0.02

90 40 5.0 9.0

+0.06 +0.2 +0.5
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Tebla 8; Concentraclén de aflatoxinas
cuantificada en cacahuate tostado
por método cromatogréfico (CB)

Tiempo Temp. 2¢°C Temp. 32°C Temp. 82°C
(dlas) (ppb) (Bpb) (epb}
1] 18 1.8 1.8

+0.0¢ +0.04 +0.04
10 18 37 6.0
+0.43 +0.24 +0.01
20 28 4.0 0.0
+04 +0.14 +0.04
] ER] 40 1]
+0.18 +04 +0.285
40 ad 41 72
+0.2 +0.21 +0.33
L] 40 41 78
+0.2 +0.21 +0.28
90 40 43 80
+0.2 +0.2 +04
Tebla 9: Concentraclén de aflatoxinas
cuantificada en crema de cacahuate
por método cromatogréfico (CB)
Tlempo Temp. 25°C Temp. 3C Temp. 82°C
(dfas) {ppb) (ppb) (ppb)
0 1.78 1.78 1.78
+0.04 +0.1 +0.1
10 20 102 138
+0.04 +04 +0.4
20 08 130 174
+0.4 +0.2 +0.3
) 188 178 170
+0.2 +0.29 +04
40 20,1 214 21.8
+0.2 +0.28 +0.3
60 216 214 21
+0.4 +0.4 +04
223 217 2268
% +04 +0.2 +04
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GRAF ()  INCREMENTO EN CONCENTRACION DE AFLATOXINAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
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Concentracion de aflatoxinas a diferentes

temperaturas durante el almacenamiento
Grat.(b) Tiempo vs concentraclén
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Graf (c). Tlempo vs concentraclén de aflatoxinas
en cacahuate sln tostar.
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Graf (d) Tlempo vs concentraclén de-eflatoxinas
en cacahuate tostado
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Tabla 10: Concentracién de aflatoxinas
cuantificadas en cacahuate sin tostar
por método Aflatest

Tiempo
(dfas)

Temp. 25°C
(ppb)

Temp. 32°C
(PPb)

Temp. 62°C
(ppb)

2

2

2

20
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Tabla 11: Concentracién de aflatoxina
cuantificadas en cacahuate
tostado por método Aflatest

Tlempo
(dfas)

Temp: 25 °C
(pEb)

Temp: 32°C
(ppb)

Temp: 52 °C
(ppb)

2

2

2

10

20

30

680

80

PlBIOIGIOIN

FSFSESFSFNTN

@|N|j@ N[

Tabia 12: Concentracién de aflatoxinas

cuantificada en crema de cacahuate
por método Aflatest

Temp 25°C Temp 32 °C Temp 52°C
{epb) (gpb) )
2 2 2
2 10 14
10 14 17
16 18 18
20 21 22
22 21 22
22 22
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Grat (6) Tlempo vs concentraclén de aflatoxinas
en cacahuato sin tostar
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Graf (f) Tlempo vs concentraclén de aflatoxinas

en cacahuate tostado
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La tabla 13 y 14 muestran los resultados del estudio de comparacién
de ambos métodos (CB y Aflatest) y la diferencia en cuanto a 1la

sensibilidad con la que se detecta la toxina.

EL wmétodo m&s sensible es el de cromatografia en capa fina,
dependiendo de la exactitud que se requiera se podrd recomendar el

uso de éstos.

Tomando como ejemplo los datos obtenidos en cacahuate tostado y
crema de cacahuate podemos observar la diferencia en sensibilidad

de cada método. (Grafica g)

En la grafica h se observa el aumento en la concentracién de
aflatoxina, sefialando claramente la sensibilidad en la

cuantificacién.
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Tabla 13: Concentracién do aflatoxinas
on cacahuate sin tostar
Método: Cromatografia en Capa Fina

Temp: 32°C
Tlempo | Concentraclén
{dios) {ppb)

o 1.5
10 2.6
20 a7
30 4.0
40 4.1
€0 4.5
80 5.0

Tabla 14: Concentracién do aflatoxinas
en cacehuate sin tostar

Método : Aflatest

Temp: 32°C
Tiempo | Concentracién
(dlas) (ppb)

[¢] 2.0
10 3.0
20 4.0
30 4.0
40 5.0
60 5.0
90 5.0
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GRAF (9) CM;’ARACICN DE METQDOS DE EXTRACCION DE AFLATOXINAS
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Graf (h): Comparacién de métodos de extraccién
Cromatografia vs. Afiatest
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3.2 DISCUSION

En las tablas anteriores se observa que el aumento en 1la
concentracién de aflatoxinas se presenta en forma proporcional al

tiempo y temperatura.

AGn cuando el productor de la toxina sea un hongo y las condiciones
favorables para su desarrollo sean temperaturas de 20 a 25 2C se da
un incremento a temperaturas mayores, &sto se debe a que el aumento
de temperatura acelera el metabolismo del Aspergillus durante los
primeros dias, después poco a poco el honge es inhibido por las
condiciones que al principio le favorecieron un rapido desarrollo:

altas temperaturas.

Por su caricter termorresistente, la aflatoxina continua presente
alin después de pasar por cada etapa de elaboracién de crema de
cacahuate representando un peligro si se sobrepasan los limites

permitidos.

El tratamiento que se da a la semilla antes de ser utilizada para
la produccidén de crema de cacahuate (ver diagrama de flujo) no es
suficiente para eliminar la toxina, a pesar de usar temperaturas
de 65 eC, El1 producto terminado tendrd la misma cantidad de
aflatoxinas con la que haya entrado la materia prima y puede ser
mayor si la limpieza del equipo después de cada produccién no es

adecuada.

5 ESTA TESIS K MEBE
SKIR DE LA HBLIOTECA



Durante el tostado disminuye un poco 1la concentracién de
aflatoxinas debido a que se elimina la cascarilla la cascarilla que

cubre la semilla y en ésta queda una pequefia cantidad de toxina.

En cuanto a la crema, teSricamente se deberia obtener la misma
cantidad de aflatoxinas que se cuantific6é en el cacahuate, pero
debido a que contiene otros ingredientes que no son facilmente
arrastrados por los solventes durante la extraccién el valor
aumenta. Conforme transcurre el tiempo estos ingredientes al igual
que la crema cristalizan "encapsulando" asi la toxina, por lo que
en su extraccién son arrastrados dando con ello de concentraciones
elevadas, que en la mayoria de los casos se debe a una

interferencia en 1la lectura.

La gr&fica i muestra la concentracién en cada etapa del proceso que
se estudié en este trabajo y donde se observa las diferencias que

se presentan con la variacién de tiemnpos.

En cuanto al uso de métodos de extraccién, los resultados muestran
una diferencia insignificante uno del otro. Si se necesita
exactitud se deber& usar el método de cromatografia (CB), si sbélo
se requiere conocer en nfineros redondos la concentracién de toxina
presente para tomar una decisién de aceptacidén 6 rechazo es mejor
usar el método Aflatest ya que es mas rapido, menos peligroso ya

que no utiliza esté&ndares puros, y de facil manejo.
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CAPITULO IV

CONCLUBIONES:

No se puede impedir la contaminacién por aflatoxinas ya que son muchos y muy
variados los factores que favorecen su apariclén, pero se puede controlar el

crecimiento del hongo Aspergillue cuando este presente.

La temperatura, el tiempo y la humedd son factores que se deben tener en
consideracién para controlar el crecimiento de microorganiemos que pudleran

causar dafio a la materia prima.

Cuando sea necesario almacenar materlas primas se deben culdar las condicicnes
de almacenamiento mencionadas anteriormente sin descuidar la limpieza del

almacén.

La importancia de controlar la produccién de la toxina pe debe a su
termorresistencia; si no se controla en su fase inicial el producto hecho con

esta materia prima eatari contaminado.
Se recomienda no mantener por largos periodo el material almacenado para que el
hongo no pueda adaptarse o recuperarse en las condiciones del almacén.. El

mantener temperaturas bajas, menores de 20 ?C es muy recomandable.

Las condiciones de almacenamiento deben ser 6ptimas si se qulere mantener el

producto en un buen nivel de calidad.
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Lo recomendable es tener la cantidad de materia prima suficiente para el

cumplimiento del programa de produccién y no més.

Las aflatoxinas g dafios al homb por 1o que no se debe usar

materiales contaminados en la i6n de ali » agreg diferentes

ingredientes en 1a elaboracién de crema de cacahuate con el fin de enmascarar
concentraciones altas de aflatoxinas es una pr&ctica poco ética que pone en

riesgo la calidad del producto terminado y la salud del consumidor.
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ANEXO
La cuantificacién se realizo de acuerdo a la siguiente formula:
---------------- x . 1000

donde

Vs = ul del estéindar de aflatoxina

Cas = concentracién del eetlndar de aflatoxina (ug/ul)
SD = volumen al cual el extracto diluido para analisis
W = gramos de la mueatra

8§ = ul del extracto de muestra espoteado.
MEDIA:

n=3 Namero de muestras

DESVIACION ESTANDAR
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Datos:

Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:

X¥=1.5 + 1.5 + 1.6




1)

2)

3)
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N
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